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INTRODUCTION



L’introduction générale de ce manuscrit se compose naturellement de trois parties

correspondant aux trois éléments du sujet de cette these.

En guise d’introduction il m’apparait important de poser comme point de départ
I’arbre phylogénétique (presque) universellement accepté du vivant proposé par Woese en
1987 (Woese 1987). Je parlerai ensuite de la question de I’enracinement de cet arbre, de la
nature du dernier ancétre commun universel (LUCA) et des incongruences des phylogénies
moléculaires en fonction de la nature de la molécule étudi¢e. Cela me permettra de discuter du
concept de «transfert horizontal de géne » et de I’importance supposée des éléments

génétiques mobiles, dont les Virus, dans ce phénoméne.

J’en viendrai ensuite a parler dans une seconde partie de ce qui me semble étre les
« oubliés » des Sciences de I’Evolution : les Virus. J’aborderai brievement leur découverte et
I’historique de leur étude, puis leur extraordinaire diversité. Je discuterai de 1’état des
connaissances concernant leurs modes d’Evolution et la relation évolutive hote/parasite. J’en

arriverai ainsi a poser la question de leurs impacts sur I’Evolution de leurs hétes cellulaires.

Finalement dans une troisiéme partie je discuterai du réle précédemment abordé des
Virus dans un cadre particulier, celui de I’Evolution de 1’appareil de réplication de I’ADN. 1l
sera question du pourquoi de I’étude de la réplication plutdt qu’un autre systéme, et en
particulier des profondes différences entre le systéme de réplication des Bactéries, d’une part
et des Archaea et Eucaryotes, d’autre part. J’en viendrai ensuite a expliciter les différentes
hypothéses proposées pour rendre compte de cette observation et en particulier 1’hypothése
fondatrice de cette thése proposée par Forterre en 1999 (Forterre 1999) qui postule un
remplacement massif de geénes cellulaires par des genes viraux non-homologues dans les

différentes lignées.
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CHAPITRE A

L’arbre universel du vivant.



I.  Brefs rappels historiques

On peut estimer que la premiére classification phylogénétique proposée pour représenter
I’histoire de la vie, remonte a 1866 avec la publication par Ernst Haeckel de Generelle
Morphologie (figure 1) (Haeckel 1866). En plus des 2 régnes traditionnellement reconnus

(Plantae et Animalia), Haeckel y adjoint un troisiéme, Protista, regroupant la plupart des

microorganismes.
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Figure 1 : Phylogénie extraite du Generelle Morphologie (Haeckel 1866).



Pour construire cet arbre, Haeckel se base sur l'existence des preuves matérielles de
I'évolution : les fossiles. Cette phylogénie représente donc une généalogie des espéces,
passant par différents "grades", pour finalement aboutir aux espeéces actuelles.
Malheureusement la pauvreté des archives paléontologiques limite considérablement la
reconstruction des phylogénies avec cette méthode. Pendant plus d'un siecle les différentes
phylogénies proposées par Haeckel ne vont pas, a quelques exceptions prés, connaitre de
modifications. Il faut attendre les années 60 pour que la reconstruction phylogénétique
connaisse de profonds bouleversements méthodologiques avec 'avenement de la systématique
phylogénétique (Hennig 1966). Willy Hennig introduit une nouvelle facon de concevoir et
d'utiliser le concept "d'homologie". L'homologie peut se définir comme les ressemblances
existant entre différentes especes en raison de leur ascendance commune. Un caractere
homologue connait deux états, un état "primitif" ou un état "dérivé" (figure 2). Avec
I'approche Hennigienne (cladistique) c'est uniquement le partage d'un caractére "évolué" entre
différentes espéces (ou synapomorphie) qui est signe d'une parenté étroite. Tout les taxas issus
d'un ancétre commun partageant une synapomorphie forme un groupe monophylétique (figure

2).
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Figure 2 : Phylogénie des Reptiles et Oiseaux. Au sein du groupe indiqué en pointillé, la plume est un
caractere dérivé (synapomorphie) et 1'écaille un caractere primitif. Cette synapomorphie permet de
former un groupe monophylétique regroupant tous les oiseaux.

