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Introduction 1

I. Les wvirus

e Découverte et Définition

Un  peu d'historique

Les virus sont des entitésbiologiques particulierement anciennes et, selon certai
ils seraient apparus avant LUCA (Last Universal Common Ancestor) (Abre
Forterre, 20134, 2016). Les infections dues a des virus telles que Ia rage

depuis des  millénaires  (Lwoff, 1957). Néanmoins les agents responsables de celles-ci

décritsqu’a la fin du XIXeme siecle. En effet, méme si des traitements
variolisation étaientpratiqués depuis plusieurs siecles,la compréhension et la
virus commencent réellement avec [I'étudedu virus de la mosaique du tabac
Mayer décrit cette maladie affectant les plants de tabac comme infectieuse
bactérie en est responsable. Par la suite, Dimitri lvanovski va parler d’agel
est capable de franchir les filtres de Chamberland, permettant a I'époc
de bactéries. Ivanovski maintient pourtant I'explication bactérienne et ce
que  Beijernick comprendra l'importance de I'observation de son  collegue et
concept de « contagium  vivum fluidum ».

Le virus de la mosaique du tabac resteraun modeéle d’étude puisq
cristallisé par  Wendell Stanley en 1935. L'année suivante Frederick
Pirie  décriront une  structure composée de protéines et d’acides nucléi
de leur confrere. Au début du XXeme siecle, Frederick Twort et Félix

indépendamment l'un de I'autre les virus infectant des  bactéries.



Introduction 2

C’est Félix D'Hérelle qui, en 1921, les nommera « bactériophages » suite a ses travaux sur
Shigella dysentriae durant lesquels il vit apparaitre des plages de lyses lors de ses cultures sur

boite de Pétri (Duckworth, 1976).

Il faudra attendre 1939 pour observer pour la premiere fois un virus en image, grace a
I'invention du microscope électronique a transmission (MET), permettant d’observer des
particules grossies jusqu’a 20 000 fois (Klemperer, 1940). A nouveau, le premier virus observé

sera celui de la mosaique du tabac (figure 1).

Figure 1 : Photographie au microscope électronique a transmission du virus de la mosaique du tabac.
Echelle 100nm. Source ICTV.

Définition : I'évolution
Les virus ont donc tout d’abord été connus comme un « fluide vivant contagieux » filtrable
ayant la capacité de traverser les filtres de Chamberland. Cependant, le premier a émettre
une définition compléte est André Lwoff dans les années 50. A cette époque, la définition des
virus était trouble puisque certains les considéraient comme étant des micro-organismes ou

des molécules (Burnet, 1945; Bawden, 1951).



Introduction 3

Lwoff propose une définition qui restera celle longtemps admise par la communauté

scientifique les virus sont « des  entitésnucléo-protéiques infectieuses de
strictement intracellulaires potentiellement pathogenes, elles possédent un seul
nucléique (ADN ou ARN), se multiplient a partir de leur matériel génét
sont incapables de croissance ou de division et sont dépourvues de
(Tableau 1). Aujourd’hui les virus sont plus communément définis comme

intracellulaires obligatoires possédant un seul type d’acide nucléique et détournant la

machinerie  cellulaire de leur hote afin de se multiplier. Ils possedent
AannalAa rancida L nAL A nan Atva AntaLirAn AAr__ unn Aanvinl "
ﬁ.I_T Lwoff 1957 The concept of virus.pdf - Adobe Reader i L * l:ﬁ -5
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only one type, DNA.
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Table 8. Organisms, viruses and cellular constituents

Cellular constituents
Organelles
endowed with
Genetic genetic
Organisms Viruses material continuity
Types of nucleic acid 2§ 1 1 4
Multiplying as nucleic acid and 0 + + 0
produced from nucleic acid only
Growth and division* + 0 0 +
Presence of Lipmann system + 0 0 0(+)f
Infectivity + + 0 0

* Concerns micro-organisms only. The replication of a structure by the template mech-
anism is neither considered as growth nor as division but as replication.

+ Some organelles only contain a Lipmann system.

§ 2=DNA+RNA, 1=DNA or RNA,

(2) All typical micro-organisms are reproduced from the integrated sum of
their constituent parts, nucleus, cytoplasm, cytoplasmic structures, cortex.
Bacteriophage is produced or reproduced from its nucleic acid only. When
considering a micro-organism, the infectum is the micro-organism itself; when

16:21
16/08/2016
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o« Découvertes récentes

La définition de ce gu’est un virus reste néanmoins  sujette a déba
scientifique. En effet, I'absence de ribosome dans leur matériel génétique
monde du vivant tel qu’il a été  décrit par Carl Woese en 1990 (Figul
certaines découvertes récentes remettent en question la fagon dont les
compte, étudiés et classifiés.

Tout d’abord, I'étudede I'abondance virale grace a des  techniques moléculaires
métagénomes) ou de microscopie a épifluorescence a permis de mettr
virus sont les entités biologiques les plus abondantes de la planéte. Il

en moyenne, dix fois  plus de virus que de cellules dans [I'environnem
abondance a longtemps  été  sous-estimée en raison des limitations  techniques
ce qui explique en partie le fait que leur importance ait été néglig
De plus, les virus ont longtemps été  considérés comme des « pickpe
cellulaires, mais il s’avereque les cellules intégrent et utilisent aussi
2010, 2013a). En effet, 10 a 15% des génomes de bactéries ou
genes provenant de virus ou de plasmides ayant été récemment intégrés
(Cortez et al., 2009). Ce constat implique un fort impact des  virus
composition, notamment des communautésmicrobiennes.lls peuvent en effet incrér

ces  cellules (Wein

Q-

de nouvelles fonctions, résistances ou propriétés
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La découverte de virus géants a aussi remis en guestion la facon dont
les virus. Historiquement, la petite taille est un critere de sélection des
séparer le compartimentbactérien/archéen  du compartimentviral, ['utilisation des
0.22 um  est une méthode classique étant donné qu’il était considéré que
généralement au travers de cette porosité. Néanmoins, la découverte des
appelés « virus géants » qui font la taille de petites bactéries a

de ces fondamentaux de la virologie. Ces virus, infectant une  amibe
de la classe des rhizopodes) de I'espece Acanthamoeba polyphaga, ont
confondus avec de petites cellules a Gram négatif(La Scola et al., 2003)
les premiers virus observables au microscope optique puisquem liar  capsic
Scola et al., 2003). Leur génome de 1,2 Mpb est deux fois plus grand
bactéries et code pour plus de 1000 protéines (La Scola et al., 2003;
ailleurs, lorsque le virus se réplique a I'intérieur de I'amibe,

est aussi grosse que le noyau de I'amibe elle-méme. |l peut coder pour
enzymatiques précédemment retrouvés uniquement chez les cellules (comme
impliqués dans Ia synthése protéique) et contient de I’ARN et de
la lumiére de ces nouvelles données, les approches méthodologiques
de nouveaux virus ont  évolué et permirent de découvrir de nouveaux
d’entre eux sont des virus infectants des  amibes(Fischer, 2016). lIs sont
en sept familles (Ascoviridae, Asfarviridae, Iridoviridae, Marseilleviridae, Mimiviridae,
Phycodnaviridae, and  Poxviridae) regroupées en un ordre nommé « Mega
al,, 2013). Cet  ordre contient des virus ayant des génomes allant d’une centa

bases pour les plus petits jusqu'aplus de 2,5 Mpb pour les plus

2016).

grands (Pand
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Figure 2 : Photographie au microscope électronique a transmission d’un virion de Mimivirus. Source
ICTV.

L’étude de ces virus impressionnants tant par la taille de leurs capsides que par la taille de
leurs génomes a aussi permis de mettre en lumiére des virus de virus (aussi appelés
virophages). C'est ainsi qu’a été caractérisé Sputnik, un virus infectant un Mimivirus qui infecte
lui-méme une amibe (La Scola et al., 2008). D’autres virophages ont été mis en évidence apres
Sputnik, comme Mavirus, qui parasite le Cafeteria roenbergensis virus (Fischer and Suttle,
2011), ou encore Zamilon décrit en 2014 (Gaia et al., 2014). lls contiennent des génomes a
ADN double brin linéaires ou circulaires de 15 a 30 kb qui sont portés par une capside

icosaédrique de 50 a 80 nm de diameétre (Fischer, 2016).



2008). (a-e)
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L’ensemble

I’élaboration de

Patrick Forterre

dans les
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aspects morphologiques du Mamavirus et du viroph
au microscope électronique  a transmission  (f)
microscope électronique. (a) « Mamavirus virus factorsy
étapes de maturation. Les fleches montrent de petits
dans des capsides de Mamavirus. (c) Production
avec des morphologies anormales dues a I'infection
découvertes remet donc fondamentalement en question la
aussi la fagon ils sont considérés et classi
concepts tels celui de la « Virocell

années2010, suite aux nombreuses décou

(Forterre, 2011, 2013b).
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L'une des bases de cette théorie repose sur le fait que, dans |Ia comrr
sens large, les virus et les virions sont  souvent confondus, les virions étant
extracellulairedu virus (capside et acide nucléique). Par  exemple, dans Ia

il est écrit que celui-ci ne contient gu’un seul type d’acide nuclé
réplique il passe par une étape d’ARN messager et certains virus comrr
capables de passer de 'ARN a I’ADN (puis de nouveau a FARN mess:
Or, d’autres auteurs, a I'instar du Pr Jean Michel Claverie
séquencé le génome du premier virus géant (Raoultet al., 2004)), pense
virus et les virions revienta confondre I'homme et ses spermatozoides.
alors une théorie selon laquelle le virus serait l'usine virale lors de I'infe
cette usine virale n’est pas  présente partout et est notamment absente
exemple.

C'est ainsi qu'a été émis le concept de Virocell du Pr Patrick Fortel
cellulaire de la réplication  du virus (ou organisme  codantpour une capsic
un processus biologique  intégrant tous les aspects du cycle de reprc
virocell, et éventuellement génome intégré) (Forterre, 2011, 2016). Ce

la proposition d’une nouvelle classification des  organismes, intégrant ainsi  les
du vivant (par opposition a la proposition communément admisede Carl
al., 1990; Woese, 1994; Raoult and  Forterre, 2008) (Figure4).



Introduction 9

Bacteria Archaea Eucarya

Animals id- i i
Entamoebae 5“’,';‘ Caspid-encoding organisms
molds

Green
non-sulfur
bacteria

Viruses of Bacteria
Viruses of Eukarya

Euryarchaeota

I c Methanosarcina
ram TeN- pethano-
Purple  Positives| arahaaota bacterium
bacteria

Halophiles Viruses of Archaea

Thermoproteus cocc
T.celer

Flavobacteria Flagellates

Trichomonads

Thermotogales: Bacteria

Eukarya
Microsporidia Archaea

Diplomonads

Figure 4 : Comparaison de l'arbre phylogénétique du vivant de Woese (Woese, 1994) et de la
proposition d’'une nouvelle classification du monde du vivant par Raoult et Forterre (Raoult and
Forterre, 2008). (a) Arbre phylogénétique du vivant montrant les trois domaines Archaea, Bacteria et
Eucarya. (b) Représentation de virus avec leurs capsides et des trois domaines du vivant ayant évolués
a partir de LUCA. Les trois domaines ont des ribosomes mais n’ont pas de capside. Illustration de la
nouvelle définition des virus basée sur le fait qu’ils aient des capsides mais pas de ribosome, I'incluant
dans un nouveau type d’arbre du vivant.

Dans ce cas, le monde du vivant serait séparé en deux grands types d’organismes, ceux codant
pour des ribosomes (Ribosome encoding organisms) et ceux codant pour des capsides (Capsid
encoding organisms) (Raoult and Forterre, 2008; Forterre, 2013a, 2016). En effet, la capacité
a coder pour des capsides ou des ribosomes permet de bien séparer les deux types
d’organismes tout en rappelant leurs caractéristiques fondamentales (Abrescia et al., 2012).
Sur la base de cette séparation bipartite, les auteurs proposent une évolution de la définition
d’un virus, plus cohérente avec les récentes découvertes, comme étant « un organisme
codant pour une capside composée de protéines et d’acides nucléiques, assemblés en une
nucléocapside et utilisant un organisme codant pour des ribosomes pour compléter son cycle
de vie» (Raoult and Forterre, 2008). Il semble évident que la définition de Lwoff décrivant les

virus comme de petits agents (moins de 0,2 um) infectieux mais non autonomes et contenant
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un seul type d’acidenucléique parait obsolete. Néanmoins, lintégration des  virus
du vivant reste controversé (LOpez-Garcia,2012; Lépez-Garcia and Moreira, 2012).
D’autres modeles ont aussi été proposés et notamment celui d’un quatr
vivant, en plus des bactéries, archées et eucaryotes, nommé « Akamargelui-ch.
regrouperait les agents infectieux acellulaires  possédant un génome d’acidenucléi
2011). Ce nouveau domaine serait séparé en deux régnes, celui des  Eurivi
virus satellites (codant pour une capside) et celui des Viroidia comp
codentpas pour leur capside (Hurst, 2011).

D’autre équipes ont néanmoins repris le concept de Virocell dernie
al,, 2016) en relevant gque se placer du point de vue des virus perm
comprendre leur implication et leur importance dans les écosystemes, notamment
océanique (cf Partie « Role dans les océans » p4l)

e (lassification

Actuellement, il existe deux grandstypes de classifications.

Le premier est la classification par la méthode de Baltimore, défini
1971. Celle-ciclasse les virus en 7 groupes en fonction de leur type
ARN), du nombre de brin  (simple ou doublebrin), de la polarité

et du mode de réplication  (Tableau 2).
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Classe
I 11 1 v \" VI VIl
ADN double brin  ADN simple ARN ARN simple ARN ARN simple ADN double
brin double brin brin sens simple brin (avecrétro  brin (avecrétro
S positif brin sens transcription) transcription)
§ négatif
ADN double ARN simple ADN double
& brin brin sens brin
négatif
ARN messager

Tableau 2 : Classification selon Baltimore. Les classes sont définies par rapport au type d’acide
nucléique porté par le virion. La premiere ligne indique le numéro de la classe, la seconde le type d’AN
porté dans la capside et les deux suivantes les états par lesquels passent les AN viraux lors de la
réplication.

Ce tableau montre la classification selon Baltimore, la premiére ligne indique le type d’acide
nucléique lorsque le génome viral est encapsidé sous forme de virion. Lors de sa réplication
dans I'hote, le virus est alors transcrit en ARN messager (ARNm) mais peut aussi, dans certains
cas (ex. classe Il), passer par un autre type d’acide nucléique ne correspondant ni a un ARNm
ni a celui encapsidé. C’est par exemple le cas trés connu du VIH. Cette séparation en 7 classes
a I'avantage de répartir efficacement les virus, méme s'il est reste complexe de faire une

séparation pertinente entre les différents virus en se basant sur ces seuls criteres.

Le second type de classification est celui de I'lCTV (International Committee on Taxonomy of
Viruses) communément adopté par la majorité de la communauté scientifique. La définition
d’une espeéce virale selon I'ICTV est la suivante « classe polythétique de virus qui constitue une
lignée réplicative et occupe une niche écologique particuliére ». Les espéces virales forment
donc des classes polythétiques c’est a dire des groupes dont les membres possedent toujours
plusieurs propriétés en commun sans qu'aucune propriété particuliere ne soit
obligatoirement présente chez tous les membres de I'espéce. La différenciation en espéeces

virales n’est pas aisée. Plus globalement, les virus sont classés selon la nature de leur acide
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nucléique (ADN, ARN, simple ou doublebrin), la présence ou non d’une envel
la capside, le type de symétrie de celle-ciet la taille du virion
classification périodiquement, comprend une base de données internationale

majorité des  especes de virus décrites a ce jour. A I’heureactue

réparties en 7 ordres et 111 familles. Les 7 ordres sont Caudovirales, Herpesvirales,
Mononegavirales, Nidovirales, Picornavirales, Tymovirales et le dernier créé les
Ligamenvirales. Pour étre acceptée, une nouvelle espécede virus doit conte

virus isolé parmi ses membres.

Quasiment  toutes les especes de virus sont classées au sein d'un genre
elles restent non  assignées car leur caractérisation est inadéquate. Ces
classifications ne sont pas incompatibles puisque I'ICTV reprend en partie

classification de Baltimore tout en incluant notamment le type d’hbte infecté et la

morphologie (Abrescia et al., 2012).

» Les cycles viraux
Les  virus entretiennenttrois principaux types de relations avec leurs hotes (Wein

Madigan and  Martinko, 2007) :

Les  virus virulents réalisent un cycle lytiqueen détournant a leur profit
de I'hote et les virions néo  synthétisés sont libérés suite a la lyse  provo
Les virus tempérés, qui effectuent un cycle lysogénique, persistent sous form
nucléiques, le plus souvent intégrés au sein du génome de I'hote
sous forme extra-chromosomique), a I'état de provirus. Ils se répliquent
que le génome de la cellule hote jusqu’a ce gu’un stress (comme

antibiotiques ou uv) ne conduise les virus a déclencher un cycle lytiqu
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and translation

Figure 5 : Schématisation du cycle d’un virus tempéré voie lytique et voie lysogénique (Salmond and
Fineran, 2015). Le cycle du virus lytique est représenté sur le cercle extérieur. Les virions libres
s’adsorbent sur la cellule puis y injectent leur AN, avant de se répliquer, de s’assembler puis de
provoquer la lyse cellulaire menant au relargage de virions néoformés dans I'environement. Le cycle
lysogénique, représenté au centre débute comme le cycle lytique par I'attachement des virions sur les
cellules mais apreés injection de 'AN dans I'héte, celui-ci s’integre au génome de ’héte sous forme de
provirus se répliquant ainsi avec la cellule. Si une induction intervient, le provirus s’excisera du
génome de I'hoOte entrant ainsi en cycle lytique.

L’état porteur ou chronique, correspond a un équilibre entre la production virale et la
croissance cellulaire. Il y a une production constante de virions qui sortent de la cellule hote
par bourgeonnement. Contrairement au cycle lytique, ce relargage ne s’accompagne pas
forcément de la lyse de I’h6te. De plus, la production virale ne peut étre induite (Weinbauer,

2004; Madigan and Martinko, 2007).
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Des étapescommunes lors de I'infection sont partagées par les différents
bactéries ou des  archées quel que soit le type de cycle qu’ils mette
2004).

Tout d’abord, le virion s’adsorbe sur une surface cellulaire. Cette étape
temps réversible puis les fibres caudales virales se lient de facon définitive
présents sur la membrane de la cellule. Ensuite, les enzymes
membrane  cellulaire permettant I'injection du génome viral dans la cellule
cytoplasme, le génome peut étre intégré au chromosome hote ou reste
Pour permettre la néo-synthése de virions, le génome doit étre sous
viraux sont alors exprimés, conduisant  a la réplication  du génome et

protéines virales qui formeront notamment les capsides. Les génomes sont ensuite

empaquetés dans les capsides virales néo-synthétisées, puis libérés dans I’environnem
bourgeonnement,  extrusion ou suite a la lyse de la cellule hote. La
des virions se termine soit par linfection d’'un  nouvel hote soit par

I'environnement.
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e Course a I'armement : systeme de défense hotes - vi
Au cours des  milliers d’années d’évolution entre les cellules et les
techniques de résistances ont  été mises au point par les cellules pour
virale. Il est d’ailleurs supposé que l'une d’entre elle ait permisle

(Forterre, 2016).

Il existe divers mécanismes de défense contre les infections virales (Figure6)
classés en deux groupes

Le premier regroupe les systémes basés sur la reconnaissance de
exogeéne et sa différenciation avec les AN cellulaires.  Cest, par exem
CRISPR-cas, du systeme de restriction modification (R-M), du systeme de
(systeme DND) et probablementd’'un systéme récemment décrit, le BREX (Maka

2013).

Le second groupe rassemble des systemes de défenses basés sur la mort cellulaire
programmée ou la dormance des  cellules infectées, comme le syster

(Abi) ou le systeme toxine-antitoxine (TA) (Makarova et al., 2013)
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Figure 6 Mécanisme de défense microbien contre les éléments génétiques
2016). Les bactériovirus sont représentés  en gris et les plasmides en vert.
présentés, la modification de la surface cellulaire empéchant la fixation des
la présence d'un autre provirus, le systeme de restriction modification
exogenes non  méthylés, I'infection abortive menant au « suicide » de
CRISPR-cas comprenant  une « mémoire » des infections passées. Ces
suite.
Systeme CRISPR-cas
L'un des mécanismes de défenses contre les invasions d’AN exogenes les
systeme CRISPR-cas. Cette famillede séquences  d’ADN répétées a été  décou
E.coli puis ce systtme fut nommé CRISPR-cas (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats - associated with cas  genes) aprés la découverte de
chez les archées et les bactéries. Ce systeme permet de contr
nucléiques  exogenes tels que les virus ou les plasmides. Le locus de
plusieurs répétitions  de séquences  courtes partiellement palindromiques non
repeats. Ces séquences sont séparées par des  spacers correspondant
nucléiques  exogénes comme par  exemple des  morceaux de génome
trées  conservées dans un locus CRISPR donné et ont  toujours une struc
palindromique afin  d’avoirune  conformation secondaire  stable, les séquences  space
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elles hypervariables. Les  génes cas sont Ia partie effective du systeme
protéines portant des domaines fonctionnels typiques tels que nucléase,
et protéines de liaisons aux  polynucléotides. Les  CRISPRpermettent a
I'acide nucléique exogeéne alors que les protéines produites par les genes
I’éliminer (Horvath and  Barrangou, 2010).

A Immunization

1 Virus

Infection

Novel

Cleavage spa.cet

; Insertion of a novel
is —/ Cas repeat-spacer unit

Conjugation complex

CRISF'"H array
"
Acquired immunity against subsequent

. viral infection or plasmid transfer
B Immunity

Absence of PAM within the
CRISPR array prevents autoimmunity

e 5.4 3 2
., 4 csnl , casl [cas2 -- 3R W

3—"" Cascade Transcription
(Cas complex)

Inactwahan pre-ch!NA
@f;" Targqllnc "”“ m ’ Proc:ssin }C X X X X X X
crRNAs MK
KX

Interference
with the invading nucleic acid \
bearing a proto-spacer and PAM
---CGGACGTGGT Tscrccncnswnnunncmcmn

CAAAAC UCGACUUGUUAAAAAAACUACUGAAGA[SIIITIN
crRNA

Figure 7 Schématisation du mode de fonctionnement du systeme CRISPR-cas (Horvath and

Barrangou, 2010). (a) Processus d’immunisation : entrée de AN  exogene, produ
issues des génes cas, clivage de I'AN  exogéne, création d’'un  nouveau spacer
au sein  du locus CRISPR (b) Processus d'immunité : entrée d'un AN exogel

ci par le crRNA précédemment transcrit et inactivation de la cible.
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Le mécanisme  général d’action est le suivant(Figure 7)

Processus d’immunisation

e Entrée d’acidenucléique exogene
* Reconnaissance

e Création d’une nouvelle séquence repeat
e Sélection et création du spacer
* Intégration dans le génome

Mise en place de 'immunité

e Transcription du loci  CRISPRen pre-crRNA

e Transformation des  pre-crRNA en crRNA

e crRNA guide le complexe cas vers la cible

e Dégradation de I'acide nucléique cible
C'est un systeme tres  répandu car il est présent dans 87% des
génomes bactériens (Sorek et al., 2008; Makarova et al., 2015). Ces  syster
particulierement sujets aux  transferts latéraux de génes, méme entre especes
apportant un avantage évolutif certain notamment face aux infections

(Sorek et al., 2008).

Systéme Restriction — Modification (R-M) (Tock and  Dryden, 2005; Makarova
Un autre mécanisme particulierement bien étudié est le systeme de restri
(R-M). Tous les systémes R-M  fonctionnent sur le méme principe : discri
endogenes des AN exogenes afin de cliver ces derniers. Cela met en

- Une methyltransferase  (MTase), qui méthyle des  bases adénine
de la cellule pour qu’il puisse étre reconnu et protégé du clivage.

- Une enzyme de restriction de type endonucléase (REase) qui

des AN étrangers non méthylés (viraux ou plasmidiques).
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Les systéeme R-M sont classés en 4 grands types selon la composition des sous-unités, les
cofacteurs requis (ATP(GTP)), le site de reconnaissance et le mécanisme de clivage. Le systéme
de type l inclut différents génes : 2 sous unités REase pour le clivage (R), 2 sous unités MTase
(M) pour la méthylation et une sous unité S pour la spécificité, formant ainsi le complexe
hétéro-oligomérique R-MA (Figure 8). Le systéeme de type Il est le plus simple et le plus
commun (plus de 3500 systémes différents). Il repose sur I'association basique d’'une MTase
et d'une REase, généralement codées par le méme opéron. Le type Ill ressemble au type I
puisqu’il ne contient que 2 sous unités : R et M. Celui-ci ressemble aussi au type | car leurs
sous unités R partagent des similarités : elles contiennent toutes les 2 un domaine hélicase et
leur réaction est ATP-dépendante. Enfin, le type IV contient 2 sous unités distinctes, une

GTPase de la famille AAA+ et une endonucléase qui clive ’ADN cible de fagon non spécifique.

\
Phage |
Unmaodified
o phage target
SAM Host DNA ¢
Cell g :
membrane . z
0
= L R M
SR =
N — —— O
. | | E—) /: )
« l&_ Y- '
=5 1 Target methylation
o Mg2* (+ATP) @]
Harmless ,
phage DNA “ '

fragment @)

Modified target

Current Opinion in Microbiology

Figure 8 : Illustration du fonctionnement du systéme R-M de type I (Tock and Dryden, 2005). Les
enzymes de restriction (ciseaux) reconnaissent ’ADN exogéene non méthylé (rouge) alors que 'ADN
cellulaire est, lui, méthylé (vert) et donc protégé.
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Cette cassette inclus une Lon-like protéase putative (serine peptidase ATP-d
protéine contenant un domaine phosphatase alcaline, une protéine putat
'ARN, une ADN méthylase, une protéine a domaine ATPase et une

inconnue. BREX semble étre un systéme complexe contenant des protéines ayant de

nombreuses activités biochimiques (protéase, phosphatase et méthylase). Méme si ce

systeme sembleprochede systéme Pgl puisqu’il y a partage d’une
qguelques différences notables. En effet, le systeme Pgl permet une
libération de virions et permet aussi la lysogénie. Le systéeme BREX
infection ni la lysogénie, ce qui semble prouver que les deux
mode de fonctionnement (Figure 9). D’autre part, le systéme BREX
I'adsorption du virus mais bloquela réplication  du génome viral. Néanmoins,
ce qu’il  se passe pour le systeme restriction modification, I’ADN viral ne

clivé par le BREX, ce qui suggére un nouveau mécanisme de défense. Par contre, le
chromosome de la cellule est méthylé quand les cellules contiennent le

suggérant que celui-ci est capable de promouvoir une méthylation site-spécifique du

chromosome cellulaire. Cette méthylation, probablementmédiée par le gene pglX,
permettre une sorte de reconnaissance entre les acides nucléiques  endogenes
Aussi, si le géne pglX est inactivé, la résistance aux infections n’est
forte importance de celui-cidans le mécanisme de défense. Le systeme
du BREX n’est pas encore connu néanmoins il semblerait qu’il soit actif
réplication  de I’ADN viral. I sembleaussi que, comme pour le systeme

BREX soit une cible de choix pour les transferts horizontaux de genes. Pour
virus testés lors de I’étudeont montré une résistance au systeme BREX,

la course a 'armement entre virus et cellules est soumise a une



Introduction 22

Temperate phage Lytic phage

Phage DNA
Phage DNA
; Phage proliferw
Integration of & host lysis
phage DNA
Host chromosome
Temperate phage Lytic phage
i
= Phage DNA = Phage DNA
A 4 BREX-dependent v
inhibition of
integration & replication ...
|| G
| BREX system (type-1) | { TAGGAG |

sxx [asroarxd-Liza
BREX-dependent § methylation of host DNA

. * * * * * * *
Host chromosome

Figure 9 : [llustration du mode de fonctionnementhypothétique du

2014). (a) Cycles classiques : lysogénique  ou lytique (gaucheet droite) (b)
le systeme de défense BREX contre un virus  (gauche) tempéré
transcription du cluster BREX entrainant I'inhibition de la production
génomeviral dans le cas d'un virus tempéré (chez Bacilluscereus).Le

encore réellement connu a ce jour.
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Systéme toxine — antitoxine (TA) (Hayesand Van Melderen, 2011; Makarova
Triki, 2014)
Il existe divers types de systéeme TA classés selon les toxines et
I'organisation des  genes impliqués et leurs modes d’actions. Il y a 6
Le type | met en oceuvre un ARN non codantou antisens (ARNNC)
protéine (généralement une holin-like protéine) comme toxine. Le type
les archées et les bactéries. Il utilise des  protéines comme toxin
généralement transcrites  dans le méme opéron. Pour le systéeme de type
sous forme d’ARNNc qui peut directement se fixer sur la toxine. Trois autre:
récemment  proposés (v, Vv et Vi) basés sur des  mécanismes d’actions
antitoxines  respectives.
Quel que soit le type de systeme, ils sont tous basés sur une  toxine
Si elle est exprimée au-dessus d’'un certain niveau, va entrainer
antitoxine instable qui peut inactiver la toxine et/ou régulerson  expression
mort cellulaire. Les  toxines sont des protéines dirigées contre des  cibles
spécifiques alors que les antitoxines sont des protéines ou de petits ARN
pour cible Ia toxine. La plupart des  toxines sont des endoribonuc
freinent la synthése protéique en réponse a divers stress. Leur effet
et réversible ce qui leur donne une capacité d’adaptation face aux  différ
rencontrées. Les  autres toxinespeuvent avoir des effets sur I'action d’une topoi:
I'assemblage de la membrane  cellulaire ou sur les structures du cytose
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Globalement, le systeme TA a pour objectif d’induire une entrée en

la cellule,grace a une production contrblée de toxine, pour répondre a
I'invasion par des AN exogenes.

Le systeme TA joue un role  majeur dans la lutte contre I'invasion
dans la survie cellulaire, la formation de biofilmet la résistance aux
Systeme Abi (Chopin et al., 2005; Fineran et al., 2009; Makarova
Le systeme Abi (Abortive infection), aussi appelé « phage exclusion »

du virus en entrainant  la mort prématurée de I'h6te lors de I'infection
caractérisé par un début d’infection  virale classique, avec adsorption du virion
de AN viral dans Ia cellule.l'infection est ensuite stoppée menant
guantité de nouveaux virions (voir aucun) dans [I’environnement mais  aussi
prématurée de la cellule infectée. Ce systéme permet de prévenir
environnanteset est ainsi  considéré comme un « suicide altruiste »
mécanisme  moléculaire qui est mis  en jeu reste assez meéconnu. Il n’'y
trentaine de systémes Abi décrits, provenant majoritairement de
organismes modeles (Lactococcus lactis et Escherichia coli) ce qui suggere
assez peu répandu, ne représentant qu’une fraction mineure de la
modules de défenses microbiens. Néanmoins il partage des  similarités
(comme par exemple la formation de pores dans la membrane) et

au systeme R-M, pouvant donc potentiellement interagir avec celui-ci.
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La réponse des  virus
Ces meécanismes de défenses cellulaires partagent des  similarités comme
des cibles prioritaires pour les transferts latéraux de génes, ou qu’ils ciblen
les virus que les plasmides.
Un autre point commun partagé par nombre de ces systemes est
mécanismes pour les éviter d'ol le nom de « course a 'armement »
L'un des mécanismes les plus couramment utilisé par les virus pour échapper
de défense est de créer une mutation dans leur propregénome. Par
CRISPR-cas, une seule mutation dans les proto-spacers (spacers encoredans le
permet de contrecarrer le systeme de défense cellulaire (Horvath
délétion d’une partie du génome viral peut aussi servir de mécanisme de
ainsi la cible connue par le systeme de défense bactérien. Les
directement avec le systéeme de défense en inhibant I'activité enzyn
systeme R-M  ou en interférant  avec les protéines codéespar les genes
2005; Horvath and Barrangou, 2010; Samson et al., 2013). lls peuvent
systéeme a leur avantage en codantpour [I'antitoxine du systeme TA
activant le systeme R-M  pour que celui-ciméthyle aussi les AN viraux
Samson et al., 2013).
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Figure 10 : Exemple de stratégie virale pour échapper au systéme toxine antitoxine (Samson et al.,
2013).(a) Croissance cellulaire normale, les antitoxines (vert) neutralisent les toxines (violet) évitant
ainsi la mort cellulaire. (b) Lors de I'infection par un virus, les antitoxines sont inactivées ou en nombre
inférieur et les toxines libres entrainent la mort cellulaire prématurée. (c) Cas d’'une infection par un
virus possédant une mutation permettant d’empécher I'activation du systeme TA. (d) Cas de virus
capable de coder pour une protéine similaire a I'antitoxine cellulaire permettant d’éviter I'activation
du systeme.



Introduction 27
II. Les virus de bactéries et d’archées dans les océans

Alors que les bactériovirus ont été  découverts au début du XXémesiecle, il
les années 70 pour que le premier archéovirus soit mis en évide
identifié, le concept méme d’archée n’était pas  concu (Torsvik and  Dund:
associés a des  bactéries ou archées sont de loin les plus  nomb
Cependant leur diversité morphologique est assez faible puisque 96% d’ent
symétrie binaire (Ackermann and  Prangishvili, 2012). Il s'agit de virus appartenant
des  Caudovirales, divisé en 3 familles les Myoviridae, les Podoviridae
4% restants sont cubiques comme les Tectiviridae, filamenteux comme
pléomorphes comme les Fuselloviridae ou les Ampullaviridae. Ces  virions contie
doublebrin dans la majeure partie des cas, mais ils peuvent aussi  portel
ou de 'ARN simple ou doublebrin, méme si ce dernier cas est trés
Ces données s'appliqguent a 'ensemble des  bactériovirus et archéovirus, comg
présents dans les océansdont les caractéristiques vont étre développées dans
manuscrit.

 Abondance et diversité

Océan viral, estimations de I'abondance et « fausses » particules
Les virus sont les entités biologiques les plus abondantes de la biosphére.
dans les océansest en effel etestimkaa plaipart d’entre eux sont des
ou d’archées (Breitbart and Rohwer, 2005; Suttle, 2005). La nouvelle ere
a débuté durant les années 90 (Torrella and  Morita, 1979,
océansun des  environnements ou la guantité de données sur les
plus importante (Breitbart and Rohwer, 2005; Brum and Sullivan, 2015; Chow
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2015). On considére quiil y a environ 10 a 15 fois  plus de
dans les océanset cette forte abondance a été  confirmée par les donne
disponibles  (Suttle, 2005; Ackermann, 2007; Breitbart et al., 2007; Rohwer
2009). A I'image des hotes qu’ils infectent, I'abondance des divers virus est
I'abondance virale est estiméd ¥LP/mlitdrus-like particles) en ce qui conce
cotiéres, celle-cidiminue avec la profondeur et I’éloignement par  rapport
2007; Danovaro et al., 2008). Ces  résultats sont cohérents Si on consic
virale est corrélée a celle des  micro-organismes  (Figure 11) (Danovaro

d’ailleurs étre considéré que les virus utilisent les stratégies « et «  »décrivant
habituellement des populations bactériennes. |l est alors possible de les classer en 2

groupes (Chow and  Suttle, 2015) :

e Les virus les plus abondants, sont caractérisés par une forte virulence,

rapide,un burst size important et de petits génomes et suivent
« r ».

* Les virus présents en minorité sont, eux, caractérisés par une faible
burst size, de grands génomes et mettent plutot en ceuvre des  cycles
des  états porteurs et suivent une stratégie « K ». Ceper
plus grandediversité génotypique (Breitbart and  Rohwer, 2005).

Ce qui va caractériser le mode de vie d’un virus, son  évolution et
peut donc étre résumé en 4 grands critéres : le type de
porteur) ; I'étendue de sa gamme d’hote (virus spécialiste ou génér
enfin les caractéristiques propres des hotes qu’il infecte (abondance, état

Certaines familles virales peuvent étre caractérisées par  ces stratégies (Suttle
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Par exemple, les Myovirus sont la plupart du temps lytique, avec une gamme d’hotes étendue
et proliférent rapidement, ils représentent plutot la stratégie « r ». A l'inverse, les Podovirus
ont une gamme d’hétes restreinte, sont peu compétitifs, moins représentés au niveau du
viroplancton et sont donc plus généralement considérés comme « K ». Enfin, les Siphovirus,
avec une gamme d’hotes intermédiaire, sont connus pour étre en majorité tempérés (mettant
en ceuvre un cycle lysogénique) ce qui les classe plutot comme utilisant une stratégie « K »

(Suttle, 2007; Sime-Ngando, 2014).
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Figure 11 : Relation entre la concentration virale et 'abondance des micro-organismes (bactéries et
archées) dans les sédiments marins profonds de différents océans (Danovaro et al., 2008). Le premier
graphique représente 'abondance virale en fonction de I'abondance procaryotique et le second
représente 'abondance virale en fonction de la production de carbone procaryotique. Les différentes
couleurs représentent l’origine géographique des échantillons. Une forte corrélation entre I'abondance
virale et 'abondance procaryotique.
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Les estimations d’abondances virales sont ou devraient étre  exprimées en «

en « Virus-like particles ».

Ces comptages étaientinitialement réalisés grace a la MET, ce qui perms
des particules simplement en ayant des indications sur la taille et la
Néanmoins, cette méthode sous-estime le nombre de particules car le
assez élevé et aucune information  sur I'infectiosité ne peut étre obtenue.
est particulierement chronophage et assez colteuse (Weinbauer, 2004).

Aujourd’hui les techniques les plus utilisées pour les estimations sur échantillons

environnementaux sont la microscopie a épifluorescence et la cytométrie
techniques sont plus rapides et plus  précises que la précédente méme
morphologie des VLP est perdue. L'infectiosité ne peut pas non plus étre
techniques sont basées sur le méme principe, c'est a dire Ia color
acides nucléiques, ce qui entraine divers biais. D’une part |la coloration au
fait globalement que sur des ADN double brin, sous estimant par la
présence des virus a ARN et d’autre part, cette coloration ne discri
autres acides nucléiques non infectieux (Brum et al., 2015; Chow and Suttle, 2015
coloration se fait en effet indifféremment sur  tout type de VLPs, qui
(Gene Transfert Agent : Agent de transfert de géne), des  vésicules mem

méme des acides nucléiques libres agrégés sur d’autres particules. Ces colorations

généralistes, peuvent donc mener a une surestimation de I'abondance virale océatr
sont encore aujourd’hui  sujettes a débat (Forterre et al., 2013). De
années, I'importance et I'abondance des MV et des GTA a été mise

océans(Lang et al., 2012; Biller et al., 2014; Scanlan, 2014).
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En effet, a la lumiére de récentes études, il apparait que
abondantes (ex > %10 68 par ml d'eau de mer) et peuvent étre
comme VLP  puisque leur taille et le type d’acide nucléique qgu’el
différents de certains virus (Forterre et al., 2013; Biller et al., 2014;
Les GTA sont des particules ressemblant morphologiquement a de petits bacté
capables de transfert de génes (Figurel12). Néanmoins, méme s’ils  ressemblent
leur manque la caractéristique principale de ceux-ci: la capacité

de capside. En effet, ils empaquettentaléatoirementdes  fragments du chron
sans pour autant contenir le matériel nécessaire  a la production  des
entités caudées (Lang et al., 2012). lls n‘ont donc jamais I'opportunité de trans
cellule réceptrice la capacité de produire a son tour d’autres GTAs.
issus de transduction généralisée car, dans ce cas, le virus encapside par
de chromosome de I'hote a la place du génome viral  (faible pourcentage
transductricesdans un lysat). Les GTAs sont néanmoins produits par un
par la cellule et sont probablementrelargués dans [I’environnement par la

hote. Ces particules sont retrouvées chez diverses bactéries et archées comme des

Proteobactéries, des  Spirochétes ou encore des Methanococcales (Paul, 2008

2012) et sont sans doute particulierement abondantes dans les océans(McDaniel
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100nm

—_—
i M

Figure 12 : Photographie au MET de GTA (Lang et al., 2012). (a) GTA de Rhodobacter capsulatus. (b)
Particules de Dd1 issues de Desulfovibrio desulfuricans. (c) Particules virales de Serpulina
hyodysenteriae (VSH-1) dans Brachispira hyodysenteriae. (d) Particules de « Voltae transfer agent »
issues de Methanococcus votlae.

Les vésicules membranaires sont, quant a elles, de petits compartiments sphériques de 50 a
plus de 250 nm de diametre produites par bourgeonnement a partir de la membrane cellulaire
et pouvant étre sécrétées dans le milieu extracellulaire (Kulp and Kuehn, 2010). Elles sont
représentées dans les trois domaines du vivant et peuvent avoir de nombreuses formes,
tailles, compositions et fonctions (Gaudin et al., 2014). Ces MVs ont été tres étudiées chez les
Eucaryotes mais aussi chez les bactéries a Gram négatif. Il est admis que le processus de
formation de celles-ci soit contr6lé, et probablement bien conservé puisqu’elles sont
présentes dans les trois domaines du vivant. On sait qu’elles sont d’origine membranaire, que
leur composition est tres proche de celle de la membrane cellulaire mais que certaines

protéines y sont plus ou moins abondantes voire totalement absentes.
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Néanmoins, il n’y a pas de consensus quant a la compréhension du mécanisme de formation
des MVs (Kulp and Kuehn, 2010). On sait toutefois qu'elles peuvent endosser de nombreux
roles dont voici quelques exemples (Figure 13) (Kulp and Kuehn, 2010; Manning and Kuehn,

2011; Gaudin, 2012):

* Excrétion de divers composés : insolubles ou toxiques (détoxification de déchets
biologiques et autres composés nocifs)

* Transport de différents éléments pour les transférer a une cellule receveuse : acide
nucléique (transfert de génes), toxine (compétition avec d’autres cellules), molécules
impliquées dans le Quorum Sensing (communication intercellulaire)

* Leurre cellulaire contre les attaques virales.
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Figure 13 : Différents roles des vésicules membranaires (Scanlan, 2014). Les MVs peuvent prévenir les
infections virales en jouant le rdle de leurre cellulaire, intervenir dans les transferts horizontaux de
geénes et interagir avec des hétérotrophes.
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Récemment, la production de vésicules membranaires a aussi été  décrit
archées. Le premier modeéle a avoir été  décrit est celui de Sulfol
toxine (la sulfolobicine) associée a des MVs (Prangishvili et al,, 2000). D’aut
été caractérisées chez les archées, toujours dans le phylum des  Cren:
visiblement pour la plupart entourées de la S-layer, membrane  caract
archées (Ellen et al., 2009). Des MVs ont aussi été  découvertes associées
notamment des  Thermococcales (Figure 14) (Soler et al., 2008, 2011; Gorlas et
MVs ont des caractéristiques particuliéres. En effet, elles peuvent produire
filamenteuses en forme de colliersde perles, mais elles peuvent aussi ressembler
virions (notamment les Globulaviridae) (Soler et al,, 2008). Outre leur aspect morpl
certaines de ces MVs peuvent aussi transporter du matériel génétique
plasmidique ou viral), la résistance de celui-ci aux traitements thermiques
devient alors trés importante. Ce type de transport pourrait donc étre
protection des  acides nucléiques facilitant les transferts latéraux de géne:
conditions environnementales dites extrémes (Soler et al.,, 2008, 2011, 2015, Gaudi

2013, 2014).
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Figure 14 : Observation en MET de vésicules membranaires produites par des Thermococcales (Soler
et al., 2008). (a-f) « Virus-like vesicles » (g, h) structures filamenteuses en forme de batonnets (i-1) ou
de colliers de perles produites par des Thermococcales. Echelle 100nm.

Il est admis que les virus sont de véritables moteurs de I’évolution et qu’ils sont des acteurs
déterminants dans I'’échange de matériel génétique. Cependant les GTA, les MVs, mais aussi
les plasmides et autres éléments génétiques mobiles ne doivent pas étre négligés. Etant donné
leur abondance, en particulier dans les océans, ils ont aussi un réle majeur dans les transferts
latéraux de génes et donc dans I'évolution des communautés microbiennes (Figure 15, pour
plus de détails, voir la revue constituant le chapitre | de ce manuscrit (Lossouarn, Dupont, et
al., 2015)). La difficulté rencontrée lors des comptages pour obtenir des estimations de
I'abondance virale dans les océans (Forterre et al., 2013) réside dans la discrimination des MVs
et des GTA par rapport aux virions. Il faut donc garder a I’esprit qu'il en résulte probablement

une surestimation de I’'abondance virale.
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Figure 15 : Un mobilome abyssal (Lossouarn, Dupont, et al., 2015). Description schématique des divers
réles possibles des virus, MVs et plasmides au niveau des sources hydrothermales océaniques
profondes. Implication notamment dans les transferts latéraux de genes (ADN cellulaire (bleu), viral
(rouge) ou plasmidique (vert)). Role des MVs dans la défense contre les attaques virales, le transport
de toxines et autres types de communication entre cellules. Les fléches en traits pleins signifient que
les résultats ont été démontrés alors que les fleches en pointillés caractérisent des roles potentiels. Pas
de notion d’échelle sur le schéma.
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Diversité du viroplancton
La diversité génomique et morphologique virale en milieu marin est tres
elle reste encore largement méconnue (Breitbart and Rohwer, 2005). La
répertoriés sont associés a des  bactéries, ils sont caudésou non et
Ngando, 2014). Selon diverses études, les virus caudés, de l'ordre des Caudovirales
représenteraient 10 a 40% de I'abondance virale en milieu aquatique (Sime
Ces estimations paraissent assez cohérentes sachant que 96% des virus infect
ou des  archées sont des virus caudés (Ackermann and  Prangishvili, 2012
I'importance des virus de type « phagique » mais non  caudés a
estimée mais reste sujettea débat. Certaines études estiment qu’ils représentent
du viroplancton (Brum et al., 2013). Les  virus d’archées semblent avoir beau
diversité morphologique que les virus infectant les bactéries, en partic
les virus infectant des  archées thermophiles ou hyperthermophiles (Prangishvili
2016; Lossouarn, Dupont, et al.,, 2015).
La plupart des  populations virales retrouvées dans les océanssont assez ubiqu
des  données obtenues lors de I'expédition Tara océan, montrent que les
sont rarement endémiques a une station(15%) mais plutdt communément obser
de 4 stations (47%) et certaines jusque dans 24 des 26 stations
(Brum et al., 2015). Ces  données sur la distribution des  populations virale:
une  autre étude menée sur plus de 3000 échantillons (provenant de diver
notamment marins) qui montre que 86% des génotypes viraux sont retrot
échantillon et 73% dans plus de 5 échantillons différents (Figure16)  (Paez:
Des séquences proches ou identiques ont  été retrouvées a des endro
éloignés ce qui implique une forte dispersion des virus dans ces  envirc
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Méme si la plupart des  populations Vvirales sont largement distribuées, la
communautés virales réside dans la variation de I'abondance de chacun des
s‘adaptant aux différentes conditions environnementales (Brum et al., 2015; Chow
2015). Il est aussi intéressant de remarquer que la diversité génomique virale des
environnements cotiers sembleplus grandeque celle des environnements bathypélagiq
(Paez-Espino et al., 2016). D’autre part, la diversité virale locale est toujol
dans les océansmais pour autantla diversité globale reste proportionnellemen
Ce constat peut étre expliqué par un modele appeléle « Bank

2005). Les virus seraient séparés en deux grandes catégories les virus treés actifs,

numériguement majoritaires mais ne représentant qu’unefaible partie de la divers
autres virus, inactifs, fonctionnant comme une réserve de génes. Lorsque
environnementales deviennent favorables a leurs hotes, des  virus issus de la

proliferent et leur population devient alors dominante. La population précédemment
majoritaire, dont les hotes sont en déclin, voit alors son abondance diminuer,

dans la fraction inactive constituant ainsi la « banque virale »
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Figure 16 : Distribution globale de la diversité virale (Paez-Espino et al., 2016). La répartition de
mémes populations virales ou « singletons » (cercles) entre les échantillons est représentée par des
lignes de différentes couleurs selon la nature de I’environnement, (a) pour les échantillons marins (b)
pour les échantillons non marins. La dispersion des virus est trés importante, en particulier au niveaux
marins ou de nombreux virus sont retrouvés dans a différents lieux géographiquement tres éloignés.
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Le challenge réside donc aujourd’hui en la détection, la compréhension
nouveaux virus (Brum and  Sullivan, 2015). En effet, moins de 2200 génomes
double brin et rétrovirus)  sont disponibles via NCBI comparé aux plus de
bactériens déposés (Reddy et al,, 2014). Par ailleurs, seul un faible
infectant des  populations dominantes peuvent étre affiliés a des  virus cultiv
étude sur le Tara océan, moins de 1%) reflétant la pauvreté des  bases
terme de guantité et de diversité de génomes séquencés. Les  virus
sont liés aux populations dominantes bien connues dans les océanstels que
SAR11,SAR16 ou Roseobacter ou les autotrophes tels que Prochlorococcus et
(Brum et al., 2015). Une étude réalisée sur des  viromes issus des  océan

des  séquences présentes dans ceux-cin‘ont pas de similarités avec des  séque

dans les bases de données (Hurwitz and  Sullivan, 2013). Ces  données
permettent de faire un bond en avant concernant la guantité de donne
génomes viraux. Néanmoins, un des challenges  restantparticulierement comp
est de connecter les virus a leurs hotes, d’'ou l'importance de continuer

systemes hote-virus en laboratoire.
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* Lerole des virus dans les océans
Les virus sont aujourd’hui reconnus comme des acteurs essentiels des environnements
marins. lls sont impliqués notamment dans I’évolution des hotes qu’ils infectent et plus
globalement dans les cycles biogéochimiques (Suttle, 2005, 2007; Breitbart, 2012). Ils ont en
effet un role important dans le recyclage du carbone et autres éléments ; ils sont d'importants
agents de transfert de genes (Figure 17). De ce fait ce sont des acteurs déterminant dans la
variation et la sélection des espéces microbiennes, se positionnant ainsi comme des véritables

moteurs de I’évolution (Forterre, 2013a).

You are under
my control!

Phages are a major source of gene transfer in

the oceans, affecting host diversity and function.

Phages are efficient killers of marine bacteria,
releasing 10 billion tons of carbon per day.

Die bacteria!!!

Psst...
take some new genes.
They'll help you diversify!

Phage infection can affect host
metabolism through expression of
phage-encoded auxiliary metabolic

genes or regulation of host gene
expression.

From death dealers to DNA dealers, phage-host interactions are extremely diverse...

Figure 17 : Illustration humoristique des divers impacts des virus sur les communautés microbiennes
(Breitbart, 2012). De gauche a droite sont illustrés les impacts sur la mortalité microbienne, sur la
manipulation du métabolisme cellulaire et sur les transferts latéraux de génes.
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Impact sur la mortalité microbienne et cycles biogéochimiques
Les virus sont un facteur de mortalité trées  important pour les comn
océaniques. En effet, en se basant sur des  observations directes de cellule
seraient responsables de 10 a 50% de la mortalité guotidienne de
hétérotrophe (Sime-Ngando, 2014). Cette observation fait des virus une cause de
équivalente a celles des organismes brouteurs tel que les flagellés ou

and Colombet, 2009).

L'une des conséquencesde cette forte mortalité induitepar  les virus est la
composition des  communautés microbiennes présentes, contrélant ainsi la diver
diversification de ces communautés(Personnic et al., 2006; Sime-Ngando, 2014). Ce

a mené a I’élaboration d’une théorie nommeée « Kiling the  winner
(Thingstad and Lignell,1997). Celle-cirepose sur divers constats. D'une part, plus un
abondant plus il a de chancede rencontrer  un virus. D’autre part,
actifs  a division rapide sont des  proies prioritaires pour les infections virale
2010; Ankrah et al., 2014; Sime-Ngando, 2014). La théorie KtW  supp
communautésles plus actives, et souvent les plus abondantes, sont des
les infections virales.Les  virus peuvent donc controler les populations prése

massivement les populations dominantes, laissant la place a des communautés moins
compétitives et minoritaires. Les virus supportent ainsi le maintien d’une divers
en permettant la coexistence de diverses communautés bactériennes plus ou moins

compétitives.
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Figure 18 : lllustration de la stratégie Killing the winner (De Paepe et al., 2014). De gauche a droite,
illustration de la diversité microbienne, puis prolifération d’'une espeéce, production importante de
virus infectant cette espéce conduisant enfin a la décimation de celle-ci et donc au retour a une
diversité plus grande.

Cette théorie semble admise par une grande partie de la communauté scientifique mais elle
reste tout de méme sujette a débat. En effet, les virus comme tous les parasites et prédateurs
spécialisés sont face a un dilemme: un trop grand succés dans l'infection peut entrainer un
désastre. Si les virus tuent toutes leurs proies, ils sont condamnés a disparaitre puisqu’ils
nauront plus d’hétes (Knowles et al., 2016; Thingstad and Bratbak, 2016). Une étude récente
a montré que le ratio VLP/micro-organismes avait tendance a décroitre lorsqu’il y avait une
forte population microbienne (Knowles et al., 2016). Néanmoins le fait qu’il y ait une
corrélation entre I'abondance virale et I'abondance des micro-organismes se révele plutot
exact quand il s’agit de virus tempérés. Pour I’heure la relation entre densité de population
microbienne et lysogénie reste floue. L'induction des provirus tend a montrer que la lysogénie
est plus présente lorsqu’il y a une faible densité de population (et que le shift vers le cycle
lytique se fait lors de I'augmentation de la population). Différentes études montrent au
contraire que dans les récifs coralliens I'augmentation de la population microbienne se
traduit, au niveau viral, par un passage du cycle lytique au cycle lysogénique. L'une de ces
études, réalisée sur des viromes issus de récifs coralliens, montre que la présence de génes

marqueurs de la lysogénie augmente avec 'abondance microbienne (Knowles et al., 2016).
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Cette observation entraine la naissance d’une nouvelle théorie « Piggyl

sur les épaules des gagnants. Pour les auteurs de cette théorie, lorsque I'abondance

microbienne devient trés  importante, les virus tempérés sont privilégiés par
virulents (Knowles et al., 2016). Néanmoins, ils considerent que cette théor
de Killing the  winner. En effet, Ia stratégie Killing the  winner fonct
certaine densité de population  ou « Piggyback the  Winner »
densité cellulaire, la dynamique lytiqueserait supprimée  pour laisser la place
des virus tempérés (Knowles et al., 2016; Thingstad and  Bratbak, 2016
conférer un avantage non négligeable aux cellules. En effet lorsqu’un
au sein d’'un chromosome, 'hote peut acquérir une immunité face a ce

Le virus peut aussi améliorer le fitness de la cellule lui apportant de

de son intégration dans le génome. Ces  travaux mettent en avant
I'importance et de I'impact de la lysogénie dans Ia dynamique des

Bratbak, 2016).

Quel que soit le modeéle proposé, il est indéniable  que les virus
dans les océans. Lors de ces lyses de communautés dominantes, les
relargage de grandes guantités de matiere organique, la rendant

d’autres organismes. lls ont donc un impact important sur la chaine alimentaire de

I’écosystéme océanique et de la boucle microbienne (Weinbauer, 2004). Il s’agit de

I'implication des  micro-organismes  dans le transfert du carbone via leur
matiére organique dissoute (MOD) issue notamment de I'excrétion phytoplanctonique

(Personnic et al., 2006). Les communautés microbiennes sont aussi intégrées
trophique puisqu’elles sont broutées par les eucaryotes  unicellulaires planctonique

certains zooplanctons.
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Les virus interviennent donc dans |Ia boucle microbienne en lysant une  parti
organismes, modulant ainsi les flux de carbone de I’écosysteme aquatique
2011). 1l apparait donc logique que  si I’'abondance virale varie, cela entra
sur I'abondance des  micro-organismes. Diverses expériences ont  montré que
aussi des  modifications sur I'activité enzymatique cellulaire, la concentration et
des  matieres organiques  dissoutes ou particulaires, la dynamique des organ
encore la production  primaire (Weinbauer, 2004). Par  ailleurs, il est estim
marins sont  responsables de plus d'un quart du recyclage du carbone fixé
alimentant ainsi les réseaux trophiques  en rendant disponible le carbc
cellules lysées (Suttle,2007; Weinbauer et al., 2011). Cela entraine par
circuitage des  réseaux trophiques  supérieurs  au profit d’'une exportation vers
profonds (Weinbauer, 2004; Weinbauer et al., 2011). Ce phénoméne est appe
shunt », il s'agit du relargage des  produits lysés des  différents niveal
organique dissoute (MOD) ou particulaire  (MOP) (Figure 19). Ce relar;
organique engendré par les virus permet notamment de promouvoir le
populations microbiennes hétérotrophes (Weinbauer et al,, 2011; Shelford et
entraine aussi un transfert de carbone vers les océans profonds, jouan
dans la pompebiologique.
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L'influence des virus se manifeste sous différents aspects (Weinbauer et al., 2011):

La lyse du matériel cellulaire transformé en matiere dissoute ou colloidale augmente
le temps de rétention a la surface des océans, ce qui laisse plus de temps aux
organismes pour consommer le carbone et les nutriments.

La formation d’agrégats issus des produits de lyse augmente I'exportation du carbone
sauf si celle-ci entraine une meilleure flottabilité des particules augmentant alors leur
temps de rétention dans la zone euphotique

Les nutriments rendus disponibles peuvent stimuler la production primaire entrainant

diverses conséquences sur la pompe biologique

“ w = /}3 e ,C.arnivores
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Viral shunt
Viruses catalyze the
movement of nutrients
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Figure 19 : Illustration du viral shunt (Suttle, 2005). Les virus en lysant divers
organismes comme le plancton ou les « brouteurs » provoquent un court-circuitage de
la chaine alimentaire et catalysent le mouvement des nutriments des organismes vers
la matiére organique dissoute ou particulaire.
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Ainsi, I'impact des virus dans les océans ne se limite pas aux modulations des populations
microbiennes mais peut aller jusqu’a une incidence sur le climat, notamment via 'arrét des

blooms phytoplanctoniques (aussi appelés efflorescences algales).

Exemple de Emiliania huxleyi-EhV : E. huxleyi est une coccolithophore, algue unicellulaire
calcifiée responsable de vastes blooms dans les océans (notamment au nord de I’Atlantique)
pouvant recouvrir jusqu’a plusieurs centaines de kilometres carrés d’océans (Holligan et al.,
1993). Malgré sa petite taille, elle représente environ 1/3 de la production de CaCO3 dans les
océans, et est aussi un producteur majeur de DMS (Dimethyl sulfur) lors de sa dissolution dans
I'eau de mer (généralement provoquée par la lyse virale). Le DMS se répand ainsi dans
I'atmosphére et, une fois oxydé, est partiellement responsable de I'effet de serre impactant
notamment la formation des nuages (Alcolombri et al., 2015). En limitant la propagation de

ces blooms et en lysant ces cellules, les virus jouent ainsi un réle déterminant dans la

régulation des flux de carbone et de sulfure dans les océans (Personnic et al., 2006).

Figure 20 : Photographie de Emiliania huxleyi(a) au microscope électronique a balayage
(Earthguide.image library, Coccolithophore - Emiliania huxleyi) (b) vue de I'espace en phase de bloom
(Emiliania huxleyi| Collection | Expedition Arctic).
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Transfert de génes et manipulations des populations microbiennes
Les virus sont capables de moduler la composition des communautés microbiennes,
notamment via le modeéle « Killing the Winner », comme vu précédemment. Néanmoins, un
autre impact majeur des virus découle de leur capacité a réaliser de nombreux transferts
horizontaux ou latéraux (HGT pour Horizontal gene transfer) de génes, apportant ainsi de
nouvelles fonctions a leurs hétes. En effet, on estime 3 2.10*° le nombre de HGT médiés par

les virus de micro-organismes chaque seconde dans les océans (Briissow et al., 2004).
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Figure 21 : Role des virus dans I’évolution et la pathogénicité de leurs hotes (Salmond and Fineran,
2015).
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Les  virus peuvent étre lintermédiaire des HGTs par  différentes voies (Figur
Fineran, 2015).

Tout d’abord, lors de la lyse virale, il y a relargage des acide
I’environnement. Les cellules présentes autour de la cellule lysée peuvent
morceaux d’acides nucléiques  via le phénoméne de transformation. (Figur
Les virus sont aussi capables de transduction, qu’ellesoit  généralisée ou Spécic
b et c). La transduction généralisée peut étre réalisée par des  virus

Lors de I'empaquetage des acides nucléiques dans la capside, le virus englobe

accidentellement de I'acide nucléique cellulaire au lieu du génome viral.
a infecter une nouvelle cellule, il injecte alors [I'acide nucléique
cellule.Ce nouvel acide nucléique peut alors rester sous forme libre (et étre perdu
génération  suivante) ou étre intégréau chromosome hote par  recombinaison
transduction spécialisée est, quant a elle, le fait des virus tempérés capab
chromosome de I’'h6te. Lorsque le génome viral  s’excise de facon impré
de I'hote, il peut prendre une partie du chromosome de I’h6te avec son
virion parvient a intégrer un nouvel héte il peut alors transmettre les
de son ancien hote vers le nouveau. Ces deux types de transductions sont
faciliter la mobilité des genes de virulences ou de résistances  aux
dans les environnements marins (Jiang and  Paul, 1998; Penadés et al., 2015)

de l'abondance des cellules lysogénisées dans |'environnement, les phénoménes de
transductions sont probablement des  acteurs majeurs des transferts horiz

dans la biosphere marine(Jiang and  Paul, 1998).
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En effet, 10 a 15% des genes de bactéries et archées sont des
plasmidique récemment intégrés au chromosome hote (Cortezet al., 2009).
Le cas des PICIs (Phage inducible chromosomal islands, ou flots chror
inductible)  est un peu particulier car il met en jeu un virus dit
chromosomiques peuvent « pirater » un virus pour promouvoir leur transf
drastiqguement I'efficacité de leur transduction. Ce mécanisme  est aussi appe
moléculaire »t est notamment connu chez Staphylococcus aureus avec les flots de
pathogénicité SaPls (Novick et al., 2010; Christie and Dokland, 2012). Cette
piratage moléculaire est maintenant aussi connue dans les océans profonds
ce manuscrit (Lossouarn, Nesbg, et al., 2015)).
Concernant les GTAs (déja évoqués précédemment, cf partie | de I'intro
aussi médiésdes  HGTs. |l est possible que ces GTAs soient une évolution
devenus défectifs (Figure 21 e).
L'un des exemples les plus connus de virus apportant une nouvelle
infectées, est celui de Vibrio cholerae découvert en 1996 (Waldor and
virus CTH permet a son hote de coder pour un facteurde virulence
toxine) rendant Vibrio cholerae particulierement virulent et pathogene (Waldor and
Mekalanos, 1996). Ce phénoméne est appelé conversion  lysogénique (Figure21 f),
une situation ou le virus apporte de nouveaux génes bénéfiques pour
Dans le cas ou I’h6te porte deux provirus, Si ceux-cipartagent des simila
des réarrangements chromosomiques chez [I'h6te en entrainant  des  inversions
délétions par exemple (Figure21 g).
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Ces réarrangements peuvent fortement moduler le fitness des hotes entrainant une
modification de leur compétitivité et par  extension une modulation de la

communautésmicrobiennes.

Les éléments apparentés aux virus (phage-related elements) font partie du
cellulaire (Figure21 h). Il s'agit notamment des pyocines de type R
de type VI qui sont des  systemes cellulaires dérivésde structures initial
Ces systéemes sont aussi présents dans certaines bactéries marines symb
Pseudoalteromonas luteoviolacea) qui liberent des ensembles de structures
22) qui induisent une métamorphose chez les vers tubiformes Hydroides
elles vivent en symbiose. Ces données indiquent qgque l'utilisation de ces
intervenir dans Ia communication avec I'hote eucaryote (Shikuma et al.,

Figure 22 : Structures
(Pseudoalteromonas  luteoviolaces
et al., 2014).

Outre ces  divers effets des ' ' X
: ,QQ- A&\\b
virus sont aussi capables . / Extr
ils alterent le métabolisme de I'héte de facon a favoriser leur réplic
allant méme jusqu’a exprimer des geénes (de leur génome) supportant le

I"hote.
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Ces genes codantpour des  protéines impliquées dans le métabolisme de I'hote
appelés « genes auxiliaires  » (ou « Virus-encoded auxiliary meta
Ces vAMGs peuvent parfois étre déja présents dans le chromosome
jusqu’alors  inhibésou peu produits. Ces genes sont divers, et peuvent étre
nombreuses fonctions de I'héte comme la photosyntheése, la voie des
la régulation du phosphate, le métabolisme du soufre, la synthese
métabolisme des sphingolipides ou le métabolisme (procesdeg)’ADN et de I’ARN
(Rosenwasser et al,, 2016).

Exemple : Geénes de la photosynthése chez les virus marins

Lun des exemples les plus connusde vAMGsau sein du viroplancton est
codantpour des génes impliqués dans la photosynthése (Figure23). Découvert
systéeme montre qgue S-PM2 (virus infectant des  cyanobactéries) contient
deux genes majeurs de la photosynthése. Il s'agit de psbA et psbD,
deux protéines (D1 et D2) ayant un role  centraldans le photosystemell.
cyanobactéries est généralement limitéepar la photo-inhibition, en particulier
océans. Les protéines D1 et D2 jouent un role  important dans Ia
I'exces de protéine D1 photo-inactivée et endommagée qui I'entraine, amer
diminution de I'efficacité du photosystéeme. D’autre part, durantl’infection
D1 cellulaire chute fortement entrainant  une  baisse de I'apport d’énergie
Néanmoins, I'expression des  protéines D1 et D2 codéespar les virus perme
photosystéme efficace, passant outre la photo-inactivation, donnant ainsi  plus
virus pour qu’ils puissent se répliquer massivement et libérer un grand nomb

I’environnement (Mann et al., 2003; Lindell et al., 2004).
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Suite a cette étude, ces genes codés par des virus et impliqués dans la photosynthése se sont
révélés particulierement répandus chez les virus infectant des cyanobactéries (Sullivan et al.,

2006; Breitbart et al., 2007).

Prochlorococcus
cell

Progeny
viruses

Infecting
virus

Figure 23 : Illustration de l'utilisation des génes « viraux » de la photosynthése pour supporter la
production virale lors d’'une infection de Prochlorococcus (Breitbart et al, 2007). Trois voies
métaboliques supportées par des génes d’origine virale (orange) sont illustrées ici, la photosynthese,
la voie des pentoses-phosphates et la synthése des nucléotides. L’expression de ces genes durant
I'infection permet de soutenir le métabolisme de ’h6te augmentant in fine la production virale.
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[II. Les environnements thermophiles

Les thermophiles, organismes vivants a des températures optimales au-dessus de 45°C font
patie d’'u g oupeplus asteappel et ophiles.Cette otio estpofod et
anthropomorphique puisque nous appelons « environnements extrémes » les biotopes qui
nous seraient hostiles. Or, pour ces micro-organismes, ce sont nos conditions de vies qui sont
extrémes. Ces organismes trés divers, vivent sous au moins une condition physico-chimique
(température, pression osmotique, pression hydrostatique, pH, concentratio e 0 g e...
paraissant étre en hors des limites compatibles de la vie non extrémophiles. Les
environnements qui sont considérés comme extrémes peuvent par exemple étre les zones
polaires, les étendues désertiques (chaudes ou froides), les fonds marins, les lacs de soude,

lacs acides ou hypersalés (Figure 24).

Figure 24 : (gauche) Désert du Sahara (source: commons.wikimedia.org) (droite) Antarctique

(source : laterredufutur.com).

Il a longtemps été considéré que la vie a haute température était impossible car dénaturant
les p oti es. Lahaleu est d’ailleu s |'u dee s de stilisatio les plus a ie s et aussi
le plus pa du. Poutat,’est lao ditio de ie sine qua non des micro-organismes

thermophiles et hyperthermophiles.
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La otio de theophile se itait a °C jusi’'e OUBacillus stearothermophilus,
apale de oissa ede a °C,taitosid o el'ogais e apale de oite au
plus hautes températures (Stark and Tetrault, 1951; Prieur, 2014). Néanmoins, les travaux de
Thomas Brock et son équipe dans les années 70 ont révolutionné nos connaissances sur ces

micro-organismes. En effet, ils ont isolé les premiéres souches microbiennes ayant une
température optimale de croissance au-dessusde °C aps I’ ha tillo age de soes
chaudes terrestres du Parc national de Yellowstone aux Etats-Unis (Madigan and Martinko,

; Pieu, . Aujou d’huiles the ophilespeuet te lassse t ois sous
catégories : les thermophiles modérés (45 a 60°C), les thermophiles extrémes (60 a 85°C) et
les hyperthermophiles (au-dessus de °C Mehta ad “ataaaa, . A I'heu e
actuelle, la limite de la vie est fixée a 122°C, température a laquelle une méthanogene
piezophile décrite en 2008 peut encore proliférer sous 20 MPa de pression (Takai et al., 2008).
Depuis lest aau fo dateusde B ok etsipe, I't tdelao uaut sie tifiue
pou les the ophiles 'a ess de gadi. E effa, outre leurs divers intéréts
biotechnologiques (le plus connu étant la Taq Polymérase de Thermus aquaticus (Chien et al.,
1976)), ces micro-organismes sont aussi étudiés afin de permettre une meilleure
compréhension des cycles biogéochimiques globaux, du role des micro-organismes a
I'i te fae ie/ i ale, daslead e dee he hes su les o igs de laie... Glo alee t
I” tude de leu alsit et de leu ph siologiee nécessaire car encore trop peu de

données sont disponibles sur ces organismes (Forterre, 2007; Prieur, 2014).
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X Les sources chaudes terrestres

Les sources chaudes terrestres sont un grand réservoir de thermophiles. Elles se trouvent
généralement dans les zones a activité volcanique, ou les environnements chauds affleurent
alasurfa e. E effet, dases zo es, I'eau filt e da s lao(te teest e, se hauffe sous
I’effet d’'u eha e ag atiue ais e out pas g ae a la p essio lithosphe. “ous
I'effet de ldaleu, la p essio aede faisat ejailli a la su fakeau ei hie e
minéraux et autres éléments (Mehta and Satyanarayana, 2013; Prieur, 2014).

Ces manifestations hydrothermales sont présentes dans divers endroits du globe mais les plus
connues restent le Parc National de Yellowstone aux USA (Figure 25), la péninsule de
Kamchatka en Russsie, le Chili, le Japon, la Nouvelle-) la de, I'ltalie et I'lsla de. Elles peu e t
se manifester sous forme de solfatares, de geysers ou de sources chaudes (Mehta and

Satyanarayana, 2013).

Figure 25 : Photographie de geysers (a) en Nouvelle-Zélande (source: eugene.kaspersky.fr) (b) en
Islande (source : extremeiceland.is). (c) Photographie de source chaude a Yellowstone (USA, source :

yellowstoneparknet.com).
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Les micro-organismes isolés des sources chaudes

Les sources chaudes terrestres sont un réservoir tres important de biodiversité bactérienne et
ahe e. L'appotostat de uti ets et les g adie ts pb-&iimiques présents
laisset e effet plae a ue gadai t d'espes i oie es. Na ois ette
divesit 'at douete uasseztad ae I'a e etdes thodes d'aplifatio

i lat des g es de I’ARN “ L pezLdpez et al., 2013). Les groupes de micro-organismes
majoritaires de cet écosystéme sont le phylum des Crenarchaoeta pour les archées et 'o d e
des Aquificales pour les bactéries. Deux phyla plus récents ont aussi été découverts dans ces
sources, appartenant au domaine Archaea: les Korarchaeota et les Nanoarchaeota. Les
membres de ces deux phyla, tout comme les Aquificales font partie des embranchements les
plus p ofo ds de I'ae phlog ti uedui at L pezLdpezetal, 2013). La composition
des communautés de ces écosystemes est trés variable et dépend notamment du type de
source chaude étudiée.
Exemple des champs de solfatares
Les solfatares sont des fumerolles qui émettent des gaz soufrés. lls sont retrouvés dans des
« champs de solfatares » qui comprennent des sols, boues et eaux de surfaces (riches en
soufre), chauffés par la chambre magmatique se situant en dessous, pouvant atteindre des
te p atuesdel’'od ede °C. Leus paatesphsiohi i uespeuetaie d'u

hap de solfataes a u aut e, ae des pH allat d& . L'aidit est due a la pe e
d'aide sulfu iue fo  suite a I'odatio iologiue du sulfu e d’h d og et du souf e.
Les solfatares sont généralement tres riches en minéraux de fer, émettent du dioxyde de
carbone et ont des concentrations variables en dihydrogéne, méthane, azote et monoxyde de

carbone (Mehta and Satyanarayana, 2013).
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Les communautésde at ies et d’a h eguicolonisent ces environnements sont variées,
pouvant étre acidophiles, thermophiles extrémes ou modérées. La plupart de ces populations
sont hétérotrophes (comme Desulfurococcus mobilis ou Thermoproteus uzoniensis) ou
chimioautolithotrophes (comme Pyrobaculum islandicumou Thermoproteus neutrophilus),
utilisant souvent le soufre dans leur métabolisme énergétique. Ces solfatares peuvent
permettre la croissance de souches aérobies comme Sulfolobussolfataricus, anaérobie comme
Thermoproteux tenax ou encore des souches AAF (aéro-anaérobie facultatif) comme
Acidianus infernus (Segerer et al., 1986; Mehta and Satyanarayana, 2013). Des bactéries
comme Fervidobacterium islandicum ou Thermotoga thermarum appate ata l'o d ales
Thermotogales colonisent aussi ces environnements mais sont moins souvent isolées de ceux-
ci que les archées (Windberger et al., 1989; Huber et al., 1990; Huber and Hannig, 2006).
Exemple : Soue haude a ide d’Qikudani au Japon
Aujou d’hui e e, laaste ajoit des i o0-organismes est incultivée. Les études en
tag o iueotfouide o eu g o esdesouhessi ‘'otpaseoepute
ises e ultuee laoatoie. Ueappohet essateat isee oeue dasune
étude récente. Les auteurs utilisent des échantillons naturels congelés et les soumettent a
di e ses o ditio s de ultu es. Cette thode a peis de ette e ultu e et d’isole de
nouvelles espéces issues de sources chaudes acides (68°C, pH 1,4) (Sakai and Kurosawa, 2016).
Ces especes appartiennent au genre Sulfolobus (HS-1 et HS-3) qui est bien représenté dans les
sou es haudes.U e dizaie de phlotpesd'ahes ot t etou s das les
enrichissements réalisés dans cette étude, majoritairement des Sulfolobus, mais aussi des

Thermoplasma, des Metallosphaera et des Sulfurisphaera...(Figure 26).
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a b

53_1.4_01* - 53_1.4_001 | (1

68_1.4_01 68_1.4_001

68_4.0_01 68_4.0_001

68_6.0_01 68_6.0_001

83_1.4_01 83_1.4_001

83_4.0 01 83_4.0_001

836001 (NN &3 6.0.001 [ [
B Thermogymnomonas acidicola O Acidicaldus organivorans
O Thermoplasma acidophilum B Alicyclobacillus tengchongensis
B Acidicaldus organivorans B Thermagymnomonas acidicola
B Acidianus brierleyi [ Metallosphaera hakonensis
O Metallosphaera hakonensis [ Metallosphaera sedula
[0 Metallosphaera sedula [ Sulfolobus shibatae
B Uncultured Sulfolobales | B Sulfurisphaera ohwakuensis
B Uncultured Sulfolobales I [ Uncultured Suifolobus |

B sulfolobus shibatae
I Sulfurisphaera ohwakuensis

Figure 26 : Diversité des communautés microbiennes retrouvée dans des enrichissements réalisés a

partir d’échantillons de sources chaudes ter(Sagtiesid Kurosawa, 2016). Les chiffres a gauche

des figures représentent la température de culture, le pH et le pourcentage en extrait de levure(a)

0, % b , %.Cette figure révele notamment @ al y aurait une prépondérance de bactéries

parmi les micro-organismes cultivés ici.

Virus associés aux bactéries et archées des sources chaudes terrestres
Das es osst esoulapse ed’euaotesse le tet sfaile lesiussotle
facteur principal de mortalité des communautés microbiennes (Schoenfeld et al., 2008; Lopez-
Lopez et al., .llsiflue etdo eauouplastutue, Blutio et lexiatio s de
composition de ces populations. Pour autant, il y a encore trop peu de systemes hotes-virus
caractérisés dans ces environne ets. E effet, ueuaataied’ahoius et ue
guinzaine de bactériovirus ont été bien décrits a ce jour. Néanmoins, leur diversité
morphologique et génomique est impressionnante en particulier concernant les archéovirus

(Rachel et al., 2002; Basta et al., 2009; Prangishvili et al., 2016).
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Bactériovirus

Il e iste aujou d’huis st es h tesvirus thermophiles (entre 55 et 75°C) issus de sources
chaudes bien décrits dans la littérature (Uldahl and Peng, 2013; Nagayoshi et al., 2016).
Na ois, losdueastetude alisee , iusot t isols et patiellee t
d its, ais leuaat isatio ’'tat pas o plte, ilse sot pansid s o e
caractérisés. Ces virus infectent des bactéries appartenant au genre Thermus, mais aussi aux
genres Geobacillus, Meiothermus et Rhodothermus (Yu et al., 2006; Uldahl and Peng,
2013)(Tableau 3).

Parmi les 14 systémes décrits seuls certains seront détaillés et pour permettre une meilleure

lisibilité, les autres sont décrits dans le tableau ci dessous.
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Contrairement a la diversité morphologique impressionnante retrouvée pour les archéovirus,
les bactériovirus issus des sources chaudes terrestres se répartissent en 4 morphologies,
correspondant a 4 familles de virus: les Myoviridae et Siphoviridae, de I'ordre des
Caudovirales, les Tectiviridae et les Inoviridae. Les Myoviridae et les Siphoviridae ont la
morphologie classique dite « téte-queue » comme la majorité des bactériovirus alors que les
Inoviridae sont filamenteux et que les Tectiviridae sont des virus non caudés a capside
icosaédrique (Yu et al., 2006; Ackermann and Prangishvili, 2012; Uldahl and Peng, 2013).
Néanmoins, il est intéressant de noter que, dans I'étude portant sur les 115 virus isolés de
sources chaudes alcalines (Islande, Japon, USA, Russie), plus de 50% des virus retrouvés
étaient non caudés (capside icosaédrique ou filamenteux) (figure 27) (Yu et al., 2006). Les
Caudovirales semblent proportionnellement moins représentés dans ces sources chaudes
alcalines que dans les autres écosystémes. Les auteurs émettent I’hypothése que cela est di
au grand nombre de souches de Thermus préférentiellement infectées par des Inoviridae ou

des Tectiviridae (Yu et al., 2006; Ackermann and Prangishvili, 2012).

Figure 27 : Photographie de MET de bactériovirus isolés de sources chaudes terrestres (a) Tectiviridae
(b) Inoviridae. Echelle 100 nm (Yu et al., 2006).
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Les Myoviridae se caractérisent par une capside icosaédrique a laquelle est attachée une
ueueo t atile,ilssotg ale et iulets, ettate ceueu lelti ue.

Le premier virus thermophile infectant une souche issue de source chaude fut le myovirus

) YS40. Isolé au Japon, il infecte via un cycle lytique la souche Thermus thermophilus HBS8

(Sakaki and Oshima, 1975).

) TMA est aussi un Myoviridae i ule tisol d’u e soue haude au Japo . Il est assa i

Thermus thermophopilus HB27, qui comme HBS8 croit de facon optimale a 65°C.

) TMA et ) YS40 patage t plusieu s siait s. Tout d’ao d, ils poss de t dephologies

tres similaires avec une capside icosaédrique de 125 nm de diamétre et une queue contractile

de 178 nm de long pour 27 nm de large. Ensuite, ils possédent de grands génomes. En effet,

leu s ADN dou lei li aiesfot espetie et , et , k.Leu taille’est pas

leu seul pdio u puisu’ils pataget ORFs dotlestoimts e p setet pas

de similarités dans les bases de données) et leur organisation génomique est similaire. Il

semble aussi que ces deux virus nécessitent la présence de pili sur la souche HB8 pour

s'adsoe su etteelluleetis e leusgo es. Ce ais e estaussiutilis 3

Inoviridae (Stassen et al., 1994; Naryshkina et al., 2006; Tamakoshi et al., 2011).

Les bactériovirus de thermophiles sont un réservoir de nouvelles protéines et notamment

d'ez esthe ostalesaatde o euses appétio s pote tielles e iote h ologie

(Uldahl and Peng, 2013).
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C'est das e ad e ue lesnyovirus TS2126 et RM378 ont été découverts (Hjorleifsdottir et
al., 2002; Blondal, Thorisdottir, et al., 2005; Hjorleifsdottir et al., 2014).

Pour ces deux virus, une RNA ligase 1 montrant des similarités avec celle du phage T4 a été
mise en évidence. Cette RNA ligase est chez le phage T4, impliquée dans le contournement
d'u ais eati-ius ise plae pa I'hte. Ce ais e estas su leli age d’ARN
de transferts (ARNt) viraux. La ligase a pour objectif de réparer ces ARNt. Elle est associée a

u e pol ul otide kiase PNKui effe tue desodifiatio s su I’ARNt pou le t asf®
en substrat disponible pour la ligation. Néanmd s, la RNA ligasge T ‘est pas asso |
a une PNK connue. En effet, aucun ORF du génome a ADN double brin linéaire de 90 kb de

T ‘a ot de siilait ae la PNKde T.Naoisilest posde u'ue PNK
différente soit présente dansso g 0 e. D’aut e pat, I'at de ette ligase s'est | e
particulierement efficace pour effectuer des ligations inter ou intra moléculaires, sur des ARN,
ADN simple et double brin (Blondal, Thorisdottir, et al., .E eahe, lap se ed’ue
PNK et d'u e RNA ligase ilaies aellesde T ott isese ide edasleg o e
a ADN double brin de 130 kb de RM378 (Blondal et al., 2003; Blondal, Hjorleifsdottir, et al.,

2005; Hjorleifsdottir et al., 2014).

GBSV1 et BV1 ont eux aussi été isolés de souches provenant de sources chaudes en Chine. Ce
sont deux myovirus infectant deux souches de Geobacillus sp. 6K51 pour GBSV1 et Geobacillus
sp. 6K512 pour BV1. Leurs hotes ont une température de croissance optimale de 65°C. Les
virions sont dot s d'u e apside 0sa diue de de diate et d'ue ueue
otatilede a delog.leus® essoto possd’ADNdoula li aie

de 34,6kb (GBSV1) et 35kb (BV1).
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Ils contiennent tous les deux 54 ORFs qui présentent de fortes similarités avec des Geobacillus
et Bacillus ainsi que les virus qui leurs sont associés. Ces souches de Geobacillus et Bacillus
sont majoritairement issues des sols mais il est a noter que plusieurs ORFs de ces virus ont des
similarités avec des genes de Geobacillus kaustophilus, bactérie thermophile notamment
retrouvée au niveau de la fosse des Mariannes (Takami et al., 2004). Fait intéressant, 7 a 8
ORFs de ces génomes partagent de fortes similarités avec des protéines produites par Listeria
innocua. Cette bactérie est un pathogene intracellulaire opportuniste humain. Ces similarités
laisse t a pe seu’il e iste u lie olutif pote tiel e t ees i us et e pathoge “o g
and Zhang, 2008; Liu et al., 2009, 2010).

Parmi les Siphoviridae, 3 systemes ont été décrits. Cette famille de virus se caractérise par la

p se e d'ue apsidei osa diue a lauelle estattahe ue ueuefleile o
contractile. Les trois siphovirus infectent des souches de Thermus.

Les deux siphovirus , P23-45 et P74-26 infectent via un cycle lytique la méme souche Thermus
thermophilus HB8. Ils ont été isolés de sources chaudes acides dans la péninsule de Kamchatka
en Russie. Les virions sont similaires et morphologiquement proches de TSP4 (Thermus
siphoviridae phage puisu’ils o t u e apside bsa d i ue de dediateetue

t slo gueueue fle ie de de lo g. Leu gpsideso tie etdesgo es d’ADN
double brin de 84 kb pour P23-45 et 83 kb pour P74-26. Ills comprennent respectivement 117
et 116 ORFs dont 95% sont similaires. Ces génomes présentent une caractéristique
inhabituelle. En effet ils contiennent, dans leurs régions intergéniques, de grandes séquences
répétées polypurine-polypyrimidine. Ces séquences sont fréguemment retrouvées chez les
eucaryotes mais rarement chez les bactéries ou archées. Elles forment des triples hélices

stales ui louetla pliatio etlatasiptio, poouatlistailit dugo e ial.
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Les expériences réalisées in vitro montrent que ces séquences forment bien un ADN triple brin
ce qui bloque la réplication des virus. Cette conformation particuliere pourrait donc étre
i pliuedasla gulatio de I'e p essio as i us. Aut e faitti essat, ue poti e
pote tielle de liaiso a I’ARNmérase a été identifiée dans le génome de P23-45. Celle-ci
se aitapale d’'ihi e latas iptio de I'h te tout e peettat elle des ges iau

(Yu et al., 2006; Minakhin et al., 2008; Berdygulova et al., 2011).

La famille des Tectiviridae est caractérisée par des virions aux capsides icosaédriques
contenant une membrane interne lipidique. Les deux virus connus sont P23-77 e'ﬁ IN93. P23-
77 infecte Thermus thermophilus isol e d’u e soue haude e Nou eHglande et ) IN93
infecte Thermus thermophilusisol e d’u e soue haude au Japo . Ces h tes selabpe t
respectivement a 70 et 65°C. P23-77 est virulent alors que ) IN93 est tempéré comme
'l diuelapse edegesipliusdaslalsog iedasso g o e Jaatie etal,
2008; Matsushita and Yanase, 2009). Les protéines de capsides de P23-77 ont été
particulierement étudiées (Jaatinen et al., 2008; Jalasvuori et al., 2010; Rissanen et al., 2013).
En effet, les capsides de ces deux virus présentent des similarités avec celles du virus SH1

i fe tat I’'a h e halophiledaloarcula hispanica. Trois génes communs ont été mis en
évidence dans leurs génomes, deux codant pour les protéines de capsides mineurs et majeurs
et u odat pou ue ATPase patatpliu e das l'e pauetage duégome viral.
D’aut e pat, la foe desapsides des i us est pa tili e. E effethez “H o e pou
les deux virus présentés ici, la formation de la capside se base sur une symétrie T=28 et des
capsomeres de décoration en forme de tours sont présents a la surface des virions. La

conformation des protéines de capside serait basée sur de multiples feuillets béta.
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Cette conformation semble particulierement bien conservée et est présente dans différents
virus P23-77 like. Elle serait ancienne, révélant un possible ancétre commun lointain pour ces
i us. C'est suette ase u’'il at popos d'ilue es deu Tectiviridae dans les
Sphaerolipoviridae 0 peat otaet dies iusd’ahes halophileslot “H
(Jaatinen et al., 2008; Jalasvuori et al., 2010; Rissanen et al., 2012, 2013; Pawlowski et al.,

2014).

Pour terminer, la famille Inoviridae se caractérise par des virions ayant une structure en forme
de longs filaments sortant de leurs hotes par extrusion sans provoquer la lyse cellulaire. Cette

famille comprend deux virus : PH75 et) OH3 qui portent un ORF commun.
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Archéovirus
La diversité morphologique et génomique des virus infectant les archées est impressionnante
e pati ulie hez les h pe theophiles. “eizeo photpes d’a h o0 iusont été décrits a
ce jour (dont 4 sont uniques) alors que parmi les plus de 6000 bactériovirus connus, seuls 9

o photpes ott d its et auuoueau ophotpe 'a t d ouet depuis les
années 70 (Ackermann and Prangishvili, 2012; Pietila et al., 2014; Uldahl, 2015). Par ailleurs,
la vaste majorité des génes composant leurs génomes restent sans similarités avec les
séquences présentes dans les bases de données et/ou ont des fonctions inconnues.
Un peu plus de 80 archéovirus ont été décrits a cgou . La ajeu e patie d’'et e eufate t
des Crenarchaeota hyperthermophiles appartenant aux genres Sulfolobus et Acidianus ou aux
Euryarchaeota halophiles des genres Haloarcula et Halorubrum (Uldahl, 2015). Parmi les
archaeovirus des sources chaudes, 11 morphologies différentes sont retrouvées et réparties
en différentes familles (Tableau 4). Comme pour les bactériovirus, pour une meilleure lisibilité,
seulsetais iusseotd itsdasleopsdutete. U taleagu atl'ese ledes

archéovirus caractérisés a ce jour est présenté ci-dessous.
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Ampulaviridae
C’est u e des failles les phas a tes d’'u pot de ue o phologiue. Ellee comprend
u'u i us:ABV (Acidianus ottle shapedus . ABV & isol a pa tid'u e soue haude
acide en lItalie et infecte Acidianus convivator qui croit a une température optimale de 75°C.
Les virions font 230 nm de long pour 4 nm de large a la pointe la plus fine et 75 nm de large a
la ase duiio. La pdie e foe d'etooi duiio pouait te i pliue das
I’adso ptio etl'setio dug o e ialdaslaellulehte.L'auteetit duiio
comporte une vingtaine de filaments, insérés dans un disque ou un anneau, qui ne semblent
pasi pliusdasl’'adh sio al'hteais ui pouaietaoi u ledasla oilit du
virion. La libération des virions ne causant pas la lyse cellulaire mais un retard de croissance,
cevirus pou ait ettee ceueu le de tpe tatpoteu.lLaio otietu ADN
doule i li aied'eio k . Celuti est composé de 57 ORFs dont seulement 3 ont
des similarités avec des séquences présentes dans les bases de données incluant une
glycosyltransferase, une thymidylate kinase et ADN polymérase de la famille B. Cette derniere
potie oted' to atessi ilait sae des p oti es eu aotes ais aussi ae des
pol ases #iryarchaeota. Enfin, la procapside de ce virus montre une homologie de
structure avec celle de phi29, impliguant un potentiel ancétre commun entre ces deux virus
(Haring et al., 2005; Peng et al., 2007).
Fuselloviridae
Cette famille de virus, dont les virions sont caractérisés par une forme de citron, infecte des
archées des genres Sulfolobus (SMF1, SSV1, 2, 4, 5, 6, 7 K1, RH)et Acidianus (ASV1) (Tableau
llIs ott isols pou o e d'ete eu das des smmuhaudes e Islade,ais
certains proviennent du Japon, de Russie, du Mexique ou des USA. lls contiennent de petits

g o esi ulaiesd’eio / k Piaetal,2011; Uldahl and Peng, 2013).
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Ces Fusellovirus partagent un « core genome » composé de 13 ORFs (Figure 28). Ces ORFs

Filarment encoding VP
mod TR| VP3

Ssv2 9
S5V G4

55Vs 4

55V6
SSV7 PO DE T X D T T T =IO 0 D =0
AR P ) G B o | CHACHOT T - M L) > F'"“"':;d"‘f:““‘?

Figure 28 : Alignement de génomes de Fusellovirus (Pina et al., 2011). Les génomes ont été linéarisés
pour la figure. En vert estreprésenté le core genome, en bleu les protéines de structure, en rouge
(SSV1-like) ou orange(SSV6 like) le module codant pour les fibres caudales. Les ORFs codant pour des
protéines aux fonctions connues sont annotées (VP2, DNA-like, integrase, transcriptional regulator

(TR), filaments encoding module, VP1 et VP3).

Un Fusellovirus a été particulierement étudié et est devenu un modeéle : SSV1 pour Sulfolobus
shibatae ius . Il fut cdbuet e das des hatillos poeat d'ue soue
chaude acide au Japon (Martin et al., 1984; Palm etal., 1991). Les virions de 100 X 60nm
portent des fibres caudales caractéristiques des Fuselloviridae. Son ADN double brin circulaire
de , k a la patilait d'te supeenroulé, il peut étre sous forme libre dans le
cytoplasme ou intégré au chromosome de son hote (Nadal et al., 1986). Les virions de SSV1

sont notamment composés des protéines mineures et majeures de capsdes et d'u e p ote
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de liaiso a I’ADReite et al., ;P agishilietal., ;Meo etal, ;Quei et
al., 2015). Une analyse en cryomicroscopie a permis de révéler en détail la structure du virion,
montrant notamment une symétrie sur 6 axes de la queue et la présence de nombreuses

aspérités a la surface de la capside (Figure 29)(Stedman et al., 2015).

43nm

Figure 29 : Particules de SSV1 analysées en cryo-EM (Stedman et al., 2015). (A) Particules de SSV1 en
cryo-EM. Reconstruction tridimensionnelle de SS\B vue d’ensemb{& coupe transversdle vue

de dessous.

Lipothrixiviridae
La famille Lipothrixiviridae est celle qui contient le plus de membres caractérisés provenant
des sources chaudes terrestres. Les virions de cette famille ont une forme de longs filaments
(] 900 a 2000nm de long) entourés par une enveloppe lipidique provenant de leur héte. La
ajeu e patie d’e t e eufe te t des a h es appate at au ge= Acidianus (AFV1, 2, 3,
6, 7 8 et 9) mais sont aussi retrouvés chez trois virus infectant Thermoproteustenax (TTV1, 2
et 3) et un virus infectant Sulfolobus islandicus (SIFV). Ils proviennent de sources chaudes en
Italie, e Russie, e Islade et au U“A. Leus gegs sot o pos s d’ADN a dou lei
linéaires, généralement d’u e uaatai e de kilo ases e si les plus petiEgVvV , TTV

ne font que 15,9kb (Janekovic et al., 1983; Uldahl and Peng, 2013).
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Virus filamenteux non classé : PFV1

PFV1 (Pyrobaculum filamentous virus 1) infecte via un cycle lytique une souche de
Pyrobaculum isolée d’une source chaude italienne. Les virions de PFV1 font environ 400 nm
de long pour 3 nm de large. lls sont composés d’une nucléocapside hélicoidale en forme de
batonnet, constituée de répétitions de deux protéines de liaison a ’ADN (VP1+2). Celle-ci est
surmontée d’une gaine protéique formée par de multiples répétitions d’'une seule protéine
VP3 (Figure 30). L'ensemble (génome + VP1-3) est contenu dans une enveloppe. Cette capside
contient un ADN double brin linéaire de 17,7 kb qui inclut 39 ORFs dont la majeure partie n’ont
pas de similarités avec les séquences présentent dans les bases de données (Rensen et al.,

2016).

vP3
envelope VP1+2

N
3243 nm

30£3nm

-~

-

400 £ 20 nm

Figure 30 : Schéma de 'organisation des virions de PFV1 (Rensen etal.,, 2016). En vert sont représentés

les protéines VP 1 a 3, entourées par une enveloppe (en gris).

Rudiviridae

Les virus de cette famille se caractérisent par des virions en forme de longs batonnets rigides
se terminant par trois fibres caudales et ne présentant pas d’enveloppe. lls infectent des
archées des genres Sulfolobus (SIRV1 et 2, SMR1), Acidianus (ARV1) et Stygiolobus (SRV). Les
virions, dont la taille dépend de celle du génome font entre 610 et 900 nm de long pour
environ 23 nm de large. Ces génomes a ADN double brin linéaires font entre 24,7 et 35,5 kb
et montrent plusieurs similarités. Tout d’abord, les extrémités des génomes de ces virus sont

toutes dotées de longues séquences inversées répétées.
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Ensuite, 17 ORFs sont partagés par ces virus, incluant des ORFs codant pour des protéines de
stutues et d'autesplius das la pliatio de I'ADN. Cesedi | ets sot
retrouvés dans un génome viral récemment séquencé, celui de SMR1 (Sulfolobus Mexican
udiius . Ce go e at idetifi a patidu tag o e alis su ue sod
haude eiaie.ll estpsu u’il i fe te le ge e Sulfolobus car les séquences de ces
ahes sot pdoiates dase tag o e. D'aute patiltalass pai les
Rudiviridae car il possede, non seulement les séquences inversées répétées terminales, mais
aussi ORFs e o usae d’aut esRudivirus. Ces ORFs communs codent notamment
pour des protéines de structures, des glycosyl-transférases et des protéines impliquées dans
la pliatio de I’ADNP agish ili et al., 1999; Vestergaard et al., 2005, 2008; Servin-
Garciduefias et al., 2013; Uldahl and Peng, 2013).
Famille des Turriviridae
Les deux membres composant cette famille STIV1 et 2 (Sulfolobus turreted icosahedral virus
1 et 2) sont caractérisés par des virions de forme icosaédrique d’'e i 0 de diate.
llssotsu ot sd'ue e eloppe et pse te t de petites st u tu a1 geo a tes a la
surface de la capside. Ces structures sont potentiellement impliquées dans la reconnaissance
et/ou I’adh sio a I’h te. “TI\feiteSulfolobus solfataricus via un cycle lytique. Sa capside
contient un ADN double brin circulaire de 17,6kb. STIV2 infecte lui Sulfolobus G4ST-2 et est
o pos d'u go eaADNdoulei i ulaiede , k Rieetal,2004; Happonen et
al., 2010).
Ces deux virus semblent similaires au niveau génomique et structurel. En effet, leurs génomes
dot I'o gaisatio estselale pataget ORFs. lls patage taussiu ais e de
so tie de I'h te assez pdte ettat e ceue des st u tu es pid ales, aussi appelées

VAP Vius Asso iated Bids , t oua t I'e eloppeellulaie.
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Ce ais eestaussit ou hezu autdusd’ah e:SIRV2 (famille des Rudiviridae).
Un ORF est commun aux trois génomes et la protéine codée par celui-ci est responsable de la
formation de ces structures pyramidales chez STIV1 et SIRV2, elle a donc probablement la
méme fonction pour STIV2 (Figure 31) (Rice et al., 2004; Brumfield et al., 2009; Happonen et
al., 2010; Snyder et al. , . D’aut es st u tu es @eype ont aussi été retrouvées chez
une souche de Pyrobaculum oguniensis sou ise au UV sasu’il eutt possile de d fii
I'o igie ou la fo tio de elle i. E effet ette podutio ese lepasdoigk iale
puisu'auu e ifetio iale 'a pute isee ide e hez ette sou hé&igu e 1)

(Rensen et al., 2015).

Echelle : 1Pm.
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X Les sources hydrothermales profondes
Les océans recouvrent plus de 70% de la surface de la planéte. Jusque dans les années 1970,
il était admis par la communauté scientifique que les océans, en dessous de la couche
euphotique, étaient oligotrophes. Néanmoins en 1977, au large des iles Galdpagos, ont été
découvertes les premiéres sources hydrothermales (Corliss & Ballard, 1977). Les organismes
de ces véritables oasis de vie au fond des océans vivent sans lumiére et se développent grace
al’ egiehi i ueissue du fluide h d attak Depuis leur découverte, elles sont le sujet
de nombreuses études. En effet, la macrofaune et la microfaune sont riches et diverses,
composées de bivalves, vers et nombreux micro-organismes.
Les sources hydrothermales profondes sont parmi les environnements les plus extrémes de la
planéte. Elles se situent au niveau des dorsales océaniques, généralement entre 800 et 3500m
de profondeur. De ce fait elles sont caractérisées par de fortes pressions hydrostatiques et
une absence de lumiére. Ce sont néanmoins de véritables oasis de vie grace a la présence du
fluideh d othe al ui appotel’ egie essae aud eloppeet desdiff ets

organismes colonisant cet environnement (Figure 32)(Prieur, 1997; Flores and Reysenbach,

2011).

Figure 32: Sources hydrothermales profondes sites « les ruches » (a) et « |"élan (b). Photographie
issues de la campagne Ifremer BICOSE (Biodiversité, Interactions, Connectivité et Symbioses en

Milieux Extrémes).
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Leur formation sulte de fiit atio de l'eau de das la cro(te terrestre fracturée

ofo e.Ll'eaude e se hauffepogesse et au otat dela hae

ag ati ue, elle s’& hit g ae aelleci en divers gaz dissous, comme le méthane, le sulfure
dhdog e, ledihdoge,le oo dedea oeetlediodedea oe.“ous l'effet
de lahaleu, I'eae o te jusu'ala sufae du plahe oai ue e lessatles o hes

u'elle taese. Elle d’dit alos el ets dies, otaet des ios talliues
comme le zinc ou le fer puis rejaillit sous forme de fluide hydrothermal (Von Damm et al.,
1995; Flores and Reysenbach, 2011).
Ces fluides sont trés chauds (| 350°C), acides, anoxiques et enrichis en gaz dissous et en divers
éléments (cités ci-dessus). Les éléments contenus dans ces fluides précipitent au contact de
I'eau dee a °C, pou foe deshe i eshydrothermales (Figure 33). Au niveau de
celles-ci se créent des gradients de température, de pH et de concentration en oxygéne du
fait de la ote ete I'eau de et l@uide hydrothermal. La confrontation de ces
parametres physico-chimiques tres différents entraine une ambiance chaotique qui ajoute au
caractére extréme de cet environnement (Prieur, 1997; Desbruyéres et al., 2000;

Miroshnichenko, 2004; Flores and Reysenbach, 2011)
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Hydrothermal plume
Thermophilic and hyperthermophilic
chemolithoautotrophs and

heterotrophs Methane- and sulfur-oxidizing

plume microbes

Psychrophilic to mesophilic
chemolithoautotrophs and
heterotrophs colonizing extinct
sulfides and hydrothermal sediments Mesophilic epibionts
and endosymbionts

Cold seawater

Addition of H*, H.S, H,, CH,, Diffuse flow
Ao ot 1. e O  Ditfuse flow
H,Si04, K*, Li*, Pd?*, Ca2*,

Cu2+, and Zn2+

Tir

Magma chamber

Figure 33 : Schéma du fonctionnement d'une source hydrothermale profonde (Flores and Reysenbach,
2011). Les fleches rouges indiquent le flux de fluide et les fleches jaunes indiquent les transferts de
chaleurs issus de la chambre magmatique. Apres s’étre infiltré dans la croute océanique, le fluide se
réchauffe et s’enrichit et peut ressortir sous forme de flux diffus, ciblé ou sous forme de cheminée

hydrothermale. Selon le type de sortie de fluide, diverses communautés colonisent 'environnement.
Communautés microbiennes des sources hydrothermales profondes

Malgré toutes ces conditions qui paraissent hostiles, de nombreuses especes d’eucaryotes

peuplent ces biotopes. En effet, plus de 500 espéeces différentes ont été décrites réparties sur

environ 50 sites. La plupart de celles-ci sont caractéristiques de ces écosystemes comme le

ver tubiforme Riftia pachyptila ou les crevettes Rimicaris exoculata. |l s’agit en majorité

d’arthropodes, de mollusques et d’annélides (Prieur, 1977; Tarasov et al., 2005; Thornburg et

al., 2010).