Toutefois 1’utilisation de caractéres morphologiques ou biochimiques trouve rapidement ses
limites quand il s’agit de comparer des organismes trés divergents, surtout avec les

microorganismes. Les naturalistes se heurtent a I’impossibilité de reconnaitre des caractéres



homologues entre tous ces organismes, ce qui entraine d’importantes difficultés pour proposer
et L. Pauling (Zuckerland et Pauling 1965) ont l’idéEutiliser pour la premiére fois des
caracteéres moléculaires pour construire une phylogénie. En utilisant les séquences primaires
d’une protéine, la chaine B de 1’hémoglobine, ceux-ci proposent la premiére phylogénie
moléculaire des vertébrés qui est trés similaire aux phylogénies obtenues avec des données

morphologiques ou paléontologiques.

En quelques années les phylogénies moléculaires basées sur différents génes ou protéines se
multiplient et prennent un essor considérable avec la mise au point des techniques rapides de
séquencage de I’ADN (Sanger et al. 1977). La révolution apportée par les phylogénies
moléculaires va connaitre en 1977 un tournant décisif avec la publication de la premiere
phylogénie moléculaire universelle du vivant par Carl Woese (Woese et Fox 1977). Les
auteurs identifient un caractére homologue ubiquiste a tous les organismes: I’ARN
ribosomique 16S/18S. Les auteurs sont 8 méme de proposer une classification universelle du
vivant en comparant les profils de migration sur gel d’électrophorése bidimensionnelle des
hydrolysats obtenus, a partir des ARN de différents organismes, en traitant cette molécule
avec la ribonucléase T1. Avec le développement des techniques de séquencage de I’ADN, les
régions du génome transcrites en ARN ribosomiques pourront ensuite étre séquencées ce qui

améliorera le degré de résolution des arbres (Woese 1987).
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II. Les trois domaines du vivant

Les travaux de Woese sur I’ARN 16S/18S ameénent une découverte surprenante qui va
profondément bouleverser notre conception de 1’origine et de I’évolution de la vie sur terre :
celle de I’existence de deux lignées procaryotes totalement distinctes et non d’une seule
comme on le pensait jusqu'alors (figure 3) (Woese et Fox 1977). Woese propose alors de
définir deux nouveaux groupes :

= D’une part, les Eubacteria, qui regroupent la plupart des bactéries répertoriées

jusqu’alors (cyanobactéries, bactéries a réaction de Gram positive ou négative).

= D’autre part, les Archaebacteria, qui regroupent principalement les bactéries

méthanogenes. Elles représenteraient, selon Woese, le type procaryote ancestral du
fait d’un métabolisme compatible avec I’atmosphére de la terre primitive

(réduction anaérobie du dioxyde de carbone en méthane) .
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Figure 3 : L’arbre universel du vivant basé sur 1’analyse des séquences de I’ARN ribosomique
(Woese 1982).
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Par la suite de nombreux autres procaryotes non méthanogénes se révéleront appartenir a ce
groupe (Barns et al. 1996 ; Woese et Olsen 1986). Leur étude aboutira a la reconnaissance de
2 phyla majeurs au sein des Archebacteria : les Euryarcheota regroupant les halophiles, les
méthanogeénes, certaines thermoacidophiles et hyperthermophiles; et les Crenarcheota
regroupant surtout des thermoacidophiles et des hyperthermophiles. Le séquencage d’un
nombre sans cesse croissant de séquences ribosomiques ne remettra pas en cause cette vision

des choses (Figure 4). En outre, ces résultats seront confirmés par la plupart des phylogénies

moléculaires basées sur des marqueurs protéiques (Matte-Taillez et al. 2002) .
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Figure 4 :L’arbre universel du vivant basé sur les séquences de I’ARN 16S/18S. La racine a été placée