Introduction 84

A la base de ces écosystemes sont retrouvés des micro-organismes chimiosynthétiques qui
sotal'oigie dela podutio piie. Il s'agit ausse d’'ahes uede at ies, la
plupart sont anaérobies et peuvent étre thermophiles ou hyperthermophiles. La
concentration en H2S dans ces environnements étant particulierement haute (de 3 a 110
Mol/kg de s die ts I'o datio deso pos s soufs estlasowe pi ipale d’ e gie
de ces micro-organismes chimiosynthétiques (Thornburg et al., 2010). Les Protéobactéries
représentent une grande partie de la population bactérienne colonisant ces écosystémes
(figure 34). Elles peuvent étre sulfo-oxydantes ou ferro-oxydantes, mésophiles a modérément
the ophiles. Il s'agit sou e t de $0 tes appo ta t de I'e gie a leu s h tes et pa fois
participant a la détoxification des composés soufrés (Kelley et al., 2002; Pflugfelder et al.,
2005; Thornburg et al., 2010; Eichinger et al., 2014).Des Aquificales thermophiles hydrogéno-
oxydantes et anaérobies sont aussi bien représentées. Elles sont autotrophes et retrouvées
dasde o0 eu e io e etset esetotueaifi atio pofodedasl'a e
phylogénétique du vivant (Miroshnichenko, 2004; Flores et al., 2011). De nombreuses
at ies hi ioogaoht ot ophespeuplet e iotope.ll s’agit otaet des
thermophiles aérobies des genres Bacillus, Geobacillus et Thermus appartenant au phylum
des Firmicutes et des Deinococcus-Thermus (Thornburg et al., 2010; Flores and Reysenbach,
2011). Enfin, les bactéries thermophiles du phylum des Thermotogae sont souvent isolées a

partir de ces écosysteémes et seront décrites plus en détail par la suite.
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(a) Deep-Sea Hydrothermal Vent Bacteria (b) Deep-Sea Bacteria
n = 7,641 sequences n = 9,992 sequences

. Unclassified Bacteria I: Deinococcus-Thermus  Proteobacteria: . Tenericutes

. Acidobacteria D Firmicutes . a-Proteobacteria . Thermodesulfobacteria
- Actinobacteria . Fusobacteria . B-Proteobacteria D Thermomicrobia

D Aquificae . Gemmatimonadetes - 6-Proteobacteria . Thermotogae

. Bacteroidetes . Lentisphaerae D &-Proteobacteria D ™7

. Chlamydiae . Nitrospira . y-Proteobacteria . Verrucomicrobia

B chioroflexi [ op1 B unclassified Protecbacteria [ ws-3

. Cyanobacteria - OP11 [; Spirochaetes

. Deferribacteres . Planctomycetes Ij[ SR1

Figure 34 : Abondance relative des phyla bactériens (a) au niveau des sources hydrothermales
profondes, forte prédominance des epsilon protéobactéries, puis des alpha protéobactéries (b) dans

les océans profonds, prédominance des alpha protéobactéries (Thornburg et al., 2010).

Concernant le domaine Archaea, des archées méthanogenes appartenant notamment a
I’'o0 d e desfethanococcales ou des archées organotrophes fermentaires appartenant a
I’0 d e deFhermococcalessot o u et etou es. D'aut es h pe thephiles so t
aussi présentes comme les Desulfurococcales qui réduisent le soufre ou les Archaeoglobales
pouvant réduire des composés soufrés ou ferreux (Figure 35) (Thornburg et al., 2010; Flores

et al.,, 2011).
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(a) Deep-Sea Hydrothermal Vent Archaea (b) Deep-Sea Archaea
n= 1,686 sequences n = 1995 sequences

. Unclassified Archaeae Euryarchaeota: . Methanopyrales
Crenarchaeota: B Archaeoglobales B thermococcales

B Galdisphaerales I Halobacteriales I Thermoplasmatales

B thermoproteales B Methanobacteriales [ Unclassified Euryarchaeota
. Desulfurococcales Methanococcales B “Korarchaeota”

. Sulfolobales . Methanomicrobiales | Nanoarchaeota

. Unclassified Thermoprotei . Methanosarcinales

Figure 35 : Représentation de I'abondance relative des différents phylaaaethéees: des
sources hydrothermales profondes, (b) dans les océans profonds, prédominance des euryarchées non

classées dans les deux environnements (Thornburg et al., 2010).
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Les Thermotogae

Le phylum des Thermotogae regroupe plus de 70 espéces décrites, réparties au sein de 3
ordres, 4 familles et 12 genres différents (Pollo et al., 2015). Les Thermotogae sont des
bactéries trés majoritairement thermophiles ou hyperthermophiles (un genre non
thermophile : les Mesotoga), anaérobies et a Gram négatif. Elles se présentent sous forme de
batonnets portant une « toge » caractéristique. La composition de cette toge reste peu connu,
elle contient deux protéines identifiées : la protéined’a ageOmpALl et la porine OmpB. Ces
bactéries vivent dans des environnements chauds géothermiques ou volcaniques comme les
sources hydrothermales profondes, les sources chaudes terrestres ou les puits de pétrole. Sur
le plan métabolique, les Thermotogae peuvent fermenter de nombreux sucres et substrats

p oti ues o ple es. Cette fee tatio s'ao pag e, pou la plupat, deda tio de
composés soufrés (Bonch-Osmolovskaya, 2008).

La position phylogénétique des Thermotogae, est sujette a débat (Bonch-Osmolovskaya,
2008; Zhaxybayeva et al., 2009; Gupta and Bhandari, 2011). En comparant les séquences des
génes codant pour les ARNr 16S et les protéines ribosomales des Thermotogae, celles-ci sont
proches des Aquificales. Cette proximité contribue au fait que les Thermotogae occupent la

seconde a he la plus p ofo de das I'& ph log ti ue desat iesFigu e®6).
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E coli Mitoc hondria

Chlorobium

Bacteria
Bacillus
Chloroplast
Synechococcus
Thermus

Thermotogales

Aquifex

Figure 36: Placement des Thermotogales (par extension des Thermotogae) dans l|'arbre
phylogénétique bactérien par rapport a I’ABNBonchOsmolovskaya, 2008). Elles sont situées

profonds dans cette arbre, proches des Aquificales.

Na ois, losdaatesphlog ti uessu leestedugo e, leappoheetae
les Aquificales est beaucoup moins évident. Les Thermotogae s'a et aifeste et plus
proches des Firmicutes, notamment des Clostridiales, mais également des Archaea . L’ tude
des génomes de différentes souches de Thermotogae (T. maritima, T. petrophila, T. lettingae,
T. elaesiesis...) a montré que ceux-ci partagent 45% de similarité avec des Firmicutes
(notamment Thermoanaerobacterales, ordre faisant partie des Clostridiales) et 10% de
similarité avec des archées (notamment les Thermococcales) (Zhaxybayeva et al., 2009; Gupta
ad Bhadai, . L'histog2 olutie des go es ddhermotogae pourrait étre le reflet
d'aodatstasfetslatau de g es. Pa e eple, u op o putatif odat pou ue
ferrédoxine oxydoréductase a été mis en évidence chez la majeure partie des especes décrites
de Thermotogae. Cet opéron est partagé avec Pyrococcus furiosus qui est une archée de
I’0 d e deBhermococcales, occupant la méme niche écologique que certaines Thermotogae,
notamment au niveau des sources hydrothermales profondes. Il a été démontré que cet
opéron a été obtenu par transfert latéral de genes des archées vers les bactéries, ce qui
essite l'ipliatio d’'l etsg ti ues oilesauous del olutio dees espes

(zhaxybayeva et al., 2009).
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Cestasfetslatau degesaetdo a e isage l'ipliatio pote tielle de us
vialeph o edetasdutio etdigatio s ue esp oiales. Cette h poth se se
trouve renforcée par la description de CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats) au sein de nombreux génomes de Thermotogae; ces séquences
t oigetdela isee plaed’i uit isa-isd’'ifetios ialesetpouetuede
telles ife tio so t au oi s dja eu lieu awu s de I'histei olutie desThermotogae
(Zhaxybayeva et al., 2009; Pollo et al., 2015). Pour autant, a ce jour, un seul virus a été décrit
chez les Thermotogae. Il s’agit de MPV isaleMarinitoga piezophila et récemment décrit
(Lossouarn, Nesbg, et al., 2015). A celui-ci se rajoutent deux mini-plasmides cryptiques, trés
similaires, pQR7 et pMC24, retrouvés respectivement chez Thermotoga sp. RQ7 et
Thermotoga maritima MC24, qui sont les seuls éléments génétiques mobiles décrits au sein

de cet ordre bactérien (Bonch-Osmolovskaya, 2008).

Virus associés aux micro-organismes thermophiles
D'i potatseffotsot osa s, otaetaulaoatoi e, afide ieu o pede
la diversité génétique, les capacités métaboliques et les adaptations physiologiques des
communautés microbiennes hydrothermales. Notre connaissance de la diversité virale
associée a ces micro-organismes demeure, en revanche, encore assez limitée. Alors
ue io esp esde at iesetahes sot o uespou oloise es
environnements, seuls quelques virus ont été décrits (Williamson et al., 2008; Jebbar et al.,

2015; Lossouarn, Dupont, et al., 2015).
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Chez les Bacteria, 6 virus ont été caractérisés; d'ete eu sot ass & des sou hes
aérobies de Geobacillus et de Bacillus dont les températures optimales de croissance se
situent entre 65 et 70°C. Le 5™ est associé & une epsilon-protéobactérie dont la température
de croissance optimale est de 55°C. Le dernier est associé a une Thermotogae dont la
température optimale de croissance est de 65°C.
Les deux premiers virus a avoir été caractérisés sont BVW1 (Bacillus virus W1) et GVE1
(Geobacillus virus E1) (Figure 37a et . BVW esto pos d’'u eapside 0sa d i ue de

de dia t e a la uelle est fie u e ueue de .Lego e ial estostitu d'u
ADN double brin linéaire de 18 kb. Il infecte la souche Bacillus W13 via un cycle lytique et reste
a I’heu e atuell® lass Liuetal., 2006).
GVE1 appartient a la famille Siphoviridae. Les iios sot o poss d'ue apside
i osa diuede de diateetd'ue ueuefleile de de lo g. linfecte la
souche de Geobacillus E26323 via un cycle lytique. Il apparait proche de GVE2 (Geobacillus
virus E2) qui infecte Geobacillus E263 supposément via un cycle lysogénique. Ces hbtes ont
une température optimale de croissance de 65°C. Ces deux virus contiennent un ADN double

i li aiedeio k.Lego eetlesautesmt istiuesde GVE otfaitl'ojet

de nombreuses études (Liu et al., 2006; Liu and Zhang, 2008; Wang and Zhang, 2008a, 2008b;
Wei and Zhang, 2008; Wu et al., 2009; Song et al., 2011; Jin et al., 2013, 2014, 2015). Une
| siethe ostale de a °C aotaet t idetifie Ye ad )hag, . D’aut es
poties tellesu'ue poti e de liaiso a I'’ADMlei i , ue th id late sthase
thermostable, ou une protéine portale ont été caractérisées a partir du génome de ce virus
(Wang and Zhang, 2008a, 2008b; Wei and Zhang, 2008). Les protéines portales sont tres
i po tates pou lesi us puisu’elles so t ipli u es das I'e pa uetage du g e i al

a l'it ieurde la capside.
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Comme pour beaucoup de protéines de bactériovirus thermophiles, celle-ci montre peu de
si ilait s ae les p oti es desi us de sophiles. Elle addoutd’'aod t isee
évidence grace a sa structure secondaire prédite qui montrait de fortes similarités avec les
autres protéines portales connues. Sa fonction a ensuite été confirmée notamment grace a

U a uage al'o peettatde oi sa positio dasla st utuediuio Figue 7¢)

(Wang and Zhang, 2008a).

Figure 37 : Observation au microscope électronique de virions caudés de

GVE marqués aux particules diort al., 2006; Wang and Zhang, 200:

U e edolsie,ipliuedaslalse ellulae i duite pa Ifet

en évidence (Jin etal. , . Cette p ot e fait patie d'u s s

crée des pores dans la membrane cellulaire et entraine une perte de perméabilité menant a
la Ise ellulaie et do alali atio desiio s das |’e ionnement (Jin etal., 2013).

(Liu and Zhang, 2008; Ye and Zhang, 2008)

D6E infecte une souche de Geobacillus (Figure 38 . C'est u 0 i Us virulent dont les virions
sot o possd'ueapside osadiuede de diateetd'ue ueueot atile
de .llo poteu go eaADNdoulei li aied’eio k ui otietdes
si ilait s ae d’aut esi us the ophiles etotamment GVE2. En effet, leurs modules de

transcription et de réplication sont tres similaires (Wang and Zhang, 2010).
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Figure 38 : Photographie en microscopie électronique deD6E (Wang and Zhang, 2010).

NrS-1 (Nitratiruptor sp. Siphoviridae 1) infecte une epsilon-proteobactérie du genre
Nitratiruptor qui croit a une température optimale de 55°C. Sa capside de 64 nm de diameétre
a laquelle est attachée une queue de 210 nm de long, contient un ADN double brin linéaire de
37kb. Ce virus tempéré a été classé dans la famille Siphoviridae (Yoshida-Takashima et al.,
2013).
Enfin, MPV1 (Marinitoga piezophila Virus 1) est le premier et le seul virus infectant une
Thermotogae d ita ejou.C'estu siphauste p i fe tat Marinitoga piezophila
KA3. Il sera décrit plus longuement dans la partie résultats (Lossouarn, Nesbg, et al., 2015).
Chez les Archaea, les deux seuls virus hyperthermophiles marins connus ont été isolés et
caractérisés au laboratoire LM2E; ils sont associés a deux souches de Thermococcales.PAV1
(Pyrococcus abyssi virus 1) et TPV1(Thermococcus prieurii virus 1) ont des virions en forme de
citron (Figure 39 . Pou es deu i us, laelatio a I’h te est dyt tat po teu, awu s
de laquelle les virus sont libérés par bourgeonnement. Cependant pour TPV1, il est a noter

ue la p odu tioi ale peutt e i duite au UV sas s'a opag e de lade de so h te,
son cycle de reproduction est alors plutét défini comme lysogénique (Geslin, Le Romancer,

Erauso, et al., 2003; Geslin et al., 2007; Gorlas et al., 2012).
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Figure 39 : Observation en MET de deux virus en forme de citrons (a) PAV1 et (b) TPV1 (Geslin, Le
Romancer, Gaillard, et al., 2003; Gorlas et al., 2012) Echelle (a) 100 nm (b) 120 nm.

Leurs génomes sont a ADN double brin circulaire de 18 kb pour PAV1 et 21 kb pour TPV1. Ces
génomes ne présentent que peu de similarités avec les séquences virales disponibles.
Néanmoins, deux de leurs genes partagent une forte similarité. Ces genes codent pour des
protéines potentiellementi pli u es da s l'adh sio et mo aissa e ellulaie. D’'aut e
pat, PAV patage plusieu s@s ae des plasdes d’aut @aermococcales, ils sont tous
regroupés et occupent la moitié du génome viral (Figure 40). Il est intéressant de noter que

les p oti esdestutueduio, dotles patag es ae TPV, se situe t das I'aut e
moitié du génome viral supposant que celui- i estlefuitd'ue o i aiso ete deu
éléments génétiques mobiles différents (Geslin et al., 2007; Gorlas et al., 2012; Krupovic et

al., 2013).
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pCIR10
13,322 bp

pIRI48
12,975 bp

PAV1
* 18,098 bp

140

82
2937 109121

Figure 40 : Relation entre les plasmides de Thermococcales pCIR10 et pIRI48 et le virus PAV1
(Krupovic et al., 2013). Les génes homologues portent la méme couleur. PAV1 (en bas) est séparé en
deux parties I'une d’origpigsmidique (partie haute) et I'autre d’origine vir@partie basse), en
accord avec I'hypothese selon laqueeliais serait issu de la fusion de deux éléments génétiques

mobiles.
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Nous savo s, aujoud’hue les us sot o ip sets das tous lesos st es,
compris les plus extrémes, ou ils représentent le plus grand réservoir de biodiversité non
caractérisée. Néanmoins, notre connaissance de la diversité virale associée aux bactéries et
archées issues des sources hydrothermales océaniques profondes demeure encore limitée.
Peu de do es sotdispoilessu I'ao da e viale ou su l'ipat de es vius su les
micro-organismes colonisant ces écosystemes. En effet, seuls 8 virus infectant des archées et
at ies isoks dees evb e ets et es ott d its. Deu dete eu sot
assois a des ahes hpethe ophilesaaoies appateat a l'ode des
Thermococcales. Il s’agit de PAV et TPV, idls au LME. Les six autres virus sont associés
a des bactéries appartenant aux Bacillales, Epsilon-proteobacteria et Thermotogales. Une
revue présentant les éléments génétiques mobiles, virus, plasmides et vésicules, isolés de
sources hydrothermales océaniques vient d’'t e pu li e : An abyssal mobilome: virus,
plasmid and vesicle from deep sea hydrothermal vents par J. Lossouarn, S. Dupont, A. Gorlas,
C. Mercier, N. Bienvenu, P. Forterre and C. Geslin in Research in microbiology. Celle-ci
constitue le premier chapitre du manuscrit.
Afi de pou suiv e l'effo tadke isatio deette dive sitviale au sedes soes
hydrothermales océaniques profondes, un criblage des bactéries du phylum des
Thermotogae avait t i iti au lao atoi e afi d’ide tifie de oweaux éléments
génétiques mobiles. Cet ordre bactérien, composé de bactéries chimio-organotrophes,
anaérobies et majoritairement thermophiles, est largement représenté au niveau de la
biosphere profonde. Partageant la méme niche écologique que les Thermococcales, les

Thermotogae ont une histoire évolutive complexe et particuliére qui suggeére la présence de
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nombreux transferts latéraux de génes. Ces transferts sont souvent dus a différents types

dl etsg tiues oiles.

D’aut e pat, la me e de CRISPRetdepusvat isee vide edasdeo eu

génomes de Thermotogae. Malgré toutes ces preuves laissant penser a des infections virales

p setes ou passes, jisa e jou, u seulud at d it o e ifectant une
at iedeetode.Cestdailleusdasotete ue apei ea edethsea
t I'o asio d’aheve laaat isatio de MPV Marinitoga piezophila virus 1), premier

virus associé a une Thermotogae. La caractérisation de ce systéme tres original, menée dans

le cadre de la these de J. Lossouarn, a ainsi pu étre finalisée et publiée (Lossouarn J, Nesbg

CL, Mercier C, Zhaxybayeva O, Johnson MS, Charchuck R, Farasin J, Bienvenu N, Baudoux AC,

Michoud G, Jebbar M, and Geslin C. (2015) "Ménage a trois": a selfish genetic element uses a

virus to propagate within Thermotogales. In Environ Microbiol. doi: 10.1111/1462-

2920.12783 ). ll constitue le second chapitre de ce manuscrit.

Lors du criblage des Thermotogae, d’aut es wis avaie tté mis en évidence et notamment

deux virus infectant deux souches de Marinitoga camini. J'ai e u tavailde

caractérisation fonctionnelle et génomique de ces nouveaux virus (MCV1 et MCV2) qui fera

pohaie etl'ojetd'ue pulatio. D’aut e pated génomes des deux souches hotes

de esviusot t s ue sfaisatl’ojetd u @nomeannouncement » (publication

acceptée). Ces travaux constituent le troisieme chapitre du manuscrit.

Efi, los detlide dees tois us, ue sou he appaie au genre Thermosipho a

particulierement attiré notre attention. En effet, pMP1 (plasmide porté par M. piezophila

KA3, hote du virus MPV1) peut se propager au sein de cette souche de Thermosipho sp.

AT1244-VC14. Néanmoins, MCV1 et MCV2 ne sont pas capab les d’ife te ette sou he. Ces

pati ulait s ot e au s ue cage deette sou he ai u’'a I'tude des CRISPR
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présents dans son génome. Ces travau fero t I’'o jet d’u e ptidi de pe «Genome

report » et sont présentés dans le quatrieme chapitre de ce manuscrit.

E paall le, jJait assoieau pojetdestia ettee plaeu potoolee vuede
poduieu vio edesdiets ai spofods. E effet,il a ue peu d’a ates de
métagénomique virale publiées sur des échantillons de sources hydrothermales océaniques
profondes. La plus compléte, portant sur des échantillons de flux hydrothermaux diffus,
révele que les virus hydrothermaux tempérés seraient moins diversifiés que ceux composant
la communauté virioplanctonique globale mais qu'ils présenteraient un tres grand nombre
de génes aux fonctions inconnues (Williamson et al., 2008). Dans ce contexte, le LM2E
souhaite analyser par une approche métagénomique des échantillons de sédiments
hdothe au ai s afi d'a de a ue diersité génomique de nouveaux virus
infectant des bactéries et archées. Les expériences débutées lors de ce projet, la validation

et la or alisatio d’u proto Ber obtenir un virome (étude préliminaire), sont
pou suivis das lad e d’'u e th sealkée au LUBEM de Brest par Lisa Billard sous la

direction des Pr. C. Payan et Dr S. Vallet.



Chapitre I : Revue bibliographique

« An abyssal mobilome »




Chapitre I 112

Présentation des travaux

Depuis leu déouvete e 1977, leessbyd otheales p ofo des fot I'o jet de
nombreuses études. Elles abritent une riche diversité de micro-organismes aux métabolismes

variés et au potentiel biotechnologique notable. Pourtant, les éléments génétiques mobiles

(EGMs) qui y sont associés restent encore peu décrits (Lossouarn, Dupont, et al., 2015).

Les EGMs regroupent les virus, les vésicules membranaires (MVs), les plasmides, les agents de

transferts de génes (GTAs, gene transfer agents), les transposons et les transpovirions. Ils
ep ésetetuefoe ajeuedel’évolutio des uautés i oie es otaet

de part leur implication dans les transferts latéraux de génedl se le aussiu’ils soie t
particulierement abondants dans les environnements extrémes comme les sources
hydrothermales profondes (Anderson et al., 2014).

L'o je tif deette evue est dasse le leso aissa es a uises jusu’a p ése t su les

virus, vésicules membranaires, et plasmides associés aux bactéries et archées thermophiles et

hyperthermophiles colonisant les sources hydrothermales océaniques profondes.
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Abstract

Mobile genetic elements (MGEs) such as yilaseidyesicleggene transfer agents (GThm)sposons and transpovinibits)
collectively represent the mobilome, interact with cellular organisms from all three domains of life, including those thriving i
environments. While efforts have been made to better understand deep-sea vent microbial ecology, our knowledge of the nr
with prokaryotes inhabiting deep-sea hydrothermal vents remains limited. Here we focus on the abyssal mobilome by revie\
data on virusgdasmids and vesicles associated with thermophilic and hyperthermophilic Bacteria and Archaea present in de
thermal vents.
© 2015 Institut PastRulslished by Elsevier Masson S8ASights reserved.

Keywords: Deep-sea hydrothermal vent; Bacteria; Archaea; (Hyper-)thermophiles; Mobilome

1.Introduction microbial communities is progressing, the impact of MGEs
microbial ecology and evolution remains largely overlooke
Deep-sea hydrothermamtsrepresenine of the most these abyssal ecosystems [2]. MGEs such as viruses, plasn
extreme environments on EHngse ecosystems are chamembrane vesicgme transfer agents (GTAm)sposons
acterized by steep physicochemical gradients, high hyarddiratispovirons, which collectively represent the mobilo
pressurdéyigh temperatur@sscurity and the prevalence ofteract with cellular organisms from all three domains of |
chemosyntheditiese extreme environments are home itchuding those thriving in extreme environments [4,5]. Mc
vastdiversity ofmesophilic and (hyper-)thermophilic pneviews have highlighted how M&Gksespecially viruses,
karyotedelongingo the Bacteriaand Archaea[le3]. are powerfudgentshataffectnotonly the diversity and
Althoughour knowledgeof deep-sedydrothermalent evolutionof microbial communitiesbut also global
biochemical cycles in marine environments [6e12]. Eviden
was recently reviewed supporting the hypothE&GEshat
* Corresponding author. could also play a key role in deep-sea hydrotheants)
E-mail  addresses:  julienlossouarn@yahoo.f).  Lossouarn), notably by facilitating horizomtahe transfdHGT) [2].
samueldupont92@gmail.comRBpont),aurore.gorlas@gmail.com (A. MGEs have potential as powerful drivers of cellular host ad

Gorlas), coraline.mercier@univ-bre¢€frMercier), nadege.bienvenu@ . . .
univ-brest.fr (N. Bienvenu), evelyne.marguet@igmors.u-psyB.fr aptat|ons to extreme marine environments [2]. Here we pr

Marguet)patricI<.forterre@pasteu?..f’rorterre)claire.geslin@univ—brest.theﬁrSt review focused on deep-sepdrotherm#GEs
fr (C.Geslin).
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Table 1
Bacterial and archaeal viruses isolated from deep-sea hydrothermal vents.
Host strains (growth temperatuf@mily Virions morphology Virus-host Genomes
relationship
Bacterioviruses references
BVW1[29]  Bacillus sp.w13 (65C) Unclassified Long flexible taBQ0 nm Lytic Double-stranded linear
Hexagonal heat) nm diameter DNA 18 kb
GVE1 [29]  Geobacillus sp.E26323 (65C) Siphoviridae Flexible taill80 nm Lytic Double-stranded linear
Hexagonal heddB0 nm diameter DNA 41 kb
GVE2 [30]  Geobacillus sp.E263 (65C) Siphoviridae Not described Lytic,potentially Double-stranded linear
Probably similar to GVE1 lysogenic DNA 40.9 kb
D6E [31] Geobacillus sp.E263 (65C) Myoviridae Contractile tail 60 nm Lytic Double-stranded linear
Hexagonal hed&l) nm diameter DNA 49.3 kb
Nsr-1[32]  Nitratiruptor sp.SB155-2 (55C)  Siphoviridae Flexible taiR10 nm Lysogenic Double-stranded linear
Hexagonal heddl nm diameter DNA 37.1 kb
MPV1 [34]  Marinitoga piezophila KA3 (65'C) Siphoviridae Flexible taiR00 nm Lysogenic Double-stranded linear/circular
Hexagonal hedd) nm DNA 43.715 kb
Archeoviruses references
PAV1 [23,24]Pyrococcus abyssi GE23 Fuselloviridae Lemon-shaped Carrier state  Double-stranded linear
(85'C) 120 nm lengt®) nm width DNA 18 kb
TPV1 [25] Thermococcus prieurii Fuselloviridae Lemon-shaped Carrier state Double-stranded linear
(80'C) 140 nm lengt®Q nm width DNA 21.5 kb

associated with (hyper-)thermophilic prokaryotes, colledBvetyinglyit was reportedthat thermophilistrains

denoted as the abyssal mobilome. harbored a higher number of CRISPRinidtieir genomes
than mesophilic and psychrophilic strains [Thislmay

2.Viruses in deep-sea hydrothermal vents indicate that viral infections play a major role in the ecol
and evolution ofthermophilic communitiestably those

2.1. Evidence for viral activity inhabiting deep-sea hydrothermal vents [2].

A viral metagenomic study using CRISPRs, indicated tt

Only a few viral ecological studies have been perfortifédserflow sample collected from Hulk vent on the Juan
deep-sea hydrothermets [13el7Viral abundance and Fuca ridge in the Pacific ocean contained a range of viru:
viral production were notably investigated in diffuse flawth the potentiar infecting mesophilic and thermophilic
hydrothermakntfluids.In these samplespllected from hosts from both the archaeal and bacterial domains [22]
vents within the Endeavour Ridge system [13] and theftemtmarine viraimetagenomeasostof the viralreads
Pacific Rise [14]average VLP (virus-like particl@bun- belonged to the Myoviridddther tailed viruses freqirent
dances were estimated Hk VLPs per milliliter and were marine viroméhe Podoviridae and the Siphoviridaewere
~10-fold higher than prokaryote abunbleoae®arison, also recovereliichaeovirakads belonging to the Rudivir-
VLP abundances in productive coastal waters were estilnateluselloviridae and Lipothrixviridae, which are
at ~10VLPs/mL and exceeded those of prokaryotes byfrebiently found in hisrrestriapring virahssemblages,
fold [6,7]These VLPs might represent bona fidpasitial were largely absdnim this marine varitome [22TThe
cles (virions), but also membrane vesicles containing edlluidancef Archaeain deep-sechydrothermalents
plasmid or viral DNA (viral membrane vesicles) (see sattanmgly suggests tdrathaeoviruses wérayevepresent
3). in the marine vent virome. The problem is that little is kr

Viralactivities occurring in these extreme ecosysterabaurtthe virosphere bfydrothermeiarine environments,
also highlighted by genome sequence analgkpefea which is more the consequence of insufficient screening
hydrotherm®acteriaand Archaed?2]. The presencef low virus abundantedeedto date only two viruses have
clusteredregularlyinterspacedhort palindromiaepeat been isolatedfrom describedmarinehyperthermophilic
(CRISPR)/CRISPR-associated (Cas)stemdas been re- Archaea [23e25], in addition to proviruses and plasmids
ported in many thermophilic bacerdi@rchaegenomes next sections). Therefore, deep-sea hydrothermal systen
[18,19].These systemsrovideacquiredyet heritable, play host to novel archaeoviruses.
sequence-specific “adaptive” immunity agaieetkand Lysogeny is actually presumed to be a more common |
otherhorizontally acquired elemestsh asconjugative cycle in deep-sea hydrothermal vents than those listed i
plasmids [19]. CRISPR loci consist of several non-contigniusnmentSomparative analysisao€ellularand viral
directrepeatseparated by stretcbéwvariable sequencesmetagenome obtained from a Hulkliferse flow sample
called spacemshich correspond to fragments derived frewvealed higher enrichrofeptoviruses in the veallular
invading DNAs such as viruses and plasmid€RISRR  fraction than in a range of other aquatic and terrestrial c
regions therefore asta record of pasiralinfections that metagenomes [Jthjs result complements the high propor
occurredin the history of the prokaryote$2,19,20]. tion of induciblelysogenicmicroorganismgreviously
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reported in deep-sea hydrothermal vehtatliermora, genome composed of 51 ORFs and its sequence organizati
relatively high abundancawfiliary metabolic genes waare distindtom those of any other previously characterized
found in the ventviral fraction compared to the cellulasiphoviruseBlomologues of NrS-1 genes were found to be
fraction. All these results suggest the prevalence of tawigehatdistributed among the baajeniaies of Epsilon-
virusedn deep-sea vemhiabitatexpressing dacilitating proteobacteria. The wide distribution dhese genemay
horizontatransfeof genedhatmay notably enhance thellustrate early co-evolution between Epsilonproteobacteria
metabolic flexibility of the host cell$n@éddproviruses and their temperate bacterioviruses prior to the divergenc
could contribute to the fitness of the host strains, wheEpaknfobteobacteria habitatsand, consequentlgrior to

the virughe integrated state represents a means to avbiditiphysiological adaptations [32].

harsh conditions of these ecosystems [14]. MPV1 is the first virus isolated and described amongst tt
Thermotogales, an order wellepresented in deep biosphere
2.2. Virus host systems characterized ecosystemsnd deep-sebydrothermakentsin particular

[34]. Its host, Marinitoga piezophila is a thermophilic
Despite obviousiral activity in deep-sea hydrotherméfrowing a5 'C), anaerobiteterotrophic and piezophilic
environmenfew viruses have been isolated and charasteain isolated from a deep-sea hydrothermal chimney loce
ized to date. in the EasPacific Rise (128729, 10356359V, 2630 m
Within the Bacteria, 6 bacterioviruses (i.e. bacteriopleg®s) 35]. MPV1 is a temperate Siphoviridae-like virus with
have been isolated from deep-sea hydrotkatm@lable a 43.7 kb genome (Fig. 1 A). This double-stranded viral DN
1). These bacteriovirudesve head and taihorphotypes reveals a connection to genomesroficutes and bacter-
like the majority of those isolated from terrestrial hot springses known to infehemSurprisinglyMPV1 virions
[27].Head and tawiruses affiliated with the Caudoviralescarry nonly the viraDNA, butpreferentially package a
order currently constitute the predogningnodf prokary- plasmid of 13.3 kb (pMP1). This plasmid is the second mob
otic viruses [28Which consequently also seem to be wgkneticelementcarriedby M. piezophila. The system
represented in the most extreme environments on Eadéscribed in Miezophila is the first virus-mediated plasmid
Fourof these deep-sea hydrothebmacterioviruses areexchange reported in deep-sea hydrothatenahd could
lytic and were discovered following yijue assay ob- correspond to a new example of molecular piracy (Fig. 2) [
servations during cultures of Bacillales strains isolated froho date, only two viruses have been isolated and descrit
deep-sedydrothermdieldsin the Pacific (192408N, from Archaea living in deep-sea hydrotheremdb both
1484479k, 5060 m depth and'#229%, 102020°%, infecting Euryarchaea of the order of Thermococcales (Table
3083 m depth) [29e31]. These bacterioviruses infect dgrdhizmococcales have been frequently isolated from marin
thermophilic and heterotrophic strains belonging to Bdhi#usnaédnvironmentmtably from deep-sea vent3his].
and Geobacillus generawith optimagrowth temperatureorder is represented by 3 gePyevaoccus, Thermococcus
around 65C. BVW1 is unclassified and GVE1 and GVE2and Palaeococcus,and includes obligate anaerédimen-
are affiliated with the Siphoviridae family whereas D6E liative, sulfur-metabolizingpyperthermophile$hermo-
longs to the Myoviridae familijhese virgbarticles contain coccales are widely studied model microorganisms in variou
double-stranded linear DNA genomes with sizes rangifiglffeof investigationncludingmicrobialadaptatiobo
18 to 49.3 kb [29e31]GVE2 and D6E have been more extreme temperature and ionizing radNwioeplication
extensively studied. Analyses revealed extensive mosaieicmamitmmetabolisnphylogeny and genome evolution
the D6E viral genome with other mesophilic and thernibgiti)&7 JAccordinglyintensive effottas been made to
bacteriovirugenomesD6E replicationand transcription sequence diverse genomes of members of this order, resul
functionaimodulesre notably highly similéo those of in the availability of 14 genomes of Thermococcus, 6 genome
GVE2. The mosaic nature of these thermophilic viral gefhByrwesccus, and 1 of PalaeococcusThe availability of all
highlighted theiobile elements contributed to a substathigske data makes Thermococcales a good model for exploring
dispersion of DNA sequene®n in genomes of deep-sedne hyperthermophilic and marine virosphererteatly
vent communities [31]. remains largely uncharactePimmdruses have been detec-
NrS-1 is a temperate siphovirus associated with a ntechbreseveral genomes of Thermococcales (TKV1 to TKV4 in
of the Epsilonproteobacteria [32]Members of this bacteriallhermococcus kodakaraensis [38], TGV1 and TGV2 in
phylum have frequently been found to dominate micr@héahococcus gammatolerans [39], PHV1 in Pyrococcus
communities inhabiting deep-sea hydroéh&imoaments horikoschii genome [40]).
[3].NrS-1 infects the chemolithoautotreplaierobic and  To investigate the diversity of virus-like particles (VLPs)
microaerobic moderately thermophilic strain Nitratirupttrosp.deep-sea vents, screening was carried out on enrichn
SB155-2 cultivatedsdt' C [33].This lysogenic strain wascultures obtainedfrom samples collectedin various
isolated from a hydrothermal chimney sample collectegbagthphically distant hydrothermal sites located on the E
Ibeya North field (27N, 12653E, 1000 m deptiNrS-1  Pacific Rise (EPR 9N and 13N) and the Middle Atlantic
virionscontain adouble-stranded lin€&aMA genomeof  Ridge (MAR 36N and 37N). These enrichmeautltures
37.1 kb which is circularly permuted and terminally redene performed &5 'C, which favored Thermococcales
dantNrS-1 is affiliated with the Siphoviridae fankilyt, its growth and led to theletection of vast morphological
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Fig. 1. Electron micrographs of viruses and membrane vesicles isolated from deep-sea hydrothermal vents, negatively stained with 2% ura
virus isolated from Marinitoga piezophila KA3. B: PAV1, a virus isolated from Pyrococcus abyssi GE23. C: TPV1, a virus isolated from Thermococcus pri
Membrane vesicles from Thermococcus prieurii.
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diversity of VLPs by transmission electron microscopy THethococcales strains were isolated and characterized. Th
Among the different morphotypes observed, the lemorephagethe only two marine hyperthermophilic viruses re
type prevailebutrods and new pleomorphic morphologiested to date.

were also reportedidditionallythis study highlighted the The virus PAV1 was discovered in Pyrococcus abyssi strait
striking similarity between VLP morpholoigiekeep-sea GE23,isolated from a deep-sea seamiple collected in the
hydrothermakntsand those from terresthiat environ- North Fidji Basin (White Lady Site1659%, 17355,
ments [41]. Thereaftertwo viruses associatedwith 2000 m deptland cultivated at'8523]PAV1 is lemon-
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Table 2

Bacterial plasmids (associated with thermophilic strains) isolated from deep-sea hydrothermal vents.

Plasmids Size (kp) Host stains (growth temperatures) Replication Informations References

Unnamed 53.6 Persephonella marina Ex-H1 (73 C) unknown DNA replication protein DnaC [49]
DNA topoisomerase IA

pDF308 308.54 Deferribacter desulfuricans SSM1 (60e65 C) unknown CRISPR/cas system [52]
Transposases

pOCEPRO1 135.3 Oceanithermus profundus 506 (60C) unknown DNA helicasé)NA polymerasBNA primase [50]

polymerasbacteriolytic enzymes
CRISPR/cas system
pTHEAMO1 76.6 Thermovibrio ammonificans HB-1 (75' C) unknown DNA topoisomerase IA [51]
pMP1 13.3 Marinitoga piezophila KA3 (65") unknown DNA primase [34,53]
Integrase/recombinase

shaped (120 " 80 nm) with a shaifterminated by fiberswith two plasmids pTP1 (3.1 kb) and pTP2 (2.0 kb). These :

(Fig. 1 B). PAV1 virions contain a double-stranded circutexbile elements do halve a single gene in common and

DNA of 18 kb which is also present in high copy numbsfaiblgpropagatin infectedcells, withoutany apparent

plasmid form in the hosl/stoplasnin genome size and antagonistic effect on each other [25,44].

virion morphologyPAV1 strikinglyresembleshe SSV

fuselloviruses isolated from aermtidic hospring Cren-  3.Plasmids in deep-sea hydrothermal vents

archaeota belonging to both Sulfolobus and Acidianus genera

[23].Howevemone of its 25 predicted protektepbne Plasmidsjncludingthoseof (hyper-)thermophilese

(MCP), exhibisimilarity to SSV proteitissteadPAV1 is abundant in the biosphédrey actively participate in HGT,

evolutionarily related to plasmidBhermococcales, with ~ which plays a majoole in microbigblasticityadaptation

three genebaving homologuéas plasmid pTN2two in  and evolution [45e47]. To date, only 6 bacterial plasmids &

plasmid pP12-1 and one in pRMladditionPAV1 shares 24 archaegllasmids have been isolated and described from

one gene with provirus TKV4 of T. kodakaraensis [24,36,4dEep-sea hydrothermal vents.

PAV1 persists in the host strain in a stable carrier state. Indeed,

PAV1 virionsare spontaneously and continuously relea3édBacterial domain

from the hostell withouttausing its lysis or growth delay

[23].The infectivity of PAV1 has been demonstrated by tAenong the few plasmids isolated from deep-sea vent ba

inverted spot test method, which indicates that PAV1 penitictase is associated with a mesophilic strain [48] while

can infecPyrococcus glycovorans leading to growth retar- other five are carried by thermophilic strains [ Q% 3].

dation butoes notnfectany ofthe Thermococcus strains these five bacterial plasmids are given in Table 2. The latte

tested [42]. generally not been described in detail, and most have only
Virus TPV1 was discovered in Thermococcusprieurii ~ annotated and briefly mentioned in the genome descriptio

isolated from a hydrothermal chimney sample collectetdimohosts. We will briefly focus on two of them.

the East Pacific Rise (“SarahSpring”area,7'2524 S, pDF308 is a 308.54 kb megaplasmid associated with the

1074766 W, 2700 m depttand cultivated 80'C [43]. thermophilic, anaerobic and heterotrophic strain Deferribact

TPV1 is lemon-shaped (140 " 80 nmyith a shorttail  desulfuricans SSM1 cultivated 66'C [52,54]This mega-

terminated by fibers (Fig. 1 C), similarly to PAV1 [25]. gIRginidwhose two-thirdsf the CDSshave no apparent

contains a double-stranded circular DNA of 21.5 kb wtsichiiarity with any CDSs in the databimderestingly en-

also presemt high copy number in a free form in the hastdes 17 copies of a gene cluster encoding two transposas

cell. The TPV1 genome encompasa8spredicted genes. the 1S200 and 1S605 familywhereas none were found in the

Proteins and transcriptional regulators predicted to behimstalverinosome [52]ery similarCRISPR/Cassystems

in genome replication were idenfiff¥d.encodes also a have also been identified on both the pDF308&emnd D.

predicted integrase (SSV-tybpdhe tyrosine recombinasguricans genomes [52].

family.The only two genethatare homologousetween pMP1 is a plasmid recently described within the Thermo-

TPV1 and PAV1 encode proteins containing a concanawmgtilesforder [34,53]. This 13.3 kb genetic element, carried

like lectin/glucanase domain that might be involved inMuringoga piezophila (previously introduced in 1.2 section),

hostrecognitiodPV1 shares more homologous genes wikhinrelated to the only known plasmids affherysb-

proviruses, (TKV2, TKV3, TKV4, TGV1) and plasmid (pTafes: two cryptic miniplasmidsthe genusThermotoga

2) from Thermococcus species, than with PAV1 [25]. Infefdi®/6] and a 1724 bp miniplasmid in Mesotoga prima [57].

with TPV1 does not cause host lysis, and viral replicatipMRBrencodes site-specificecombinase XerD (primase

be induced by UV irradiatid®/1 can infect several referfamily) and a protein with both a DnaB (helicase) and a Dn

ence species belonging to the Thermococcus genus leadipgitoasedomainA large fraction ofhe encoded proteins

growth retardation [4aterestingl¥PV1 shares its host mightactually be involved in DNA bindnegJication and
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Table 3
Archaeal plasmids isolated from deep-sea hydrothermal vents.
Plasmids  Family Subfamily Size (kb)Host strains (growth temperatures) Replication Informations References
pTN1 pTN1 3.4 Thermococcus nautili 30-1 (85 C) Rolling-circleRep74 [61]
type
pGT5 pTN1 3.4 Pyrococcus abyssi GE5 (95'C) Rolling-circleRep75 [62]
type
pTP1 pTN1 3.1 Thermococcus prieurii (80" C) Rolling-circleRepTP1 [44]
type
pTP2 pTP2 2 Thermococcus prieurii (80'C) Rolling-circleRepTP2 [44]
type
pRT1 pRT1 3.4 Pyrococcus sp.JT1 (95'C) Theta type Rep63 [70]
pAMT11 pRT1 20.5 Thermococcus sSp.AMT11 (85 C) Theta type Rep72integrase SSV-type [71]
pT26-2 pT26-2 21.6 Thermococcus sp.26/2 (85'C) Theta type ATPase (replicative helicase)[40]
Integrase SSV-type
pTBMP1 pTBMP1 54.2 Thermococcus barophilus MP (85'C) Theta type [73]
pTN2 pTN2  pTN2-like 13 Thermococcus nautili 30-1 (85 C) Theta type Helicase protein (SFl) [40]
DNA primase-polymerase
pP12-1 pTN2  pTN2-like 12.2 Pyrococcus sp.12/1 (95C) Theta type Helicase protein (SFl) [40]
DNA primase-polymerase
pCIR10 pTN2  pTN2-like 13.3 Thermococcus sp.CIR10 (85 C) Theta type Helicase protein (SFl) [40]
DNA primase-polymerase
pIR148 pTN2  pTN2-like 12.9 Thermococcus sp.IRI148 (85 C) Theta type Helicase protein (SFl) [60]
Primase-polymerase domain
pEXT9a pTN2  pEXT9a-likel0.5 Thermococcus sp.EXT9 (85'C) Theta type Helicase protein (SFl) [60]
pIRI33 pTN2  pEXT9a-likell Thermococcus sp.IRI33 (85 C) Theta type Helicase protein (SFl) [60]
pAMT?7 pTN2  pEXT9a-like 8.5 Thermococcus sp.AMT7 (85'C) Theta type Helicase protein (SFl) [60]
pMETVUO1 pTN2  pEXT9a-likel0.7 Methanocaldococcus vulcanius Theta type Helicase protein (SFI) NC _013408.1
M7 (80'C) Proteins homologous to [60]
proteins of pEXT9a-like plasmids
pTN3 pTN3 18.3 Thermococcus nautili 30-1 (85 C) Theta type DNA replicative helicase [74]
(MCM family)
Integrase SSV-type
pGS5 2.8 Archaeoglobus profundus AV18 (80 C) Rolling-circleRC-Rep [68]
type
pMETVUO02 4.7 Methanocaldococcus vulcanius M7 (80'C) Theta type Putative MCM family protein NC_013409.1
pFSO1 12.2 Methanocaldococcus sp.FS406-22 (9@) Theta type Putative MCM family protein NC_013888.1
DNA polymerase domain
ECE1l 58.4 Methanocaldococcus jannaschii (85 * C) Theta type Putative MCM protein and PafA7]
Restriction/modification system
ECE2 16.5 Methanocaldococcus jannaschii (85 ' C) Theta type Restriction/modification systdm/]
PMEFERO1 22.2 Methanocaldococcus fervens AG86 (80'C) Theta type Putative MCM family protein NC_013157.1
pMETOKO1 14.9 Methanothermococcus okinawensis Theta type Helicase and nuclease domaiN&€ 015632

IH1* (60e65' C)

propagation of pMP1. The plasmid, which shares its hostM&hpTN1 family comprises 3 snpdsmids oédlmost
the temperate siphovirus MPV1 (mentioned in section3kb,p¥N1 isolated from Thermococcus nautil61]1,pGT5
induced by mitomycin &ong with the proviruand re- isolated from &byssi GE5 [62] and pTP1 recently isolated
sponds by replicating and escaping from the bacterialfhastd pyieurii [44].They encode a new family of rolling-

using helper viral capsids [34]. circle replicationinitiator proteins(Rep74,Rep75 and
RepTP1) which contain the three characteristic motifs of
3.2. Archaeal domain RC-Rep superfamily Il, with a single tyrosine in motif 3 [€

as wellas a fourth moti€onserved with RC transposases,

The vast majority of archaeal plasmids isolated frormadédg-encoded by insertion elemen@sdb3 bnd pTN1
sea hydrothermal vents are associated with hyperthemrarphiied to construstiuttle vectora Thermococcales:
strainswith optimagrowth temperatubetween 80 and pYS2 [64]and pYS3 [65&re,respectivelgyailable for P.

95 'C, belonging to Thermococcaleand Methanoccocales  abyssi and Pyrococcus furiosus and pLC70 [66] for Thermo-
orders; these are given in Table 3. coccus Species.

Plasmids are common in Thermococcales strains (approxThe pTP2 family could be represented by the 2.0 kb
40% were found to harbat leastone extrachromosomaplasmid pTP2 which propagates in T. prieurii cells with pTF
element) [1,36,58edtdwevennly 16 of them have beementioned abop&P2 is the smallest known plasmid of the
sequenced and describedy have recently been classifiegiperthermophilic archaea and is unrelated to other Ther
according to their different types of replication proteineddales plasmids [44]. It encodes an RC-Rep containing t
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tyrosines in motif 3 (superfamilyhich shares significanplasmids also encode seyewikins thélave homologues
sequence similarity with RC-ReplaEmid pGS5 isolated with the virus PAV1 [23,24].

from Archaeoglobus profundus AV18 [67]. Futhermore, it hasThe pTN3 family includes pTN3 (18.3 kb), isolated from !
been shown thpGS5 is negatively supercoiled due to thautili sp. 30-1 [74]. pTN3 encodes an SSV-type integrase a
presence of a gyrase introducing negative supercoilings [@83elgy related to the virus-like integrated dlkh¥ent
contrast with other plasmids isolated from hyperthernfiaphilekodakaraensis [74].pTN3 and TKV4 actually repre-
which are relaxed or slightly positively supercoiled [6%entgenomes of defective viruseshlaade proteins com-

The pRT1 family contains pRalsmalB.4 kb plasmid mon to viruses belonging to PRD1-adenovirus viral lineage
isolated from Pyrococcusp.)JT1 [70] and a much larger the capsid protein which contains the double-jelly roll fold |
plasmid of 20.5 kb, pAMT11, isolated from Thermococcutlsp putative packaging ATPase [7hterestinglp N3,

AMT11 [71].They encode the homologous replication pvbich is presenin T. nautili in both an integrated and
teinsRep63 and Rep72espectivelynrelated to RC-Rep episomaflorm,is also harbored in membrane vesicles pro-
proteinsand may replicatgia a thetamechanism [72]. duced by its host [74,76] (see next section).
InterestinglpAMT11 genome revealed homology and synSeven plasmids have been isolated from deep-sea hypel
teny with the genome of TKV1 a virus-like integrated éfmaniphilic methanodgendate They are almoséxclu-

of T. kodakaraensis [38]. sively associated with the Methanocaldococcgenusand

The pT26-2 family constitutesnew largefamily of  have sizes ranging from 4.7 kb for pMETVUO2, isolated frot
archaegllasmids and integrated elements that probabM. préeanius, to 58.4 kb for ECE1, isolated from Meth-
date the separation of Thermococcales and Methanococcalesnocaldococcus jannaschii [77]. Most have only been
[40].The plasmid pT2642pm Thermococcus sp26-2,en- sequencednd annotatedsuch as pMETVUO2, pFSO01,
codes several proteins including an SSV-type integraspMBEERO1, p METOKO1. pMETVUO2 encodes putative
new DNA replicativenelicaserelated to thesuperfamily MCM helicase suggesting replication via a theta mechanisr
AAA pb ATPases probably involved in theta-type replicdtiberestinglthe plasmid pMETVUO1 also isolated from M.
pT26-2 shares homologues with virus-like integrated etdmaeintshas homologues in the genomepBEXT9a-like
of Thermococcales (TKV2 and TKV3 present inkbdakar-  plasmids isolated from Thermococcales and described above.
aensis genomeJGV1 presenin T. gammatolerans genome This suggestpossiblehorizontatransfer§rom Thermo-
and PHV1 preserit P. horikoschii genomeand ofMeth- coccales to Methanococcales [60,72].
anococcales (MMPV1, MMC7V1, MMC7V2, MMC6V1 in
Methanococcus maripaludis strainsgenomesMVV1 in  4.Membrane vesicles (MVs) in deep-sea hydrothermal
Methanococcus voltae genome), and with plasmid pMEFERG&hts
isolated from Methanocaldococcus fervenfhe pT26-2 fam-
ily is identified by the presence of nine core genes [4X%.d0Geaerd! features of membrane vesicles in the three
phylogenetic analyses have showtilibst “pT26-2 core domains of life
genes” have co-evolved with cellular hosts [40].

The pTBMP1 family includes only pTBMP1, which is th&he production of MVs is a univepaysiologicqhe-
largestplasmidof Thermococcales knownto date.This nomenon shared by cefiom thethree domainsf life
54.2 kb elemerdequenced in the frameworkhefTher- [74,78]. MVs were recently reported in deep-sea hydrother
mococcus barophilus genome projelct3],is notrelated to ventsby studying Thermoccocalesstraind 74,79 see see
otherThermococcales plasmidsinterestinglp,TBMP1 en- below section 4.B).the open ocedtys may reach up to
codes a homologue afchaealeplication initiatprotein 6.16to 3.10MVs per mL of seawater, and notably play a ke
Cdc6/0rcl and thus replicates via a theta mechanismroléJin carbon cycling [80].

The pTN2 familycomprising 7 plasmids from Thermo- MVs are spherical closed compartments between ~50 ai
coccales and one from Methanococcaleswith sizes ranging 200 nm in diameter with differing production depending or
from 8.5 kb to 13.3 kb, is divided into two subfamiliestib@sddroain of life [81,82] (FIdD). In Eukarya, different
the gene contert0].The pTN2-like subfamily comprisesypes of MVs have been descrik&dsomesyhich origi-
pTN2 isolated from Fautili, pP12-1 from Pyrococcus sp, natedfrom the extrusionof intracellulamultivesicular
pCIR10 and pIRI48 both from Thermococcussp [40,60], bodiesand ectosomédalso called microparticleljectly
whereas the pEXT9a-like subfamily is represented by f@@X¥i&h by budding from the cytoplasmic membrane [81,8:
pAMT7 and pIRI33, all isolated from Thermococcus sp. [6lh] Bacteria with double-membramg®gmembrane vesi-
and pMETVUOL1 isolated from Methanocaldococcus vulcaniugles (OMVs) are formed by budding of the outer membrane
M7. In addition to the superfamily 1 helicase [40], thesaglazn contain nohly periplasmic and outeembrane
mids encode proteins distantly related to the archaeoprokairydiic], butalso proteinsharacteristic ahe inner
primase superfamPgiS and PriLstrongly suggesting thatnembrane and cytoplasmic compartmentsAi&haea,
they replicate via a theta mechanism [40]. pTN2-like (@xdepbfemprecisely in Thermococcales, MVs are produced by
pIRI48 which encodes only the PriS domain) and pEXTPaddiag of the cytoplasmic memtsiamiéarly to eukary-
proteins have the PriL domain in comwhengas the PriS otic ectosomeand are frequently surrounded by a glyco-
domain is missing in pEXT9a-like proteins [60]. The pTit@tekeS-layer [85].
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4.2. Role of MVs MVs to cells [95The idea thalVs produced by Thermo-
coccales can be considered as MGEs was recently strengtt
MVs are involved in many exchanges between cellseéndtiavhen plasmid incorporation and transfer through M
threedomainof life, e.qg., transporting toximolecules, into a plasmid-free celas demonstrated using the geneti-
quorum-sensing aggrdihogenicity factors and metabolitdby tractable species T. kodakaraensis [85]. MVs containin
[74]1.Protection of MVs against viral infection has also kedogenoysasmidsvere also observed in Thermococcus
reported [86]. Lastly, MVs can carry different types of mudléistrains [36,74MVs produced by Hautili sp.30-1
acids (Fig2). harbored the pTN3 plasmighich corresponds a viral
Notablysome archaea produce protgieplide toxins genomesarries genes from a defective vwuihas inef-
againstompeting species [87 BA&JhaeaMVs were first fective virion production [7PHe name “viralnembrane
described in the terrestrial and thermophilic order Sulfuleéidias” (vMVsyvas proposed to specify these particular
as a conveyoof proteinaceotisxins[88e90].Similarly, vesicles containing viral/plasmid genoomessdering that
Thermococcus MVs were recently found to display toxicityirus and plasmid spaa&sen overlap [96These results
towardsompeting Thermococcalestrainssuggesting the reinforce the hypothesfsan evolutionary connection be-
existence of “ThermococcinsGé#las etl.,unpublished tween MVsand virusesThis presumption waseviously
work). made by considering $@he viruses produce virions that
A recentstudy reports thalarine bacterietracellular strikingly resemble MV®r examplesome archeoviruses
vesicles are enriched in outegmbrane componesiig- and bacterioviruses produce pleomorphic virions consisti
gesting that they harbor viral receptors that can act téigitectsjclesnto which viralproteinsand corresponding
bind viraparticles [84As reported for mesophilic bactemaicleic acids are embedded If%ds been postulated that
[86],protection of MVs agaimgtlinfection could also beMVs produced by ancieogllsor proto cellsanterioto
possible in hotleep-sea environmefta:mococcales Vi- LUCA, could have played a key role in the onset of some
rions were sometimes observed attachedvibibtVenay the first viral lineages [98].
result in less exposure to viral infection [23,79,85] and doakpitecopiousevidencghat MVs are producedy
increase survival of the host population. (hyper-)thermophilic prokaryotes in deep-sea biospheres
Interestingl¥Vs have been universally reported to tebundance and functions remain largely undetermined t
able to carry and transfer diffdygret of nucleic acids by The study of MVs thus emerges as a new fundamental fi
fusing with recipiecg¢lls.Transfers between cells of chraesearch in cell and evolutionary biology. Further work is
mosomalplasmid owriral DNAs packaged into MVs haveneeded to bettanderstand the glolralpactof MVs on
been reported in bacteria [91e94]. All these results ledeées-tea hydrothermal vents.
consider that MVs could be involved in HGT and thus repre-
sentanothetype ofMGE. The ability ofarchaealVs to  5.Conclusion
carry and potentially transfer different types of DNA was also
recently reported in Thermoccocalestrainsisolated from MGEs may have been key players in the evolution of ti

deep-sea hydrothermal vents. biosphere since the very begifhimgiobilome remains a
driving force in the diversity and evolution of prokaryote:

4.3. A focus on MVs isolated from Thermococcales and eukaryotealthough the real impact of MGEs is not clearly

implicated in HGT known in deep-sea hydrothermal vents, as reviewed in F

they have the potentfiat becoming powerfagentshat

MV productionactuallyappeardo be widespreath  drive adaptation of their cellular hosts. For example, tem
Thermococcales isolated from deep-sea hydrothemméd; virusesand theilysogenic hostseek to coexisto asto
26 out of 34 Thermococcales strains, observed by transmésgiance theiintertwined fitness when confronted with the
electron microscopgyealed the productiorMdfs [79]. extreme conditionsddep-sea ventridence ofhis via
Some ofthese MVs were strongly associated with cellut@mparative analysis of cellular anandgtagenomes [26]
DNA and consequently appeared as fluodegsdmy epi- lies in the relative enrichmeaftgeneselated to energy
fluorescence microscopy. Experiments showed that thestdbhdtism in the provirattionby providing their hosts
can protect exogenic DNA against DNase treatments avithhreaswv or supplemeirfi¢akures to enable adaptation to a
denaturatiosuggestingntravesiculdocalizatiorof the challenging environmé&nése proviruses bdusstfitness
DNA [79].Transformation with naked DNA maghtally and,n turnenhance their own survival.
not be an option in deep-sea hydrothermal vents due to €oenparative studies of MGEs from Archaea and Bacte
modenaturatitnwas therefore hypothesizedMYsitby  will help us understand the dynamic genetic network of t
protecting DNA againshermodegradatioowld play an microbiatommunities in the deep biospfhbeestudy of
importantole in HGT in these deep-sea htvironments how microbigbopulationsre modulated by these genetic
[79]. The production ohanosphereand nanotubewas interactions will become a keystone area.
recently observed at the surface of MVs from T. kodakaraeAdthough the ecological and evolutionary effects of MC
and T. gammatolerans. It has beenspeculatethatthis are notclearly known in deep-sea veriteirproduction
mechanism mighé used to facilitate DNA transfesm  probably plays a major role in the lifestyle of extremophi
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microorganisnmeaking analysis dhese processes a pre{19]Richter HRandau LPlagens AExploiting CRISPR/Cas: interference
requisite foﬁully understanding thrhysiology and ratio- mechanisms and applicatlimnsMol Sci 2013;14:14518e31.

s .. . . [20]Marraffini LA, Sontheimer EJ. CRISPR interference: RNA-directed adap
na“y eprOItlng thebrOteChnOIOQIqad)tentla(ltranSfeOf tive immunity in bacteria and archaea. Nat Rev Genet 2010;11:181e€
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Conflict of interest [22]Anderson REBrazelton WJBaross JA.Using CRISPRs as a meta-

genomic tool to identify microbial hosts of a diffuse flow hydrotherma
vent viral assemblagams Microbiol Ecol 2011;77:120e33.
[23]Geslin C,Le Romancer Mgrauso G(Gaillard M PerrotG, Prieur D.
PAV1,the firstvirus-like particle isolated from a hyperthermophilic
Acknowledgments euryarchaeot®yrococcus abyssi”. ] Bacteriol 2003;185:3888e94.
[24]Geslin C, Gaillard M, Flament D, Rouault K, Le Romancer M, Prieur D,
This work was ﬁnancially Supported by the French Minigfﬁ;' Anglysis of thle first genome of a hyperthgrmophilic marine Virue
of HigherEducation to JLIfremerto SD and the Agence like” particle,PAV1, isolatedfrom Pyrococcus abyssi. | Bacteriol

. X X 2007;189:4510e9.
Nationale de la Recherche, project Thermovesicles (AIT‘H%]E flas AKoonin EVBienvenu Nerieur DGeslin CTPV1, the first

The authors declare no conflict of interest.

BSV3-0023-01) to CG and PF. virus isolated from the hyperthermophilic genus Thermococcus. Environ
Microbiol 2012;14:503e16.
References [26]Anderson REogin ML,Baross JAEvolutionary strategies of viruses,

bacteria and archaea in hydrothermal vent ecosystems revealed thro
metagenomicBlos One 2014;9:e109696ttp://dx.doi.org/10.1371
[1] Prieur D, Erauso G, Geslin C, Lucas S, Gaillard M, Bidault A, et al. Gef&%t}t}ﬁgl.pone.om%% P/l of /
elements of Thermococcales. Biochem Soc Trans 2004;32:184(37' [27]Uldahl K, Peng X. Biology, biodiversity and application of thermophilic
[2] Anderson RE, Brazelton W], Baross JA. Is the genetic landscape of t £8BIn: Satyanarayana Mittlechild J, Kawarabaya¥i, editors.
subsurface biosphere affected by viruses? Front Microbiol 2011;2:2]=i£i1ermophi|ic microbes in environmamdahdustrisliotechnology:
[3]Flores GE Reysenbach A-lHydrothermehvironmentdarine In: biotechnologyof thermophilesNetherlands:Springer; 2013.
Reitner J;ThielV, editorsEncyclopedia of earth science serieg: p.271e304
clopedia of geobioloNgtherlands: Springer.; 208b6e67 [28§Ackermann HVPrangishvili CProkaryote viruses studied by electron
[4] Forterre P. The virocell concept and environmental microbiology. | I\rqﬁéroscopykrch Virol 2012:157(10):1843e9
2013;7:233e6. , , [29]Liu B, Wu S,Song Q,Zhang X Xie L. Two novebacteriophages of
[5] Koonin EV, Dolja VV. Virus world as an evolutionary network of VIrUSEs 3N philic bacteria isolated from deep-sea hydfithim@at
Capsidless selfish elements. Microbiol Mol Biol Rev 2014;78:278e30§iicr0bi0i 2006:53:163e6 ’
[6] Sutt:e CAVIru;es n the S‘N’a“.‘re 2|005;437:3h56ef31' | [30]Liu B, Zhang X. Deep-sed&hermophiliGeobacillus bacteriophage
[7]1Suttle .CAM.arlne V|r.usjes - major players in the global ecdégystem. GVE?2 transcriptionaiofile and proteomic characterization of virions.
Ee\r: M'fFrO_tFLO' 10%05-\?01‘?12- e th , , Appl Microbiol Biotechnol 2008:80:697e707.
[8] Rohwerf, L." e. - Virusesmanipulate the marine enV'ronmen[tBl]Wang Y,Zhang X.Genome analysis deep-sea thermophilic phage
Nature 2003;459:207e12. _ _ " DGE. Appl Environ Microbiol 2010;76eB861
[9] Krlstens.en DM, Mu;heg|an AR, Dolja VV, Koonin E\,/' Ngw d'_menw%oshida-Takashima%kakiY, Shimamura SYunoura TTakaik.
of thpj VII.‘US world discovered through metag@nemdis$icrobiol Genome sequence of a novel deep-sea vent Epsilonproteobacterial pt
2010’1.8'11639' oL ._provides new insight into the co-evolution of Epsilonproteobacteria ar
[10]McDaniel LD, Young E, Delaney J, Ruhnau F, Ritchie KB, Paul JH. Hig heir phage@xtremophiles 2013;17:405e19.
Frequency of horizontal gene transfer in theSuteacs.2010;330. [33]1Nakagawa S, Takai K, Inagaki F, Hirayama H, Nunoura T, Horikoshi K,

50e50. ) ) ) ) ) et al.Distributiomphylogenetic diversity and physiological characteris-
[11]Cortez DForterre RGribaldo SA hidden reservoir of integrative ele- ;¢ ;¢ epsilon-proteobacteria in a deep-sea hydrotheEmatdreld.

ments is the major source of recently acquired foreign genes and ORfiaRbiol 2005:7:1619e32
in archaeal and bacterial genomes. Genome Biol 2009;10:R65. [34]L0ssouarn J,Nesba CL, MercierC, Zhaxybayeva Qohnson MS,

[12]Forterre P, Prangishvili D. The major role of viruses in cellular evoluttciii;'rchuck tal. «MEnagé trois»a selfish genetic elemesas a
facts and hypothe&esr Opin Virol 2013;3:558e65. Fetal. « g g g

virus to propagate within Thermot&galesn Microbiol 2015.
[13]O0rtmann AGuttle CAHigh abundances of viruses in a deep-sea f‘?}’S]AIain Kp ngrteinsson VT, MiroshnichenkoML. Bonch-

drothermalentsystem indicatesral mediated microbimortality. Osmolovskaya EA, Prieur D, Birrien J-L. Marinitoga piezophila Sp. nov.,

De.e.p >ea Res Part 2005;5,’2_:1515‘927' a rod-shapethermo-piezophilic bacterium isolated under high hydro-
[14]Williamson SJ, Cary SC, Williamson KE, Helton RR, Bench SR, static pressure from a deep-sea hydrotheemialnt J SystEvol
Winget D, et al. Lysogenic virusehost interactions predominate at d%efobiol 2002:52:1331e9.

seahqiffusei(ﬂovi\i. hydrothermal {&Es) 2008;2:11&_?_'321' [36]Soler NGaudin M, Marguet E, Forter®iaBmids, viruses and virus-
[15]Yoshida-Takashima Nunoura TKazama H,NoguchiT, Inoue K, like membraneesiclesirom Thermococcales. Biochem SocTrans
Akashi H, et al. Spatial distribution of viruses associated with plankt§6$1,39:36e44

and_attached n_wicrobial'coinmunities in hydrothermal enVironmfﬁSjLé‘%{JA, Albers S-V, Atomi H, Allers T. Model organisms for genetics

Environ M'CFOb'QI.2012'78'1311ezo' in the domain Archa@aethanogerslophileghermococcales and
[16]Wommack KEWilliamson S)Sundbergh Adelton RR GlazerBT, Sulfolobales. FEMS Microbiol Rev 2011;35:577¢608

Portune Ketal. Ari instrumenfor cc?IIe:'cting di;crete Iarlge—volumei38]Fukui T Atomi H,Kanai T,Matsumi REujiwara Simanaka TCom-

water samples swt.ablle for ecolagirdies of microorganisireep plete genome sequence of the hyperthermophilic archaeon Thermococc

Sea, Res Part.2004,51.1782!.e92. ) . kodakaraensis KOD1 and comparisorwith Pyrococcus genomes.
[17]Juniper SK, Bird DF, Summit M, Vong MP, Baker ET. Bacterial and V'rélenome Res 2005:15:352e63

abundances in hydrotheewverhiplumes over northern Gorda Ridgf{BQ]Zivanovic Y, Armengaud J, Lagorce A, Leplatin®yDutertre M,

18 Seep Siiea Res Part lgsigs&zé?’geﬁgf fb ) etal. Genome analysis and genome-wide proteomics of Thermococcus
[18]Horvath PBarrangou /Casthe immune system of bacteria gammatolerans, the mostadioresistantganism known amongst

and archaeScience 2010;327:167e70. ArchaeaGenome Biol 2009:10:R70.



J. Lossouarn et al. /Research in Microbiology 166 (2015) 742€752 751

[40]Soler NMarguet ECortez DPesnoues NKeller J,van Tilbeurgh H, polymorphic DNA fingerprinting and 16S rRNA gene sequence anal
etal. Two novefamilies of plasmids from hyperthermophilic archaea Appl Environ Microbiol 2004;70:1277e86.
encoding new familiesf replicatiorproteinsNucleic Acids Res [60]Krupovic MGonnet MHania WBForterre FErauso Glnsights into
2010;38:5088e104. dynamics of mobile genetic elements in hyperthermophilic environ
[41]Geslin C, Le Romancer M, Gaillard M, Erauso G, Prieur D. Observatioftom five new Thermococcus plasmiBle®S One 2013;8:€49044.
of virus-like particlés high temperature enrichnuanturegrom [61]SolerN, JustomeA, Quevillon-Cherué| Lorieux F,Le Cam E,
deep-sea hydrothermal \Reedvlicrobiol 2003;154:303e7. Margueg, etal. The rolling-circle plasmid pTN1 from the hyperther-
[42]Gorlas A, Geslin C. A simple procedure to determine the infectivity andphilic archaeon Thermococcus  nautilus. Mol  Microbiol
host range of viruses infecting anaerobic and hyperthermophilic mi@007;66:357e70

organismg&xtremophiles 2013;17:349e55. [62]Erauso GMarsin S,Benbouzid-Rollé&t, BaucheMF, Barbeyron T,

[43]Gorlas A,Alain K, Bienvenu NGeslin C.Thermococcus priespi ZivanovicyY, et al. Sequence oplasmid pGT5 from tharchaeon
nov.a hyperthermophilic archaeon isolated from a deep-sea hydrottRerecoccus abyssi: evidence forolling-circle replication in a hyper-
mal ventint ] Syst Evol Microbiol 2013;63:2920e6. thermophilgBacteriol 1996;178:3232e7.

[44]Gorlas AKrupovic M, Forterre®eslin CLiving side by side with a [63]llyina TV,Koonin EV.Conserved sequence motifs in the initiator pro-
virus: characterizatia@f two novel plasmidsfrom Thermococcus teins forrolling circle DNA replication encoded by diverse replicons
prieurii, a hostfor the spindle-shaped vird®V1. Appl Environ from eubacterigucaryoteand archaebacterMucleic Acids Res
Microbiol 2013;79:3822e8. 1992;20:3279e85.

[45]FrostLS, Leplae R,Summers AOToussainA. Mobile genetic ele- [64]Lucas S, Toffin L, Zivanovic Y, Charlier D, Moussard H, Forterre P, e
ments:the agentsof opensourceevolutionNat Rev Microbiol Construction of a shuttle vector for, and spheroplast transformatior
2005;3:722e32. hyperthermophilic archaeon Pyrococcus abyssi. Appl Environ Microbiol

[46]Lipps G. In: Lipps G, editor. Plasmids: current research and future tr2f62,;68:5528e36.

Norfolk: Caister Academic press; 2008. [65]Waege |, Schmid G, Thumann S, Thomm M, Hausner W. Shuttle vec

[47]1Sobecky PAHazen TH.Horizontagene transfand mobile genetic based transformation systemPfoococcus furiosus. Appl Environ
elements in marine systdethods Mol Biol 2009;532:435e53. Microbiol 2010;76:3308e13.

[48])i B, Gimenez GBarbe V,Vacherie BRouy Z, AmraniA, etal. [66]Santangelo T/Cubonol L, Reeve JN.Shuttle vectaxpression in
Complete genome sequencéhaf piezophilianesophilicSulfate- Thermococcus kodakaraensis: contributions afs elements to protein
reducingbacterium Desulfovibrio hydrothermalis AM13". Genome synthesign a hyperthermophilic archaebppl Environ Microbiol
Announc 2013;1(&p0226e12. 2008;74:3099e104.

[49]Reysenbach ANHamamurdN, PodarM, GriffithsE, FerreiraS, [67]1Burggraf Jannasch HWYicolaus BStetter KQArchaeoglobus pro-
Hochstein Set al. Completeand Draftgenomesequencesf Six fundus sp.nov.Represents a New Species within the Sulfate-reducing
members of the AquificalpBacteriol 2009;191(6):1992e3. Archaebacterfayst Appl Microbiol 1990;13:24e8.

[50]PatiA, Zhang X,Lapidus ANolan M, Lucas S,Del Rio TG, etal. [68]Lbpez-Garcia P, Forterre P, van der Oost ], Erauso G. Plasmid pGS5
Complete genome sequenc®afinithermus profundus type strain the hyperthermophilic archaeon Archaeoglobus profundus is negatively
(508). Stand Genomic Sci 2011;4(2):210e20. supercoilefiBacteriol 2000;182:4998e5000.

[51]GiovannellD, Ricci ], Perez-Rodrigudz Hugler M, O'Brien C, [69]Lbpez-Garcia P, Forterre P. DNA topology in hyperthermophilic arct
Keddis Retal. Complete genome sequence of Thermovibrio ammoni-  reference states and their variation with growghopttasesmpera-

ficans HB-1", a thermophilichemolithoautotrophic bacterium isolated tureand temperature strelésgdvicrobiol 1997;23:1267e79.

from a deep-seahydrothermalvent. Stand Genomic Sci [70]Ward DE,RevetlM, Nandakumar Ruttle JH,de Vos WM,van der

2012;7(1):82e90. Oost), etal. Characterization pfasmid pRT1 from Pyrococcus sp.
[52]TakakiY, Shimamur®, Nakagawd&®, FukuharaY, HorikawaH, strain JT1) Bacteriol 2002;184:2561e6.

Ankai A, et al. Bacterialifestyle in a deep-sea hydrothermealt  [71]GonnetM, Erauso G,PrieurD, Le RomanceM. pAMT11,a novel

chimney revealed by the genome sequence of the thermophilic bacpdéasmmid isolated from a Thermococcus sprain closely related to the

Deferribacter desulfuricans SSM1. DNA Res 2010;17:123e37. virus-like integrated element TKV1 of the Thermococcus kodakaraensis
[53]Lucas SHan J, Lapidus ACheng J-FGoodwin LA Pitluck S etal. genome. Res Microbiol 2011;162:132e43.

Complete genome sequence of the thernpogedpbiilicheterotro- [72]Forterre PKrupovic M, Raymann KSolerN. Plasmidsrom Eur-

phic bacterium Marinitoga  piezophila KA3. | Bacteriol yarchaeota. Microbiol Spectr 2014. 2:PLAS-0027-2014.

2012;194:5974e5. [73]1Vannier P, Marteinsson VT, Fridjonsson OH, Oger P, Jebbar M. Comg
[54]Takai K,Kobayashi Hlealson KHHorikoshi KDeferribacter desul- genome sequence of the hyperthermpg@ztiphilidheterotrophic,

furicans sp. nov.,a novelsulfur- nitrateand arsenate-reducing ther-  and Carboxydotrophic archaeon Thermococcus barophilus)NBR.C-

mophile isolated from a deep-sea hydrotivemhhit | Syst Evol teriol 2011;193:1481e2.

Microbiol 2003;53:839e46. [74]Gaudin MKrupovic MMarguet EGauliard ECvirkaite-Krupovic V,

[55]Akimkina T, Ivanov P, Kostrov S, Sokolova T, Bonch-Osmolovskaya H.e Cam E,etal. Extracellular membrane vesicles harbourigeg-viral
Firman Ket al A highly conserved plasmid from the extreme thermonomes. Environ Microbiol 2014;16:1167e75.
phile Thermotoga maritima MC24 is a member of a family of plddb]#supovic M, Bamford DH. Archaeal proviruses TKV4 and MVV exten

distributed worldwide. Plasmid 1999;42:236e40. the PRD1-adenovirus lineage to the phylum EuryarcYieretigy
[56]Harriott OTHuber RStetter KOBetts PWNoll KM. A cryptic min- 2008;375:292e300.

iplasmid from the hyperthermophilic bacterium Thermowgagp. [76]0berto JGaudin MCossu MGorlas ASlesarev AYlarguet Eet al.

RQ7.) Bacteriol 1994;176:2759e62. Genome sequence of a hyperthermophilic archaeon, thermococcus
[571Zhaxybayeva Bwithers KSFoghlj, Green AGBruce D Detter C, 30el, that produces viral vesicles. Genome Announc 2014. 2: e002

et al. Genome sequence thfe mesophilic Thermotogalebacterium [77]Bult CJ, White O, Olsen GJ, Zhou L, Fleischmann RD, Sutton GG, et ¢

Mesotoga prima MesG1.Ag.4.%evealsthe largestThermotogales Completggenomesequencef the methanogenarchaeon)eth-

genome to daGenome Biol Evol 2012;4:700e8. anococcus jannaschii. Science 1996;273:1058e73.

[58]Benbouzid-Rollét, Lbpez-Garcia RVatrin L,Erauso G,PrieurD, [78]1Gyérgy B, Szalb TG, Paszbi M, P&l Z, Misjak P, AradiB, etal.
Forterre P. Isolation of new plasmids from hyperthermophilic Archaddexhbrane vesiclesrenttate-of-the-aetmerging role of extracel-
the order ThermococcaleRes Microbiol 1997;148:767e75. lular vesicle€ell Mol Life Sci 2011;68:2667e88.

[59]Lepage EMarguet EGeslin CMatte-Tailliez Qillig W,Forterre P, [79]Soler N,Margue€k, Verbavatz J-M;orterre R/irus-like vesicles and
et al. Molecular diversity of new Thermococcales isolates from a single extracellular DNA produced by hyperthermophilic archaea of the or
area of hydrothermal deep-sea vents as revealed by randomly amplifiethococcales. Res Microbiol 2008;159:390e9.



752 J. Lossouarn et al. / Research in Microbiology 166 (2015) 742e752

[80]Scanlan DBacterial vesicles in the ocg@ance 2014;343:143e4. [90]Ellen AF, Rohulya OV, Fusetti F, Wagner M, Albers S-V, Driessen AJM.
[81]1Deatherage BlCookson BT.Membrane vesicle release in bacteria, The Sulfolobicin genesf Sulfolobus acidocaldarius encodenovel

eukaryotesnd archaea conserved yeinderappreciated aspéct antimicrobial protejrBacteriol 2011;193:4380e7.
microbial lifdnfect Immun 2012;80:1948e57. [91]1Dorward DWGaron CFjudd RC.Exportand intercellular transfer of

[82]Raposo G, StoorvogeW. Extracellulavesiclesexosomesnicro- DNA via membranélebsof Neisseria gonorrhoeae. | Bacteriol
vesiclesand friendg Cell Biol 2013;200:373e83. 1989;171:2499e505.

[83]Kulp A, Kuehn MJ. Biologicalfunctions and biogenesissetreted [92]Velimirov BHagemann Mobilizable bacteri@NA packaged into
bacterial outer membrane vesicles. Annu Rev Microbiol membraneesiclesinducesserial transductiorMob GenetElem
2010;64:163e84. 2011;1:80e1l.

[841Biller SJ, Schubotz Roggensack SEhompson AWsummons RE, [93]1Kolling GL, Matthews KR. Export of virulence genes and Shiga toxin b
Chisholm SW. Bacterialvesiclesin Marine ecosystemscience membrane vesicles of Escherichia @L57:H7Appl Environ Micro-
2014,;343:183e6. biol 1999;65:1843e8.

[85]Gaudin M,Gauliard E,Schouten SHouel-Renault, Lenormand P, [94]Yaron S, Kolling GL, Simon L, Matthews KR. Vesicle-mediated transfer
Marguet E, et al. Hyperthermophilic archaea produce membrane vesichdsulence gendsom Escherichia coli 0157:H7 to otheenteric

that can transfer DMAviron Microbiol Rep 2013;5:109e16. bacteridAppl Environ Microbiol 2000;66:4414e20.
[861Manning AJ, Kuehn M. Contribution obacteriabutermembrane [95]Margueg, Gaudin MGauliard EFourquaux lg Blond du Plouy S,
vesicles to innate bacterial deBMGeMicrobiol 2011;11:258. Matsui |, et al. Membrane vesicles, nanopods and/or nanotubes produ
[87]Haseltine CHill T, Montalvo-Rodriguez RempelSK, Shand RF, by hyperthermophilic archaea of the genus Thermococcus. Biochem Soc
Blum P.Secreted EuryarchaMatrohalocins Kilhyperthermophilic Trans 2013;41:436e42.
Crenarchaea. ] Bacteriol 2001;183:287e91. [96]SolerN, Krupovic M,Marguet, Forterre PMembrane vesicles in
[88]1Prangishvili DHolz I, Stieger ENickell S Kristjansson JKZillig W. naturalenvironmenta: majorchallengen viral ecologyISME |

Sulfolobicinspecific proteinaceous toxins produced by strains of the2014;9:793e6.

extremelythermophilicarchaealgenus Sulfolobus. ] Bacteriol [97]Pieti@ MK, Atanasova\S, ManoleV, LiljeroosL, ButcherS]),

2000;182:2985e8. Oksanen HM,et al. Virion architectunenifiesglobally distributed
[89]Ellen AF,Albers S-VHuibers WPitcher AHobelCFV, Schwarz H, pleolipoviruses infecting halophilic afctireb2012;86:5067e79.

et al. Proteomic analysid secreted membrane vesifeschaeal [98]Forterre Krupovic MThe origin of virions and virocells: the escape

Sulfolobus species reveals the presencandiosome sorting complex hypothesis revisitled Witzany GeditorViruses essemtgents life.

componentixtremophiles 2009;13:67e79. Netherlands: Springer; 20.148e60.






Chapitre II : Ménage a trois,

caractérisation de MPV1




Chapitre 11 125

Présentation des travaux
Ces travaux ont consisté en la caractérisation du premier virus associé au phylum des
Thermotogae, MPV1 (Marinitoga piezophila vius et elled’'u | etg tiue oile
« pirate », le plasmide pMP1 (plasmide Marinitoga piezophila 1).
MPV1estunsiphovustep idutilealaito ieC.lLesiMssoto possdue
capside icosaédrique de 55 nm de diametre a laquelle est attachée une longue queue flexible
de 200 nm de long pour 10 nm de large. Ce virus est intégré sous forme de provirus dans le
génome de Marinitoga piezophila KA3. Cette Thermotogae thermophile et anaérobie est
piézophile mais peut étre adaptée a la pression atmosphérique.
Ce « Ménage a trois » epose su lte atio d'u e ellule héteat ie e, d'u vius et
d'u plaside pMP . Ce plagde a la patlait d’'te apale de s e das les
capsides virales a la place du génome viral. En effet, lors du déclenchement du cycle lytique
par induction a la mitomycine C, le nombre de copies du plasmide augmente drastiquement
(nombre de copies des génomes viraux multiplié par 3, nombre de copies du plasmide
ultiplipa .Le ais e d’e apsidatio du plagle 'est paso u e si elui
i patage u e sue ed’e vio p ave le go e vial pote tielleentimpliqué dans
I’e apsidatio de I’ADN . D’aut elppksmide est aussi capable de se propager dans une
at ie d’'u aut e gee: Thermosipho sp. AT1244-VC14. Ce ménage a trois semble étre un
nouvel exemple de piratage moléculaire ou le pirate (ici le plasmide) prend la place du génome
vial das laapside afid’assu e sa p op e p opagatio dasd'ewi e t, profitant ainsi
de la protection assurée par cette coque protéique.
Ces travaux ont été menés dans le cadre de la thése de Julien Lossouarn (soutenue en mars
4 .lLosde estavau dethse,le ilaged’'ue i uatai e de sou hesde

Thermotogae été réalisé menant notamment a la découverte et a la caractérisation du
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age a t ois. J'ai appo ta oti utio a ette tude du atmon stage de master 2 et
le début de ma thése. Mes travaux ont porté sur différentes étapes de cette caractérisation.
Dans un premier temps, la mise au point de la méthode de purification des particules virales
a été améliorée vial'utilisatio d'u g adie tdie d’iodaol. Pa la suitetdtde du
contenu des particules virales par I'e t atio des aides ul i ues AN p se ts das les
capsides purifiées a été réalisée, permettant le séquencage de ceux ci. Le séquencage et les
PCRsurcesANp setsal't ieu delapsideaat vI lapse edel’ADNal ais
aussi de I’ADN plaglique, un suivi en gPCR de I'ADN bactérien (géne codant pour ARNr16s),
viral (geéne codant pour la capside) et plasmidique (gene hypothétique), avec et sans induction,
a t alis, afid’ tudie I'volutio deeu-ci. Efi, destestsdetio ot t aliss,
permettant de mettre en évidence la propagation du plasmide dans une souche appartenant

au genre Thermosipho.
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Summary

Prokaryotic viruses play a major role in the microbial
ecology and evolution. However, the virosphere
associated with deep-sea hydrothermal ecosystems
remains largely unexplored. Numerous instances
of lateral gene transfer have contributed to the
complex and incongruent evolutionary history of
Thermotogales, an order well represented in deep-sea
hydrothermal vents. The presence of clustered regu-
larly interspaced short palindromic repeats (CRISPR)
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loci has been reported in all Thermotogales genomes,
suggesting that these bacteria have been exposed to
viral infections that could have mediated gene
exchange. In this study, we isolated and characterized
the first virus infecting bacteria fromthe order
Thermotogales, Marinitoga piezophila virus 1 (MPV1).
The host, Marinitoga piezophila is a thermophilic,
anaerobic and piezophilic bacterium isolated from a
deep-sea hydrothermal chimney. MPV1 is a temperate
Siphoviridae-like virus with a 43.7 kb genome.  Sur-
prisingly, we found that MPV1 virions carry not only
the viral DNA but preferentially package a plasmid of

13.3 kb (pMP1) also carried by M. piezophila. This
‘ménage a trois’ highlights potential relevance of
selfish genetic elements in facilitating lateral gene

transfer in the deep-sea biosphere.

Introduction

Deep-sea hydrothermal vents are home to many
thermophilic and hyperthermophilic Bacteria and Archaea,
whose genetic diversity, metabolic capacity and physi-
ological adaptations are being actively explored (reviewed
in Flores and Reysenbach, 2011). However, the virosphere
associated with these deep-sea hydrothermal microorgan-
isms remains largely unstudied. The observation of abun-
dant populations of lysogens and temperate viruses
indicates that virus-mediated gene exchange and recom-
bination may be critical to the survival and stability of
prokaryotes within extreme environments  (Williamson
et al., 2008). Additionally, metagenomic studies suggest
that a wide diversity of deep-sea hydrothermal microorgan-
isms is exposed to viral infections (Williamson et al., 2008;
Anderson et al., 2011a). Yet, published viromes mostly
contain reads with no homologues in public databases and
do not provide any information about the infected hosts
(Anderson et al., 2011b). Therefore, to understand the
impact of viruses on the microbial diversity in the deep-sea
ecosystems, it remains crucial to isolate new viruses and to
characterize host—virus model systems.

To date, only seven viruses, isolated from deep sea
hydrothermal vents, have been described. Two of them
are lemon-shaped archaeoviruses, PAV1 and TPV1,
which infect Thermococcales, obligate anaerobic sulfur-
metabolizing hyperthermophiles (Geslin et al., 2003a;
2007; Gorlas et al., 2012). The other five isolates are tailed
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bacterioviruses. Among these, four lytic bacterioviruses
infect aerobic, thermophilic and heterotrophic strains
belonging to Bacillus and Geobacillus genera with optimal
growth temperatures around 65°C. The bacteriovirus BVW
1 is unclassified whereas GVE1 and GVE?2 are affiliated to
the Siphoviridae family (Liu et al., 2006; Liu and Zhang,
2008), and D6E belongs to the Myoviridae family (Wang
and Zhang, 2010). The remaining bacteriovirus, NrS-1,
is a temperate siphovirus that  infects the chemolitho-
autotrophic, anaerobic and microaerobic, moderately
thermophilic Epsilonproteobacterium Nitratiruptor sp. cul-
tivated at 55°C (Yoshida-Takashima et al., 2013).

Here we report and characterize the first bacteriovirus
that infects cells from the bacterial order Thermotogales,
a lineage broadly represented in deep biosphere
ecosystems and deep-sea hydrothermal vents in particu-
lar. This order consists of mesophilic (Nesbg et al., 2012;
Hania etal., 2013) and hyper/thermophilic, anaero-
bic, chemo-organotrophic microorganisms (Bonch-
Osmolovskaya, 2008). Phylogenetic analyses of 16S
rRNA gene and 29 concatenated ribosomal proteins
place Thermotogales as a sister group to Aquificales, and
consequently as the second deepest  branching order
within domain Bacteria (Zhaxybayeva etal., 2009).
However, numerous instances of lateral gene transfer
have contributed to the evolutionary history of these
bacteria: many genes were exchanged with Firmicutes
and, to alesser extent, with Archaea and especially
Thermococcales (Nelson et al., 1999; Zhaxybayeva et al.,
2009). Similarly to many thermophilic prokaryotes, clus-
tered regularly interspaced short palindromic repeats
(CRISPRS) are present in all sequenced Thermotogales
genomes (Zhaxybayeva et al., 2009), suggesting that
Thermotogales have been exposed to viral infections. Yet,
prior to this study, no viruses infecting Thermotogales had
been isolated. The only known extrachromosomal genetic
elements in these lineages are two cryptic miniplasmids in
the genus Thermotoga (Harriott et al., 1994; Akimkina
etal., 1999) and a 1724 bp miniplasmid in Mesotoga
prima (Zhaxybayeva et al., 2012).

The newly discovered virus infects Marinitoga
piezophila KA3, a member of the Thermotogales isolated
from a deep-sea hydrothermal vent chimney located at a
depth of 2630 m on the East-Pacific Rise (Alain et al.,
2002). Marinitoga piezophila virus 1 (MPV1) is a temper-
ate Siphoviridae-like virus and is mitomycin C inducible.
Its genome of 43.7 kb is identical to the provirus inte-
grated in M. piezophila KA3 chromosome (Lucas et al.,
2012). Additionally, we discovered that MPV1 virions
mainly contain a plasmid of 13.3 kb (referred as pMP1),
which corresponds not to the viral genome but to
a second mobile genetic element also carried by
M. piezophila. We demonstrate that pMP1 uses the MPV1
viral capsid to propagate, highlighting a complex

evolutionary relationship between a bacterial  host, an

extrachromosomal element and a virus.

Results
Virion morphology

Particles of MPV1 have a head with a hexagonal outline of
~55 nm in diameter and a flexible non-contractile tail of
~200 nm in length and~10 nm in width (Fig. 1). Based on
these morphological characteristics, we classify MPV1 as
a siphovirus from the order  Caudovirales. Despite the
piezophilic character of M. piezophila, which grows opti-
mally at high hydrostatic pressure (40 MPa), this isolate
can adapt to the growth at atmospheric pressure (0.1 MPa)
after several subcultures. The virion morphology was iden-
tical under these two growth conditions. Because assays
indicated that the viral production is functional and similar
at both atmospheric and high hydrostatic pressures of

40 MPa (Table S1), all subsequent experiments were
carried out at atmospheric pressure.

Virus—host relationship

MPV1 is a mitomycin C inducible temperate bacteriovirus
causing host cells lysis upon induction (Fig. 2). A concen-
tration of 5 ug ml? of mitomycin C was sufficient  for
optimal virus induction, as estimated by viral ~ counts
(Fig. S1). The viral production increased, reaching
~3 x10° viral particles ml 2, 2 h after the induction by
5 ug mIt of mitomycin C (Fig. 2). A concomitant drastic
dropto 2.19 x10° cells ml? in host cell counts was
observed, suggesting the lysis of the cells (Fig. 2).
Regrowth of bacteria was observed 5 h after induction,
suggesting that some cells withstood the mitomycin C
effects. Untreated cells produced 30-fold less viral

Fig. 1. Electron micrograph of two MPV1 particles negatively
stained with 2% uranyl acetate. The viruses were cultivated at
atmospheric pressure.

© 2015 Society for Applied Microbiology and John Wiley & Sons Ltd, Environmental Microbiology
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Fig. 2. Virus—host kinetics at atmospheric pressure monitored by
flow cytometry. Typical growth curve of the host M. piezophila is
shown as filled squares on continuous black line, and spontaneous
production of MPV1 particles, reaching 1.11 x 108 viral particles per
ml, is shown as open squares on dotted black line. Curves in grey
correspond to the cultures grown with the addition of 5 ug ml™ of
mitomycin C (depicted with the arrow): filled triangles on continuous
line show M. piezophila growth, whereas open triangles on dotted
line refer to parallel MPV1 viral production, reaching ~3 x10° viral
particles per ml.

particles than mitomycin-treated culture, with a maximal
virus abundance of 1.11 X108 viral particles ml™ after 9 h
of incubation (Fig. 2). This basal viral production could be
explained by a spontaneous induction of MPV1 within a
fraction of the growing host cells. Similar spontaneous
induction was observed during the growth of Nitratiruptor
sp., the deep-sea hydrothermal isolate lysogenized by the
mitomycin C inducible  temperate siphovirus NrS-1
(Yoshida-Takashima et al., 2013).

DNA content of viral particles

The genome sequence of M. piezophila KA3 contains a
provirus sequence of ~40 kb integrated into the strain’s
chromosome and a cccDNA of 13 386 bp denoted as
PMARPIOL (Lucas et al., 2012). pMARPIO1 has an in
silico RFLP pattern identical to that of pMP1, the plasmid
that we isolated from M. piezophila KA3 by an alkaline
lysis extraction (Fig. S2A). For brevity, we will refer to both
PMARPIO1 and the discovered plasmid as pMP1 through-
out the rest of the manuscript. Analysis of DNA extracted
from the purified MPV1 viral capsids confirmed that the
provirus is the integrated form of  the MPV1 genome.
Surprisingly, RFLP analyses indicated that the viral DNA
is much less frequently present in MPV1 virions
(Fig. S2B). Instead, the viral capsids mainly contain pMP1
and hence preferentially package the plasmid. Sequenc-
ing of the DNA from the viral particles further confirmed
this hypothesis, as not only both a 43 715 bp sequence
corresponding to the provirus inserted in M. piezophila
genome (Fig.3) and a 13386 bp plasmid DNA

Virus—plasmid interactions in Thermotogales 3
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Fig. 3. Comparison of the MPV1 provirus in M. piezophila and viral
DNA. The regions with significant pairwise BLASTN similarity
scores are connected. Informative ORF annotations are shown.
The ORF highlighted in green has a homologue in the pMP1
plasmid (see Fig. 4). The ORF marked with a star is disrupted in
the linearized genome packaged in the virions. The black dots
indicate the short sequences with significant sequence similarity to
the regions of the pMP1 genome. The division of the virus into
functional modules is approximate, as it is based only on gene
annotations. The figure was produced using genoPlotR (Guy et al.,
2010).
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Fig. 4. Map of the pMP1 plasmid. Only informative ORF
annotations are shown. The ORF highlighted in green has a
homologue in the MPV1 genome (see Fig. 3). The black dots
indicate the short sequences with significant similarity to the MPV1
genome. The figure was created in Geneious 7 (Biomatters
Limited).

corresponding to pMP1 (Fig. 4) were fully assembled, but
also a 20-fold higher coverage of the plasmid reads com-
pared with the ‘true viral’ reads was observed. We rule out
possible extracapsid DNA contamination, as the purified
viral suspensions from induced cultures were treated with
DNase before DNA extraction. Moreover, specific poly-
merase chain reaction (PCR) amplifications targeting the
provirus, the plasmid and the 16S rRNA gene in the DNA
extracted from the viral  capsids, resulted in no PCR
product corresponding to the 16S rRNA gene (Fig. S3).
The same results were obtained with DNA extracted from
a purified viral suspension of an uninduced culture (not
shown). We concluded that even without induction both
viral and plasmid DNA were incorporated into the viral
capsids.

Attempts to infect a putative sensitive host

Despite several attempts, we never succeeded in curing
M. piezophila KA3 strain of MPV1 or pMP1, thus we could
not test MPV1'’s ability to re-infect its host. A purified viral
suspension was added to growing cultures of two other
potential host cells (Thermosipho sp. strain AT1244-VC14
and M. camini strain DV1142). For both cultures, no lysis
was observed under a phase-contrast microscope.
Marinitoga camini strain DV1142 did not get infected by

Transcriptional Coactivator p15

MPV1 (data not shown). After three subcultures of the
Thermosipho sp. strain AT1244-VC14, no viral DNA was
detected, but a 198 bp fragment from the pMP1 plasmid
was amplified by PCR from the total DNA (Fig. 5). Moreo-
ver, the complete plasmid pMP1 was extracted by alkaline
lysis from the Thermosipho sp. strain infected by MPV1
(Fig. S4). These findings highlight an inter-genus plasmid
(pMP1) propagation by means of a viral capsid.

Effect of the mitomycin C induction on the evolution of
the copy numbers of chromosomal, proviral and plasmid
target genes by gPCR analyses

The relative quantity of the chromosomal DNA in
M. piezophila KA3 induced with mitomycin C was two
times lower than in the culture not exposed to the antibi-
otic (Fig. 6 and Fig. S5). This might be a result of a chro-
mosomal DNA damaging effect of mitomycin C, which
induces the lytic phase of MPV1. On the other hand, the
relative concentration of viral DNA was almost threefold
higher in mitomycin C treated cells than in untreated ones
(Fig. 6 and Fig. S5). This post-induction increase of the
viral DNA replication was consistent with the lysogenic
relationship between MPV1 and its host. Finally, the
relative concentration of plasmid DNA was 10-fold higher
in mitomycin C treated cells than in the uninduced cells
(Fig. 6 and Fig. S5). The induction of the plasmid was
unexpected and could be a response, as a survival strat-
egy, to escape to the host lysis.

I 2 3 4 .5 6 ¥ &8 9 10311 12.13

Fig. 5. MPV1 infectivity assays performed on Thermosipho sp.
AT1244-VC14" and checked by PCR experiments. Lanes 1, 2:
PCR on total DNA of the uninfected Thermosipho strain targeting
(1) MPV1 viral DNA or (2) pMP1 plasmid DNA. Lanes 3, 4: PCR on
total DNA of the Thermosipho strain just after addition of MPV1
purified capsids targeting (3) MPV1 viral DNA or (4) pMP1 plasmid
DNA. Lanes 5, 6: PCR on total DNA of Thermosipho strain 22 h
after addition of MPV1 purified capsids targeting (5) MPV1 viral
DNA or (6) pMP1 plasmid DNA. Lanes 7, 9: PCR on total DNA of
the Thermosipho strain after 3 subcultures targeting (7) MPV1 viral
DNA or (9) pMP1 plasmid DNA. Lanes 10, 12: Negative controls
targeting (10) MPV1 viral DNA or (12) pMP1 plasmid DNA.

Lanes 11, 13: Positive controls targeting (11) MPV1 viral DNA or
(13) pMP1 plasmid DNA. Lane 8: Smart Ladder 1 kb (Eurogentec).

© 2015 Society for Applied Microbiology and John Wiley & Sons Ltd, Environmental Microbiology
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Fig. 6. gPCR assays to assess changes in copy number of

M. piezophila chromosomal, proviral and plasmid DNA target genes
in the presence or absence of mitomycin C induction (with

5 ug ml? of mitomycin C). Assays without mitomycin C (the black
bars) have been set to a value of 1. The light grey bars represent
the relative changes in copy number after the induction.

Sequence analysis of the bacterioviral DNA and the
plasmid DNA

The viral DNA sequences obtained from the purified
MPV1 capsids was identical to the provirus sequence on
M. piezophila KA3's chromosome (Fig.3). De novo
assembly of the viral reads revealed that while some
of the packaged DNA molecules are circular, others
are linearized, disrupting the Open Reading Frame (ORF)
corresponding to Marpi_0300 in the provirus (marked by a
star in Fig. 3). The viral genome has 54 predicted ORFs,
which include all genes necessary for viral particle pro-
duction (Fig. 3). The gene order in the viral genome is
similar to that seenin Enterococcus viruses (Yasmin
et al., 2010). Based on BLAST searches, 23 of the 54
predicted viral ORFs have no detectable homologues

in GenBank (Table S2). Among the 31 ORFs with
homologues in GenBank, eight ORFs have homologues
in proviruses identified by us in two Thermosipho sp.
genomes (C. Nesbg, unpublished), and three ORFs have
homologues in the genomes of other Thermotogales
(Table S2). Therefore, it is likely that MPV1 and closely
related viruses have exchanged genes with other
Thermotogales in the past. However, in the available
Thermotogales genomes, CRISPR arrays are >85%
identical to MPV1 DNA across the entire spacer in only
one Marinitoga genome (Marinitoga sp. 1137, C. Nesbg,
unpublished) (data not shown).