au sein des Bactéries (d’apres Pace 1997)
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Ces premiéres phylogénies moléculaires universelles vont également permettre de mettre un
terme a un vieux débat concernant 1’origine évolutive des organelles (mitochondrie et
chloroplaste). Puisque les séquences d’ARN 16S des plastes et des mitochondries se placent
dans Dl’arbre au sein des Eubacteria cela supporte trés fortement 1’idée d’une origine
endosymbiotique pour ces organites (Eubacteria « phagocytée » par un Eucaryote primitif)
(Margulis 1971). Les mitochondries dériveraient d’une a-Protéobactérie (Gray 1998) et les
plastes d’'une Cyanobactérie (Woese 1975). Un nombre croissant d’études basées sur des
geénes nucléaires et mitochondriaux ont confirmé ces relations de parenté, étayant, en outre,
I’idée d’un éveénement unique d’endosymbiose d’une part pour la mitochondrie (Gray et al.
1999) et d’autre part pour le chloroplaste (Moreira et al. 2000). Toutefois, I’histoire évolutive
de ces organites semble avoir suivi un chemin particuliérement chaotique avec de nombreux
évenements d’acquisitions secondaires ou tertiaires d’un organite photosynthétique
(phagocytose d’un eucaryote déja pourvu de chloroplastes)(Moreira et Philippe 2001). De
plus, de nombreux événements de pertes secondaires de la mitochondrie ou du chloroplaste
ont pu étre mis en évidence. En effet, certains protistes amitochondriaux possedent dans leurs
génomes des geénes typiquement d'origine bactérienne et non Eucaryote, trés probablement
hérité de l'endosymbiose d'une organelle. Cette organelle ayant secondairement été perdues
mais certains genes seraient resté conservé. C'est par exemple le cas de la protéine HSP70
chez Trichomonas vaginalis (Germot et al. 1996) (Figure 5). Ce cas de figure a aussi été
documenté pour la perte secondaire de la mitochondrie, par exemple chez les Microsporidies
(Williams et al. 2002), ou du chloroplaste, par exemple chez les Trypanosomes (Hannaert et

al. 2003).

Ainsi, la phylogénie moléculaire peut permettre, non seulement de retracer l'histoires des
organismes, mais aussi d'inférer 1'histoire évolutive de certaines caractéristiques biologiques,
comme le devenir des organelles ou, comme nous allons le voir dans la prochaine partie, la

nature du LUCA.
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Figure 5 : Arbre phylogénétique de la protéine HSP70 chez les Bactéries et les organelles,

raciné avec leurs homologues Eucaryotes. Le protiste amitochondrial Trichomonas vaginalis

posséde une HSP70 indiquée en gras qui se positionne au sein des HSP70 de mitochondries.

Cette signature moléculaire indiquerait que ce protiste a possédé, puis perdu une mitochondrie

au cours de son histoire évolutive. Tiré de Germot et al. 1996.
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III. La racine de I’arbre universel et 1a nature du dernier
ancétre commun universel (LUCA)

L’arbre universel du vivant, basé sur les séquences d’ARNr 16S/18S, ne posséde pas
de groupe extérieur ; cet arbre est donc impossible a raciner, et ’ordre d’émergence des
différents domaines ne peut donc pas étre déterminé. Néanmoins, en se basant sur le fait que
les Archéobactéries colonisent surtout les milieux extrémes (en particulier les environnements
trés chauds dont certains auteurs estiment qu’ils correspondaient aux conditions qui
prévalaient sur la terre primitive) de nombreux chercheurs, dont Carl Woese, ont pu penser
que les Archéobacteries constitueraient le type ancestral : le LUCA serait donc procaryote et

hyperthermophile.

a. L’enracinement de I’arbre universel

Pour contourner le probléeme de I'enracinement d'un arbre, Schwartz et Dayhoff
(Schwartz et Dayhoff 1978) proposent d’utiliser des geénes déja dupliqués (geénes paralogues)
chez le dernier ancétre commun a tous les organismes concernés, c’est a dire avant la
spéciation ayant conduit & I’émergence de tous ces organismes. La phylogénie de ’un des
genes enracine alors la phylogénie de I’autre géne et vice versa. Cette technique sera mise en
ceuvre une décennie plus tard pour enraciner 'arbre universel du vivant avec les facteurs
d’¢élongations EF-Tu/la et EF-G/2 (Iwabe et al. 1989)(figure 6, avec une phylogénie plus
récente de ces génes) et les sous-unités a et B des ATPases V et F (Gogarten et al. 1989).
Dans les 2 cas, la racine est positionnée dans la branche bactérienne, les Archéobactéries
apparaissant plus proches des Eucaryotes, et les procaryotes étant donc bien polyphylétiques.
Ces résultats seront généralement confirmés par les rares autres genes a priori dupliqués chez
I’ancétre (Brown et Doolitle 1995). Pourtant ces résultats ne vont pas tarder a étre fortement

débattus.
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Figure 6 : Phylogénie basée sur les facteurs d’élongation EF-Tu/la et EF-G2 enracinant I’arbre
universel dans la branche des bactéries (extrait de Baldauf et al. 1996). Arc : Archéobactéries, Eub :
Eubactérie, Euk : Eucaryote.