When BLAST ‘self matches’ to the M. piezophila
genome and matches to the above-mentioned
Thermosipho proviruses were excluded, 22 out of the 31
ORFs had Firmicutes genes as their top-scoring BLAST
hit. Moreover, among these 31 ORFs, 12 were similar to
genes in other bacterioviruses. The majority of these
bacterioviral homologues belong to siphoviruses, but
some are from the Myoviridae family of bacterioviruses
with contractile tails (Krupovic et al., 2011), exemplified by
the thermophilic Geobacillus bacteriovirus GBSV1 (Liu

Virus—plasmid interactions in Thermotogales 5

et al., 2009) (Table S2). On phylogenetic trees of 11 out
of 19 MPV1 ORFs  with more than three GenBank
homologues, the sister taxon of an MPV1 gene was either
a Firmicute or a Firmicute bacteriovirus (Table S2). These
analyses suggest a close evolutionary relationship of
MPV1 to Firmicutes bacterioviruses.

Lysis in Gram-negative bacteria involves three types
of proteins: (i) endolysins (to degrade murein); (ii) holins
(to increase inner membrane permeability) and (ii)
spannins (to disrupt the outer membrane) (Wang et al.,
2000). Based on sequence similarity and composition,
we have identified candidate lysis genes in the MPV1
genome. We assigned Marpi_340 a putative endolysin
function, as similarity searches place the gene with
phosphoesterases and metallophosphatase superfamily.
We designated Marpi_343 and Marpi_344 as holins:
Marpi_343 has significant similarity to holin homologues
in GenBank, whereas physicochemical features of
Marpi_344 (102 amino acids in length, predicted
transmembrane helix, dual start motif and a charged
C-terminal sequence) are compatible with those of
known holins (Young, 2013). Similarity searches placed
Marpi_345 within the NIpC/P60 family (secreted cysteine
proteinases that degrade cell walls), making this gene
a candidate for encoding a protein that  disrupts the
outer membrane. Marpi_341 possibly encodes another
membrane-degrading enzyme, as it exhibits a weak
similarity to type | phosphodiesterase/nucleotide pyro-
phosphatase superfamily in Heliobacterium mode-
sticaldum Icel (a Firmicute).

pMP1 plasmid contains 13 ORFs: six have Genbank
homologues with a predicted function (Fig.4 and
Table S3), whereas remaining seven could be assigned to
the gene families in the Superfamily database (Gough
et al., 2001). No known structural genes involved in virion
formation were identified. Nine of the putative 13 proteins
have a predicted pl above 9.0 (Table S3). Moreover, all
seven protein-coding genes  with homologues in the
Superfamily database were assigned to gene families
involved in DNA interactions (i.e. transcription, regulation
and DNA metabolic processes; Table S3). Although
pMP1was not found integrated into the sequenced
M. piezophila chromosome, one of its genes (Marpi_
2122) encodes a site-specific recombinase XerD (an
integrase family protein). Genes for DNA polymerases
and primases are not  commonly found on plasmids;
however, Marpi_2127 encodes a protein with both a DnaB
(helicase) and a DnaG (primase) domain. Recently, a
DNA primase/polymerase protein (PolpTN2) encoded by
the pTN2 plasmid from Thermococcus nautilus has been
characterized (Gill et al., 2014). To summarize, a large
fraction of pMP1-encoded proteins might be involved in
DNA binding and possibly replication and propagation of
the plasmid.

© 2015 Society for Applied Microbiology and John Wiley & Sons Ltd, Environmental Microbiology
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Pairwise BLASTN comparison of the pMP1 and MPV1
genomes revealed a 17 bp region with 100% identity
[E-value =0.14; located in Marpi_300 (MPV1) and
Marpi_2128 (pMP1)] and three short regions with > 80%
identity (E-value < 0.05): a 28 bp region with 89% identity
[located in Marpi_300 (MPV1) and Marpi_2127 (pMP1)], a
33 bp region with 85% identity [located in Marpi_315
(MPV1) and Marpi_2120 (pMP1)] and a 23 bp region
with 91% identity [located in Marpi_306 (MPV1) and
Marpi_2127 (pMP1)] (Figs 3 and 4, Tables S2 and S3).
These matching sequence motifs could serve as recogni-
tion sequences during packing of pMP1 genome into the
viral particles. Interestingly, one of the pMP1 ORFs
(Marpi_2120) has significant similarity to the proviral gene
(Marpi_0315; green in Fig. 3) located two ORFs upstream
of a putative small terminase subunit, which is involved in
packing of viral DNA (Feiss and Rao, 2012). Both
Marpi_2120 and Marpi_0315 have a DNA binding helix—
turn—helix domain and show significant similarity to
Sigma-70 family RNA polymerase genes. Taken together,
these observations strongly suggest that both Marpi_
0315 and Marpi_2120 could be involved in packing DNA
into the viral particles.

Discussion

Deep-sea hydrothermal vents are harsh environments,
characterized by steep physicochemical gradients, high
hydrostatic pressures, high temperatures, lack of solar
energy and prevalence of microbial chemosynthesis. The
dynamic, gradient-dominated nature of the vent environ-
ment provides niches for diverse communities of microor-
ganisms and makes it a particularly attractive site for
studies of viral diversity and evolution (Anderson et al.,
2011a). In this ecosystem, Thermotogales share the eco-
logical niche with diverse prokaryotes, such as frequently
isolated bacteria from the Firmicutes phylum and archaea
from the Thermococcales order (Prieur et al., 2004). The
bacterial order Thermotogales is known for its complex
evolutionary history shaped by large amounts of  gene
transfer from the above prokaryotic lineages (Nelson

et al., 1999; Zhaxybayeva et al., 2009). Viruses represent
one possible vector for this gene exchange, but prior to
this study no viruses infecting Thermotogales cells have
been identified. In support of this hypothesis, the reported
genome of the first Thermotogales bacteriovirus, MPV1,
reveals a connection to genomes  of Firmicutes and
bacterioviruses known to infect them (Table S2). Because
Thermotogales and Firmicutes appear  to share large
number of genes (Zhaxybayeva et al., 2009), our findings
imply that some of the genes exchanges may have been
mediated by viruses. Further studies of Thermotogales
and Firmicutes viruses will  be needed to explore this
hypothesis.

MPV1 is a temperate virus and lysogeny is indeed a
common lifestyle in extreme environments such as
hydrothermal vents (Williamson et al., 2008; Anderson
etal.,, 2011a). From the viral point of view, lysogeny
could be favored due to reduced viability of viral particles
outside of the cell. For the cell, on another hand, carrying
a virus could increase its fitness by enhancing the sur-
vivability in fluctuating environmental conditions via intro-
duced novel genes and/or mutations (Anderson et al.,
2011a). Further analyses will be necessary to better
understand the MPV1 viral cycle. In particular, the
mechanisms of MPV1 adsorption and extrusion through
the ‘toga’, anunusual cell envelope forming a loose
sheet envelope around cells, remain unknown. The toga
is mainly composed of two proteins, the anchor protein
OmpALl and the porin OmpB (Petrus et al., 2012). Porins
are known to serve as viral receptors: In E. coli, for
example, T4 viral particles use the OmpC porin as a
receptor (Hashemolhosseini et al., 1994; Marti etal.,
2013). Therefore, we hypothesize that OmpB may serve
as MPV1 receptors in Thermotogales.

Peculiarly, MPV1 viral capsids mainly package a
plasmid of 13.3 kb (pMP1), facilitating the inter-genus
plasmid propagation. Thus, this systemis the first
virus-mediated plasmid exchange reported in deep-sea
hydrothermal vents. Although the interaction between
MPV1 and pMP1 is not  fully understood, the ratio of
packed plasmid/viral DNA is high, which suggests that
pMP1/MPV1 represent a new example of molecular
piracy. This term has been coined to describe a biological
phenomenon in which one replicon (the pirate) uses the
structural proteins encoded by another replicon (the viral
helper) to pack its own genome and thus allow the pirate’s
propagation (Christie and Dokland, 2012). The type of
relationship between a virus and another mobile genetic
element within a same host, the so-called ‘ménage a
trois’, has been described in organisms from all  three
domains of life. A distinct plasmid (a transpoviron) discov-
ered in giant eukaryoviruses infecting amoebae depends
on giant viruses for its replication and propagation
(Desnues et al., 2012). Analogies can be made between
the eukaryotic transpovirons and virus-associated
plasmids described in archaea and bacteria. For example,
non-conjugative plasmids pSSVi and pSSVx exploit
fuselloviruses in order to propagate within strains of the
hyperthermophilic archaeon Sulfolobus (Arnold etal.,
1999; Wang etal., 2007). Similar strategies were
described for the well-studied E. coli P4/P2 system
in which the plasmid P4 uses the capsids of the
bacteriovirus helper P2 to propagate in E. coli cells (Six,
1975; Lindqvist et al., 1993; Briani et al., 2001) and the
Staphylococcus aureus SaPls pathogenicity islands/
bacterioviruses helper systems (Rametal., 2012). In
the two bacterial systems described above, the pirate
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element is mobilized and packed into viral-like
transducing particles assembled from proteins supplied
by a helper caudovirus. These particular relationships
involve a complex web of interactions between the helper
and the pirate that occur at several levels, from transcrip-
tional control to macromolecular assembly (Christie and
Dokland, 2012).

The MPV1/pMP1 system shares many features with the
E. coli and S. aureus pirates. Both pMP1 and P4 are
plasmids of similar sizes and are able to persist in their
respective host cells in a self-replicating multicopy
cccDNA state. Similar to P4 and SaPlIs, pMP1 harbours
an integrase gene, suggesting that it might recombine
within host chromosome. Also, like the SaPlIs pirates,
pMP1 is induced by mitomycin C along with the provirus
and responds by replicating and escaping from the bac-
terial hosts by using helper viral capsids. The induction of
the plasmid was unexpected and, to our knowledge, has
not yet been reported in prokaryotes.

It has been demonstrated that pirates have evolved
different strategies of interference with their helpers to
favor the packing of their own pirate genomes into the
helper capsids (Christie and Dokland, 2012). Specific
DNA packing strategy of the pMP1 element remains to
be discovered. For example, we have not observed
small MPV1 capsids that are likely to contain a single
copy of the plasmid pMP1. We hypothesize that multiple
copies of pMP1 (x3) are packaged in MPV1 capsids.
Indeed, the discontinuous headful packaging of multiple
plasmid DNAs in viral  capsid has been demonstrated
(Bravo and Alonso, 1990; Coren et al., 1995; Leffers and
Rao, 1996). It has been shown that the frequency of
these plasmid-containing particles is enhanced when
there is DNA similarity between a plasmid and a virus
(Bravo and Alonso, 1990). We detected three regions of
significant sequence similarity between pMP1 and MPV1
genomes. Among these, the strongest candidate for a
common packing signal is a 28 bp region in Marpi_0300,
which is disrupted in the linearized version of the MPV1
genome. The pMP1 protein encoded by Marpi_2120
might be involved in the binding to the putative packing
signal.

Would there be any benefit ~ for the host from this
‘ménage a trois’? Carrying a provirus often confers resist-
ance against related bacterioviruses (Canchaya et al.,
2003), whereas bearing the pirate that hijacks the viral
capsid could increase the survival of the bacterial host
population, due to lesser exposure to the bacterioviral
DNA (Christie and Dokland, 2012). Resistance of the
helper bacterioviruses against the pirate elements, which
alter the propagation capacity of the bacteriovirus for their
own survival, is expected to evolve but have not yet been
observed. Thus, the MPV1/pMP1 system likely represents
an ongoing evolutionary ‘arms race’.

Virus—plasmid interactions in Thermotogales 7

Mobile genetic elements (MGEs),  such as viruses,
plasmids, membrane vesicles, gene transfer agents,
transposons and transpovirons (all collectively referred as
a mobilome) interact with cellular organisms from all three
domains of life, including those thriving in most extreme
environments. The MPV1/pMP1 system demonstrates the
existence of an intricate network of interactions in the
deep-sea vent mobilome, and further studies are likely to
unravel unknown mechanisms for the host-MGEs inter-
actions. The MGEs have a potential to be powerful drivers
of cellular host adaptations to the extreme marine envi-
ronments, and comparative studies of these elements
from hyper/thermophilic Archaea and Bacteria will help us
understand the dynamics of the microbial communities in
the deep biosphere.

Experimental procedures

Screening of Thermotogales strains for mobile
genetic elements

A total of 60 strains of Thermotogales were retrieved from the
UBO culture collection ‘UBOCC’  (http://www.univ-brest.fr/
UBOCC) and from our laboratory culture collections. As
described in Supporting information, these strains were iso-
lated from different deep-sea vents in the Lau Basin, the East
Pacific Rise and the Middle Atlantic Ridge and were screened
for mobile genetic elements as previously described (Geslin
et al., 2003a,b; Gorlas et al., 2012). One of them, the refer-
ence strain M. piezophila KA3 (Alain et al., 2002), was
discovered to be the host of the virus MPV1 and the
plasmid pMPL1.

Culture conditions

Thermotogales strains were cultured in a modified Ravot
medium as previously described (Ravot et al., 1995; Geslin
et al., 2003a,b) with minor modifications as described in Sup-
porting information. Most experiments were performed with
the M. piezophila KA3 cultured at 65°C and 0.1 MPa. For the
high hydrostatic pressure growth experiments, M. piezophila
KA3 cells were grown at ~ 65°C and 40 MPa pressure as
described in Supporting information.

Viral induction assays by addition of mitomycin C

Attempts were made to increase the viral production by
induction using mitomycin C (Yoshida-Takashima et al.,
2013). Several final concentrations of mitomycin C
(0.2 ug mli?, 1 ug ml?, 5 ug mi™ and 10 ug ml™) were added
to cultures of M. piezophila at mid-log growth phase. After 3 h
of incubation with mitomycin C, aliquots were collected in
duplicate to determine viral  production by epifluorescence
microscopy. A ‘mitomycin C-free’ culture was used as a
control. Samples were fixed with 25% glutaraldehyde [0.5%
final concentration, Electron microscopy (EM) grade] for
15 minat 4°C, flash frozen in liquid nitrogen and stored

at -80°C until analysis. The viral counts were performed
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according to Noble and Fuhrman (1998). Viral particles col-
lected on anodisc 0.02 um filters were counted in each of 20
random fields using an Olympus microscope BX60 (magnifi-
cation X100, WIB filter).

Flow cytometry counts of bacteria and viruses

Bacteria and virus abundances were monitored by flow
cytometry using a FACSCanto Il flow cytometer (BD
Bioscience) equipped with a laser with an excitation wave-
length of 488 nm (15 mW). Samples were fixed as previously
described. The thawed samples were diluted from 100-  to
5000-fold in autoclaved 0.2 um filtered TE buffer (10:1 Tris—
EDTA, pH 8.0) and stained with the nucleic acid-specific dye
SYBR Green | (Invitrogen-Molecular Probes) for 15 min at
room temperature and 10 min at 80°C for bacteria and
viruses respectively. The trigger was set on green fluores-
cence. The sample was delivered at a rate of 50 ul min and
analysed during at least 1 min. Tris-EDTA (TE)-buffer with
autoclaved 0.2 um filtered seawater was used as a control.

Concentration and purification of MPV1

Three hundred millilitres of M. piezophila culture were
induced by addition of mitomycin C at early log-phase
(5 ug mI™?). Two hours later, debris and cells were pelleted by
centrifugation at 7500 g, 4°C for 15 min and discarded. The
supernatant was ultracentrifuged at 80 000 g, 10°C for 2 h
(Beckman Optima LE-80 K 70.1 Ti rotor). The viral pellet was
resuspended in 1 ml  of buffer (10 mM Tris-HCL, 100 mM
NacCl, 5 mM CacCl,, 20 mM MgCl,). The viral suspension was
purified by ultracentrifugation in a linear  lodixanol gradient
[OptiPrep, 30-45% diluted in a buffer (see above)] at
40 000 g and 10°C for 5 h (Beckman Optima LE-80 K SW 55
rotor). Following ultracentrifugation, the opaque virus band
was recovered and stored at  4°C until use. To exclude the
possibility of cellular nucleic acids contamination, the concen-
trated viral particles suspensions were treated with DNase
and RNase (50 ug ml™* and 100 ug ml? respectively). The
viral particles were examined using a JEOL JEM 100 CX Il
transmission electron microscope as previously described
(Geslin et al., 2003a,b; Gorlas et al., 2012).

Extraction of cellular and viral DNA

Total DNA from M. piezophila cells and viral DNA from puri-
fied virions were prepared as previously described (Geslin
etal., 2003a,b; Gorlas etal., 2012). Plasmid DNA was
extracted from cells in log growth phase by alkaline lysis
method (Bimboim and Doly, 1979). To confirm the nature of
the DNA packaged in the viral capsids and to check potential
chromosomal contamination, PCR amplifications were per-
formed using primer sets for 16S rRNA gene (M. piezophila
chromosomal DNA marker), major capsid protein encoding
gene (Marpi_326, provirus and virus marker) and hypotheti-
cal protein encoding gene (Marpi_2124, pMP1 plasmid
marker). The primers and PCR protocol are described in
Supporting information.

RFLP analyses

Marinitoga piezophila KA3 total DNA and plasmid DNA were
restricted by the enzymes Hhal  and Hindlll (Promega®);

packaged viral DNA was restricted by Hhal, in accordance
with the manufacturer’'s instructions. Restriction frag-
ments obtained were separated on a 0.8% agarose gel
electrophoresis.

Attempts to infect a putative sensitive host

Strains belonging to Marinitoga and Thermosipho genera,
obtained from our laboratory cultures collections, were
screened for the presence of genetic elements and strains
scored negative were selected as potential hosts. As a result,
Thermosipho sp. AT1244-VC14 and M. camini DV1142
strains were selected. A purified MPV1 suspension was
added in exponentially growing host  (virus/host =30) cul-
tured in 5 ml modified Ravot medium at 65°C. Non-infected
cultures were used as negative control. After three subcul-
tures, total and plasmid DNAs were extracted from each
culture. PCR amplifications were performed on total DNA as
previously described in Supporting information by using the
specific primers targeting the bacteriovirus MPV1 and the
plasmid DNA pMP1.

QPCR assays for quantifications of the copy numbers of
chromosomal, proviral and plasmid target genes

A culture of M. piezophila KA3 was split into two aliquots. One
aliquot was induced with mitomycin C (5 ug ml™) at early-log
growth phase, whereas the second was not induced. The
cultures were incubated for 80 min at 65°C, and total DNA
was extracted. The DNA concentration was estimated by
NanoDrop ND-1000 and diluted to a concentration of
0.2 ng uL™. Real-time PCR amplifications were performed in
triplicate using Syber Green Supermix (Taq Core, Qiagen)
according to the manufacturer’s instructions with modifica-
tions. Primers sets are the same than those previously used;
real-time PCR protocol is described in Supporting informa-
tion. The copy numbers of target genes were calculated from
mitomycin C treated and non-treated cultures respectively.

Sequencing and assembly of bacteriovirus and
plasmid DNA

Purified viral DNA and plasmid DNA were sequenced on
lon Torrent Personal Genome Machine (PGM) using the lon
PGM sequencing 200 kit  v.2 (LifeTechnologies) and the
lon Xpress Barcode adapters 1-16 kit (LifeTechnologies).
The sequences were assembled using the CLC Genomics
Workbench 6.5.1 (http://www.clcbio.com) as well as MIRA 4
(Chevreux etal., 1999). Sequence analyses of protein-
coding genes of bacteriovirus and pMP1 are described in
Supporting information.

Acknowledgements

This work was financially supported by the French Ministry
of Higher Education to JL and the Agence Nationale de la
Recherche, project Thermovésicles (ANR-12-BSV3-0023-
01) to CG, a Norwegian Research Council award (project
no. 180444/V40) to CLN, and Dartmouth’s Walter and

© 2015 Society for Applied Microbiology and John Wiley & Sons Ltd, Environmental Microbiology



Constance Burke Research Initiation Award and the Dean
of Faculty start-up funds to OZ. We thank S. Dupont for his
technical help and G. Sinquin for assistance in electron
microscopy.

References

Akimkina, T., Ivanov, P., Kostrov, S., Sokolova, T.,
Bonch-Osmolovskaya, E.A., Firman, K., etal. (1999) A
highly conserved plasmid from the extreme thermophile
Thermotoga maritima MC24 is a member  of a family of
plasmids distributed worldwide. Plasmid 42: 236—-240.

Alain, K., Marteinsson, V.T., Miroshnichenko, M.L.,
Bonch-Osmolovskaya, E.A., Prieur, D., and Birrien, J.-L.
(2002) Marinitoga piezophila sp. nov., a rod-shaped,
thermo-piezophilic bacterium isolated under high hydro-
static pressure from a deep-sea hydrothermal vent. Int J
Syst Evol Microbiol 52: 1331-1339.

Anderson, R.E., Brazelton, W.J., and Baross, J.A. (2011a) Is
the genetic landscape of the deep subsurface biosphere
affected by viruses? Front Microbiol 2: 219. doi: 10.3389/
fmicb.2011.00219.

Anderson, R.E., Brazelton, W.J., and Baross, J.A. (2011b)
Using CRISPRs as a metagenomic tool to identify micro-
bial hosts of a diffuse flow hydrothermal vent viral assem-
blage. FEMS Microbiol Ecol 77: 120-133.

Arnold, H.P., She, Q., Phan, H., Stedman, K., Prangishvili, D.
Holz, 1., et al. (1999) The genetic element pSSVx of the
extremely thermophilic crenarchaeon Sulfolobus is a
hybrid between a plasmid and a virus. Mol Microbiol 34:
217-226.

Bimboim, H., and Doly, J. (1979) A rapid alkaline extraction
procedure for screening recombinant plasmid DNA.
Nucleic Acids Res 7: 1513-1523.

Bonch-Osmolovskaya, E.A. (2008) Thermotogales. In Ency-
clopedia of Life Sciences (ELS). Chichester: John Wiley &
Sons, Ltd.

Bravo, A., and Alonso, J.C. (1990) The generation of
concatemeric plasmid DNA in Bacillus subtilis as a conse-
quence of bacteriophage SPP1 infection. Nucleic Acids
Res 18: 4651-4657.

Briani, F., Deho, G., Forti, F., and Ghisotti, D. (2001) The
plasmid status of satellite bacteriophage. Plasmid 45: P4.

Canchaya, C., Proux, C., Fournous, G., Bruttin, A., and
Brissow, H. (2003) Prophage genomics. Microbiol Mol Biol
Rev 67: 238-276.

Chevreux, B., Pfisterer, T., Drescher, B., Driesel, A.J., Muller,
W.E., Wetter, T., and Suhai, S. (1999) Genome sequence
assembly using trace signals and additional sequence
information. In Computer Science and Biology: German
Conference on Bioinformatics (GCB) 45, pp. 45-56.

Christie, G.E., and Dokland, T. (2012) Pirates of the
Caudovirales. Virology 434: 210-221.

Coren, J.S., Pierce, J.C., and Sternberg, N. (1995) Headful
packaging revisited: the packaging of more than one DNA
molecule into a bacteriophage P1 head. J Mol Biol 249:
176-184.

Desnues, C., La Scola, B., Yutin, N., Fournous, G., Robert,
C., Azza, S.,et al. (2012) Provirophages and transpovirons
as the diverse mobilome of giant viruses. Proc Natl Acad
Sci U S A 109: 18078-18083.

Virus—plasmid interactions in Thermotogales 9

Feiss, M., and Rao, V.B. (2012) The bacteriophage DNA
packaging machine. In Viral Molecular Machines.
Rossmann, M.G., and Rao, V.B. (eds). New York City,
USA: Springer, pp. 489-509.

Flores, G.E., and Reysenbach, A.-L. (2011) Hydrothermal
Environments, Marine. In Encyclopedia of Earth Science
Series: Encyclopedia of Geobiology. Reitner, J., and Thiel,
V. (eds). Dordrecht, The Netherlands: Springer, pp. 456—
467.

Geslin, C., Le Romancer, M., Erauso, G., Gaillard, M., Perrot,
G., and Prieur, D. (2003a) PAV1, the first virus-like
particle isolated from a hyperthermophilic euryarchaeote,
Pyrococcus abyssi. J Bacteriol 185: 3888—-3894.

Geslin, C., Le Romancer, M., Gaillard, M., Erauso, G., and
Prieur, D. (2003b) Observation of virus-like particles in high
temperature enrichment cultures from deep-sea hydrother-
mal vents. Res Microbiol 154: 303-307.

Geslin, C., Gaillard, M., Flament, D., Rouault, K.,
Le Romancer, M., Prieur, D., et al. (2007) Analysis of the
first genome of a hyperthermophilic marine virus-like par-
ticle, PAV1, isolated from Pyrococcus abyssi. J Bacteriol
189: 4510-45109.

Gill, S., Krupovic, M., Desnoues, N., Béguin, P., Sezonov, G.,
and Forterre, P. (2014) A highly divergent archaeo-
eukaryotic primase fromthe Thermococcus nautilus
plasmid, pTN2. Nucleic Acids Res 42: 3707-3719.

Gorlas, A., Koonin, E.V., Bienvenu, N., Prieur, D., and Geslin,
C. (2012) TPV1, the first virus isolated from the
hyperthermophilic genus Thermococcus. Environ Microbiol
14: 503-516.

Gough, J., Karplus, K., Hughey, R., and Chothia, C. (2001)
Assignment of homology to genome sequences using a
library of hidden Markov models that represent all proteins
of known structure. J Mol Biol 313: 903-919.

Guy, L., Kultima, J.R., and Andersson, S.G. (2010)
genoPlotR: comparative gene and genome visualization in
R. Bioinformatics 26: 2334—2335.

Hania, W.B., Postec, A., Alllo, T., Ranchou-Peyruse, A.,
Erauso, G., Brochier-Armanet, C., et al. (2013) Mesotoga
infera sp. nov., a mesophilic member of the order
Thermotogales, isolated from an underground gas storage
aquifer. Int J Syst Evol Microbiol 63: 3003—-3008.

Harriott, O.T., Huber, R., Stetter, K.O., Betts, P.W., and
Noll, K.M. (1994) A cryptic miniplasmid from the
hyperthermophilic bacterium Thermotoga sp. strain RQ7.
J Bacteriol 176: 2759-2762.

Hashemolhosseini, S., Montag, D., Kramer, L., and Henning,
U. (1994) Determinants of receptor specificity of
coliphages of the T4 family: a chaperone alters the host
range. J Mol Biol 241: 524-533.

Krupovic, M., Prangishvili, D., Hendrix, R.W., and Bamford,
D.H. (2011) Genomics of bacterial and archaeal viruses:
dynamics within the prokaryotic virosphere. Microbiol Mol
Biol Rev 75: 610-635.

Leffers, G., and Rao, V.B. (1996) A discontinuous headful
packaging model for packaging less than headful length
DNA molecules by bacteriophage T4. J Mol Biol 258: 839—
850.

Lindqvist, B.H., Deho, G., and Calendar, R. (1993) Mecha-
nisms of genome propagation and helper exploitation by
satellite phage P4. Microbiol Rev 57: 683—702.

© 2015 Society for Applied Microbiology and John Wiley & Sons Ltd, Environmental Microbiology



10 J. Lossouarn et al.

Liu, B., and Zhang, X. (2008) Deep-sea thermophilic
Geobacillus bacteriophage GVE2 transcriptional  profile
and proteomic characterization of virions. Appl Microbiol
Biotechnol 80: 697-707.

Liu, B., Wu, S., Song, Q., Zhang, X., and Xie, L. (2006)
Two novel bacteriophages of thermophilic bacteria isolated
from deep-sea hydrothermal fields. Curr Microbiol 53: 163—
166.

Liu, B., Zhou, F., Wu, S., Xu, Y., and Zhang, X. (2009)
Genomic and proteomic characterization of a thermophilic
Geobacillus bacteriophage GBSV1. Res Microbiol 160:
166-171.

Lucas, S., Han, J., Lapidus, A., Cheng, J.-F., Goodwin, L.A.,
Pitluck, S., etal. (2012) Complete genome sequence
of the thermophilic, piezophilic, heterotrophic bacterium
Marinitoga piezophila KA3. J Bacteriol 194: 5974-5975.

Marti, R., Zurfluh, K., Hagens, S., Pianezzi, J., Klumpp, J.,
and Loessner, M.J. (2013) Long tail fibres of the novel
broad-host-range T-even bacteriophage S16 specifically
recognize Salmonella OmpC. Mol Microbiol 87: 818—-834.

Nelson, K.E., Clayton, R.A., Gill, S.R., Gwinn, M.L., Dodson,
R.J., Haft, D.H., etal. (1999) Evidence for lateral gene
transfer between Archaea and Bacteria from genome
sequence of Thermotoga maritima. Nature 399: 323—
329.

Nesbg, C.L., Bradnan, D.M., Adebusuyi, A., Dlutek, M.,
Petrus, A.K., Foght, J., et al. (2012) Mesotoga prima gen.
nov., sp. nov., the first described mesophilic species of the
Thermotogales. Extremophiles 16: 387—-393.

Noble, R.T., and Fuhrman, J.A. (1998) Use of SYBR Green |
for rapid epifluorescence counts of marine viruses and
bacteria. Aquat Microb Ecol 14: 113-118.

Petrus, A.K., Swithers, K.S., Ranjit, C., Wu, S., Brewer, H.M.,
Gogarten, J.P., et al. (2012) Genes for the major structural
components of Thermotogales species’ togas revealed by
proteomic and evolutionary analyses of OmpA and OmpB
homologs. PLoS ONE 7: e40236.

Prieur, D., Erauso, G., Geslin, C., Lucas, S., Gaillard, M.,
Bidault, A., etal. (2004) Genetic elements of
Thermococcales. Biochem Soc Trans 32: 184-187.

Ram, G., Chen, J., Kumar, K., Ross, H.F., Ubeda, C., Damle,
P.K., etal. (2012) Staphylococcal pathogenicity island
interference with helper phage reproduction is a paradigm
of molecular parasitism. Proc Natl Acad Sci U S A 109:
16300-16305.

Ravot, G., Magot, M., Fardeau, M.-L., Patel, B., Prensier, G.,
Egan, A., et al. (1995) Thermotoga elfii sp. nov., a novel
thermophilic bacterium from an African oil-producing well.
Int J Syst Bacteriol 45: 308-314.

Six, E.W. (1975) The helper dependence of satellite bacte-
riophage P4: which gene functions of bacteriophage P2 are
needed by P4? Virology 67: 249-263.

Wang, I.-N., Smith, D.L., and Young, R. (2000) Holins: the
protein clocks of bacteriophage infections. Annu Rev
Microbiol 54: 799-825.

Wang, Y., and Zhang, X. (2010) Genome analysis of deep-
sea thermophilic phage D6E. Appl Environ Microbiol 76:
7861-7866.

Wang, Y., Duan, Z., Zhu, H., Guo, X., Wang, Z., Zhou, J.,
etal. (2007) A novel Sulfolobus non-conjugative
extrachromosomal genetic element capable of integration

into the host genome and spreading in the presence of a
fusellovirus. Virology 363: 124-133.

Williamson, S.J., Cary, S.C., Williamson, K.E., Helton, R.R.,
Bench, S.R., Winget, D., and Wommack, K.E. (2008)
Lysogenic virus-host interactions predominate at deep-sea
diffuse-flow hydrothermal vents. Int J Syst Evol Microbiol 2:
1112-1121.

Yasmin, A., Kenny, J.G., Shankar, J., Darby, A.C., Hall, N.,
Edwards, C., and Horsburgh, M.J. (2010) Comparative
genomics and transduction potential of Enterococcus
faecalis temperate bacteriophages. J Bacteriol 192: 1122—
1130.

Yoshida-Takashima, Y., Takaki, Y., Shimamura, S., Nunoura,
T., and Takai, K. (2013) Genome sequence of a novel
deep-sea vent epsilonproteobacterial phage provides new
insight into the co-evolution of Epsilonproteobacteria and
their phages. Extremophiles 17: 405-419.

Young, R. (2013) Phage lysis: do we have the hole story yet?
Curr Opin Microbiol 16: 790-797.

Zhaxybayeva, O., Swithers, K.S., Lapierre, P., Fournier, G.P.,
Bickhart, D.M., DeBoy, R.T., et al. (2009) On the chimeric
nature, thermophilic origin, and phylogenetic placement of
the Thermotogales. Proc Natl Acad Sci U S A 106: 5865—
5870.

Zhaxybayeva, O., Swithers, K.S., Foght, J., Green, A.G.,
Bruce, D., Detter, C., et al. (2012) Genome sequence of
the mesophilic Thermotogales bacterium Mesotoga prima
MesG1. Ag. 4.2 reveals the largest Thermotogales genome
to date. Genome Biol Evol 4: 812—-820.

Supporting information

Additional Supporting Information may be found in the online
version of this article at the publisher’s web-site:

Fig. S1. Induction assays of MPV1 production by addition of
several mitomycin C concentrations. Several final concentra-
tions of mitomycin C (0.1 ug mi?, 1 ug ml?, 5ug ml? and
10 ug ml™?) were added to cultures of M. piezophila at mid-log
growth phase. Aliquots were collected in duplicate to deter-
mine viral production by epifluorescence microscopy. The
high of bars correspond to the averages of the replicates.
Error bars show one standard deviation.

Fig. S2. RFLP analyses of M. piezophila total DNA, plasmid
DNA (pMP1) and viral DNA.

A. RFLP analyses of both M. piezophila total DNA and
plasmid DNA (pMP1).1: DNA Smart Ladder; 2: plasmid DNA
restricted by Hhal; 3: total DNA restricted by Hhal; 4: plasmid
DNA restricted by Hindlll; 5: total DNA restricted by HindlII.
B. RFLP analyses of the total DNA extracted from the purified
viral capsids.1l: DNA Smart Ladder; 2: Packaged DNA uncut;
3: Packaged DNA restricted by Hhal. The two thickest bands
(of ~10 000 bp and 2600 bp) correspond to the plasmid DNA
restriction pattern (see lane 2 on the panel A). The weaker
bands correspond to the viral  sequence, since several of
them are identical to those obtained after an in silico restric-
tion of the M. piezophila provirus (not shown).

Fig. S3. PCR analysis of the total DNA extracted from puri-
fied MPV1 viral capsids from an induced culture. 1: Pack-
aged DNA amplified by 16S rRNA primers; 2: Packaged
DNA amplified by pMP1 plasmid primers; 3: Packaged DNA
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amplified by MPV1 proviral primers; 4: 16S rRNA negative
control; 5: 16S rRNA positive control; 6: DNA Smart Ladder.

Fig. S4. Agarose gel electrophoresis of plasmid DNA
extracted by alkaline lysis from Thermosipho sp.  strain
AT1244-VC14, three subcultures after being infected
by MPV1 virions. 1: DNA Smart Ladder; 2: plasmid DNA
restricted by Hhal. The two bands indicated by arrows corre-
spond to pMP1 restriction pattern obtained by Hhal (Fig. S2

panel A, lane 2).

Fig. S5. QPCR assays. Copy number of target genes in the
presence or absence of mitomycin C induction. The black
bars represent the number of copies of the 16S rRNA chro-
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mosomal gene. The light gray bars represent the number of

copies of the MPV1 viral gene. The dark gray bars represent
the number of copies of the pMP1 plasmid gene.

Table S1. Comparison of viral production at 0.1 and 40 MPa
monitored by flow cytometry.

Table S2. Summary of the similarity searches, protein prop-
erties’ predictions and phylogenetic analyses of the MPV1
provirus.

Table S3. Summary of the similarity searches, protein prop-
erties’ predictions and phylogenetic analyses of the pMP1
plasmid.

Appendix S1. Experimental procedures.
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Supplementary experimental procedures

Screening of Thermotogales strains for mobile genetic elements. A total of 60 strains of
Thermotogales were retrievedfrom the UBO culture collection“UBOCC” (Www.uUniv-
brest.fr/UBOQCand from our laboratory cultures collections. These strains were isolated
from deep-sea vents in the Lau Basin (latitude, 22°32'S; longitude, 176"43'W; depth, 1832 to
1887 m), the East Pacific Rise (latitude, 12°48721'N; longitude, 103°56351'W; depth, 2630
m) and the Middle Atlantic Ridge (latitude, 36°139N; longitude, 33°549W; depth 2775 m).

Culturing methods. Thermotogales strains were cultured in a modified Ravot medium which
contained (per liter of distilled water) 0.2 g &f, NH5 g of MgGl6H,O, 0.1 g of
CaChL.2H20, 0.5 g of KCI, 0.83 g of NaGHOO.3H,0, 2 g of yeast extract, 2 g of tryptone,

30 g of sea salt, 3.3 g of piperaziNgV-bis(2-ethanesulfonic acid) (PIPES), 2 g de maltose

and 0.001 g of resazurin. The pH was adjusted to 6 and the medium was sterilized b
autoclaving. After the medium cooled down, the following solutions, separately sterilized by
autoclaving, were added: 5 ml of a 7 % (wt/volhR®B, solution and 5 ml of 7 % (wt/vol)

K,;HPQO, solution. The medium was dispensed (50 ml) into 100-ml sterile vials and completed
by adding 1% (wt/vol) elemental sulfur previously sterilized by steaming at 100°C for 1 h on
three successive days. Anaerobiosis was obtained by applying vacuum to the medium and
saturating it with,.NFinally, the medium was reduced by adding a sterile solution of
Na,S.9H,0 (final concentration of 0.05% [wt/vol]). The medium inoculated, to the final
concentration of 1%, was incubated at 60°C, 65°C and 70°C depending to the strains.
Marinitoga piezophila KA3 is piezophile as itoptimum growth occurriag 40 MPa.

However, after several subcultures at 0.1 MPa cells are adapted to atmospheric pressure.
Most of the experiments were consequently performfegiariibhila KA3 cultured at
atmospherigressure and 65°C with L-cystiadded as electroracceptor. Thehigh
hydrostatic pressure experiments were performed in 5 ml syringes under 40 MPa pressure at
65 °C. The syringe was loaded anaerobically with 5 ml of reduced and modified Ravot
medium and inoculated to a final concentration of 1%\vpiezophila KA3 culture in late
exponential phase that was grown under high pressure. The syringes were incubated at high
pressure (40 MPa) and temperature (65°C) in HP/HT systems, custom-built by Top Industrie.

Primers design and PCR protocol.  To confirm the nature of the DNA packaged in the viral
capsids and to check potentialchromosomalcontaminationPCR amplificationavere
performed. Three primer sets were designed by using the Primer 3 software (Unt¢rgasser
al., 2007). The first set is specific Marinitoga piezophila KA3: 16S rRNA gene (forward:
5'-ACACATGCAAGTCGAACGAG-3' and reverse: 5'- CACTGGAAACGGTGGCTAAT-3"),

the second set is specific to the major capsid proteinWgméoga piezophila KA3 MPV1

provirus: (forward: 5'-AGGAGGACCTCAACCAACAA-3' and reverse: 5'-
CAAGCACGAGATTTGAGTGG-3'). The last set is specific to “hypothetical protein” gene
encoded on Marinitoga  piezophila KA3 pMP1 plasmid: (forward: 5'-
TATCTCGGGAACAGCTCCAA-3' and reverse: 5'-TGACAAAATGGAACATGTTTTTG- 3').

The PCR reactions were carried out in a volume of 50 yL containing 100 ng template, 0.4 pM
of each primer, 0.8 uM dNTPs, 1.5 mM MgCk buffer and 0.024 U polymerase (Taq Core,
Qiagen). The products sizes were 118 bp for 16S rRNA gene, 198 bp for MPV1 major capsid
protein gene and 198 bp for pMP1 hypothetical protein gene.

Construction of standard curves for Marinitoga piezophila KA3 chromosome, plasmid
pMP1 and provirus MPV1 quantifications by QPCR . QPCR analyses were performed to
assess the changes in the replication rates, after mitomycin C induction, of both plasmid (by



targeting a gene encoding a hypothetical protein specific to pMP1, Marpi_2124) and vir
DNA (by targeting the gene encoding the MPV1 major capsid protein, Marpi 326). In tr
different experiments with or without induction, the replication rates of the chromosome (by
targeting the 16S rRNA gene) were also monitored as a control.

Primers sets are the same as those described above. The PCR products were obtained by
conventional PCR and the products sizes were 118 bp for 16S rRNA gene, 198 bp for MPV1
major capsid protein gene and 198 bp for pMP1 hypothetical protein gene. The reactio
were performed at 60°C in a volume of 50uL containing 100ar@iedga piezophila KA3

total DNA, 0.4 uM of each primer, 0.8 uM dNTPs, 1.5 mM MgCIx buffer and 2 U Pfu
polymerase. The PCR products were deposited on agarose gel, purified by "GeneJet Ge
Extraction Kit" (ThermoScientific) and cloned in pUD plasmid used to transform recombinant
E. coli DH5a strains that were cultivated in LB medium at 37°C with addition of 100 ug/mL of
ampicillin.The cloned plasmids were extractedusing "GeneJET Plasmid Midiprep"
(ThermoScientific) kit and purified as previously described. The concentration of the three
different plasmids was measured using a NanoDrop ND-1000 and the corresponding copies
numbers were calculated using the following equation: DNA copy = 6.02 x 1023 x DN
concentrations / 660 x DNA length (pUD + insert). 10-fold serial dilutions were performed for
the 3 types of cloned plasmids pUD, ranging from 2 01D x 10° copies/uL to construct

the standard curves of genes targeting the chromosome and the provirus and ranging from 2
x 10° to 2 x 10" copies/uL, for the gene targeting the cccDNA. Rief standard curves

obtained were up to 0.997 and efficiency of the reactions up to 97%.

Preparation of template DNA for QPCR analysis. Two cultures ofMarinitoga piezophila

KA3 were established using the same ino€hkufirst one was induced by addition of
mitomycin C (5 pg/mL) in the early exponential growth phase whereas the second culture
was not induced. The two cultures were incubated for 80 minutes after induction and then
total DNA extractionswere performed.The concentratiorof the extractedDNA was
measured by using a Nanodrop ND-1000 and diluted in order to reach 0.2 ng/uL.

QPCR assays by using Sybr Green | dye. The QPCR assays were performed using a
StepOnePlus Instrument (Applied Biosystem). The QPCR reactions were performed in a
volume of 25uL containing 1ng template, 12.5 pyL of SybrGreen Supermix (Taq Core,
Qiagen) and 0.9 uM of each primers The thermal cycling protocol was as follows : 10 min at
95°C then 40 cycles of 15 s at 95°C, 1 min at 60°C and 10 s at 72°C.

Sequencing and assembly of bacteriovirus and plasmid DNA. The provirus was detected

using Prophinder (Lima-Mend#z 2008). Homologs of the predicted proteins in bot
MPV1 bacteriovirus and pMP1 plasmid genomes were extracted from the RefSeq and vi
RefSeq databases using BLASTP (Altschiul 1997) with an E-value cutoff 6f Adr

ORFs with no or few matches in RefSeq databaktatiese was also searched. Matches
spanning at least 70% of a query were retained. For datasets with > 100 hits,
representative per genus was kept. Homologs were aligned using ClustalW 2 (Larkin et
2007), and phylogenetic trees were reconstructed in Fastdire(@8eunder
JTT+CAT model.Trans-membrarelices,helix-turn-helimotifs, coiled coils and

isoelectric point for each ORF were predicted using programs from the EMBOSS
(Rice et al.,, 2000). ORFs were assigned to gene families using Sapédrfamily (Got
2001) and Conserved Domains (MarchleeeBau2009) databases. Predicted ORFs of

the MPV1 genome were also screened for the features of the genes involved in known |
pathways of double-stranded bacterioviral DNA of Gram-negative baateria (Wang
2000; Young, 2013). Analysis of amino acid composition and predictions of protein cha



and transmembrane helices were performed using the PEPSTATS, CHARGE and T
programs of the EMBOSS packageet(Rice2000). Protein secondary structure was
predicted using JPred 3 tale 2008).
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Fig. S1. Induction assays of MPV1 production by addition of several mitomycin C
concentrations. Several final concentrations of mitomycin C (0.1 pg/mL, 1 pg/mL, 5 pg/mL
and 10 pg/mL) were added to cultures of M. piezophila at mid-log growth phase. Aliquots
were collected in duplicate to determine viral production by epifluorescence microscopy. The
high of bars correspond to the averages of the replicates. Error bars show one standard

deviation.
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Fig. S2. RFLP analyses of M. piezophila total DNA, plasmid DNA (pMP1) and viral DNA.

A. RFLP analyses of both M. piezophila total DNA and plasmid DNA (pMP1).1: DNA Smart
Ladder; 2: plasmid DNA restricted by Hhal; 3: total DNA restricted by Hhal; 4: plasmid DNA
restricted by HindIII; 5: total DNA restricted by HindIII.

B. RFLP analyses of the total DNA extracted from the purified viral capsids.1: DNA Smart
Ladder; 2: Packaged DNA uncut; 3: Packaged DNA restricted by Hhal. The two thickest
bands (of ~10,000 bp and 2,600 bp) correspond to the plasmid DNA restriction pattern (see

lane 2 on the panel A). The weaker bands correspond to the viral sequence, since several of
them are identical to those obtained after an in silico restriction of the M. piezophila provirus

(not shown).



Fig. S3. PCR analysis of the total DNA extracted from purified MPV1 viral capsids from an
induced culture. 1: Packaged DNA amplified by 16S rRNA primers; 2: Packaged DNA
amplified by pMP1 plasmid primers; 3: Packaged DNA amplified by MPV1 proviral primers;

4: 16S rRNA negative control; 5: 16S rRNA positive control; 6: DNA Smart Ladder.



Fig. S4. Agarose gel electrophoresis of plasmid DNA extracted by alkaline lysis from
Thermosipho sp. strain AT1244-VC14, three subcultures after being infected by MPV1
virions. 1: DNA Smart Ladder; 2: plasmid DNA restricted by Hhal. The two bands indicated
by arrows correspond to pMP1 restriction pattern obtained by Hhal (Figure S2 panel A, lane

2).
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Fig. S5. QPCR assays. Copy number of target genes in the presence or absence of mitomycin
C induction. The black bars represent the number of copies of the 16S rRNA chromosomal
gene. The light grey bars represent the number of copies of the MPV1 viral gene. The dark

grey bars represent the number of copies of the pMP1 plasmid gene.



Table S1 Comparison of viral production at 0.1 and 40 MPa monitored

by flow cytometry.
Time Bacterial counts (cells/mL) Viral counts (virions/mL)

0.1 MPa 40 MPa 0.1 MPa 40 MPa
t=0h 2.63x 10° 1.41x 10° 9.22x 10° 5.79 x 10°
t=4h 5.13x 107 4.31x 10’ 2.01x 10’ 9.14 x 10°
t =9h 3.63x 10° 3.74 x 10° 1.10x 10° 3.39x 10’




Table S2. Annotation of the MPV 1 provirus.

BLAST analyses Protein predictions
ORF*  length” annotation® BlastP match in ni” phage® Thermotogae’ Superfamily CD Acc” CD name Tmap pl
. . . WP 006569700 site-specific
291 1,470 Slte»§pec1f1c recol mbinases, DNA recombinase, DNA inveI:iase Pin X Tmel 0397 (Tmel Resolvase-like ¢d00338 Ser_Recombinase 9.7682
invertase Pin homologs . . 1486)
Thermoanaerobacter siderophilus
292 162 hypothetical protein No match 4.3022
YP002728383 hypothetical protein
293 372 hypothetical protein SULAZ 0390 Sulfurihydrogenibium pfam14213 DUF4325 10.3206
azorense Az-Ful
Histidine kinase-, DNA gyrase B-, ~ YP004027214 ATP-binding region
294 966 and HSP90-like ATPase./STAS ATPase domain-containing protein X Spollaa-like ~ pfam13466 STAS_2 1 4.8478
domain. Caldicellulo siruptor kristjanssonii
295 1,800 T50rf172 domain. DEfs%%sgﬁ:}}'{f{‘;};ﬁ‘gj}};ﬂ‘gﬁﬂm x smart00974 TSorf172 2 9.3993
S-adenosyl-L-
Adenine specific DNA methylase ‘WP008474462 DNA methylase N- methionine-
296 1,557 Mod 4/N-6 domain protein Nitrolancetus X dependent pfam01555 N6_N4_Mtase 9.5555
hollandicus methyltransfer
ases
SOS-response transcriptional . . (Tmel 1479, .
297 621 repressors (RecA-mediated WPTff;‘;?ffngsp‘;:}f;:(f;}igfs‘”e‘“ x H17ap60334 Lee—%%"e‘;ﬂ d00093 HTH_XRE 5.8055
autopeptidases) 04802) beptidase
. - - . (Tmel 1478, m.
298 210 Predicted transcriptional WPOOB78317$ DNA-binding protein X H17ap60334 repressqr-l;ke d00093 HTH_XRE 10.8154
regulators Bifidobacterium sp. 12 1 47BFAA 04807) DNA-binding
domains
hypothetical protein, contains (H17ap60334
299 450 possible packing site No match 04812) 9.873
P-loop
. containing
300 2,046 hypothetical protein WP003364581 recombinase Reck x nucleoside  pfam13476 AAA_23 5.4559
Clostridium botulinum -
triphosphate
hydrolases
301 369 Recompinational DNA repair WPOO34O77,52. recombipase RecT < 5)1241%13;;1,)?1"013:14 pfam03837 RecT 51063
protein (RecE pathway) Clostridium butyricum 1472)
. Metallo-
302 729 Metal-dependent hydrolases_ of the YP00378131-2_phag-e-hke hy_t_irolase < hydrolase/oxid 100446 Lactamase__B 77311
beta-lactamase superfamily I Clostridium ljungdahlii AYCI0/ase/oXId superfamily
oreductase
"Winged
hage conserved hypothetical ADA79920 putative phage replication helix" DNA-
303 768 pproglein, C-terminglp domain protein Lactgbacillusp ph§ge pP;ﬂPYBS X binding pfam09524 Phg 2220 C 9.4949
domain®
304 255 hypothetical protein No match 8.8039
Theba 0328,
Pmob 0972, P-loo
Marpi 1890, Kole co—pmainin
305 1,275 Replicative DNA helicase Y1>l100}568017 replicative DNA x 1515 Theth 0376, ) 10 Gide d00984 DnaB_C 6.0647
elicase Petrotoga mobilis Kole 1515, THA triphosphat
1353, THA 826,  ‘LPhosphate
Tlet 0531, Fnod ~ lwdrolases
0667, Ferpe 0238
Marpi 0443,
. Theba 0951 -
. - ‘WP016288767 single-stranded DNA- ’ Nucleic acid-
306 468 single Strsr';fgﬂl?ggbmd'“g binding protein Lachnospiraceae bacte gﬁh éﬁ\?’o%gg binding d04496 SSB_OBF 44113
rium 3- 1 Pmob 0559, Tlet proteins
0829, Tmel 0637
deoxyuridine 5™triphosphate XP005142568: deoxyuridine 5'-
307 420 triphosphate nucleotidohydrolase, mito X dUTPase-like cd07557 trimeric_dUTPase 1 9.8363

nucleotidohydrolase (dut)

chondrial Melopsittacus undulatus



308
309

310

311
312
313

314

315

316

317

318

319

320

321

322

323
324

325

326

327

328

329
330

331

332

333

334

335

201
249

366

465
273
276

231

483

327

1,029

75

381

1,248

1,251

1,506

282
603

354

1,020

183

321

474
387

966

351

498

4,080

615

hypothetical protein
hypothetical protein

Holliday junction resolvase

hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

putative zinc finger/helix-turn-
helix protein, YgiT family

tRNA Pro TGG

hypothetical protein

phage terminase, large subunit,

PBSX family

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein
hypothetical protein

hypothetical protein

Phage major capsid protein E.