Tout d’abord, en ce qui concerne le choix des génes dupliqués. Il est impératif que celui-ci
n’ait été dupliqué qu’une seule fois avant le LUCA et que son histoire évolutive n’implique
pas des transferts horizontaux, ce qui pourrait fausser l'interprétation des phylogénies. Or,
concernant les ATPases, on a découvert 1’existence, chez des bactéries, d’ATPases de type V,
qui sont normalement présentes uniquement chez les Archébacteries et les Eucaryotes
(Tsunami et al. 1991 ; Kakinuma et al. 1991) et celle d’'une ATPase “bactérienne”, de type F,
chez une Archéobactérie (Sumi et al. 1992). On ne peut donc pas exclure soit qu’il se soit

produit deux duplications successives pour les ATPases chez le LUCA (qui aurait donc
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possédé non pas 2 mais au moins 4 génes codant pour les sous-unités des ATPases) suivies de
nombreuses pertes de geénes dans chaque lignées, soit plusieurs transfert horizontaux entre les
3 domaines du vivants (Hilario et Gogarten 1993). Ceci complique donc sérieusement
I’interprétation de cet arbre au niveau de la position de la racine (Forterre et al. 1993). La
seconde critique est que les paralogues ont divergé depuis si longtemps que les séquences des
molécules ne sont alignables que sur de courts segments, ce qui conduit a des phylogénies
basées sur un trés faible nombre de sites, par conséquent de faible qualité au niveau du signal
phylogénétique (Forterre et al. 1992, Philippe et Forterre 1999).

Pris ensemble, ces résultats suggerent que le positionnement de la racine de 1’arbre universel
au sein des bactéries pourrait étre artefactuel. La nature procaryote de LUCA est donc remise

en question.

b. Le LUCA possédait il un noyau ?

Actuellement, le point de vue dominant postule que les procaryotes ont précédé les
eucaryotes, ces derniers résultant de la complexification croissante d’une bactérie ou d’une
Archéobactérie. Alternativement, de nombreux auteurs ont aussi proposé que les eucaryotes
résultent de ’association entre une bactérie et une Archéobactérie soit par fusion (Zillig
1987 ; Golding et Gupta 1995) soit par symbiose métabolique (Martin et Muller 1998 ;
Moreira et Lopez-Garcia 1998). Néanmoins, de nombreux exemples d’évolution par
simplification sont également bien documentés, y compris pour des événement aussi
importants que des pertes d’organelles (voir section II. Les trois domaines du vivant) ou des
fortes réductions de la taille du génome et de son contenu en géne (par exemple chez les
bactéries des genres Mycoplasma ou Rickettsia.). Ceci a conduit plusieurs auteurs a proposer
que le LUCA ait été un eucaryote primitif et que les procaryotes résultent d’une évolution par
simplification, notamment par perte du noyau (Reanney 1974 ; Doolitle 1978, Forterre et

Philippe 1999).

c. Le LUCA était il hyperthermophile ?

A Torigine, les partisans d’'un LUCA hyperthermophile se sont appuyés sur les
résultats des phylogénies moléculaires. En effet dans les phylogénies obtenues a partir des
séquences d’ARNr 16S/18S (comme pour celles obtenues avec certains marqueurs
protéiques) les organismes hyperthermophiles occupent la base des groupes Archéobactéries

et Bactéries (figure 6). Si ce placement reste peu discuté pour les Archéobactéries (Forterre et
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al. 2002) il n’en va pas de méme pour les Bactéries. En effet il ét¢ démontré que les
organismes hyperthermophiles tendent a enrichir leurs ARN structuraux en nucléotides G et C
par rapport aux organismes mésophiles. Un artefact di a ce biais de composition qui
différencie les organismes thermophiles des organismes mésophiles pourrait induire le
regroupement d’organismes a taux de G-C équivalents dans les phylogénies (Galtier et Lobry
1997). De plus, d’aprés une analyse récente de jeux de données d’ARNr 16S chez les
bactéries, le regroupement a la base des taxons hyperthermophiles résulterait surtout de la
présence de sites évoluant rapidement (Brochier et Philippe 2002). En ne retenant que les sites
évoluant plus lentement, considérés comme ayant conservé le « vrai » signal phylogénétique,
ces auteurs placent a la base de I’arbre des Bactéries des organismes mésophiles appartenant
aux groupes des Planctomycétales. Enfin, une topoisomérase particuliere, la ‘reverse gyrase’,
enzyme-clé nécessaire a l’adaptation a des environnements hyperthermophiles (Forterre
2002), semble avoir été acquise par les Bactéries postérieurement a la divergence des trois
domaines, via des événements de transferts horizontaux en provenance d’Archéobactérie
(figure 7, avec une phylogénie plus récente) (Forterre et al. 2000). Le LCA des Bactéries ne
possédaient donc probablement pas de Reverse Gyrase et ne devaient donc pas étre adapté a

des niches écologiques trés chaudes.
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Figure 7 : Arbre non raciné de maximum de vraisemblance basé sur la protéine codant pour la
Reverse Gyrase.