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

phage tail tape measure protein,
TP901 family, core region

hypothetical protein

No match

No match

YP003183942 endodeoxyribonuclease
RusA Alicyclobacillus acidocaldarius

No match
No match
No match

No match

YP005093729 sigma-70 family RNA
polymerase sigma factor Marinitoga
piezophila KA3 Marpi 2120 (Plasmid)

No match
YP003841324 helix-turn-
helix domain-
containing protein Caldicellulosiruptor
obsidiansis

WP004096102 hypothetical protein
Acetonema longum, Among Phi blast
matches: WP016077038.1 phage
terminase small subunit Lactobacillus
phage AQ113
YP002804814 phage terminase large
subunit, pbsx family Clostridium
botulinum
WP021769687 hypothetical protein
Leptotrichia sp. oral taxon 22
second hit: WP006773947 phage portal
protein Clostridium hathewayi
‘WP003432484 hypothetical protein
Clostridium butyricum
No match
No match
‘WP017687985 hypothetical protein Pa
enibacillus sp. PAMC 26794

‘WP004445976 capsid protein Clostridi
um botulinum

No match

YP001320641 hypothetical protein Am
et 2832 Alkaliphilus metalliredigens

WP006306523 hypothetical protein
Centipeda periodontii
No match

WP002670872 hypothetical protein
Treponema denticola

No match

No match

'YP001285821 putative tail tape
measure protein Geobacillus virus E2

No match

(x)

Marpi 2120,

(Tmel 1467,

H17ap60334
04862)

Tnap 1136

Pmob 1215 (best
match), Tnap
1135

(Tmel 1452,
H17ap60334
04952)
(Tmel 1451,
H17ap60334
04957)
(Tmel 1450,
H17ap60334
04962)
(Tmel 1449,
H17ap60334
04967)
Theba 1821

Holliday

junction

resolvase
RusA

Fzo-like
conserved
region®
Sigma3 and
sigmad
domains of
RNA
polymerase
sigma factors

lambda
repressor-like
DNA-binding

domains

Homeodomain

-like

Prefoldin®

TRAP-like*

ARM repeat

Shugoshin_N

cl06547 E 2
superfamily
pfam05866 RusA
TIGR02937 sigma70-ECF
cd00093 HTH_XRE 2
cl17451 HTH’ZT?’
superfamily
112054 Terminasg_B
superfamily
pfam05133 Phage_prot_Gp6 1
cl01681 DUF211.5 1
superfamily
pfam02924 HDPD
pfam03864 Phage_cap_E
1
pfam10145 PhageMin_Tail 9

9.8649
10.4978

10.1709

4.55
4.5088
5.6601

8.979

9.4095

4.303

6.6932

9.9187

7.066

5.0359

9.4814

9.4531
4.3817

4.7569

8.7531

10.0744

4.38

10.7346
4.4597

4.3066

4.7969

9.0927

7.0184

9.6954



(Tmel 1448,

336 339 hypothetical protein No match H17ap60334 4.5118
04972)
(Tmel 1447 Concanavalin
337 1,131 hypothetical protein No match H17ap60334 Aclike 4.6324
04977) lectins/glucana
ses?
. (Tmel 1446, . .
338 4011 hypothetical protein WP016610917 phage minor structural H17ap60334 Fibronectin 459063 FN3 4.4423
protein Enterococcus casseliflavus 04982) type 111
339 162 hypothetical protein No match MNAHTES din 9.0385
340 768 DNA repair exonuclease WPO18671617 hypothetical protein (Tmel 1444) THA dl\e/[eetiggr-n ¢d00838 MPP_superfamil; 9.3745
P Brevibacillus laterosporus 1537, THA 1538~ cependent —sup Y -
phosphatases
341 261 hypothetical protein No match m pfam11853 DUF3373 6.5311
hemolysins
. . Duffy binding
342 378 hypothetical protein No match (Tmel 1439) domain-like® 9.1701
‘WP016226830 LL- Holin LLH
343 330 Phage holin protein (Holin LLH). H family phage holin Lachnospiraceae 109890 superfamil 6.2626
bacterium 10-1 P Y
344 300 hypothetical protein No match 4.861
345 564 Orthopoxvirus protein of 'YP002454578 hypothetical protein BC Cysteine 5.6907
unknown function (DUF830). G9842 A0016 Bacillus cereus G9842 proteinases )
a) ORF is number in the genome sequence, i.e. 291 corresponds to Maripi_0291.
b) Length in bp.
¢) Annotation in genome.
d) Best BlastP match outside the Thermotogales except for the ORF with match to the plasmid ORF which had no significant matches outside the Thermotogales. We also list additional matches where these added sorr
e) Presence in other phage.
f) Presence in other Thermotogae genomes. If this was in another predicted prophage the ORF id is listed in parenthesis.
g) Weak HMM library classifications, with an E-value greater than 0.0001.
h) CD accession.
i) Number of Coiled Coils.
j) * indicates that no phylogenetic analysis could be done as there were no matches in Genbank. ** indicates that no phylogenetic analysis could be done as there were to few hits or the sequences were too divergent tc



Table S3. Summary of the similarity searches, protein properties’ predictions and phylogenetic analyses of pMP1.

BLAST analyses Protein predictions
ORF®  length annotation® BlastP match in nr’ Superfamily CD Acc CD name Tmap HTH cct pl
Sigma3 and sigma4
domains of RNA
YP_005096064 hypothetical protein Marpi_0315 polymerase sigma LuxR_C_like
2120 480 Sigma-70,_region_4. Marinitoga piezophila KA3 (Prophage) factors cl17315 superfamily 0.886 9.80
ssDNA-binding
'YP_008403878 hypothetical protein JCM7686_1010 transcriptional PC4
2121 204 Transcriptional_Coactivator_p15_(PC4) Paracoccus aminophilus regulator domain 103492 superfamily 9.63
YP_001739834 integrase family protein Thermotoga sp. R DNA breaking- DNA_BRE_C
2122 750  Site-specific_recombinase_XerD Q2 rejoining enzymes 100213 superfamily 10.3C
2124 480 hypothetical_protein No match 4.6
2125 330 hypothetical_protein No match 5.29
2126 294 hypothetical_protein No match 0.623 5.71
YP_004026647 DnaB domain containing protein
2127 2148 DNA_primase_(bacterial_type) Caldicellulosiruptor kristjanssonii Zinc beta-ribbon 7.02
Sigma?2 domain of
RNA polymerase TOPRIM_prim
2128 1527  hypothetical_protein No match sigma factors® ¢d01029 ases 0.884 9.93
2129 198 hypothetical_protein No match 1 10.35
2130 231 hypothetical_protein No match 1 10.12
Cell growth
inhibitor/plasmid
YP_002335318 hypothetical protein THA_1536 maintenance toxic
2131 603 Growth_inhibitor Thermosipho africanus TCF52B component 9.93
2132 522 hypothetical_protein No match Ribbon-helix-helix ~ pfam02452 PemK 2 10.26
YP_001410905 hypothetical protein Fnod_1402
2133 552 hypothetical_protein Fervidobacterium nodosum Rt17-B1 2 9.4
a) ORF is number in the genome sequence, i.e. 2120 corresponds to Maripi_2120.
b) Length in bp.
c) Annotation in genome.
d) Best BlastP match.
e) Weak HMM library classifications, with an E-value greater than 0.0001.

f) CD accession.

g

Coiled Coils probablility.

h) * indicates that no phylogenetic analysis could be done as there were no matches in Genbank. ** indicates that no phylogenetic analysis could be done as there were to few hits or the sequences were too divergent tc



Chapitre III : Deux nouveaux virus,

MCV1 et MCV2, isolés bactéries du

phylum des Thermotogae
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Présentation des travaux

Lors du criblage des souches de Thermotogae ayant pour objectif la recherche de potentiels
éléments génétiques mobiles leur étant associés, deux nouveaux virus ont été identifiés
Th se de ). Lossoua as .Daslead ede athse,jaie l|a aractérisation
fonctionnelle et génomique de ces virus isolés de deux souches de Marinitoga camini (M.
camini), la souche DV1197 porteuse du bactériovirus MCV1 (M. camini virus 1) et la souche
DV1155 porteuse de MCV2 (M. camini vius . Ces wis ettet e oceuve u le
lysogénique et sont intégrés au sein des chromosomes de ces deux hotes. Les génomes des
souches de Marinitoga caminiDV 97 etDV ot t s ue s, faisatasil'ojetd'u
Genome Announcement en 2016 (voir p. 130).

MCV1 et MCV2 sont deux siphovirus tempérés inductibles a la mitomycine C. lls ont des
capsides icosaédriques de 70 nm de diameétre environ et de longues queues flexibles de 260
nm pour MCV1 et 270 nm pour MCV2 pour une largeur de 10 nm.

lesg 0 es deesdeu wuissotaADNdoule,duelogueu de, k pou MCV
et 50,7 kb pour MCV2. Ills contiennent respectivement 77 et 70 ORFs prédits. Ces génomes
viraux ont été comparés au génome de MPV1, qui infecte aussi une bactérie du genre
Marinitoga. Ces virus sont retrouvés dans le méme t pe d'evio e et sou es
hydrothermales profondes) mais ont été isolés de souches provenant de lieux
géographiquement éloignés (Océans Pacifique et Atlantique). Néanmoins, les comparaisons
réaliséesent e estoisgo es ot vl U'ils patageaietdeo eusessiilait s
tat au iveau de lI'o gaisatio g i ue u’'au iveau des ORFs -@émes, et ce malgré
la distance géographique les séparant. lls partagent aussi des similarités avec les Firmicutes

ainsi que les virus les infectant.
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Des essais dlu tio au tau loudsotausdi alisssu lasouhe potat MCV,
M. camini DV 97. Le ut tait d'tudie les posiit s d’idu tio s vialesvia des stress

p setsdasl’'evio e et atueldelasouhe.Nais,l'idutio ’'apasetai

la production de particules virales mais celle de vésicules membranaires (MVs). En effet,
I’ajout deuiv e ou dead iu , a, M apovou la podutio de MVs de
différentes tailles apparaissant souvent avec un contenu opaque en MET. Ces essais restent
préliminaires, mais il est possible que cette production de MVs soit un mécanisme de
détoxification des métaux lourds pour la cellule.

L'ese ledeestavau fotl'ojet d'u e fitation scientifique en préparation qui sera

prochainement soumise au journal « Environmental Microbiology».
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acteria from the Marinitoga genus are thermophilic, amékeogenome using Prophinder (11). For M. camini DV1197, we
bic, and organotrophic microorganisms isolated froowbtairieds51 contigs totaling 2,274,557 bpwith72n669,
hot environments such as deep-sea hydrothermal ventergesistahtig size of 188,990 bp,Gaoohée@t of 27.4%. No
thermal springs. Among the five Marinitoga species desenbexattitomosomal DNA was observed but a proviral sequence
5), only the M. piezophila KA3 genome has been sequen&3J4®J].bp wadetected usinthe samemethodghan for
Here, we present the draft genome sequences of two novemifiamdDN-1155.
toga camini isolates, DV1155 and DV1197, both containingBoth draft genomes were annotated in the NCBI Prokaryotic
viral sequences. Genome Automatic Annotation Pipeline (PGAAPRNAZN,

The two strains were sampled during the DIVA 2 cruidentifid®2,315 genes and 2,256 coding sequences (CDS) for
(7). M. camini DV1155 was isolated from a black smokenthkinningypV1155 and 2,221 genes and 2,157 CDS for M. camini
at the Menez Gwen site. This hydrothermal field is locdd¥d Dd/the
Mid-Atlantic Ridge at a depth of 840 to 870 ¥ (8inini Accession number(s). Both whole-genome shotgun projec
DV1197 was isolated from a colonization module depldyecdicire deposited at DDBJ/EMBL/GenBank under the acces-
Lucky strike hydrothermal vent field. This site is locatesicat AG.0XZAX00000000 and AZAY000000001foramini
of depth in the Mid-Atlantic Ridge (8jrains DV1197 andDV1155 and Mamini DV1197respectivelyhe versions de-
DV1155 grow optimally at 60°C and 65°C, respectivelycatbatdrin-this paper are the first ve&ziaAX91000000 and
spheric pressure in a modified Ravot medium (9) with AIBARYEAGN0000.
sulfur instead of cysteine.

Genomic DNA was extracted following the protocol XCHNAWLEDGMENTS
et al(10).The purity and quantity of the DNA were mea&gréttpnk Daniel Desbruyeres, chief scientist of the French oceanogr:
using Nanodrop and Qubit instruments (Thermo, Fishef'8i§&nDIVA 2” (1998he captain and crew of the Natie, DSV
tific). Shotgun libraries were constructed using the NeXI&fL R#akf and support crew.
and sequenced as one of ten pooled, barcoded librarieg R BINE ASFORMATION
(all from Illumina) using 500 cycles gehe2d0rgpLairedThis workincluding the efforts@draline Merciewas funded by
end read3he genomes assembled de novo by CLC GenomnéeghMinistry of Higher EducationThis work, includingthe
Workbench 7.0.4sing trimming defagkttingssutomatic effortsof CoralineMercier,wasfunded byBrittanyRegion.This
word size, a bubble size corresponding to the average Werilgihctfdihg the efford§ Camilla Lothe Nesbaasfunded by
inputreadsa minimum contig lengthldf00 bpand reads NorwggianResearckCounci! (awarq 180444/V40)This work,
mapped back to the contigs. |ncl_ud|ngthe effortsof Claire Geslin,was fundedby Agence

For M. camini DV1155 this resulted in 56 contigs totallajonale de la Recherche (ANR) (ANR-12-B5V3-0023-01).
2,435,399 bwijth an N, of 90,885 bpongest contig size QREFERENCES
254.99 band G C content of 27.3%0 extrachromosomah  wery NLesongeurRignet Merennes Bambon-Bonavita MA
DNA was observed but a proviral sequence of 50,700 pb Gadffoym8arbier @001Marinitoga camini gennov.,sp.nov.,a
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Abstract

Viruses represent a driving force in the evolution of microorganisms including those thriving
in extreme environments. However, our knowledge of the viral diversity associated to
microorganisms inhabiting the deep-sea hydrothermal vents remains limited. The phylum of
Thermotogae, including thermophilic bacteria, is well represented in this environment. Only
one virus was described in this phylum, MPV1 carried by Marinitoga piezophila. In this study,
we report on the functional and genomic characterization of two new bacterioviruses that infect
bacteria from the Marinitoga genus. Marinitoga camini virus 1 and 2 (MCV1 and MCV2) are
temperate siphoviruses with a linear dSDNA genome of 53.4 kb and 50.5 kb respectively. Here
we present a comparative genomic analysis of the MCV1 and MCV2 viral genomes with that
of MPV1. The results indicate that even if the host strains come from geographically distant
sites, their genomes share numerous similarities. Interestingly, heavy metals did not induce viral
production instead the host of MCV 1 produce membrane vesicles.

This study highlights interaction of mobile genetic elements (MGE) with their hosts and the

importance of including hosts-MGES’ relationshipséological studies.

Key words : Hydrothermal deep-sea vent/ Marinitoga/ thermophile/ siphovirus/ membrane

vesicles
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Introduction

Deep sea hydrothermal vents are one of the most extreme environments on Earth. They are
minerals edifices with massive sulphide deposits and high concentration of various metals (e.g.
Cu, Cd, Ni, Zn, Mn, Co, Ag, Au) (Auguste et al., 2016). These ecosystems are characterized

by steep physicochemical gradients, high hydrostatic pressures, very high to low temperatures,
obscurity and prevalence of microbial chemosynthesis (Flores and Reysenbach, 2011). They

are home to a vast diversity of psychrophiles, mesophiles, hyper/thermophiles, acidophiles,
piezophiles and even moderate halophiles microorganisms belonging to the Bacteria and
Archaea domains (Jebbar et al.,, 2015). The virosphere associated with these deep-sea
microorganisms remains largely unexplored; to date only 8 viruses have been characterized
(Lossouarn et al., 2015a). Two of these viruses infect Thermococcales, one of the largest
archaeal orders that comprises hyperthermophilic and chemoorganoheterotrophic
microorganisms. These are non-virulent lemon-shaped archaeoviruses, and were isolated from
Pyrococcus abyssi (PAV1) and Thermococcus prieurii (TPV1) (Geslin ef al., 2003a,b; Geslin

et al., 2007; Gorlas et al., 2012) . The remaining six are head and tailed bacterioviruses. Four

of these, BVW1, GVE1, GVE2 and D6E, are virulent (i.e. they replicate through a lytic cycle)
and infect thermophilic and heterotrophic bacteria belonging to the Bacillus and Geobacillus
genera (Liu et al., 2006; Liu and Zhang, 2008; Wang and Zhang, 2010). The other two are
temperate siphoviruses (i.e. they replicate through a lysogenic cycle), NrS1 infects a
thermophilic € proteobacterium belonging to the Nitratiruptor genus (Y oshida-Takashima et
al.,2013) and MPV 1 infects Marinitoga piezophila, a bacterium from the Petrotogales order
and Thermotogae phylum (Lossouarn et al., 2015a,b).

The phylum Thermotogae is composed of anaerobic, chemo-organotrophic, sulfur reducing
thermophilic and hyperthermophilic bacteria, as well as a newly characterized mesophilic genus

(Gupta and Bhandari, 2011; Nesbg ef al., 2012; Zhaxybayeva et al., 2012; Pollo et al., 2015).
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The Thermotogae are rod-shaped and characterized by an atypical outer sheath-like envelope,
the toga (Kuwabara and Igarashi, 2012). They are found in hot ecosystems all over the world,
including hydrothermal vents, thermal springs, oil reservoirs and more recently they have also
been isolated from lower temperature hydrocarbon-impacted sites, such as polluted sediments
(Pollo et al., 2015).

In universal phylogenetic trees based on 16S rRNA sequences, the Thermotogae branch deep
close to Aquificae (Hug et al., 2016). However, this localization is only supported by a small
subset of their genes (e.g. ribosomal protein encoding genes), while the majority of their genes
place them with Firmicutes and with Archaea, especially Thermococcales (Zhaxybayeva et al.,
2009; Gupta and Bhandari, 2011; Bhandari and Gupta, 2015). Comparative genomic analyses
of Thermotogae have revealed complex evolutionary histories with extensive horizontal gene
transfer (HGT) (Zhaxybayeva et al., 2009; Nesbo et al., 2015; Pollo ef al., 2015). Similarly to
many thermophilic microorganisms, clustered regularly interspaced short palindromic repeats
(CRISPRs) are present in numerous 7hermotogae genome sequences (Zhaxybayeva et al.,
2009; Nesbo et al., 2015; Haverkamp et al., unpubished), suggesting that they were exposed to
viral infections during the course of their evolutionary history. However, only one virus has
been described in this phylum, MPV1 carried by Marinitoga piezophila KA3 (Alain et al.,
2002; Lossouarn et al., 2015b). MPV1 is a temperate siphovirus with a genome of 43.7 kb
matching the provirus integrated in M. piezophila KA3 chromosome (Lucas et al., 2012). This
host carries a second mobile genetic element, a plasmid of 13.3 kb (referred as pMPI).
Remarkably, pMP1 uses the MPV1 viral capsid to propagate, highlighting a complex
evolutionary relationship between a bacterial host, an extrachromosomal element and a virus
(Lossouarn et al., 2015b).

Here, we report on the functional and genomic characterization of two new bacterioviruses that

infect bacteria from the Marinitoga genus. Marinitoga camini virus 1 (MCV 1) and Marinitoga
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camini virus 2 (MCV?2) are siphoviruses that infect Marinitoga camini DV1197 and Marinitoga
camini DV1155, respectively (Mercier et al, 2016). These bacteria are thermophiles and were
isolated from deep-sea hydrothermal vents in the Mid-Atlantic Ridge. We further present the
results of comparative analysis of these two complete viral genomes (MCV1 and MCV2) with
the viral genome of MPV1 infecting M. piezophila (Lossouarn et al., 2015b).

Results

Virions morphology.

MCV1 virions produced by M. camini 97 have a head with a hexagonal outline of ~50 nm in
diameter, a flexible non-contractile tail of ~200 nm in length and ~10 nm in width (Fig. 1 A).
MCV2 virions produced by M. camini 55 have a head with a hexagonal outline of ~60 nm in
diameter, a flexible non-contractile tail of ~230 nm in length and ~10 nm in width (Fig. 1 B).

Based on these morphological characteristics, we classified both virions in the Siphoviridae

family from the order Caudovirales.

Figure 1: Electron micrographs of (a) a MCV1 virion and (b) a MCV2 virion, stained with 2%
uranyl acetate.

Virus-host relationships and induction assays.

The basal production of MCV1, i.e. the virion production without noticeable lysis of host cells,
peaked at the same time as the host. After 16 hours of cultures, maximal concentrations of

MCV1 and M. camini 97 were observed, with 5.10 7 virions mL™' and 10%® cells mL,
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respectively. After induction, the viral production drastically increased, reaching a peak of ~16
virions mL!, 4h after mitomycin addition. A concomitant drop in host abundance to ~5.10 ¢
cells mL™! was observed, indicating that host cell lysis occurred upon viral production (Fig. 2.
A). Thus, induced cells produce 20-fold more virions than untreated culture. Regrowth of
bacteria was detected 8h after induction (2.10 ©to 107 cells mL ') suggesting that some cells
could withstand the mitomycin C treatment.

As observed for MCV 1, the spontaneous MCV2 production in untreated cells was around 5.10
viral particles mL ! after 8 hours of growth when the cellular production reached a peak to
~7.107 cells mL"'. Four hours after induction, the viral production increased, reaching ~5.10 °
viral particles mL !, which is 100-fold more virions than for untreated cells. A concomitant
drastic drop to ~10/ cells mL!' was observed in host cell counts, suggesting host cell lysis. Weak

regrowth of cells was observed 6 hours after induction, probably due to some mitomycin C

resistant cells (Fig. 2 B).
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Kinetics M. camini 97
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Figure 2: Virus-host kinetics of M. camini 97 and M. camini 55 monitored by flow cytometry.
Typical bacterial growth is shown as continuous black line whereas bacterial growth upon
induction with mitomycin C is shown as discontinuous black line. Basal viral production is
shown as continuous grey line (reaching ~5.107 virions/ml for both viruses) whereas viral
production upon induction is shown as discontinuous grey line (reaching, 4 hours after
induction, ~10° virions/ml for MCV1 and ~6.10° virions/ml for MCV2). Induction is indicated

with an arrow.
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In order to check the potential viral induction with environmental parameters, heavy metals

(copper, cobalt, zinc and cadmium) were added to culture. Surprisingly, viral production was

not induced but membrane vesicles (MVs) were observed. After addition of copper or cadmium

(0.5 mM) in an early log culture of M. camini 97, TEM examination revealed a production of
abundant pleomorphic and heterogenous MVs with sizes ranging from 50 to 250 nm (Fig. 3).

Double membranes were observed on the majority of MVs pointing their cellular provenance.

The high MV’s production observed (with a very low concomitant viyahggeduction
that this may be a way for cells to survive metals exposure. At high concentration of metals (up

to ImM of copper or cadmium), cell lysis was noticed and less MVs were observed.

—
-
=

Figure 3: Electron micrographs of concentrated membrane vesicles, indicated with an arrow,
produced by M. camini 97 (a) after adding 0,ImM of copper (b) or 0,5mM of cadmium, stained
with 2% uranyl acetate.

Attempts to infect a putative sensitive host.

Purified MCV1 and MCV2 virions were added to strains belonging to Marinitoga and
Thermosipho genera (Marinitoga camini strain DV1075, Marinitoga okinawensis, Marinitoga
hydrogenotolerens and Thermosipho sp. strain AT1244-VC14). After the addition of virions no
lysis was observed under a phase-contrast microscope for these potential hosts. Potential

infection was checked by PCR using primers targeting the major capsid protein encoding gene.
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Thus, infectivity has not been shown, neither for MCVI1 nor for MCV2, although
phylogenetically related strains were tested.

High temperature stability of virions.

Viral particles stability was checked by adding virions in a culture medium, without bacterial
host, and incubated at 60°C. The results show that the stability of the virions is low; in less than
5 hours of incubation, the flow cytometry signal is lost (i.e loss of 22%.h !). With their hosts,
the number of virions is stable and forms a stationary phase during at least 8 hours (see Fig. 2

A and B). This suggests that with hosts present there is equilibrium between the continuously
viral production and viral decay.

DNA content of MCV1 and MCV2 and sequences analysis.

The genome sequence of M. camini 97 contains a predicted provirus sequence of ~53,400 bp
integrated adjacent to the tRNA-glu gene. Analysis of DNA extracted from the purified MCV1
viral capsids confirmed that the provirus is the integrated form of the MCV1 genome (Fig. S1a).
The MCV1 viral genome, assembled as a linear dsSDNA sequence of 53,412 bp, has 77 predicted
ORFs, including 21 annotated genes. These predicted genes covered 90% of the genome
sequence. The majority of the putative genes have the same orientation while 22 are encoded

on the complementary strand. The overall G + C content of the MCV'1 genome (28.1%) is
similar to the overall G + C content of the host genome (27.4%).

For M. camini 55, the bacterial chromosome contains a predicted proviral sequence of
~50,300bp also integrated adjacent to the tRNA-glu gene. Sequencing of viral DNA from
purified capsids confirmed that the packaged viral DNA has the same sequence as the predicted
provirus with a similar size (Fig. SIb). MCV2 has a genome length of 50,307 bp, with 70
predicted ORFs, including 17 annotated genes. These predicted genes covered 88.6 % of the

genome sequence. The majority of the putative genes have the same orientation with 22 present
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on the complementary strand. The overall G + C content of the MCV2 genome (28.7%) is
comparable with the overall G + C content of the host genome (27.3%).

Results from BLASTN and BLASTP comparisons of the predicted ORFs and proteins from the

two viruses to each other and sequences in Genbank are listed in Supplemental Tables 2 and 3.
MCV1 and MCV2 appear to contain all genes necessary for viral particles synthesis. Several
genes involved in DNA metabolism were identified, including, a replicative DNA helicase,
single stranded DNA binding protein, recombinational DNA repair protein RecT, holliday
junction resolvase and another resolvase. For the head and tail assembly, classical proteins like
terminase large subunit, major capsid protein and tail tape measure protein (a chaperon protein
allowing the tail assembly) were identified. Finally, for the lytic and lysogenic cycles, holin
protein, anti-repressor proteins, transcriptional regulators (six total, including one from XRE
family), SOS response repressor and protease lexA were identified.

Fifty-one ORFs in each virus had a BLASTN match in pairwise comparisons (expected value

< e-0.5). Twenty-four ORFs in each of the virus genomes have no match in Genbank, outside
the Marinitoga genus, when using an expected value cut-off at 0.05 (Supplemental Table 2 and
3). The MCV1 and MCV?2 genomes also contain, respectively, 21 and 17 unique ORFs not
found in the other viral genome nor in the MPV1 genome (Fig. 4, Supplemental Tables 2 and
3). The majority of the genes specific to one of the viruses encode hypothetical proteins, and
these viral specific ORFs tend to be found in clusters of three or more genes in the same relative
location in the two genomes (Fig. 4). Interestingly, one of the MCV 1 specific genes, UF08 51
encoding a hypothetical protein, has no match in the MCV2 virus, but a match in the Marinitoga
sp. 55 genome (MCV2’s host) outside thesi@raXiz@ 0211). The viral specific
proteins with predicted functions mainly encode proteins with different DNA binding domains
(e.g. HTH- and zinc ribbons domains) and or typically mobile genes (e.g. toxin-antitoxin

genes).
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For both MCV1 and MCV2, most Thermotogae matches outside the genus Marinitoga, were

to genes from Thermosipho genomes (N=13 and N=14, respectively). When comparing the two
genomes to sequences outside the Thermotogae, 37% were affiliated with Firmicutes, 18%-
20% with Proteobacteria and 6%-7% with Archaea (only Euryarchaea).

Comparing the predicted proteins from the two viruses to viral proteins in Genbank, revealed
that 28 MCV1 ORFs and 24 MCV?2 had one or more significant matches (expected value <
0.05). The majority of these bacterioviral homologues belong to siphoviruses and myoviruses
isolated from Firmicutes phylum (Bacilli and Clostridia classes) but also from Thermus-
Deinococcus and Proteobacteria phyla. Among these viruses, four were isolated from extreme
environments, Geobacillus bacteriovirus D6E and Epsilonproteobacteria bacteriovirus Nsrl
from hydrothermal deep-sea vents in the Pacific, Thermus bacteriovirus P23-77 from alkaline
hot spring in New Zealand and Thermus bacteriovirus phi OH2 isolated from a hot spring in
Japan. The other bacterioviral homologues were isolated from diverse types of samples as soil
and even from fermented foods.

Comparative genomics of 3 viruses infecting 3 strains and 2 species of Marinitoga.

A genome comparison of MCV1 and MCV?2 to the previously described MPV1 bacteriovirus
that infects M. piezophila KA3 is shown in Figure 4, which shows that three genomes have
similar gene synteny, with module organization similar to that seen in various siphoviruses
(Yasmin et al., 2010). The modules are, 5’ taplR'ation and transcription, packing, head
and tail assembly, host lysis and finally lysogeny.

The genome sequence of MPV1 is considerably shorter (10 kb) than the two others, and has a
total of 54 predicted ORFs, compared to 77 ORFs in MCV1 and 70 ORFs in MCV2. A set of
conserved “core genes” shared by all the three viruses was identified and includes 35 «
among them are proteins for DNA metabolism like replicative DNA helicase and holliday

junction resolvase. Proteins involved in the head and tail assembly are also present in the three
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genomes, €.g. terminase large subunit or major capsid protein. Several hypothetical proteins are
found in all three genomes, suggesting that these proteins probably provide important functions
for these viruses (Lossouarn ef al., 2015b, Supplemental Tables 2 and 3). Both MCV1 and
MCV2 have large clusters of unique genes (9 genes -eathy iheitheodtus
genome, in their putative lysogeny modules. Similarly, in the lysogeny module, MPV1 has six
genes not found in MCV1 and MCV2, among them a DNA methylase and a histidine kinase.

In these three viral genomes the lysogeny modules appeared relatively more variable.
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Figure 4: Genome comparison of MPV1, MCV1 and MCV2. The genomes were compared using tblastx the resulting percent identity
division of the virus into functional modules is approximate, as it is based only on gene annotations.
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Discussion

The Thermotogae comprise a widespread phylum of mostly thermophilic or hyperthermophilic
bacteria. Placed deep in the SSU rRNA based tree of life, their phylogeny is complex owing to
numerous HTG-events in their evolutionary history. An important HGT vector is viruses,
nevertheless, only one virus, MPV1 isolated from Marinitoga piezophila, has been
characterized from this phylum (Lossouarn et al., 2015b). The characterization of MCV1 and
MCV2, also infecting Marinitoga strains, adds to our knowledge on the viral diversity in deep-
sea hydrothermal vents.

MCV1 and MCV2 were isolated from M. camini 97 and M. camini 55, respectively, which were
obtained from deep-sea hydrothermal vents in the Mid Atlantic Ridge. M. camini 97 was
isolated from a colonization module deployed at the Lucky strike hydrothermal vent, located at
1700m of depth. M. camini 55 was extracted from a black smoker chimney at the Menez Gwen
site, located at a depth of 840-870m (Colago et al., 1998). MPV1 was isolated from Marinitoga
piezophila KA3, a piezophlic strain isolated from a deep-sea hydrothermal chimney sample
collected at a depth of 2630 m on the East-Pacific Rise (13S N). Though these host strains come
from geographically distant hydrothermal environments, they colonize the same type of niches
with equivalent physical/chemical qualities, which allow them a similar metabolism based on
anaerobiosis, chemoorganotrophy and thermophily.

In a recent study it was shown that, for the hyperthermophilic Thermotogae, similarity of
environment is more important for gene exchanges than the geographical proximity (Nesbo et
al., 2015). The authors compared 11 Thermotoga maritima-like genomes, isolated from two
environment types (oil reservoirs and marine sites). They repastedetatithe *
same type of environment tended to be more similar, and exchanged more genes with each other
than with geographical ly close isolates from different types of environments’  (Nesbo et al.,

2015). Another recent study on Thermosipho spp. provides additional support for this
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hypothesis underlining the importance of gene flow for the maintenance of distinct lineage and
species (Haverkamp et al., unpublished). Furthermore, one likely vector for such exchanges

could be viruses.

MCV1 and MCV?2 are temperate siphoviruses containing double stranded DNA similar to the
previously described MPV 1 (Lossouarn et al, 2015b). A set of “core genes” shared by all three
viruses was identified and includes proteins involved in DNA metabolism, head and tail
assembly and lytic and lysogenic cycles. An ORF (UFO08 9 in MCV1 and UFO09 17 in
MCV?2) is a part of the core genes and is also found in some Thermosipho spp. genomes
(putative proviruses) (Haverkamp et al., unpublished). It also shares similarities with a
Marinitoga piezophila ORF (outside proviral sequence) encoding for a sigma factor 70. This

OREF could be an example of HGT mediated by viruses.

Among the core genes, shared hypothetical proteins were also identified, suggesting that these
unknown proteins probably provide important functions for these viruses and represent a
reservoir of new genes. Some of these hypothetical genes could represent virus-encoded
auxiliary metabolic genes (VAMGs). These types of specialized viral genes, with a cellular
origin, are however, likely to move back to their hosts where they could be involved in the
microbial adaptation or evolution in these extreme environments as observed in aquatic
ecosystems. Aquatic viral populations serve as gene reservoirs that contribute to niche
partitioning of microbial species (Sime-Ngando, 2014). Moreover, some of VAMGs could be
found in viromes (for example in the Pacific Ocean Virome, POV), improving host fitness, as
genes involved in DNA repair and replication or chemotaxis and motility (Hurwitz et al., 2015).
Thereby, hypothetical proteins present in the core genes of the Marinitoga viruses, could
represent such auxiliary genes useful to help hosts fitness in extreme environmental conditions.
Interestingly, for genes with BLASTP matches in Genbank, over 60% have their top match,

outside the Thermotogae, to genes from Firmicutes and bacterioviruses associated to
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Firmicutes (Supplemental Table 2 and 3). Among those viruses, are phi OH2 and D6E infecting
Firmicutes isolated from extreme environment such as hot springs and hydrothermal vents
(Wang and Zhang, 2010; Doi et al., 2013). Thermotogae and Firmicutes appear to have
exchanged large number of genes (Zhaxybayeva et al., 2009), and our findings suggest that
mobile genetic elements may have mediated some of these genes exchanges.

It is notable that most of the genes specific to each of the three viruses are found in the lysogeny
module which contains genes expressed during the part of their lifecycle when they integrate
into, or are integrated in, the host genome. This suggests that acquiring new genes probably
adds a selective advantage for the virus, perhaps making it better at controlling or interacting
with the host genome. The impact of lysogeny on genes dispersal and cell physiology is
probably underestimated. Temperate viruses are often considered as a pool of genetic elements
implicated in microbial genomes evolution and adaptation, but their ecological implication is

so far not well understood (Paul, 2008; Knowles et al., 2016; Thingstad and Bratbak, 2016).

For viruses, being incorporated into the host genome appears to be a strategy to survive harsh
environmental conditions. Under laboratory conditions, at high temperature, the viral decay for
MCV1 virions is near 22%.h!. Dell Anno et al. showed that in deep-sea ecosystems an
important fraction of viruses (about 25%), once they are released by cell lysis, undergo fast
decomposition (Dell’Arna@., 2015). They observed that viral decay is faster in deep-sea
ecosystem and that the stability of virions is lower than in other marine ecosystems. In
comparison, in marine environments in the absence of new production, virions decay presents
an average half-life of 48h (Wommack and Colwell, 2000). It is therefore likely that it is helpful
for the extremophile virus to stay incorporated in the host genome rather than to shift to a lytic
cycle where virions will have a very short time to infect another host.

An interesting feature of the host-viruses kinetics for all three Marinitoga viruses are high

spontaneous viral productions (more than 10 7 virions ml™') which may be due to the fluctuant
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and extreme physicochemical conditions they encounter. This was also described for another
bacteriovirus Nrs-1, infecting a thermophilic €Proteobacterium from the same type of
environment (Yoshida-Takashima et al., 2013), where virions appeared to be released
continuously and spontaneously, probably resulting from stochasticity in gene expression or a
low induction of the hosts SOS response. Spontaneous provirus induction, i.e. virions’
production, could thus be advantageous for both lysogenic hosts and their proviruses. On the
one hand, a portion of non-lysogenized bacteria, potentially competitive, could be killed and on
the other hand survivors, undergoing lysogenic conversion, could be able to spread the viral
DNA. This spontaneously virions release, could also have an important ecological impact by
releasing organic matter, which may contribute to the nutrient cycling in hydrothermal deep-
sea vents.

Environmentally relevant stressors (i.e. high concentrations of heavy metals) did not induce the
production of virions but we detected an increase in membrane vesicles (MVs) production. The
production of MVs is a universal physiological phenomenon shared by cells from all three
domains of life (Kulp and Kuehn, 2010; Deatherage and Cookson, 2012). MVs are involved in
numerous physiological processes such as cell-to-cell communications, nucleic acid or toxins
transport, stress response and interactions with viruses (Soler et al., 2008; Manning and Kuehn,
2011; Gaudin et al., 2013; Biller et al., 2014). For Thermococcales it was demonstrated that
MVs could be a defense system for cells by preventing toxic accumulation of sulfur (Gorlas et
al., 2015). Similarly, several studies on eukaryotes and bacteria have shown that membrane
vesicles can play a role in detoxification (Sterling et al., 2007; Jagannadham and
Chattopadhyay, 2015; Slavic et al., 2016). The phenomenon was first observed in eukaryotic
marine organisms such as mollusks and crustaceans, which accumulate cadmium and where
excretion of cadmium is performed by MVs as a detoxifying mechanism (Sterling et al., 2007).

The observation of increased MVs production with addition of copper or cadmium suggests
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that the MVs produced by Marinitoga could be involved in detoxification. The fact that
environments where these organisms thrive, hydrothermal vents, are characterized by the
presence of high levels of heavy metals (cadmium, copper, zinc...) supports this notion
Further studies will be needed in order to test if MVs can protect the cells against heavy metals

toxicity. Moreover, since these strains produce both MVs and viruses they could serve as
models to investigate mechanisms involved in virus/MVs/hosts’ interaction

Globally, viruses and other mobile genetic elements (MGEs) have a strong impact on microbial

ecology, especially in oceans. The analyses presented here extend our knowledges about these

newly discovered mobile genetic elements in the deeply branching bacterial phylum
Thermotogae. This bacterial order and associated MGEs are significant for addressing long-

term evolutionary adaptation to fluctuant and extreme physicochemical conditions. Our work

confirms a strong evolutionary connection of Thermotogae \truses to Firmicutes and their
bacterioviruses. The impact of MGEs on their hosts is very important and it remains crucial to

study new host-MGES’ relationships in an ecological context to well understand the reason
this old and deep co-evolution.

Experimental procedures

Screening of Thermotogae strains for mobile genetic elements

A total of 55 strains of Thermotogae wereretrieved from the UBO culture collection ‘UBOCC’
(http://www.univ-brest.fr/UBOCC) and from our laboratory culture collections. These strains

were isolated from different deep-sea vents in the Lau Basin, the East Pacific Rise and the

Middle Atlantic Ridge and were screened for mobile genetic elements as previously described
(Lossouarn et al., 2015b). Two of them, Marinitoga camini DV1197 and Marinitoga camini

DV1155, were discovered to be the hosts of viruses MCV1 and MCV2 respectively.

Culture conditions.



Chapitre III 173

Marinitoga camini DV1197 (hereafter referred to as M. camini 97) was cultured at 60°C in a
modified Ravot medium as previously described (Geslin et al, 2003a,b; Lossouarn et al.,
2015b). The medium was completed by adding 1% (wt/vol) elemental sulfur. Marinitoga
camini DV1155 (hereafter referred to as M. camini 55) was cultured in the same medium at
65°C.

Viral induction assays.

Attempts were made to increase the viral production by induction using an antibiotic treatment
that damage DNA (mitomycin C) as well as metal stresses (Llanos et al.,, 2000; Yoshida-
Takashima et al., 2013). A concentration of 4ug/mL of mitomycin C was used as described in
Lossouarn ef al., 2015b. Induction assays by metals were done on 25 mL of M. camini 97
culture in early log-phase, by adding various metals (copper, cadmium, zinc, cobalt) with
different concentrations (1 to 0.001 mM for copper and cadmium and 0.1 to 0.001 mM for zinc
and cobalt). After 24h incubation period, debris and cells were pelleted by centrifugation at
7500g, 4°C for 20 min and discarded. Supernatants were ultracentrifuged at 80,000g, 10°C for
1h (Beckman Optima LE-80 K 70.1 Ti rotor). Pellets were resuspended in S0uL of buffer (10
mM Tris-HCL, 100 mM NaCl, 5 mM CaCl2, 20 mM MgCl2) and observed using a JEOL JEM
100 CX II® transmission electron microscope as described previously (Geslin ef al., 2003a,b;
Gorlas et al., 2012).

Flow cytometry counts of bacteria and viruses.

Samples were fixed with 25% glutaraldehyde (0.5% final concentration, Electron microscopy
(EM) grade, Sigma-Aldrich) for 15 min at 4°C, flash frozen in liquid nitrogen and stored at -
80°C until analysis. The thawed samples were diluted from 100 to 10,000-fold in autoclaved

0.2 um filtered TE buffer (10:1 Tris-EDTA, pH 8.0) and stained with the nucleic acid-specific
dye SYBR Green I (Life technologies®) for 15 min at room temperature for bacteria and 10

min at 80°C for viruses as described in Brussaard (2004). Samples were analyzed using a
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FACSCanto II flow cytometer (BD Bioscience®) equipped with a laser with an excitation
wavelength of 488 nm (15 mW). The trigger was set on green fluorescence. The samples were
delivered at a flow rate of 30 or 50 pul.min-1 and analyzed during at least 1 min. TE-buffer with
autoclaved 0.2 um filtered seawater was used as a control.

Viral concentration and purification.

Five hundred milliliters of M. camini 97 and 55 were induced by addition of mitomycin C (4
pg/mL) in early log-phase. Three hours after induction, debris and cells were pelleted by
centrifugation at 7,500 g, 4°C for 15 min and discarded. The supernatant was ultracentrifuged

at 80,000 g, 10°C for 1 h (Beckman Optima LE-80 K 70.1 Ti rotor®). The viral pellet was
resuspended in 1 mL of buffer (10 mM Tris-HCL, 100 mM NaCl, 5 mM CaCl2, 20 mM
MgCl2). The viral suspension was purified by ultracentrifugation in a linear iodixanol gradient
[OptiPrep®, 25-40% diluted in a buffer (see above)] at 200, 000 g and 10°C for 10 h (Beckman
Optima LE-80 K SW 41 rotor®). After ultracentrifugation, an opaque virus band was recovered
and stored at 4°C until use. To exclude the possibility of cellular nucleic acids contamination,
the concentrated viral particles suspensions were treated with exo-DNase RQI1 and RNase
(Promega®, 2 U/ml each) for 45min at 37°C, followed by addition of DNAse-stop and a heat
treatment (10 min at 70°C). The viral particles were examined using a JEOL JEM 100 CX [I®
transmission electron microscope as previously described (Geslin et al., 2003a,b; Gorlas et al.,
2012).

Attempts to infect a putative sensitive host.

Marinitoga and Thermosipho spp. isolates from our culture collection were screened for the
presence of virions and strains scored negatively were selected as potential hosts. As a result,
Thermosipho sp. AT1244-VC14, Marinitoga camini DV1075, Marinitoga hydrogenotolerens
and Marinitoga okinawensis were tested. Different levels of multiplicity of infection (MOI), of

purified MCV1 and MCV2, were tested (50, 30, 10, 1, 0.1, 0.001 and 0.0001 virions per cell).
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Non-infected cultures were used as negative control. After 8 subcultures, total DNA was
extracted from each subculture. PCR amplifications were performed on total DNA as described
in supporting information by using primers that target the major capsid protein encoding gene
of MCV1 and 16S rRNA gene (Table S1).

High temperature stability of virions.

Purified virions of MCV1 (3.108 virions/mL) were added in modified Ravot medium and
incubated during 22 hours at 60°C. 500ul were sampled, in triplicate, every 2 hours (Oh to 8h)
and two supplementary samples were obtained at 20 and 22 hours. Each sample was flash frozen
in liquid nitrogen and fixed with glutaraldehyde and stored at -80°C, until flow cytometry
analysis as described before.

Extraction of cellular and viral DNA.

Total DNA from Thermosipho sp. AT1244-VC14, M. camini 97 and M. camini 55 cells and
viral DNA from purified virions (MCV1 and MCV2) were prepared as described previously
(Geslin et al., 2003a,b; Gorlas et al., 2012). In order to obtain viral genomes, we eliminated
extracapsid DNA contamination, by treating the purified viral suspensions from induced
cultures with DNases and RNase (DNAse RQ1 2U.ml !, Exolll 2U.ml-1, RNAse A Smg.ml™!)
before DNA extraction.

Sequencing and assembly of bacterioviruses DNA.

Purified viral DNA of MCV1 and MCV?2 were sequenced as barcoded libraries on a MiSeq
using 500 cycles generating 2x250 bp paired-end reads, using the Nextera XT kit for library
construction. The sequences were assembled using the CLC Genomics Workbench 6.5.1
(http://www.clcbio.com). Sequence analyses of protein-coding genes of bacterioviruses

(MCV1 and MCV2) are described in Supporting information.
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Supporting Information

Figure S1: Comparison of viral genomes isolated form capsids and provirus integrated in the

host genomes. The sequences were aligned using MAUVE 2.3.1 and the comparison was
plotted using GenoplotR (Guy et al., 2010) a: MCV1 and M. camini 97 and b: MCV2 and M.
camini 55.

Table S1: Primers targeting ARNr 16S, MCV1 and MCV?2 major capsid proteins.

Table S2: Annotations and comparison tables of MCV 1.

Table S3: Annotations and comparison tables of MCV?2.
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Supporting informations

Supplementary Material and Methods

Sequence assembly and analysis

The MCV1 and MCV2 genomes were assembled de novo by CLC Genomics Workbench 7.0.4,
using trimming default settings, automatic word size, a bubble size corresponding to the
average length of the input reads, a minimum contig length of 1000 bp, and reads mapped
back to the contigs. Coding sequences (CDS) were identified and annotated in the Geneious 9

(www.geneious.com). BLASTP searches against Genbanks none redundant database (nr) and

pairwise BLASTN searches to compare the three viruses (MPV1, MCV1 and MCV2) were also
performed in Geneious 9 (www.geneious.com). Blast searches against virus sequences in
Genbank were done at NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) limiting the search to
Viruses (taxid:10239). Conserved domain (CD) searches were also done at NCBI. Both Genome
sequences have been deposited at DDBJ/EMBL/GenBank under the accession no. KP836355
and KP836356 for MCV1 and MCV2, respectively.

Table S1: Primers targeting ARNr 16S and MCV1 & MCV2 major capsid proteins

Target Forward/reverse Sequence

Bacterial 16S rRNA gene Forward AGAGTTTGATCATGGCTCAG
Bacterial 16S rRNA gene Reverse GGTTACCTTGTTACGACT T
Major Capsid Protein Forward AGCTCAGCCAACAAAAGCAG
MCV1&MCV2

Major Capsid Protein Reverse AGAAGGAATTTGGGCTGCTG

MCV1&MCV2




%

locus tag annotation Length Best match in MCV22 % ldentity  Match in MPV1 identity2  expected BLASP searches of Genbank
UF09_6_hypothetical

UF08 1 hypothetical protein 169  protein 95% WP_042729055 phage replication pro
UF09_7_hypothetical

UF08_2 hypothetical protein 70  protein 99% no match
UF09_8_replicative DNA

UF08_3 replicative DNA helicase 427  helicase 98% Marpi_0305 replicative DNA helicase 66% o] WP_031484309 replicative DNA helica

single-stranded DNA-binding UF09_9_single-stranded

UF08 4 protein 142  DNA-binding protein 97% Marpi_0443 single stranded DNA-binding protein 57% 2,34E-52 WP_052670309 hypothetical protein
UF09_13_hypothetical

UF08_5 hypothetical protein 92  protein 99% Marpi_0308 hypothetical protein 47% 5,06E-08 WP_015616411 hypothetical protein
UF09_14_hypothetical XP_008855251 hypothetical protein El

UF08 6 hypothetical protein 82  protein 100% Marpi_0309 hypothetical protein 53% 6,58E-15 022120
UF09_15_hypothetical

UF08_7  Holliday junction resolvase RusA 122 _ protein 94% Marpi_0310 Holliday junction DNA helicase 72%  3,10E-58 WP_054198714 hypothetical protein
UF09_16_hypothetical

UF08_8 hypothetical protein 77 protein 99% Marpi_0314 hypothetical protein 86% 6,39E-38 no match
UF09_17_hypothetical WP_012057673 RNA polymerase subu

UF08_9 hypothetical protein 161 protein 95% Marpi_2120 DNA-directed RNA polymerase sigma-70 factor 38% 1,11E-25 ma-24

UF08_10 hypothetical protein 71 WP_002672686 hypothetical protein

UF08_11 hypothetical protein 337 WP_025278489 hypothetical protein
UF09_19_hypothetical

UF08_12 hypothetical protein 127  protein 100% Marpi_0319 hypothetical protein 83% 2,09E-60 WP_047809280 hypothetical protein
UF09_20_terminase large

UF08_13 terminase large subunit 416 subunit 99% Marpi_0320 phage terminase, large subunit, PBSX famil 97% 0 WP_039259229 terminase
UF09_21_hypothetical

UF08_14  hypothetical protein 405 protein 99% Marpi_0321 hypothetical protein 93% 0 WP_027339946 hypothetical protein

UF08_15 hypothetical protein 63 no match

XP_006580293 PREDICTED: regulation
clear pre-mRNA domain-containing pr

UF08_16 hypothetical protein 51 in 1B-like isoform X3

UF08_17 hypothetical protein 42 WP_052353345 hypothetical protein
UF09_22_hypothetical XP_008914408 hypothetical protein Pl

UF08_18 hypothetical protein 62  protein 98% 4293
UF09_23_hypothetical

UF08_19 hypothetical protein 319 protein 99% Marpi_0322 hypothetical protein 88% 0 WP_038226045 hypothetical protein
UF09_24_hypothetical

UF08_20  hypothetical protein 45  protein 100% Marpi_0323 hypothetical protein 91% 1,59E-19 no match
UF09_25_hypothetical WP_063491264 DUF4355 domain-

UF08_21  Chaperone protein DnakK 200 protein 99% Marpi_0324 hypothetical protein 81% 6,53E-98 containing protein
UF09_26_hypothetical

UF08 22 hypothetical protein 118  protein 99% Marpi_0325 hypothetical protein 93%  3,54E-72 WP_013866486 hypothetical protein
UF09_27_major capsid

UF08_23 major capsid protein 340 protein 99% Marpi_0326 phage capsid protein 91% 0 EGO87149 capsid protein
UF09_28_hypothetical KLD98821 hypothetical protein AF74_

UF08 24  hypothetical protein 61  protein 100% Marpi_0327 hypothetical protein 80% 1,38E-24
UF09_29_hypothetical

UF08_25 hypothetical protein 107  protein 100% Marpi_0328 hypothetical protein 86% 2,41E-59 WP_012063953 hypothetical protein
UF09_30_hypothetical

UF08_26 hypothetical protein 158 protein 100% Marpi_0329 hypothetical protein 97% 3,14E-106 WP_006306523 hypothetical protein
UF09_31_hypothetical WP_010381216 MULTISPECIES: cell di

UF08_27 hypothetical protein 127  protein 98% Marpi_0330 hypothetical protein 88% 8,57E-75 topological specificity factor MinE




annotation

Length Best match in MCV22
UF09_32_hypothetical

% ldentity

Match in MPV1

%

identity2

bast match outside the Marinitoga
expected BLASP searches of Genbank

UF08_28  hypothetical protein 327  protein 70% Marpi_0331 hypothetical protein 34% 1,76E-46 WP_004102183 hypothetical protein
UF09_32_hypothetical
UF08_29  hypothetical protein 313  protein 67% Marpi_0331 hypothetical protein 65%  2,87E-150 WP_004102183 hypothetical protein
UF09_33 hypothetical
UF08_30  hypothetical protein 125  protein 39% Marpi_0332 hypothetical protein 38% 4,79E-11 WP_004102185 hypothetical protein
UF09_34_hypothetical
UF08_31 hypothetical protein 163  protein 29% Marpi_0333 hypothetical protein 25% 2,47  WP_004102187 hypothetical protein
UF09_35_tail length tape WP_012057655 phage tail tape measure
UF08 32 tail length tape-measure protein 1304 measure protein 89% Marpi_0334 phage tail tape measure protein, TP901 family 28% 7,57E-41 otein
UF08_33  hypothetical protein 201 Marpi_0335 hypothetical protein 76% 2,06E-92 WP_021570654 hypothetical protein
UF09_37_hypothetical
UF08_34  hypothetical protein 115  protein 93% Marpi_0336 hypothetical protein 66% 6,87E-47 WP_004102189 hypothetical protein
UF09_38_hypothetical
UF08_35  hypothetical protein 393  protein 91% Marpi_0337 hypothetical protein 32% 2,68E-37 WP_004102191 hypothetical protein
UF09_39_phage realted
UF08 36  Hypothetical protein 1374 protein tail 92% Marpi_0338 hypothetical protein 53% 2,30E-40 WP_004102192 hypothetical protein
UF09_40_hypothetical KYC55724 hypothetical protein APG09_0
UF08_37  hypothetical protein 79  protein 100% 1
KKT87314 hypothetical protein UW86_C(
UF08_38  hypothetical protein 213 4G0005
KKT21313 hypothetical protein UW04_C(
UF08_39  hypothetical protein 156 6G0016
UF09_41_DNA repair
UF08_40  hypothetical protein 254  exonuclease 98% Marpi_0340 DNA repair exonuclease 78% 5,56E-152 WP_004102197 DNA repair exonuclease
UF09_42_hypothetical KYC55578 hypothetical protein APG08_0
UF08_41  hypothetical protein 97  protein 100% Marpi_0341 hypothetical protein 41% 5,37E-07 7
UF09_43_hypothetical
UF08_42  hypothetical protein 127  protein 99% Marpi_0342 hypothetical protein 75% 2,64E-62 WP_012057645 hypothetical protein
KXS38990 hypothetical protein AWU54 __
UF08_43 transcriptional regulator 71 7
UF08 44  antirepressor protein 294 WP_020411111 antirepressor
UF09_47_phage holin
UF08_45  Phage holin protein 100  protein 98% Marpi_0343 phage holin protein (Holin_LLH) 54% 4,68E-30 WP_016226830 LL-H family phage holin
UF09_48_hypothetical
UF08_46  hypothetical protein 97  protein 97% Marpi_0344 hypothetical protein 57% 2,69E-31 WP_032557479 succinate dehydrogenas:
UF09_49_hypothetical CUB50865 hypothetical protein BN2127_
UF08_47  hypothetical protein 188 protein 99% Marpi_0345 Orthopoxvirus hypothetical protein 80% 1,06E-109 10_00382
UF09_50_Resolvase N-
UF08 48  resolvase 485 terminal domain 69% Marpi_0291 site-specific recombinase DNA invertase Pin 44% 2,26E-121 WP_036226465 hypothetical protein
WP_059109184 ribosome biogenesis GTF
UF08_49  hypothetical protein 56 Marpi_0292 hypothetical protein 77% 8,09E-22 e Der
UF08_50  hypothetical protein 121 WP_057574369 hypothetical protein
KUK80138 Uncharacterized protein XD96
UF08 51  hypothetical protein 153 662
KUK80137 Uncharacterized protein XD96
UF08_52  hypothetical protein 201 661
KUK80136 Uncharacterized protein XD96
UF08_53  hypothetical protein 134 660
KPV61867 hypothetical protein AOA66_1
UF08_54  hypothetical protein 361 9




annotation

Length Best match in MCV22

% ldentity

%

Match in MPV1 identity2

expected

bast match outside the Mal
BLASP searches of Genbank
CUU36910 hypothetical proteir

UF08_55 bipolar DNA helicase HerA 553 973
UF08_56 hypothetical protein 345 WP_027719510 hypothetical p
XP_010260093 PREDICTED: unc
UF08_57 hypothetical protein 119 protein LOC104599305
UF08_58 hypothetical protein 369 CDB45357 putative uncharacte
UF09_61_SOS-response
repressor and protease Marpi_0297 SOS response transcriptional repressor, RecA-
UF08_59 transcriptional regulator 202 LexA 78% mediated autopeptidase 45% 1,76E-52 WP_053001073 hypothetical p
UF09_61_SOS-response
SOS-response repressor and repressor and protease Marpi_0297 SOS response transcriptional repressor, RecA-
UF08_60 protease LexA 216 LexA 99% mediated autopeptidase 43% 1,10E-37 WP_053001073 hypothetical p
UF09_62_hypothetical
UF08_61 transcriptional regulator 71 protein 99% Marpi_0298 transcriptional regulator 54% 5,46E-11 KKQ85063 Helix-turn-helix dorr
UF08_62 antirepressor protein 241 WP_015397656 anti-repressor
KUO58776 cobalt ABC transpor
UF08_63 hypothetical protein 64 binding protein
UF08_64 hypothetical protein 241 WP_045166120 haloacid dehal
transcriptional regulator, XRE UF09_64_Transcriptional
UF08_65 family 113 regulator XRE family 98% WP_062805019 hypothetical p
UF09_65_hypothetical
UF08_66 transcriptional regulator 70  protein 86% WP_057001098 hypothetical p
UF09_66_hypothetical
UF08_67 hypothetical protein 111  protein 99% KKW41634 Foldase protein Prs,
UF09_67_hypothetical XP_005178606 PREDICTED: lan
UF08_68 hypothetical protein 232  protein 100% alpha
UF09_68_hypothetical
UF08_69 hypothetical protein 78  protein 99% KKW21360 Alanine-tRNA ligase
UF09_69_hypothetical XP_008625909 hypothetical pr
UF08_70  hypothetical protein 54  protein 98% 044
UF08_71 hypothetical protein 154 Marpi_0299 hypothetical protein 58% 3,30E-47 no match
UF09_70_Yqal-like viral
UF08_72  Viral nuclease 313 recombinase 100% WP_004102128 hypothetical p
recombinational DNA repair UF09_1_recombinational 'WP_004102129 DNA recombin
UF08_73  protein RecT 294  DNA repair protein RecT 100% RecT
UF09_2_hypothetical
UF08_74 hypothetical protein 78  protein 100% WP_047597684 hypothetical p
UF09_3_hypothetical
UF08_75 hypothetical protein 43  protein 100% CZZ10673 Uncharacterised pro
UF09_4_hypothetical WP_049499605 MULTISPECIES
UF08_76 transcriptional regulator 63  protein 100% nal regulator
UF09_5_hypothetical
UF08_77  hypothetical protein 103  protein 100% WP_059175353 hypothetical p




taxonomic name of best match  Thermotoga Thermotoga

expected
(outside

% indentity
(outside

locus tag annotation

best match outside Thermotogae ouside the Thermotogae

WP_042729055 phage replication protein

e)

e)

taxonomy of best match outside Thermotogae
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;

Match in other V
AM043596.1hyp

UF08_1 hypothetical protein o Pseudomonas fluorescens 7,07€-27 47% Pseudomonadales; Pseudomonadaceae; Pseudomonas [Pseudomonas pl
UF08_2 hypothetical protein
Bacteria; Proteobacteria; Deltaproteobacteria; NP_795382.1 put
UF08_3 replicative DNA helicase WP_031484309 replicative DNA helicase Desulfovibrio frigidus 5,03E-79 37% Desulfovibrionales; Desulfovibrionaceae; Desulfovibrio subunit [Streptoc
single-stranded DNA- KUJ95750 Single-stranded DNA- Bacteria; Proteobacteria; Deltaproteobacteria; YP_009193875.1
UF08_4 binding protein binding protein Desulfonauticus sp. 38 4375 3,03E-28 39% Desulfovibrionales; Desulfohalobiaceae; Desulfonauticus [Paenibacillus ph
Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Clostridiaceae;
UF08_5 hypothetical protein WP_015616411 hypothetical protein Clostridium pasteurianum 2,01 36% Clostridium
XP_008855251 hypothetical protein ENU1 Eukaryota; Amoebozoa; Archamoebae; Entamoebidae;
UF08_6 hypothetical protein _022120 Entamoeba nuttalli P19 1,78 34% Entamoeba
Holliday junction Bacteria; Proteobacteria; Epsilonproteobacteria; ANS05815.1 holli
UF08_7 resolvase RusA WP_054198714 hypothetical protein Helicobacter pullorum 3,11E-09 35%  Campylobacterales; Helicobacteraceae; Helicobacter Mediterranean p
UF08_8 hypothetical protein
WP_027121895 RNA polymerase sigma fac Bacteria; Tenericutes; Mollicutes; Mycoplasmataceae;
UF08_9 hypothetical protein tor Mycoplasma imitans 0,656 25% Mycoplasma AEW47696.1 put
Bacteria; Spirochaetes; Spirochaetales; Spirochaetaceae;
UF08_10 hypothetical protein WP_002672686 hypothetical protein Treponema denticola 0,378 38% Treponema ABE69212.1 nucl
Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; AET73077.1 hypc
UF08_11 hypothetical protein WP_025278489 hypothetical protein Barnesiella viscericola 1,01E-09 25% Porphyromonadaceae; Barnesiella globosa virus 12T
Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Peptococcaceae;
UF08_12 hypothetical protein WP_047809280 hypothetical protein Desulfosporosinus acididurans 1,95E-08 32% Desulfosporosinus AKH46794.1 hypc
Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Clostridiaceae;  YP_009216669.1
UF08_13 terminase large subunit WP_039259229 terminase Clostridium botulinum 1,83E-154 58%  Clostridium virus) [Clostridiur
Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Halanaerobiales;
UF08_14 hypothetical protein WP_027339946 hypothetical protein Halonatronum saccharophilum 2,78E-14 25%  Halobacteroidaceae; Halonatronum
UF08_15 hypothetical protein
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta;
XP_006580293 PREDICTED: regulation of n Tracheophyta; Spermatophyta; Magnoliophyta;
uclear pre-mRNA domain-containing prote eudicotyledons; Gunneridae; Pentapetalae; rosids; fabids; BAQ85920.1 hyp
UF08_16 hypothetical protein in 1B-like isoform X3 Glycine max 7,93 37%  Fabales; Fabaceae; Papilionoideae; Phaseoleae; Glycine; Soja Mediterranean p
Archaea; Euryarchaeota; Methanomicrobia;
UF08_17 hypothetical protein WP_052353345 hypothetical protein Methermicoccus shengliensis 1,05 41% Methanosarcinales; Methermicoccaceae; Methermicoccus
XP_008914408 hypothetical protein PPTG Phytophthora parasitica INRA- Eukaryota; Stramenopiles; Oomycetes; Peronosporales;
UF08_18 hypothetical protein _24293 10 1,32 32% Phytophthora
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Vibrionales; YP_006990482.1
UF08_19 hypothetical protein WP_038226045 hypothetical protein Vibrio sp. ER1A 5,27€E-19 22%  Vibrionaceae; Vibrio phage phiMMPO:
UF08_20 hypothetical protein
WP_063491264 DUF4355 domain- Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales; Lactobacillaceae;
UF08_21 Chaperone protein DnaK _containing protein Lactobacillus plantarum 9,11E-04 32% Lactobacillus YP_004301280.1
Methanothermococcus okinawe Archaea; Euryarchaeota; Methanococci; Methanococcales; AMM44193.1 hy
UF08_22 hypothetical protein WP_013866486 hypothetical protein nsis 5,08E-16 51%  Methanococcaceae; Methanothermococcus [Arthrobacter ph:
Clostridium botulinum C str. Stoc Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Clostridiaceae;  YP_008858642.1
UF08_23 major capsid protein EG087149 capsid protein kholm 5,55E-72 40% Clostridium Davies]
KLD98821 hypothetical protein AF74_0214 Bacteria; Proteobacteria; Epsilonproteobacteria;
UF08_24 hypothetical protein 0 Arcobacter butzleri L349 3,87 38%  Campylobacterales; Campylobacteraceae; Arcobacter
Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Clostridiaceae;
UF08_25 hypothetical protein WP_012063953 hypothetical protein Alkaliphilus metalliredigens 3,37E-03 37%  Alkaliphilus
Bacteria; Firmicutes; Negativicutes; Selenomonadales;
UF08_26 hypothetical protein WP_006306523 hypothetical protein Centipeda periodontii 5,22E-06 30% Veillonellaceae; Centipeda BAN05345.1 tail |
WP_010381216 MULTISPECIES: cell divisio Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; AJP09134.1 hypo
UF08_27 hypothetical protein n topological specificity factor MinE Pseudoalteromonas 5,85 32%  Alteromonadales; Pseudoalteromonadaceae ascovirus 3f]




expected

% indentity

(outside (outside
taxonomic name of best match  Thermotoga Thermotoga
locus tag annotation best match outside Thermotogae ouside the Thermotogae e) e) taxonomy of best match outside Thermotogae Match in oth
YP_0087706!
UF08_28 hypothetical protein WP_035430862 hypothetical protein Bacillus sp. UNC322MFChir4.1 8,16E-08 23% Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Bacillaceae; Bacillus phage Glitter
Bacteria; Spirochaetes; Spirochaetales; Spirochaetaceae; BAQ84218.1
UF08_29 hypothetical protein WP_002670872 hypothetical protein Treponema denticola 9,37E-12 23% Treponema Mediterrane
Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Pezizomycotina; CBZ06023.1 |
UF08_30 hypothetical protein XP_002837480 hypothetical protein Tuber melanosporum Mel28 0,25 32% Pezizomycetes; Pezizales; Tuberaceae; Tuber congregata b
WP_010856156 T9SS C-
terminal target domain- Bacteria; Bacteroidetes; Cytophagia; Cytophagales; YP_0080597
UF08_31 hypothetical protein containing protein Lunatimonas lon arensis 1,51 38% Cyclobacteriaceae phage pSf-1]
tail length tape-measure  WP_027339931 phage tail tape measure p Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Halanaerobiales;
UF08_32 protein rotein Halonatronum saccharophilum 4,24E-30 25%  Halobacteroidaceae; Halonatronum
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
UF08_33 hypothetical protein WP_021570654 hypothetical protein Escherichia coli 3,02E-06 33%  Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Escherichia
UF08_34 hypothetical protein no match
Candidatus Thiomargarita nelson Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
UF08_35 hypothetical protein 0OAD21159 Pentaxin ii 0,305 35% Thiotrichales; Thiotrichaceae; Thiomargarita
Caldanaerobius polysaccharolyti Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Thermoanaerobacterales; YP_0090031
UF08_36 Hypothetical protein WP_026486803 hypothetical protein cus 5,48E-18 28% Thermoanaerobacteraceae; Caldanaerobius vB_RleS_L33
KYC55724 hypothetical protein APGO9_01 Arc | group archaeon ADurb1213 Archaea; Euryarchaeota; Methanomicrobia; unclassified
UF08_37 hypothetical protein 571 Bin0 2801 5,57E-16 46% Methanomicrobia; Arc | group
Microgenomates group bacteriu
KKT87314 hypothetical protein UW86_C00 m GW2011 GWA1
UF08_38 hypothetical protein 04G0005 Microgenomates 45 10 2,70E-43 42% Bacteria YP_0092022:
KKT21313 hypothetical protein UW04_C00 Parcubacteria group bacterium G
UF08_39 hypothetical protein 06G0016 W2011 GWB143 8 1,50E-07 34% Bacteria; unclassified Parcubacteria group
KXK67042 Ser/Thr phosphatase family pro Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; YP_0087707:
UF08_40 hypothetical protein tein Christensenella minuta 2,37E-20 31% Christensenellaceae; Christensenella phage Staley
KYC55578 hypothetical protein APGO8_01 Arc | group archaeon ADurb1113 Archaea; Euryarchaeota; Methanomicrobia; unclassified BAQ94054.1
UF08_41 hypothetical protein 587 Bin0 1801 5,60E-05 31% Methanomicrobia; Arc | group Mediterrane
ACT80355 maturase K, partial (chloroplast) Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta; Sperma
UF08_42 hypothetical protein Calceolaria germainii 0,209 31% Gunneridae; Pentapetalae; asterids; lamiids; Lamiales; Calceolariaceae; Calce
KXS38990 hypothetical protein AWU54_21 Halobacteroidaceae bacterium T Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Halanaerobiales; EES90331.1
UF08_43 transcriptional regulator 87 328-2 1,30E-20 62%  Halobacteroidaceae 1873]
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; YP_0083201.
UF08_44 antirepressor protein WP_020411111 antirepressor Microbulbifer variabilis 8,16E-36 58% Cellvibrionales; Microbulbiferaceae; Microbulbifer [Lactococcus
UF08_45 Phage holin protein WP_016226830 LL-H family phage holin Lachnospiraceae bacterium 10-1 1,17E-04 34% Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Lachnospiraceae
Prochlorococcus sp. scB245a Bacteria; Cyanobacteria; Prochlorales; Prochlorococcaceae;
UF08_46 hypothetical protein WP_032557479 succinate dehydrogenase 521B10 1,59 29% Prochlorococcus
CUB50865 hypothetical protein BN2127_J
UF08_47 hypothetical protein RS10_00382 Bacillus subtilis 1,67E-06 27% Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Bacillaceae; Bacillus
UFO8_48 resolvase ABY92005 Recombinase Thermoanaerobacter sp. X514 5,67E-57 32% Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Thermoanaerobacterales; Thermoanaerobact
WP_059109184 ribosome biogenesis GTPa Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales;
UF08_49 hypothetical protein se Der Catabacter hongkongensis 1,09 36%  Catabacteriaceae; Catabacter
Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales;
UF08_50 hypothetical protein WP_057574369 hypothetical protein Clostridium sordellii 3,58E-21 41% Peptostreptococcaceae; Peptoclostridium
Thermoanaerobacterium xylanol Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Thermoanaerobacterales; Thermoanaerobact
UF08_51 hypothetical protein WP_013788522 hypothetical protein yticum 1,62E-08 28%  Thermoanaerobacterium
ETR73156 2-hydroxyglutaryl- Candidatus Magnetoglobus multi
UF08_52 hypothetical protein CoA dehydratase cell ularis str. Araruama 1,66 26% Bacteria; Proteobacteria; Deltaproteobacteria; Desulfobacterales; Desulfobac
WP_008695396 plasmid stabilization prot Bacteria; Fusobacteria; Fusobacteriales; Fusobacteriaceae; YP_0073485!
UF08_53 hypothetical protein ein Fusobacterium ulcerans 8,07E-05 37% Fusobacterium [Escherichia
KPV61867 hypothetical protein AOA66_15 Candidatus Bathyarchaeota arch Archaea; Archaea candidate phyla; Candidatus YP_0092179:
UF08_54 hypothetical protein 39 aeon B A2 4,95E-111 48% Bathyarchaeota (endogenous




locus tag annotation

taxonomic name of best match
best match outside Thermotogae ouside the Thermotogae

CUU36910 hypothetical protein DCOP10_1

expected
(outside

e)

% indentity
(outside
Thermotoga Thermotoga

e)

taxonomy of best match outside Thermotogae

UF08_55 bipolar DNA helicase HerA 1973 Armatimonadetes bacterium DC  2,57E-100 35% Bacteria; Armatimonadetes
Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Thermoanaerobacterales;
UF08_56 hypothetical protein WP_027719510 hypothetical protein Desulfovirgula thermocuniculi 7,83E-23 27% Thermoanaerobacteraceae; Desulfovirgula
XP_010260093 PREDICTED: uncharacterize Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta; Sperr
UF08_57 hypothetical protein d protein LOC104599305 Nelumbo nucifera 0,918 31% Proteales; Nelumbonaceae; Nelumbo
CDB45357 putative uncharacterized protei Phascolarctobacterium sp. CAG:2 Bacteria; Firmicutes; Negativicutes; Selenomonadales;
UF08_58 hypothetical protein n 07 8,84 22% Acidaminococcaceae; Phascolarctobacterium
Ruminococcaceae bacterium AM Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales;
UF08_59 transcriptional regulator WP_058964196 transcriptional regulator 2 9,76E-41 40% Ruminococcaceae; unclassified Ruminococcaceae YP_24003
SOS-response repressor ~ WP_009006200 MULTISPECIES: SOS- YP_00701
UF08_60 and protease LexA response transcriptional repressor Fusobacteri um 1,90E-28 36% Bacteria; Fusobacteria; Fusobacteriales; Fusobacteriaceae thermoph
KKQ85063 Helix-turn- Parcubacteria group bacterium G YP_00916
UF08_61 transcriptional regulator _helix domain protein W2011 GWF2 38 8 3,05E-10 42% Bacteria; unclassified Parcubacteria group [Lactobaci
Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhizobiales; YP_00812
UF08_62 antirepressor protein WP_015397656 anti-repressor protein Bartonella australis 1,53E-50 43%  Bartonellaceae; Bartonella PG1]
KUO58776 cobalt ABC transporter ATP- Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales;
UF08_63 hypothetical protein binding protein Gracilibacter sp. BRH c7a 5,48 43%  Gracilibacteraceae; Gracilibacter
Thermoanaerobacter cellulolytic Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Anaerocellum
UF08_64 hypothetical protein WP_045166120 haloacid dehalogenase us 0,502 33% group
transcriptional regulator, Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales; Enterococcaceae;
UF08_65 XRE family WP_062805019 hypothetical protein Enterococcus pernyi 3,38E-16 43% Enterococcus YP_00919
Carnobacterium maltaromaticu Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales;
UF08_66 transcriptional regulator WP_057001098 hypothetical protein m 5,38E-09 38% Carnobacteriaceae; Carnobacterium YP_00146
Candidatus Magasanikbacteria b
UF08_67 hypothetical protein KKW41634 Foldase protein PrsA acterium GW2011 G WA2 56 11 2,63E-02 30% Bacteria; Candidatus Magasanikbacteria
XP_005178606 PREDICTED: laminin subuni Eukaryota; Metazoa; Ecdysozoa; Arthropoda; Hexapoda; Insecta; Pterygot:
UF08_68 hypothetical protein talpha Musca domestica 0,612 27% Muscomorpha; Muscoidea; Muscidae; Musca
Candidatus Adlerbacteria bacteri
UF08_69 hypothetical protein KKW21360 Alanine-tRNA ligase um GW2011 GWC1509 6,25 36% Bacteria; Candidatus Adlerbacteria
XP_008625909 hypothetical protein YYE_O
UF08_70 hypothetical protein 4044 Plasmodium vinckei vinckei 8,07 33% Eukaryota; Alveolata; Apicomplexa; Aconoidasida; Haemosporida; Plasmoc
YP_00767
UF08_71 hypothetical protein [Staphyloc
Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; YP_00824
UF08_72 Viral nuclease WP_015358110 phage-type endonuclease Clostridium stercorarium 2,85E-117 54%  Ruminococcaceae; Ruminiclostridium phi OH2]
recombinational DNA
UF08_73 repair protein RecT WP_060476225 recombinase RecT Geobacillus sp. PA-3 9,59E-101 55% Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Bacillaceae; Geobacillus YP_008240:
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
UF08_74 hypothetical protein WP_047597684 hypothetical protein Pseudomonas sp. RIT288 0,888 38% Pseudomonadales; Pseudomonadaceae; Pseudomonas
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterc
UF08_75 hypothetical protein CZZ10673 Uncharacterised protein Enterobacter cloacae 1,68E-02 60% cloacae complex
WP_049499605 MULTISPECIES: transcripti
UF08_76 transcriptional regulator  onal regulator Streptococcus 1,94E-13 53% Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales; Streptococcaceae  YP_00877
Bacteria; Nitrospirae; Nitrospirales; Nitrospiraceae;
UF08_77 hypothetical protein WP_059175353 hypothetical protein Thermodesulfovibrio aggregans 0,571 29% Thermodesulfovibrio




Jlocus tag annotation
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% identity MCV1 ORF Match in MPV1

% identity _expected bast match outside the Marinitoga in BLASP searches of Genbank

UF08_73_recombinational DNA repair

F09_1 recombinational DNA repair protein RecT 294 protein RecT 100% WP_004102129 DNA ination protein RecT Tt
F09_2 hypothetical protein 78 UF08_74_hypothetical protein 100% WP_047597684 hypothetical protein P
UF09_3 ical protein 43 UF08 75 protein 100% (7210673 ised protein E
F09_4 transcriptional regulator 63 UF08_76_hypothetical protein 100% WP_008377672 transcriptional regulator E
F09_5 hypothetical protein 103 UF08_77. protein 100% WP_059175353 hypothetical protein Tt
UF09_6 ical protein 211 UF08_1 ical protein 95% WP_042729055 phage replication protein O Ps
F09_7 hypothetical protein 70 UF08_2_hypothetical protein 9% EHY68330 hypothetical protein SEHO0A_02810 Sz
UF09_8 replicative DNA helicase 427 UF08_3_replicative DNA helicase 98% Marpi_0305 replicative DNA helicase 66% 0 WP_031484309 replicative DNA helicase D
UF08_4_single-stranded DNA-binding
UF09_9 single-stranded DNA-binding protein 149 protein 9% Marpi_0443 single-stranded DNA-binding protein 39%  2,61E-51 WP_052670309 protein D
UF09_10 ical protein 183
F09_11 hypothetical protein 114 WP_044141503 helicase B
deoxyuridine 5-triphosphate Marpi_0307 deoxyuridine 5'triphosphate
F09_12 nucleotidohydrolase 140 nucleotidohydrolase Dut 81% 1,57E-77 WP_040347745 idine 5'-trij Bi
F09_13 hypothetical protein 92 UF08_5_hypothetical protein 9% Marpi_0308 hypothetical protein 47%  4,64E-08 WP_015616411 hypothetical protein [«
UF09_14 ical protein 82 UF08 6. ical protein 100% Marpi_0309 ical protein 53%  6,58E-15 XP_008855251 hypothetical protein ENU1_022120 Er
F09_15 hypothetical protein 122 UF08_7_hypothetical protein 94% Marpi_0310 Holliday junction DNA helicase 69%  7,97€-57 WP_054198714 hypothetical protein Hi
F09_16 hypothetical protein 77 UF08_8_hypothetical protein 99% Marpi_0314 hypothetical protein 83%  9,55E-38 WP_047264626 lipoprotein C:
UF09_17 ical protein 161 UF08 9 ical protein 95% Marpi_0315 hypothetical protein 50%  3,156-46 WP_012057673 RNA ubunit sigma-24 Tt
F09_18 hypothetical protein 2 WP_022851452 hypothetical protein G
UF09_19 in-Jik 127 UF08_12 protein 100%. Marpi_0319 ical protein 82%  8,98E-60 WP_047809280 protein D
Marpi_0320 phage terminase, large subunit, PBSX
UF09_20 terminase large subunit 416 UF08_13_terminase large subunit 99% family 97% 0 WP_053284682 terminase cl
UF09_21 ical protein 405 UF08_14 ical protein 9% Marpi_0321 hypothetical protein 93% 0 WP_027339946 ical protein Hi
F09_22 hypothetical protein 62 UF08_18_hypothetical protein 98% XP_008914408 hypothetical protein PPTG_24293 Pt
UF09_23 ical protein 502 UF08_19 protein 99% Marpi_0322 ical protein 85% 0 WP_038226045 ical protein Vi
F09_24 ical protein 94 UF08_20 protein 100% Marpi_0323 ical protein 88% 4,78E-79 WP_047441240 L-alanyl-D-glutamat ct
UF08_21_Protein of unknown function
UF09_25 ical protein 200 DUF4355 99% Marpi_0324 ical protein 82% 1,626-97 WP_009531408 protein P
F09_26 structural protein 118 UF08_22_hypothetical protein 99% Marpi_0325 hypothetical protein 94% 1,06-72 WP_036595750 hypothetical protein P:
F09_27 major capsid protein 340 UF08_23_major capsid protein 99% Marpi_0326 Phage major capsid protein E 91% 0 WP_039218408 phage capsid protein cl
UF09_28 ical protein 61 UF08_24 ical protein 100% Marpi_0327 hypothetical protein 80%  2,01E-23 KLD98S21 ical protein AF74_02140 A
F09_29 hypothetical protein 107 UF08_25_hypothetical protein 100% Marpi_0328 hypothetical protein 86%  7,36E-58 WP_012063953 hypothetical protein A
UF09_30 ical protein 158 UF08_26 protein 100%. Marpi_0329 ical protein 98%  1,24E-106 WP_006306523 protein C
WP_053940024 5
UF09_31 ical protein 127 UF08 27 protein 98% Marpi_0330 ical protein 89%  2,51E-74 ferase B
UF09_32 ical protein 32 UF08_29 ical protein 67% Marpi_0331 hypothetical protein 88% 0 WP_012057658 ical protein Tl
F09_33 hypothetical protein 117 UF08_30_hypothetical protein 39% Marpi_0332 hypothetical protein 94%  9,10E-72 WP_004102185 hypothetical protein Tt
UF09_34 ical protein 167 UF08_31 protein 29% Marpi_0333 ical protein 70%  2,89E-78 WP_004102187 ical protein Tt
UF08_32_tail length tape-measure Marpi_0334 phage tail tape measure protein,
F09_35 tail length tape measure protein 1516 protein 89% TP901 family 2% 0 WP_004102188 phage tail tape measure protein Tt




Length (aa)

Matchin MCV1

% identity MCV1 ORF Match in MPV1

% identity expected bast match outside the Marinitoga in BLASP searches of Genbank

UF09_36 hypothetical protein 131 YP_003169739 hypothetical protein
UF09_37 hypothetical protein 115 UF08_34_hypothetical protein 93% Marpi_0336 hypothetical protein 66%  8,29E-48 WP_004102189 hypothetical protein
UF09_38 hypothetical protein 390 UF08_35_hypothetical protein 91% Marpi_0337 hypothetical protein 31%  3,20E-36 WP_041426083 hypothetical protein
UF09_39 phage realted protein tail 1549 UF08_36_chitin binding protein 92% Marpi_0338 hypothetical protein 65% 0 WP_004102192 hypothetical protein
UF09_40 hypothetical protein 79 UF08_37_hypothetical protein 100% KYC55724 hypothetical protein APG09_01571
UF09_41 DNA repair exonuclease 254 UF08_40_hypothetical protein 98% Marpi_0340 DNA repair exonuclease 80%  1,85E-154 WP_004102197 DNA repair exonuclease
UF09_42 hypothetical protein 97 UF08_41_hypothetical protein 100% Marpi_0341 hypothetical protein 41%  1,63E-06 KYC55578 hypothetical protein APGO8_01587
UF09_43 hypothetical protein 127 UF08_42_hypothetical protein 99% Marpi_0342 hypothetical protein 75%  4,27E-62 WP_012057645 hypothetical protein
UF09_44 hypothetical protein 134 WP_012057691 hypothetical protein
UF09_45 hypothetical protein 64 WP_015463858 ATP synthase subunit alpha
UF09_46 hypothetical protein 195 no match
UF09_47 phage holin protein 107 UF08_45_hypothetical protein 98% Marpi_0343 phage holin protein (Holin_LLH) 54%  1,07€-31 WP_016226830 LL-H family phage holin
UF09_48 hypothetical protein 9% UF08_46_hypothetical protein 97% Marpi_0344 hypothetical protein 56%  3,63E-32_no match
Marpi_0345 Orthopoxvirus protein of unknown
UF09_49 hypothetical protein 194 UF08_47_hypothetical protein 99% function (DUF830) 80% 1,25E-109 CUB50865 hypothetical protein BN2127_JRS10_00382
Marpi_0291 site-specific recombinase, DNA

UF09_50 Resolvase N-terminal domain 490 UF08_48 resolvase 69% invertase Pi 8% 0 WP_047753688 hypothetical protein
UF09_51 hypothetical protein 162 WP_002975830 hypothetical protein
UF09_52 hypothetical protein 344 no match
UF09_53 hypothetical protein 141 WP_028559036 hypothetical protein
UF09_54 hypothetical protein 265 no match
UF09_55 Chromosome segregation ATPase 583 Marpi_0295 T50rf172 domain-containing protein 67% 0 WP_011968228 hypothetical protein
UF09_56 hypothetical protein 122 WP_015336104 hypothetical protein
UF09_57 hypothetical protein 133 WP_036093225 mRNA interferase MazF2
UF09_58 hypothetical protein 17 no match
UF09_59 hypothetical protein 8 WP_015898402 hypothetical protein
UF09_60 hypothetical protein 68 no match

UF08_60_SOS-response repressor and Marpi_0297 SOS response transcriptional
UF09_61 S0S-response repressor and protease LexA 216 protease LexA3 99% repressor, RecA-mediated id 4%  6,09E-39 WP_053001073 hypothetical protein
UF09_62 hypothetical protein n UF08_61_hypothetical protein 99% Marpi_0298 transcriptional regulator 54%  3,44E-10 KKQ85063 Helix-turn-helix domain protein
UF09_63 hypothetical protein 87 WP_063517479 hypothetical protein

UF08_65_transcriptional regulator, XRE
UF09_64 Transcriptional regulator XRE family 117 family 98% WP_009618532 transcriptional regulator
UF09_65 hypothetical protein 69 UF08_66_hypothetical protein 86% WP_019132685 transcriptional regulator
UF09_66 hypothetical protein 11 UF08_67_hypothetical protein 99% KKW41634 Foldase protein PrsA
UF09_67 hypothetical protein 232 UF08_68_hypothetical protein 100% XP_005178606 PREDICTED: laminin subunit alpha
UF09_68 hypothetical protein 78 UF08_69_hypothetical protein 99% KKW21360 Alanine-tRNA ligase
UF09_69 hypothetical protein 54 UF08_70_hypothetical protein 98% XP_008625909 hypothetical protein YYE_04044

UF08_72_recombination-related
UF09_70 Yqal-like viral recombinase 313 protein 100% WP_036226574 hypothetical protein




taxonomic name of best

% indentity

match ouside the expected (outside (outside  taxonomy of best match outside
Thermotogae Thermotogae) Thermotogae) Thermotogae Matches in other Viruses
Bacteria; Firmicutes; Bacill; Bacillales;  YP_008240347.1RecT protein [Thermus phage
UF09_1 DNA repair protein RecT WP_060476225 RecT Geobacillus sp. PA-3 9,59E-101 55%  Bacilaceae; Geobaillus phi OH2] 55%
UF09_2 protein WP_047597684 ical protein sp. RIT288 0,888 38% Bacteria
UF093 protein 2210673 L protein cloacae 1,68E-02 60% Bacteria; cloacae cor
Bacteria; Firmicutes; Bacill
Lactobacillales; Enterococcaceae;  YP_008770535.1 DNA binding protein [Bacillus
09 4 regulator WP_008377672 ional regulator sp.C1 3,686-13 52% phage Page] 45%
Thermodesulfovibrio aggre
F09_5 protein WP_059175353 ical protein gans 121 29%  Bacteria;
Bacteria; Proteobacteria;
Gammaproteobacteria;
Pseudomonadales; AMO43596.1 hypothetical protein PAEP54_00450
F09_6 protein WP_042729055 phage replication protein O fluorescens 3,026-26 47% I phage YMC11/07/P54_PAE_BP] 38%
Salmonella enterica subsp.
houtena e str. ATCC BAA-
UF09_7 protein EHY68330 protein SEHO0A 02810 1581 2,68 28%  Bacteria i i iaceae; Salmonella
Bacteria; Proteobacteria;
Deltaproteobacteria; NP_795382.1 putative DNA polymerase Il delta
Desulfovibrionales; prime subunit [Streptococcus pyogenes phage
UF09_8 replicative DNA helicase WP_031484309 replicative DNA helicase io frigidus 1,84E-79 37% ibri 3151] 33%
Bacteria; Firmicutes; Clostridia; YP_009193875.1 single-stranded DNA-binding
F09_9 single-stranded DNA-binding protein WP_007489185 single-strand-binding family pr plautii 3,806-28 40% __Clostridiales; protein [P phage Harrison] 40%
F09_10 protein
UF09_11 protein WP_044141503 helicase Bacillus pumilus 4,04 26% _Bacteria; Firmicutes; Bacill; Bacillales; Bacillaceae; Bacillus
Bacteria; Actinobacteria;
deoxyuridine 5'-triphosphate WP_040347745 deoxyuridine 5'- Brevibacterium mcbreliner Micrococcales; Brevibacteriaceae;
UF09_12 i i i 5,34E-25 2% ibacteri ADZ30445.1 dUTPase [Cowpox virus] 41%
UF09_13 protein WP_015616411 protein Clostridium 2,01 36% Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Clostridi Clostridium
UF09_14 protein XP_008855251 protein ENU1_022120 _Entamoeba nuttalli P19 178 34%  Eukaryota; idae; Entamoeba
Bacteria; Proteobacteria;
Epsilonproteobacteria;
Campylobacterales; YP_007111562.1 holliday-junction resolvase RusA
F09_15 protein WP_054198714 ical protein pullorum 2,40E-09 35% i i hage mEp043 c-1] 28%
Candidatus Liberibacter afr
F09_16 protein \WP_047264626 lipoprotein icanus. 6,96 35% Bacteria; i i Candidatus Liberibacter
Bacteria; Proteobacteria;
Betapro(eobaclena, Burkholderiales; AEWA47696.1 putative tail fiber 1 [Bacillus phage
F09_17 protein WP_057677254 RNA polymerase sigma factor RpoS_Curvibacter sp. PAE-UM 019 29% Curvibacter 28%
F09_18 protein 'WP_022851452 Geovibrio sp. L21-Ace-BES 1,66E-10 25% Ezctena, il il Geovibrio
Bacteria; Firmicutes; Clostridia;
Desulfosporosinus acididur Clostridiales; Peptococcaceae; AKH46794.1 hypothetical protein [uncultured
FO9_19 like 'WP_0478092¢ ical protein 2,13E-08 32% marine virus] 32%
Bacteria; Firmicutes; Clostridia;
Clostridiales; Clostridiacea YP_009216669.1 terminase large subunit
UF09_20 terminase large subunit WP_053284682 terminase Clostridium botulinum 4,356-152 58%  Clostridium virus) [Clostridium phage phiCT453A] 59%
Halonatronum saccharophi
F09_21 protein WP_027339946 ical protein lum 2,27€-14 25% Bacteria; Firmicutes; Clostridia;
Phytophthora parasitica IN
UF09_ 22 protein XP_008914408 protein PPTG_ 24203 RA-310 33 32%  Eukaryota; iles; Oomycety
Bacteria; Proteobacteria;
Gammaproteobacteria; Vibrionales;  YP_006990482.1 head morphogenesis protein
F09_23 protein 'WP_038226045 Vibrio sp. ER1IA 1,43€-18 2% Vibrio [Clostridium phage phiMMP02] 27%
WP_047441240 pepmoglycan L alanv\ D- Chryseobacteriu
F09_ 24 protein glutamate m sp. YRS61 6,09 40%  Bacteria; i i d
Peptostreptococcaceae ba Bacteria; F\rm\’:ules; Clostridia;
UF09_25 protein WP_009531408 protein cterium OBRC8 6,06E-02 27% YP_004301280.1gp5 phage NF5] 30%
Bacteria; F\rmmules, Bacill; Bacillales; AMIMA4193.1 hypothetical protein KELLEZIO_23
UF09_26 structural protein WP_0365957" ical protein sophorae 5,79E-14 8% acillus phage KellEzio] 35%
Bacteria; F\rm\:utes, Clostridia;
Clostridiales; Clostridiaceae; YP_008858642.1 major capsid protein [Brevibacillus 32%
UF09_27 major capsid protein WP_039218408 phage capsid protein Clostridium novyi 8,006-72 40% _Clostridium phage Dav\es]
UF09_28 protein KLD98821 ical protein AF74_02140 Arcobacter butzleri 1349 477 38%  Bacteria; i c
Alkaliphilus metalliredigen
F09_29 protein WP_012063953 ical protein s 3,24€-03 37% __ Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Clostrdi Alkaliphilus
Bacteria; Firmicutes; Negativicutes;
Selenomonadales; Veillonellaceae;
F09_30 protein WP_006306523 ical protein Centipeda periodontii 3,58-04 29%  Veillonella BAN05345.1 tail protein [Nitrati phage Nrs-1] 36%
Bacteria; Proteobacteria;
WP_053940024 5- Gammaproteobacteria;
methyltetrahydropteroyltriglutamate-- Enterobacteriales; AJP09134.1 hypothetical protein [Heliothis virescens
F09 31 protein i ferase Buchnera aphidicola 345 24% ; Buchnera ascovirus 3f] 23%
Bacteria; Spirochaetes;
Spirochaetales; Spirochaetaceae;  YP_009188581.1 putative major tail protein
UF09_32 protein WP_002670872 Treponema denticola 5,23€-14 25%  Treponema [Gordonia phage GMA3] 26%
UF09_33 protein WP_032077236 metal- dependent iase Clostridium drakei 325 31% __ Bacteria; Frmicutes; Clostridi; Costridiales; Clostid Clostridium
F09_34 protein WP_053069208 protein Bizionia 365 24%  Bacteria i ; Bizionia
Bacteria; Firmicutes; ClDS(HdVa;
Halonatronum saccharophi Halanaerobiales; Halobacteroidaceae;
F09 35 tail length tape measure protein WP_027339931 phage tail tape measure protein __lum 3,01€-45 28% YP_008318494.1 tail protein [Shigella phage Sfil] 20%




taxonomic name of best % indentity

match ouside the expected (outside (outside  taxonomy of best match outside
annotation best match outside Thermotogae Thermotogae Thermotogae) Thermotogae) Thermotogae Matches in other Viruses.
Viruses; Virus families not assigned to
Thermus thermophilus bac an order; Sphaerolipoviridae; YP_003169739.1 hypothetical protein [Thermus
UF09_36 ical protein YP_003169739 ical protein teriophage P23-77 1,56E-08 49% ipoviru: ilus bacteriophage P23-77]
UF09_37 hypothetical protein no match
Halonatronum saccharoph
UF09_38 ical protein WP_027339930 ical protein ilum 1,05 52% irmicutes; Clostridia; Halan:
Bacteria; Firmicutes; Bacilli;
L i BAR29161.1 ical protein
UF09_39 phage realted protein tail WP_034858455 phage minor structural protein _Enterococcus casseliflavus 1,01E-49 32% Mediterranean phage uvMED]
Arc | group archaeon ADur
UF09_40 ical protein KYC55724 ical protein APG09_01571 b1213 Bin0 2801 5,57E-16 46% Archaea; icrobi ifi icrobia; Arc | group
Bacteria; Firmicutes; Clostridia;
Clostridiales; Christensenellaceae;  YP_008770743.1 metal-dependent hydrolase
UF09_41 DNA repair KXK67042 Ser/Thr family protein Chri minuta 6,93E-21 31% Chri [Bacillus phage Staley]
Archaea; Euryarchaeota;
Arc | group archaeon ADur Methanomicrobia; unclassified BAQ94054.1 hypothetical protein [uncultured
UF09_42 ical protein KYC55578 hypothetical protein APG08_01587 b1113 Bin0 1801 5,236-:04 31% icrobia; Arc | group Mediterranean phage uvMED]
UF09_43 ical protein ACT80355 maturase K, partial plast) Calceolaria germainii 0,211 31% Eukaryota; Viridi yophy D i 1 [
UF09_44. hypothetical protein no match
UF09_45 ical protein WP_015463858 ATP synthase subunit alpha Psychromonas sp. CNPT3 1,44€-02 39% Bacteria; i [2
UF09_46 ical protein
Lachnospiraceae bacteriu
UF09_47 phage holin protein WP_016226830 LL-H family phage holin m10-1 6,60E-06 34% Bacteria; Firmicutes; Clostridia; C| iales; L
UF09_48 ical protein
CUB50865 hypothetical protein BN2127_JRS10_003
UF09_49 ical protein 8 Bacillus subilis 1,48E-06 2% irmicutes; Bacilli; Bacillales; Bacil Bacillus
; Firmicutes; Clostridia;
Thermoanaerobacterales;
Thermoanaerobacter sp. X Thermoanaerobacteraceae; YP_009217897.1 serine recombinase (endogenous
UF09_50 Resolvase N-terminal domain ABY92005 i 514 1,22€-40 30% virus) [Clostridium phage phiCT4538]
UF09 51 hypothetical protein WP_002975830 ical protein Leptospira vanthielii 2,326-02 34% Bacteria; Spirochaetes; L i L i ; Leptospira
UF09_52 ical protein
Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; AEX62303.1 vacuolar sorting protein [Moumouvirus
UF09_53 hypothetical protein WP_028559036 ical protein Paenibacillus pinihumi 0,41 28% ibacil ibaci Monve]
UF09_54 ical protein
Bacteria; Firmicutes; Clostridia;
Clostridiales; Clostridiaceae; EES90330.1 phage protein [Clostridium phage D-
UF09_55 d ion ATPase WP_011968228 ical protein Clostridium beijerinckii 1,09E-148 56% Clostridium 1873]
Bacteria; Proteobacteria;
Deltaproteobacteria;
Desulfovibrio hydrotherma Desulfovibrionales;
UF09_56 ical protein WP_015336104 ical protein lis 3,40E-02 51% D ibri AI008090.1 in [Hepatitis C virus]
UF09 57 hypothetical protein WP_036093225 mRNA interferase MazF2 Leptospira weilii 9,29€-04 32% Bacteria; Spirochaetes; L i L i Leptospira
UF09_58 hypothetical protein
Bacteria; Acidobacteria;
Acidobacterium capsulatu i fales; Aci ; YP_ .1 unnamed protein product
UF09_59 hypothetical protein WP_015898402 ical protein m 1,39€-09 3% i i [ ium phage Faith1]
UF09_60 ical protein
WP_009006200 MULTISPECIES: SOS- Bacteria; Fusobacteria; YP_007010947.1 transcriptional regulator [Deep-sea
UF09_61 S0S-response repressor and protease LexA response transcriptional repressor Fusobacteri um 4,77€-29 36% Fusobacteriales; i ilic phage DGE]
Parcubacteria group bacte Bacteria; unclassified Parcubacteria ~ YP_009168545.1 putative transcription regulator
UF09_62 ical protein KKQ85063 Helix-turn-helix domain protein rium GW2011 GWF2 38 8 1,91E-09 42% group L illus phage LBR4S]
UF09_63 hypothetical protein WP_063517479 ical protein Vibrio i 0,526 40% Bacter i i i ibri ; Vibrio
Bacteria; Firmicutes; Clostridia;
Clostridiales; Peptococcaceae; ALV83461.1 transcriptional regulator [Bacillus phage
UF09_64 Transcriptional regulator XRE family WP_009618532 iptional regulator D inus sp. OT 5,58E-13 4% D VB_BceS-MY192]
Bacteria; Firmicutes; Tissierellia;
Tissierellales; Peptoniphilaceae; WP_044984172.1 transcriptional regulator, partial
UF09_65 hypothetical protein WP_019132685 iptional regulator iphilus obesi 9,79E-13 52% [Ther ium phage THSA-485A]
Candidatus Magasanikbac
teria bacterium GW2011 G
UF09_66 hypothetical protein KKWA41634 Foldase protein PrsA WA2 5611 2,096-02 30% Bacteria; Candidatu:
UF09_67 ical protein XP_005178606 PREDICTED: laminin subunit alpha Musca domestica 0,65 2% Eukaryota; Metazoa; Hexapoda; Insecta; Pterygota; Neoptera; Endopterygota; Diptera; Brachyc
Candidatus Adlerbacteria b
acterium GW2011 GWC1 5
UF09_68 ical protein KKW21360 Alanine-tRNA ligase 09 2,41 38% Bacteria; Candidatus Adlerbacteria
Plasmodium vinckei vincke
UF09_69 hypothetical protein XP_008625909 ical protein YYE_04044 i 8,07 33% Eukaryota; Alveolata; Api ; idasi ida; i i ium (Vinckeia)
Bacteria; Firmicutes; Clostridia;
Clostridiales; Ruminococcaceae; P_008240349.1 phage-type endonuclease [Thermus
UF09_70 Yqal-like viral re i WP_015358110 phage-type Clostridium stercorarium 2,85E-117 54% iniclostridi phage phi OH2]
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Présentation des travaux

Lo s de laaat isatio destoisus p set s idessus, des testsfd tiositso t t
réalisés sur la souche Thermosipho sp. AT1244-VC14. Cette souche est la seule qui permet la
propagation du plasmide pMP1. Néanmoins, celle- i est pas se sie a | ife tio pa les
différents virus de Marinitoga caractérisés (MPV1, MCV1 et MCV2).

Cestda se ad e ue le sue cage et tude dugo e deettesouheot aliss.
Cettetude aota etpe isde ettee ide elapse edu gstéme de défense
bactérien : le systtme CRISPR-as. Il s agit d u systC'I“P-casde classe 1 Type lIl-A.
Lese ledesges essakesauo fo tio e etdusyst esotp sets, eluici
parait donc fonctionnel.

Les spacers du systéeme ont aussi été étudiés et ceux-ci ne montrent aucune homologie de
séquence avec pMP1 ou MPV1. Néanmoins, deux spacers ont des similarités avec les virus
MCV1 et MCV2 (>85%). Ceci pourrait expliquer pourquoi ces deux virus sont incapables
difete ette souhe. Daute pat, |aepe de es spae s pouwit sig ifie ue
Thermosipho sp. AT1244-VC14 a déja été en contact avec MCV1, MCV2, ou un virus proche de

ceux- i. Cessultatsfeotlojetdu Gee epotatuelleete p paatio.
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Abstract

Here, we present the draft genome sequences of a thermophilic Thermosipho strain member

of the Thermotogales order. This strain was isolated from an active chimney in a deep sea
hydrothermal vent, Rainbow site, located on the Mid Atlantic Ridge. This genome notably
contains a complete and expected functional CRISPR-cas system, classified as Classe I, Type llI-
A. Spacers were also found in 4 loci, no match with Marinitoga piezophila mobile genetic
elements were found whereas two spacers match with two new viruses of Marinitoga camini.

It suggests that this strain has already been infected by those viruses or other closely related

viruses.

Introduction

The bacterial order Thermotogales, consists of mesophilic (Nesbg et al., 2012; Ben Hania et
al., 2013) and hyper/thermophilic, anaerobic, chemo-organotrophic microorganisms (Bonch-
osmolovskaya, 2008). These bacteria are rod-shaped characterized by an outer sheath-like
envelope, the toga. This lineage is broadly represented in deep biosphere ecosystems and
deep-sea hydrothermal vents in particular. Phylogenetic analyses of 16S rRNA gene and 29
concatenated ribosomal proteins place Thermotogales as a sister group to Aquificales, and
consequently as one of the deepest branching order within domain Bacteria (Zhaxybayeva et
al., 2009; Hug et al., 2016). Genomes of this bacterial order contain numerous evidence of
lateral gene transfer and notably, CRISPR-cas systems are present in all Thermotogales
genome sequences (Nesbg et al., 2009; Zhaxybayeva et al., 2009). CRISPR-cas is a bacterial
and archaeal defense system against invading mobile genetic elements, with a wide

distribution in the prokaryotic domain. Indeed, approximatively 47% of analyzed prokaryotes
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encode CRISPR cas loci distributed in 87% of archaeal genomes and 50% of bacterial genomes

(not necessarily complete loci) (Makarova et al., 2015).

At the time of writing, over 80 completed and ongoing Thermotogae genome projects are
counted, comprised 10 of the 12 described Thermotogae genera (Pollo et al., 2015). Among
the eight Thermosipho species described (T. africanus, T. activus, T.affectus, T. atlanticus, T.
geolei, T. globiformans, T. japonicus and T. melanesiensis), only two complete genome

sequences are currently available (T. africanus and T. melanesiensis).

Thermosipho sp. AT1244-VC14 (hereafter referred to as Thermosipho sp. 1244) was isolated
from the hydrothermal site Rainbow (Portugal, Azores) in the Mid-Atlantic Ridge at a depth of
2275m. It was sampled from an active chimney in 2001 during the ATOS cruise. This rod-
shaped anaerobic thermophilic chemoorganotrophic bacterium grows optimally at 60°C
under atmospheric pressure and anaerobic conditions in a rich medium. Here we describe the
genome of Thermosipho sp. 1244 and study his CRISPR-cas system. The aim of this study is to

extend our knowledge about this genus and its relationships with mobile genetic elements.

Results and discussion

The chromosome consists in 1,818,555 bp in 34 contigs, with the longest contig size of 301,822
bp, and a G+C content of 31.2 %. No extrachromosomal element has been detected. On the
basis of the 16S rRNA gene sequence extracted from this genome, the closest strain of
Thermosipho sp. 1244 is Thermosipho affectus strain ik275mar (Podosokorskaya et al.,

2011)(99% identity, 99% query coverage, e-value 0).
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RAST server counted 1,851 coding DNA sequences (CDSs), 42 tRNAs and 5 rRNAs. The genome
comprises 70.1% of assigned putative functions, while the rest was annotated as encoding
hypothetical proteins. Several genes were identified and associated with resistance to toxic
compounds, as well as stress response to heat shock, or oxidation, which is coherent with the

environmental origin of the strain.

Clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPRs) are present in all
sequenced Thermotogales genomes (Zhaxybayeva et al., 2009), suggesting that
Thermotogales have been exposed to numerous viral infections. In this context, a transposase
and CRISPR loci associated with cas genes were found in Thermosipho sp. 1244 genome.
Twenty-eight different CRISPRs associated genes were annotated, including cas 1, cas 2, cas

3, cas 4, cas 6 and cas 10 genes. This system seems to be functional indeed all essential genes
were found in the genome (Makarova et al., 2015).

According to the Makarova classification (Makarova et al., 2015), this CRISPR cas system could
be classified as a Class 1, characterized by the presence of a multi subunit CRISPR-RNA-effector
complex (crRNA-effector complex). It also could be a good candidate for the Type Il (like other
sequenced and studied Thermosipho genomes, Haverkamp et al in prep.) because it contains
Cas10 Large Subunit (LS) involved in the target cleavage of the system and also protein
containing CARF domains which could be implicated in the regulation of the system.
Supporting the hypothesis of Type Il classification, several protein sequences involved in the
multiprotein cr-RNA effector complex were founded. Notably numerous Csm and Cmr which
are found in Type Il A and B CRISPR cas systems. Concerning the subtypes, it could be classified
in the Type llI-A, supported by the presence of casl, cas2, and cas6 genes (absent from 11I-B).

Important genes with their putative functions are summarized in the table 1.
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Table 1: Summary of important genes implicated in the CRISPR-cas system of Thermosipho sp.

1244

Protein Function

Endonuclease Casl Spacer acquisition

Endoribonuclease Cas2 Spacer acquisition

Endonuclease/helicase Cas3 Nuclease - helicase, possible implication in
the spacer acquisition and target degradation

Exonuclease Cas4, RecB family Possible implication in the spacer acquisition
and DNA reparation

Cas5, RAMP superfamily Process and/or pre-crRNA stabilization

Endoribonuclease Cas6, RAMP superfamily crRNA maturation and possible implication in
target degradation

Cas10, large subunit of type Il CRISPR-Cas Effector complex

systems, contains HD superfamily nuclease

domain

Csm2, small subunit Effector complex
Csm3, group 7 of RAMP superfamily Effector complex
Csm4, group 5 of RAMP superfamily Effector complex
Csm5, group 7 of RAMP superfamily Effector complex
Cmr3, group 5 of RAMP superfamily Effector complex
Cmr4, Cas7 group, RAMP superfamily Effector complex
Cmr5, small subunit Effector complex
Cmr6, Cas7 group, RAMP superfamily Effector complex
Csh2, Cas7 group, RAMP superfamily Effector complex
Csx1, contains CARF domain Effector complex

Interestingly, a plasmid (pMP1, carried by Marinitoga piezophila KA3) could propagate itself

in Thermosipho sp. 1244 using a viral capsid (molecular piracy of MPV1, the virus infecting
Marinitoga piezophila KA3(Lossouarn et al., 2015)). CRISPI server found 67 spacers in 4 loci.
Those spacers were blasted against the nr virus database and also specifically against the three
described Thermotogales viruses (MPV1, MCV1, MCV2). No perfect matches were shown but
two spacers show matches with MCV1 and MCV2 (85% of identity between spacer and viral

genes). These results could be an explanation for the impossibility for MCV1 or MCV2 to infect
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this strain. It also shows that this Thermosipho strain has already been infected by MCV1,
MCV?2 or a similar virus. No matches were found corresponding to MPV1 or pMP1 which is
consistent with the possibility for pMP1 to propagate itself in this Thermosipho strain.
Nucleotide sequence accession numbers.

Genome has been deposited at DDBJ/EMBL/ GenBank under the accession number X.
Materials and methods

Culture conditions

Thermosipho sp. 1244 was cultured at 60°C in a modified Ravot medium as previously
described (Geslin et al., 2003; Lossouarn et al., 2015). The medium was completed by adding
1% (wt/vol) elemental sulfur.

Genome sequence and annotation

The genome was sequenced by using a combination of the Illumina and lon Torrent platforms
with a genome coverage of 30 X.

The annotation was done with RAST server (Overbeek et al., 2014) and CRISPR cas system was
studied by CRISPI web server (Rousseau et al., 2009).
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X Présentation des travaux
Les familles virales sont aussi nombreuses que diversifiées et ne disposent pas de génes
a ueuso us o e I'ARN S pa eeple, e ui lesed patiuli e et
o ple es atudie dasleu esele.Na ois, gaealesso desvelles te hues
de séquencage haut débit, il est maintenant possible de produire et séquencer des viromes
ese ledegesviau d'u evio e et.
Peu de viromes sont disponibles dans les environnements marins profonds, ou la diversité
virale reste encore faiblement caractérisée (Williamson et al., 2008; Anderson et al., 2014;
Brum and Sullivan, 2015). Ces premiéres études montrent que la diversité virale semble moins
i potate uedasd’autesosst eso elaolo ed’eau pa e ele. Pa ailleu s,
de nombreux génes viraux découverts dans ces viromes ne montrent aucune similarité dans
les bases de données, mettant en évidence le manque de connaissances sur ces
evio e ets aisaussile fait'ils soietu se voii potatde ouveau gesa
explorer (Williamson et al., 2008; Anderson et al., 2014).
C'estdase otete u'u pojettasvesed ise plaecetelelLME etle LUBEM
(Laboratoire Universitaire de Biodiversité et Ecologie Microbienne) de Brest pour développer
U potoolepe ettatd'otei desvio espoveat dedivesevio e ets.
L'ojetif au LMBat de podei u vo e poveat de sdiets hdothe au
p ofo ds afid’e i hi les o aissa es sur ces environnements peu explorés. Au LUBEM,
I’'o je tif est dudie les ws psets das les e petoatios de patie tstxatdei
uovis idose pouieu o pedeleffetde® uautsviales p se teschezles

patients mais aussi leur impact sur les communautés microbiennes.
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Des cohortes de patients sains et de patients atteints de la mucoviscidose seront analysées
afi d’tudie les vaiatio s de populaticasegid'obtenir une vision globale de la présence
de celles-cidans!|” osst e o0 hopulmonaire humain.

Les thématiques de travail du LM2E et du LUBEM sont différentes tout comme les échantillons
a traiter. Néanmoins, la volonté commune d'otei de ouvellesdo es su des
o pati e tsviau p ove at denvironnements complexes a mené a la réalisation de ce

projet, permettant le partage des idées et des méthodologies. La base de ce projet était de
tester deux protocoles différents (basés sur les méthodes de purification virale utilisées dans
les deux laboratoires), 'y tat as su la filtatio et l'aut e su latipuvii un
g adietli aie d'iodiaol. Le ut tatd'li i e la ajoit de cellules tout en
conservant les virus présents.

L'o je tif dee t availtait de valide et @e alise u ptocole qui servira de base pour

I'o te tio de vib es.

X Origine des échantillons testés
Les sédiments hydrothermaux étudiés proviennent du bassin de Guaymas dans le Golfe du
Mexique, au large de la Californie. lls ont été échantillonnés dans le cadre de la campagne
océanique IFREMER « BIG » (Biodiversité a Guaymas) en Juillet 2010 et conservés a -80°C. Afin
d’'avoisuffisaetde at ielatudie, hatillosot t egoups.llspoviet
de 4 « horizons » différents, a partir de carottes échantillonnées a 4 profondeurs différentes
dans la couche sédimentaire (0 a 2 cm : 1 échantillon, 2 a 4 cm : 2 échantillons,6a8 cm : 1
échantillon etde 8 a 10 cm: 1 échantillon). Le pool contient donc 30 g de sédiments en
suspension dans du tampon (10 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 5 mM CaCl2, pH 8), pour un

volume total de 90 ml (soituneco e tatio d’'evio , g. I).
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Les expectorations choisies proviennent de patients des 2 sexes et de tous ages (de 18 mois

a 80 ans), par conséquent le pool étudié représente davantage un intérét technique du point
de vue de laat i e diffiille at s uueuse u'u it te ologie vale. Du fait de
la viscosité des expectorations, celles-ci doivent étre préalablement fluidifiées volume a
volume avec du Sputagest® Mast Diagnostic (contenant du dithiothréitol) pour pouvoir

p leve des voles o ets. Ce pool d’e pe to atio scestervés a -80°C.

X Micro-organismes et virus controles
Les échantillons ont ensuite été artificiellement chargés en particules virales et micro-
0 gais es o us et tits afi de les suiv e e talue sig atu es et deifie |'effait
desp oto oles test. Il s’agitota et de levu es Candida albicans), de bactéries
(Pseudomonas aeruginosa), de virus a ADN (le siphovirus MPV1 et un adénovirus) et a ARN

(rhinovirus).

Organisme chargé P. aeruginosa C. albicans Adénovirus MPV1 Rhinovirus
Concentration

finale dans Haute Basse Haute Basse Haute Basse Haute Basse Haute Basse
I’échantillon

Filtration 5,8.10e6 | 5,8.10e3 | 1,0.10e5 | 1,0.10e2

1,23.10e6|1,23.10e3]| 1,0.10e7 | 1,0.1024] 2,15.10e3 | 2,18.10e0

Gradient 5,24.10e7| 5,24.10e4| 8,0.10e5 | 8.0.10e2

Tableau 1 : Concentrations en microorganismes cibles avec lesquelles les échantillons ont été chargés

(en UFC/ml (unité formant colonie) ou TCID50/mL (tissue culture infective dose 50))



e Protocoles
‘ Projet Virome - Protocole Filtration Projet Virome — Protocole Gradient
Tampon TPV1 i édi
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chargé chargé
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Conservation a -80°C

Conservation a -80°C

Figure 1 : Schéma général du protocole « Filtration » (A) et du protocole « Gradient » (B) Master Lisa

Billard (juin 2015).

Afin de réaliser le suivi a la fois qualitatif et quantitatif, des contréles ajoutés, des gPCR ont

été réalisées aux différentes étapes du protocole. La technologie SYBR a été utilisée et la

spécificité de 'amplification a donc été assurée par I'analyse de la courbe de fusion (ou « Melt

Curve »). L'intérét, ici, n’est pas d’obtenir une quantification précise du nombre de copies

d’ADN, mais plutot de comparer les Ct (cycle seuil) entre eux, afin d’étudier I'impact de chaque

étape des deux protocoles étudiés sur I'enrichissement viral.
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Les défis majeurs résident en la conservation et la détection des virus, faiblement abondants
et fragiles. Les virus a ARN, les plus fragiles, sont ceux qui présentent le plus grand défi
te hi ue. Cestavau auelsj’ai pu palpe duat athse,losdel’'ade etdu
stage de Master 1 de Julia Sanchez, sont maintenant réalisés dans le cadre de la thése de Lisa
Billard au LUBEM (résultats présentés ci-dessous, Projet Virome porté par le Pr C. Payan et le

Dr S. Vallet, LUBEM).

X  Premier résultats

Un premier essai de séquencage haut débit (HiSeq 2X125 bp, GATC, 5 milions de reads) a été
réalisé su des hatillos d’e pe to atios atifelle et hags e vius et i o-
organismes contréles (cités ci-dessus Il s'agitdue pe i e tape alisesu des
échantillons bruts, non purifiés, mais chargés artificiellement avec les controles. Ainsi, les
extractions et rétro-transcriptions ont été menées sur ces échantillons bruts chargés afin
d’'o se ve lessultats d’'u sue cage su hatillo o tait.Ceséquencage permettra
par la suite de comparer ses résultats aux échantillons ayant subits les protocoles de
purifications, pour observer leur efficacité. Ces premiers résultats de séquencages hauts
d itsot ot uevio , % deseads o te us otdessilait save lesases de
données virales. Ces résultats concordent avec ceux obtenus dans la littérature (Losada et al.,
2015; Wang et al., 2016). Les quelques reads pour lesquels une assignation taxonomique a été
possile o espo detadesusaADNdoulei ,auu viusa ARNaputedtet

hormis des rétrovirus probablement intégrés au génome humain.
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Il s'agit e ajoit de at iovius appartenant a la famille Siphoviridae infectant des
bactéries habituellement retrouvées dans le systeme respiratoire des patients atteints de
mucoviscidose, mais aussi de quelques virus humains (Cystic Fibrosis Foundation, Patient

Registry, Annual Data Report 2012).

X Avancement des travaux

Apres ce premier essai, le protocole a évolué et la méthode retenue se déroule en 5 étapes.
Tout d'a o d, leshatillo ssotsoiuspou dtahe les patiles vales desat i es.
Ensuite ceux-ci sont centrifugés et filt s filt es, afi d'li i e la ajoit des i o-
organismes et particules présents. La  thode as e su I'utilisatide g adie ts,’a past
retenue car Sa ise e oeuv e est ddiie et les p ¢ s sultats de suivi @CR ’ taie t
pas concluant. Un traitement aux nucléases est aussi réalisé pour éliminer les acides

uliuesli es.Efi, ap sl'etatio, ue totranscription et une amplification
aléatoire (par SIA : sequence independant amplification) sont réalisées permettant une
meilleure détection des différents virus présents (Données communiquées et issues du travail
de master 2 et de these de Lisa Billard).
L'o je tif est ai te at de valide le p oto ole de patifi e tudiatles s ue es
issues d’hatillo s naturels (non chargés en micro-organismes et virus contréles) pour, par
la suite, appliquer ce protocole aux collections de sécrétions respiratoires de patients atteints
de u ovis idose. Caudes pe ett o t d’avou e eilleu e visio des populatieales
p setes das le i oiote des patiets et aepede I|'i pat des ite atios
potentielles entre les micro-organismes et les virus présents au sein de ce microbiote.
Les avancées de ce travail seront mises a profit, par le LM2E, afin de réaliser de nouveaux

vio es a patid’ hatillos hdothe au o ai ues p ofo ds.
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Les virus sont les entités biologiques les plus abondantes de la planete (Suttle, 2005). Cette
abondance est particulierement étudiée dans les océans ou ils sont un important réservoir de
ouveau ges. E effet, il est estiue lites d’eau de otie et
génotypes viraux et que 1 kilogramme de sédiment marin en comprendrait 1 million.
Na ois, aujoud'hui ee, ue gade patie de la diveisite este ie plo e
(Breitbart and Rohwer, 2005).
Par ailleurs, méme si la diversité locale des génotypes viraux est tres importante, il apparait
que celle- i est oi s lev e a | helle glo al@reitbart and Rohwer, 2005; Chow and Suttle,
2015). Diverses études en métagénomique montrent en effet que beaucoup de génotypes
viraux sont ubi uistes, etouv s das diff ets t pes d’ osst es et lieu
géographiquement éloignés, et ceci via le transfert des particules virales ou des provirus. Ce
ui vaie ete les osst esestl'aodae de haue g otpe, elleci étant
dépendante des conditions environnementales et des hotes présents (Breitbart and Rohwer,
2005; Brum et al., 2015; Paez-Espino et al., 2016).

Chez les bactéries et notamment chez les Thermotogae, il a été montré que les génomes
poveatdu etped'evb e etavaiette daea hage plus de geseta
ote plus de dlait s ue des go es issus d’'ewi e ets g ogaphue et
proches mais aux conditions physico chimiques différentes (Nesbo et al., 2015). En effet, dans
cette étude, des souches hyperthermophiles provenant de puits de pétroles et de sites marins
ota etde sou eshdothe ales situs das |'oa Pa ifi ue ou Atlatiueot t
comparées. Les résultats présentés montrent que les génomes provenant du méme type
d'evio e et puits de p t oles ou sites h d othe marins) ont tendance a montrer

plus de similarité et a échanger plus de genes que ceux qui sont géographiquement proches

aisissus d’'ew@i e e ts diff ets Figue .
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Figure 1 : Comparaison de 11 génome de Thermotoga maritima- like. Les génomes sont classés par
rapport a la position géographique du lieu ou ils ont été isolés (Océan Altlantique ou Pacifique) et par
rapport a I'environnement ou ils ont été prBlgtsgdeétrole ou site hydrothermale) (Nesbo et
al,, 2015).

Il semble donc que, pour les virus comme pour leurs hoétes, la distance géographique ne soit
pas un facteur limitant les échanges. Le méme constat a été réalisé lors de nos travaux
concernant la comparaison des trois génomes viraux issus de différentes souches de

Marinitoga.
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[. Deux nouveaux virus, MCV1 et MCV?2, isolés du phylum des Thermotogae et
comparaison avec MPV1
Ces trois virus infectent des bactéries appartenant au phylum des Thermotogae, phylum bien
représenté notamment dans les sources hydrothermales océaniques profondes. Néanmoins
ce phylum comprend aussi des micro-0 gais es et ouv s das d’aut eos st es hauds
patis su I'e seble de la planéte comme les sources chaudes terrestres, les puits de
pétroles, ou les sédiments pollués (Pollo et al., 2015). Malgré les nombreuses preuves de
transferts latéraux de génes dans les génomes de Thermotogae, peu d’l e ts gnétiques
mobiles ont été décrits pour cet ordre (Lossouarn, Dupont, et al., 2015). Ainsi les virus MPV1,
et maintenant MCV1 et MCV2, représentent les seuls virus décrits comme infectant une
bactérie appartenant a ce phylum (Lossouarn, Nesbg, et al., 2015). Ces trois virus, MPV1,
MCV1 et MCV2 proviennent de trois lieux géographiquement éloignés. MPV1 qui infecte M.
piezophila p oviet d’'u e soe h dothe ale oai ue p ofo de situe le loeglad
dorsale du Pacifique Est a 2630 m de profondeur (Alain et al., 2002). MCV1 et MCV2 infectent
deux souches de M. camini (respectivement DV1197 et DV1155) isolées de sites
hydrothermaux profonds situés dans le long de la dorsale médio-atlantique. M. camini
DV p ovie t du site Lu k st ike situ a u e p ofo deu de vi m et M. camini
DV115 provient du site Menez Gwen situé a une profondeur allant de 840 a 870 m (Colaco et
al.,, 1998). Néanmoins, ces souches thermophiles proviennent du méme type
d'evio e et, 'est a @ de sowes h d otbrmales océaniques profondes, notamment
caractérisées par de forts gradients physico- hi i ues,l’'ase edelu i eetue

importante pression hydrostatique.
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Ainsi, ces trois virus, malgré leur éloignement géographique, présentent de nombreuses
similarités comme décrit précédemment dans la partie résultats (Chapitre 3) de ce manuscrit.
En se basant sur des critéres morphologiques, ils ont été classés dans la famille Siphoviridae

appate at a 'od e & padu Caudovirales. Ce sont trois virus tempérés mettant un
ccuv e u le Isog i ue. lls patage t aussi de eusessiilaits g o i ues. lls
otie et tous u ADN doulé li aie d'ue taille allat d¢ a , k dot

’

I’0 gaisatio e odulesest se lale, de e ': réplication et transcription,
e apsidatio, asselage des ivis, Ise de I'hdte etod ie. U «ore genome »,
composé de 35 ORFs, a été identifié au sein des trois génomes. La majeure partie de ces ORFs
codent pour des protéines hypothétiques mais certains ont pu étre annotés. Parmi ces
protéines est retrouvée une protéine de structure : la protéine majeure de capside. Celle-ci
se let s osevepuisu’elle est silaie a plus de % daslestois @ es.Ue
autre protéine impliquée dans la fabrication des virions a aussi été identifiée avec une forte
si ilait % , il s’agit de la g a de-selié de la terminase. Les terminases virales sont
desez es ui eo aissetl'aideul i ue vial et pe ette t so e apsidatio das
les nouveaux virions (Feiss and Catalano, 2005) . La petite sous u idle la te i ase 'a pu
te idetifie das auu des @ es, il est possi u'elle soit pe te aistrop
différente de celles retrouvées dans les bases de données pour étre identifiée. Des protéines
impliquées dans le métabolisme des acides nucléiques font aussi partie de ce « core
genome », notamment une hélicase. Une résolvase de jonctions de Holliday de la famille
RusA a été identifiée dans les trois génomes viraux. Ces enzymes sont notamment impliquées
dans le processus de recombinaison homologue ou elles clivent les jonctions de Holliday liant
uat e i s d’ADNMacmaster et al., 2006). Une protéie de liaiso a PADNp&é bria

t ise e vide e sas pou autatue l’'o puisse ide tifie saffio .
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Une protéine impliquée dans la ise e ceuv e du le Iti ue est aussit ouv e, il s'agit de
la protéine holine qui permet la lyse cellulaire en créant des pores dans la membrane. Enfin

un régulateur de transcription semble étre partagé par ces trois génomes.

L'ide tifiatio dece core genome comprenant entre 45 et 65% des ORFs de ces génomes
viraux laisse supposer un lien évolutif entre ceux-ci, malgré la distance géographique qui les
sépare. Par ailleurs, ces travaux laissent aussi suppose la e e d’u e fo teo-évolution
entre ces virus et les Firmicutes ainsi que les virus les infectant. Des travaux portants sur les
transferts latéraux de génes vial'utilisatio ddo ateus powiet te effetus. E
placant des co-cultures de différents micro-organismes (comme par exemple des
Thermotogae portant des provirus et des Firmicutes, il se ait poskd d’'tudie lesfie tio s
potentielles ainsi que les échanges de genes entre les différentes especes via les éléments
génétiques mobiles tels que les virus. Différentes conditions pourraient étre testées (présence
ou o de vius, d’idutio , st ess... peetta t d'tudie su duoe te e jous les

interactions possibles et leurs effets.
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II. Thermotogae et CRISPR

Les Thermotogae ont été la cible de nombreux transferts latéraux de genes au cours de leur
évolution. Leur phylogénie particuliére et la composition de leurs génomes en portent de
nombreuses traces. En effet, ces bactéries thermophiles sont proches des Aquificales selon les

tudes seasat su I’ARN S etes protéines ribosomales. Néanmoins, elles présentent de
nombreuses similarités avec les Firmicutes mais aussi, dans une moindre mesure, avec les
archées (Zhaxybayeva et al., 2009; Gupta and Bhandari, 2011). Il est connu que les infections
virales sont des vecteu s ajeu s des t asfe ts ladu de g es. D’ailleu s, lo s daulde
des génomes viraux présentéedas e aus it, d’i po ta tes siilait s ave des @ es
d'aut es ph la o t ide tifi es et notamment avec des Firmicutes et les virus qui leurs sont
associés. Parmi les génes présentant des similarités avec ceux retrouvés dans les bases de
données et apres exclusion des « self-matchs » avec des Thermotogae, plus de 60% des ORFs
de ces génomes ont montré une similarité importante avec les Firmicutes ou leurs virus. Ces
résultats mettent en évidence une possible co-évolution entre les Firmicutes et les
Thermotogae. D’aut e pat,ela i pli ue aussi uelesvius pots pa es at ies
pourraient étre en grande partie responsable des nombreux transferts horizontaux de génes

o stats au seides at ies de l'o d e d&sermotogae. De maniére générale, il semble
gue, dans les sources hydrothermales profondes les transferts latéraux de genes soient plus

0 eu uedasdautesewvd e entsmarins. En effet, presque 60% des génomes
s ue s issus det osst e hdotheal potet des paogi D'aute pat, de
nombreux genes impliqués dans les transferts latéraux de genes (comme les intégrases) sont
retrouvés dans les métagénomes issus de ces environnements extrémes (Anderson et al.,

2014; Anantharaman et al., 2016).
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M esiauu ws 'avaitt ise vide e avat MPV, des p euvesfd'tions passées
avaient été détectées. En effet, des systemes CRISPR-cas ont été retrouvés dans tous les
génomes de Thermotogae séquencés a ce jour (Nesbg et al., 2009; Zhaxybayeva et al., 2009;
Pollo et al., 2015).

Le systéme CRISPR- as est u sst ede d fesedesat iesetahesoteli vasio
par des éléments génétiques mobiles et notamment les virus (Horvath and Barrangou, 2010).
Ces systémes sont trés répandus au sein des génomes bactériens en général, puisque 50%
deteeu eotie et,eteoeplusdaslesg esd'ahesuisot % apote
un systeme CRISPR-cas (Makarova et al., 2015). Il a aussi été décrit que ce systéme de défense
était particulierement important pour les thermophiles qui contiennent proportionnellement
plus souvent des systémes CRISPR-cas que les mésophiles (Sorek et al., 2008; Chellapandi and
Ranjani, 2015). Ils sont caractérisés par la présence de courtes séquences répétées entre
lesuelles sot$s s desspaes. Ces spae s sotdes paties dADNes @ ettat
la reconnaissance des éléments génétiques mobiles envahissant la cellule. Ces séquences sont
associées a des génes cas CRISPR asso iated se@e ui pe ettet l'iativatio des
acides nucléiques exogenes. llIs sont aussi utilisés pour classer les différents types de systemes
en classes, types et sous types (Horvath and Barrangou, 2010; Chellapandi and Ranjani, 2015;
Makarova et al., 2015). Les types | et lll sont les plus répandus. Chez les thermophiles les sous-
types les plus représentés sont les I-A, I-B, IlI-A et llI-B (Lange et al., 2013; Makarova et al.,
2015).

Lors de la caractérisation de MPV1, virus isolé de M. piezophila, il a été montré que le plasmide
pirate pMP1, également porté par M. piezophila, était capable de se propager dans la souche

AT1244-VC14 appartenant au genre Thermosipho (Lossouarn, Nesbg, et al., 2015).
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Ce ostat est patili e et it essat sahat ue des testsfd'tio pa pMP et
MPV1 ont été menés sur diverses souches de Marinitoga, plus proches phylogénétiquement
de leur hote naturel, mais ceci sans succes. Le plasmide pMP1 est donc capable de se propager
das u e sou he d'u gee diff e t de so hoéteitialThermosipho sp. AT1244-VC14. Cette
souche a été isolée de la dorsale médio- atla ti ue a de p ofo deu auiveau d'u e
source hydrothermale active. Les résultats montrant la capacité de propagation de pMP1 dans
cette souche Thermosipho sp. AT1244-VC14 (contrairement aux Marinitoga testées) ont
conduit au séquencage de celle-ci. Cette étude a permis de mettre en évidence la présence
d’'u sst e CRISPRas, comme pour toutes les autres souches séquencées de
Thermotogae. Ce s st e paait fo tio el puisu’il o tie t tous les ges  essaks a sa
ise e ceuv e.
Le processus de fonctionnement du systéme CRISPR-cas se déroule en deux grandes étapes
Figue . La p ei e estl'a uisitio du spae das lauelle so tpli u es les p ot es
as et as.lLosu’'u aide uliueeog eetedaslaellule, ila eo aissae
d'u otif PAMp otospae adjae tmotif) qui est adjacent au protospacer (spacer encore
das l'aide ul i ueeog e.Cettee 0 aissa e pe etdelive le p otospae pou
esuitelitge ete s ue es ptes dulousCRISPRLase o de tapeest
I'i te f e e ave l’aid nucléique exogéne. Lorsque ce dernier est reconnu par le systéme
de défense, il y a transcription de la séquence CRISPR correspondante. Le produit généré
correspond a un long transcrit précurseur appelé pre-crRNA qui est ensuite modifié pour
donner le crRNA CRISPR RNA. L'edoede as estotaet i pliue das e
p o essus. LeRNA atu e s’assoie e suite a @bverstéines cas (notamment les

protéines issues des génes cas10, csm et cmr pour le type Ill) pour donner un complexe stable.
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CRISPR-

C'este o0 plee uivasef alaideul i ueeog epou pe ett e sad g adatio

(Horvath and Barrangou, 2010; van der Oost et al., 2014; Rollie et al., 2015).
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Figure 2: Schéma du principe de fonctionnement générale d’'un systanmia fR)GER:
partie du schéma représente l'acquisition d'un nouveau spacer et la seconde partie représe

I'interférence avec un acide nucléique exogéne. Les genes cas et leurs produits protéiques sont col
selon leurs fonctions (jaune) acquisition du spacer, (rose) mise en place (« processing ») du crRNA,

(bleu) assemblage et stabilité du complexe effecteur, (violet) dégradation de la cible. Les éléments gris

sont des produits qui ne sont pas issus des génes cas. Le génome viral est vert et le protospacer est

symbolisé par un rectangle vert sur celui-ci.
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Le systeme présent dans la souche Thermosipho sp. AT1244-VC14 peut étre classé comme
systéme de Classe 1, type llI-A (Makarova et al., 2015). Le génome contient en effet le géne
signature de la classe Il : cas10 (grande sous unité). Le séquencage a aussi révélé la présence
des deux genes signatures des types llI-A et IlI-B, respectivement csm2 et cmr5. Les génes
codant pour les protéines cas5 et plusieurs protéines du groupe cas7 (comme cmr4 ou cmr6)
ont aussi été identifiés et font partie des éléments retrouvés dans tous les CRISPR-cas IlI-A et
I1I-B. Néanmoins la présence des genes casl, cas2 et casb, classe ce systeme dans le type IlI-A
car les autres systémes de types lll ne contiennent généralement pas ces genes (Makarova et
al., 2015).
Les spacers contenus dans ce systeme ont été étudiés notamment grace au server CRISPI
(Rousseau et al., 2009). Auu ath 'at ide tifi pou MPV et pMPe ui estoh ent
avec la possibilit d’ife tio delasouhepas| etsg tiues oiles.Paote,
matchs au dessus de 85% de similarités ont été retrouvés pour MCV1 et MCV2. Ce constat est
oh et ave I'i possiilit pou esvius d'ifete Thermosipho sp. AT1244-VC14.
Toutefois, nous ne pouvons conclure que la non-infection soit le seul fait de la présence de
ces séquences spacers. Ceci met aussi en évidence que cette souche de Thermosipho a sans

doute déja été en contact avec ces virus ou des virus proches de ceux-ci.
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III. Importance de la lysogénie et virome
L'i potaedelabog iedaslescsalogte pst sousstimée du fait des moyens
de détection utiliséset Ui o sistaietg ale ete l'utilisatio de plage deds.Par
ailleurs, le faible nombre de bactéries et archées cultivables (moins de 1% de la diversité
esti e etl'ase edeges a ueusausedesgo esvau o el’ARN Spa
ee ple edetl’e ploatio deette dive sito plee. Na oi s, laapide voludion
des méthodes de séquencage a pe isd’'oteide pluse plusdeg esdeat ieset
d’'a h es ais aussi deuveau tag o esviau appek vio es. M e sil reste des
d fis ajeu s das I'e ploitatio deu -ci, ils permettent une meilleure compréhension et
une vision plus globale de la répartition des virus dans les environnements (Brum and Sullivan,
2015; Chow and Suttle, 2015; Paez-Espino et al., 2016).
I y a encore peu de viromes disponibles au niveau des environnements marins profonds.
Na ois, uelues tudes ajeuesotpeisde ettee vide el'aoda eetla
diversité des génomes viraux dans ces environnements (Williamson, Rusch, et al., 2008;
Anderson et al., 2014). Les études menées sur des métagénomes par Williamson, Anderson et
leurs collabo ateu s o t aussi pés de ett e e vide el'i pota e de ladog iedas
les sources hydrothermales océaniques profondes. En effet, il apparait que ce cycle viral serait
plus padudas etped osst ehdothe al ai uedaslaolo e d’eau. Ai
dans ces conditions extrémes les virus auraient tendance a rester intégrés de facon stable
dans les génomes cellulaires (Williamson, Cary, et al., 2008; Williamson, Rusch, et al., 2008;
Anderson et al., 2013, 2014). La prépondérance de virus tempérés au niveau des sources
hydrothermales, notamment révélée par des études métagénomiques, peut étre considérée

comme une stratégie de survie face aux conditions environnementales extrémes et variables.
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Sachant que la dégradation des virions en environnement marin profond (viral decay) est
importante (pour MCV1, survie de moins de 5 heures hors de son héte), il parait cohérent que
les virus ont plus deha es de su vie a Iti ieu de leu hote plutdi’'a I'etieu. E
restant intégrés dans les génomes cellulaires les virus se pr U isse t de |la posHit d'te
d gadss’ilse t ouve t pas u aut e hote feite apide e t. lls pouaie t aisi te
aussi protégés du broutage et des conditions environnementales difficiles (Paul, 2008). Cette
relation de type lysogénique peut étre vue comme symbioti ue puisu’elle appo te aussi des
fi es a I’h6te ui po tele p ovius. E effet, I'adaptatiode la ellulea so
environnement (fitness) peut en étre améliorée et des échanges de génes menant a une
eilleu eo p titivit das'evio e et peuvet étre mis en oeuvre. Le fait de porter
u povius of eaussial®lluleu tped’i uit otelesauteswuspohesde
celui qui est intégré dans son génome (Paul, 2008; Breitbart, 2012). Les virus découverts dans
ces métagénomes portent aussi souvent des genes appelés AMG (Auxiliary Metabolic Genes,
soitg es au iliaés du taolis e, e ui ofotel’'hpothsed'u fie ipoue
entre les deux entités (Anderson et al.,, 2014; Rosenwasser et al., 2016). Ces genes sont
impliqués dans le métabolisme énergétique, notamment ceux du soufre et du méthane mais
aussi dans la biosynthése des acides aminés et la réplication/réparation/recombinaison de
I’ADNAnderson et al., 2014; Anantharaman et al., 2016).
C'estdase otete u'u pojettasvesed ise plaeceteleLME etle LUBEM
(Laboratoire Universitaire de de Biodiversité et Ecologie Microbienne) de Brest pour
d veloppe u potoole pe ettat d'otei des vio es poveat de dives
evio e ets. Au LME, l'ojetif est de pedui vio e a pati de sdiets
hydrothermaux profonds pour élargir les connaissances sur les communautés virales

présentes dans ces environnements peu explorés.
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Au, LUBEM I'0 je tif est tludie leso u autsvialespsetesdaslei oiotede
patie ts attets de u ovis idose afd’'otei ue eilleueo p hesio deli pat
de ces communautés sur les patients ainsi que sur leur microbiote.
J'ai patiip ,vial’e ad e e t du stage daaste de Julia Sa hez, a lise e plae d'u
premier protocole. Ces travaux portés, par le Pr Payan et le Dr S. Vallet se poursuivent
maintenant dans le cadre de la thése de Lisa Billard au LUBEM. Le protocole pour produire un
vio e este passed’e isau pot. Il pe ettaaisidoteides hatillosoula
majorité des cellules sont éliminées tout en conservant au maximum les particules virales
présentes. Le séquencage des échantillons permettra de mettre en évidence les virus présents
dans les divers échantillons traités et ainsi améliorer notre compréhension de leur impact dans
les environnements étudiés.
C'est das etted a i ue u'au LM E, deouveaux échantillons hydrothermaux marins
profonds vont étre étudiés via une approche de métagénomique. En effet, afin de prospecter
la biodiversité des écosystémes extrémes, des membres du laboratoire embarquent
régulierement a bord de navires océanographiques pour des campagnes a la mer. Les
échantillons issus de ces campagnes océanographiques permettront donc de réaliser de
nouveaux viromes, en bénéficiant du travail mené en amont. Cette approche permettra
d’ te d e nos connaissances sur le mobilome abyssal, qui reste encore a ce jour assez
0 Uu. Aisi, e tpe dtude peet d’'avoia s a ue visio gloale dlesets
génétiques mobiles p setsdasl'evio e et. Na ois, il estepi odiald’
associer des travaux de caractérisation de nouveaux modeéles hotes virus. Ces travaux
permettront de faire le lien entre les hotes et les EGMs qui leurs sont associés et de fournir de

ouveau od les pe ettatd’ei hi les asesdedo ese s ue es o ues.
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IV. Vésicules membranaires et détoxification

Les vsiules e aaies MVs fot patied'u plusgadesdeappel oilo e
(comprenant les virus, les plasmides, les MVs, lesGTAs, les t a sposo s..lles Bont
nombreuses notamment dans les océans ou leur abondance a récemment été estimée a
10°/10° MVs/ | d’eau dee (Scanlan, 2014). La production de vésicules membranaires est
un mécanisme universel de communication cellulaire, connu chez les eucaryotes et les

at ies sophiles 6le das le tasfet de tesj d’'agets duou sesig, de
fateu s de pathog it , t asfe ts d’ARN et d’ADMN; dans la défense contre les attaques
viales...mais trés peu documenté chez les bactéries thermophiles et les archées (Scanlan,
2014; Jagannadham and Chattopadhyay, 2015; Lossouarn, Dupont, et al., 2015).
C'est los de dives essatu tio viale au tau loudsu’a t d ouvete la
production de MVs chez la souche Marinitoga camini DV1197, héte du virus MCV1.

| itiale e t, I'0 je tif tait d'duie la p odutio &@ie gae a des fateus de stess
evio e etau stesspouvate atuelleetp setsdasl'evbo e etoula
souche a été isolée). En effet, les inductions étaient, jusu’alo s, alises a l'aide d'u
antibiotique, la mitomycine C. Hors, cet antibiotique ne représente en aucun cas un stress
evio e etal C'esta patile e o stat ue ous avo s essa d'duie la p odction
viale a I'aidede diff ets tau louds atuelleet p sets das lessou es
hydrothermales profondes. Le cadmium, le zinc, le cuivre et cobalt ont été testés a diverses

o etatios de I'od @u mM) sur les cultures en début de phase exponentielle. Les
échantillons induits ont ensuite été concentrés et observés en MET (Figure . C’'est alo si’a
été découvert non pas une induction de la production virale mais une forte production de MVs

e atio al'ajout deuiv e et daad iu
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Pour que cette production soit induite, il a fallu utiliser des concentrations en métaux
beaucoup plus importantes (0.5 mM) que celles généralement mesurées dans
I'evio e et de I'od e deMm, (Charlou et al., 2000)). Néanmoins, ces concentrations
atu elles e tau peuve t vaie d'u site a I'audig aussi da s le ps, et les fateu s

de stress déclenchant ces réactions de défense peuvent donc étre multiples.

Figure 3 : Observation en microscopie électronique de MVs produites par M.camini DV1197 suite a
I’ajout de métaux lourds. Concentration de MVs suite a laajoutndé de cadmium (b) 0,1 mM

de cuivre.

L'u desdles dees MVs est d’e te ou de suest e desol ules to iues. Elles so t
par exemple, impliquées dans un mécanisme de détoxification du fer chez divers eucaryotes,
notamment des plantes ou des protozoaires en séquestrant celui-ci dans de petits
compartiments intracellulaires (Slavic et al., 2016). Chez les bactéries, elles peuvent étre
impliguées dans la résistance aux antibiotiques ou aux désinfectants (Jagannadham and
Chattopadhyay, 2015). Dans les océans, elles peuvent participer a la détoxification de divers
métaux lourds tels que le cadmium chez des crustacés ou des mollusques (Sterling et al.,

2007).
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Au niveau des sources hydrothermales profondes, il a été montré que divers symbiontes
pouvaie t, g ae a la p odu tio de MVs, getleu s hotes de I'a ulatio to iue de
composés soufrés tout en utilisant celles-i 0 e sto kage deé gie(Pflugfelder et al.,
2005; Eichinger et al., 2014). Les MVs contenant du soufre (aussi appelées globules de soufre)
est un phénomene décrit de longue date et bien connu chez les bactéries (Dahl and Prange,
2006). Ce type de MVs a aussi été retrouvé hez des a h es de I’'o d e d@ermococcales
provenant de sources hydrothermales profondes, environnement riche en composés soufrés
et en divers composés toxiques (Gorlas et al.,, 2015). Dans ce cas aussi, les MVs seraient
impliquées dans un mécanisme de détoxification.

C’est da se o te te ue I’h poth seefon laquelle ces vésicules produites en réaction a
I’ajout de tau seaietu sstededtoifatio at ise. D'aut es tests o t
de ettee vide eue podutio de MVshez des sou hes d’a h es tha og es
(Post-doctorat de Samuel Dupo t, Th se de Saah Tou . D’aut e pat, il se le ait ue
lorsque cette production de MVs est déclenchée, tant chez les Thermotogae que chez les
archées méthanogenes, celle-ci inhibe la production de particules virales. En effet, lorsque de
nombreuses MVs so t 0 se v es e MET suite a I'ajout desu , t s peu, vad aucune
pati ule vale "est d te te. Il est do possile ue es p odu tio s soie tgul esvia un
effet potentiellement antagoniste.

Afin de poursuivre |'effo t deaat isaton de nouveaux éléments génétiques mobiles
(EGM) issus des sources hydrothermales profondes au laboratoire de nouvelles études vont
étre réalisées notamment via la thése de Sarah Thiroux débutée en octobre 2016. Celles-ci
porteront sur la production de MVs ainsi que leur potentielle implication dans la détoxification
des tau.lls'agia otaet d'ep ie espa speto tiede asse(ICP-MS)

pe ettatl'aalse duoteudesvsulese tau louds



Discussion et perspectives 228

Ces expériences permettront de vérifier la présence des métaux au sein des MVs et ainsi de
valider leur implication dans un mécanisme de détoxification. La présence caides u | i ues
dans les vésicules sera aussi recherchée afi d’ tudie leu pote tiellepliatio das les
tasfets latau de ges et do I'volutio deso uauts i oie es ui les
produisent. Enfin, des analyses en microscopies seront réalisées. Celles-ci auront pour objectif
de o afte l'iflue e des MVs su lede tio s viales et lesteractions possibles entre
ces différents éléments.

Par ce nouveau projet nos connaissances sur la diversité moléculaire des éléments génétiques
mobiles (EGMs : virus, vésicules, plasmides) seront améliorées. Cela permettra également de
comprendre leurs impacts sur les communautés microbiennes (adaptation, détoxication,
évolution) mais aussi plus globalement leur influence sur les écosystéemes chauds ol encore
top peu de daes sot dispolés a I'heu e atuelle. ,kdé études pourront aussi
mettre en évidence le potentiel biotechnologique de ces EGMs (transfert des toxines, de

tau lou ds, d’'aidesi | i ues... .
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De nouveaux systemes hotes-virus associés aux sources hydrothermales profondes
Coraline MERCIER

Résumé : Nos connaissances sur la diversité virale associée aux micro-organismes présents dans les sources
hydrothermales océaniques profondes restent encore limitées. Seules quelques études concernant I’
I'impact de cetixur la mortalité microbienne dans ces écosystémes sont disponibles. En effet, seuls 6 bactériovirus

et 2 archéovirus provenant de ces écosystemes ont été caractérisés a I’heure actuelle. Les deux arcl
des archées anaérobies hyperthermophiles appadtedaritharthoroccales et ont été décrits au laboratoire.

Afin d’étendrenos connaissancesur la diversitévirale associéeaux micreorganismes colonisant ces
environnements, il a été décidé d’élargir les recherches a |’ordrEhbactiégiges d&s ordre bactérien est
composé de bactéries chimio-organotrophes anaérobies en majorité thermophiles ou hyperthermophiles. De nombreux
transferts latéraux de genes ont contribué a I'histoire Bxahdatgalekesipposant une forte implication des

virus dans celle-ci. Ces travaux de thése ont permis la caractérisation fonctionnelle et génomique de deux nouveaux
siphovirus, MCV1 et MCV2, infectant deux souches de Marinitoga camini. Ces souches ont été isolées de deux sites
hydrothermaux profonds (Menez Gwen et Lucky Strike) au niveau de la dorsale médio-atlantique. Ces virus mettent

en ceuvre un cycle lysogénique avec une production basale sans induction relatiwetioesimbaube (>10
comparaison de ces deux génomes viraux a celui de MPV1, virus précédemment isolé de Marinitoga piezophila, a été
réalisée, révélant la présence de nombreuses similarités. Un core genome de 35 ORFs partagé par ces trois génomes a

été identifié, incluant des protéines impliquées dans le métabolisme eablABDiks Nassns et le cycle
lysogénique. Des protéines hypothétiques ont aussi été identifiées parmi ces génes communs, elles portent donc
probablement des fonctions importantes pour ces bactériovirus. Par ailleurs, 60% des génes de ces virus ayant une
correspondance dans les bases de données, aprés exclusion des Thermotogales, partagent des similarités avec les
Firmicutes et les bactériovirus qui leurs sont associés. [e génome d’une dler@notogales, Thermosipho sp.
AT1244-VC14 a été étudié ainsi que son systeme CRISPR-cas. Ces résultats indiquent que cette souche, qui porte un
systéme CRISPR-cas qui semble complet et fonctionnel, a probablement déja été infectée par MCV1, MCV2 ou un

virus similaire. Ces travaux permettent d’étendre nos casmai&savits portés par les bactéries du phylum
Thermotogae, encore peu décrits a ce jour. Les éléments génétiques mobiles associés a ce phylum sont
particuliérement intéressants car ils ont probablement eu un impact important dans I’évolutinmgeiées c
microbiennes ainsi que dans leur adaptation aux conditions physico-chimiques extrémes et fluctuantes présentes dans

les écosystemes qu’elles colonisent

Mots clés : bactériovirus, Thermotogales, sources hydrothermales profondes, éléments génétiques mobiles, océans
profonds.

New host-virus systems from deep sea hydrothermal vents

Abstract : Our knowledge of the viral diversity associated to microorganisms inhabiting the deep-sea hydrothermal

vents is still limited. Only a few studies have focused on viral abundance and impact on microbial mortality within

these ecosystems. A limited number of viruses (6 bacterioviruses and 2 archacoviruses) were isolated from these
environments and characterized. Two viruses associated to hyperthermophilic anaerobic Archaea, from the
Thermococcales order, have been described in our laboratory. In order to deepen our knowledge on the viral diversity

of these extreme environments, we have extended our investigation to the bacterial order of Thermotogales. This order

is composed of anaerobic chemoorganotrophic bacteria that are, for the most part, hyper/thermophilic. Numerous
lateral gene transfers have contributed to the evolutionary history of the Thermotogales, implying the potential
involvement of viruses. Here, we will report the characterization of two new siphoviruses MCV1 and MCV2 that
infect two strains of Marinitoga camini. Those bacterial strains were isolated from two deep-sea hydrothermal vents

sites (Menez Gwen and Lucky strike) in the Mid Atlantic Ridge. These viruses are temperate with a high basal
production of virions (>10" virions/mL). Comparative genomics with MPV1, a virus isolated from M. piezophila, was
performed and show that those bacterioviruses share numerous similarities. A set of “core genes” shared by all thes
three viruses was identified and includes proteins involved in DNA metabolism, head and tail assembly and lysogenic
cycle. Shared hypothetical proteins were also identified, suggesting that these unknown proteins probably provide
important functions for these viruses. Interestingly, for genes with blastp matches in Genbank, over 60% have their

top matches, outside the Thermotoga, to genes from Firmicutes and bacterioviruses associated to Firmicutes. We also
analyzed the genome of Thermosipho sp. 1244 and studied his CRISPR-cas system. Our results indicated that this
Thermosipho strain, with a complete and functional CRISPR-cas system, had already been infected by MCV1, MCV2

or a similar virus. The analyses presented here extend our knowledges about these newly discovered viruses in the

deeply branching bacterial phylum Thermotogae. This bacterial order and associated mobile genetic elements are
significant for addressing long-term evolutionary adaptation to fluctuant and extreme physicochemical conditions.

Key words: bacterioviruses, Thermotogales, deep sea, hydrothermal vents, mobile genetic elements.
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