L’arbre est issu d’une recherche rapide en utilisant le programme PROTML (Adachi et Hasegawa
1996) et avec le modele de substitution en acide aminé JTT-F. Les valeurs de bootstrap sont calculées
en utilisant la méthode RELL appliquée aux 1000 meilleurs arbres. Les valeurs supérieures a 95% sont
indiquées avec un rond noir. Les Bactéries sont indiquées en gras. La barre d’échelle représente le
nombre de substitutions pour 100 sites par unité de longueur de branche.

La polyphylie des Bactéries thermophiles indique que le géne a probablement été acquis
indépendamment, dans au moins deux lignées bactériennes différentes, via des transferts horizontaux
en provenance des Archéobactéries (Forterre et al. 2000).

En somme, les interprétations de ces résultats convergent vers une sévere remise en cause de
la position basale des Bactéries hyperthermophiles dans 1’arbre ARNr 16S: on ne peut
exclure une origine mésophile des Bactéries, secondairement adaptées a I’hyperthermophilie

pour certaines d’entre elles.

Par ailleurs, a 1’aide de méthodes de Maximum de Vraisemblance, basées sur un modéle de
Markov, il a aussi été possible d’estimer le taux de G+C de I’ARNr du LUCA (Galtier et al.
1999, Galtier 2001). Sachant que le taux de G+C moyen des ARNr bactériens tourne autour
de 50 a 55%, tandis que tous les ARNr des procaryotes hyperthermophiles ont des taux de GC

supérieur a 60% (Galtier et Lobry 1997), il est donc possible d’établir une corrélation entre le

19



taux de G+C et un mode de vie (hyperthermophile ou non). Les taux de G+C du LUCA,
obtenus par Galtier et collaborateurs varient en fonction de la méthode utilisée entre 54% et
55,5% pour I’ARNr 23S et entre 56,1% a 57,3% pour I’ARN 16S. Dans tous les cas, ce taux
de G+C de LUCA est incompatible avec une vie a haute température. Toutefois le méme jeu
de données analysé avec une autre méthode basée sur le Maximum de Parcimonie conduit a
des résultats inverses (ARNr 23S avec un taux de GC de 57,8% et ARN 16S avec un taux de
G+C de 62,8%) (Di Giulio 2000). En outre, ce dernier auteur, mettant a profit le fait que les
organismes hyperthermophiles enrichissent leurs protéines en acides aminés chargés
(Cambillau et Claverie 2000), a développé une technique pour estimer le biais en acides
aminés chargés chez le LUCA (Di Giulio 2003). Les résultats obtenus indiquent que le LUCA
aurait été plutdt thermophile ou hyperthermophile.

Pris tous ensemble, ces résultats, souvent contradictoires, mettent en lumicre le fait que la
vision souvent communément admise d’une origine chaude de la vie et d'un LUCA
hyperthermophile reste aujourd’hui encore vivement discutée. En outre la possibilité d’un
LUCA mésophile ouvre de nouvelles perspectives concernant son éventuelle nature aérobie

ou non et sur I’identité de son acide nucléique (ARN ou ADN).

d. Le LUCA et I’aérobiose

Du fait de I’extrémement faible solubilité du dioxygéne a haute température (au dela
de 40°C il n’y a pratiquement plus de dioxygeéne en solution aqueuse), I’existence d’un LUCA
a la fois hyperthermophile et aérobie semble improbable. Mais si le LUCA était mésophile ou
modérément thermophile, cela ouvre la possibilité de la présence d’un métabolisme ancestral
aérobie. Cette hypothése a été largement développée par José Castresana qui affirme que le
LUCA était aérobie en s’appuyant sur des arguments génomiques et phylogénétiques
(Castresana et Moreira 1999 ; Castresana 2001). Une part essentielle de I’argumentation est
basée sur des enzymes clés de la respiration aérobie : les cytochromes oxydases. Il existe deux
familles non-homologues de cytochrome oxydase : la famille « SoxM/SoxB » et la famille
« bd ». Etant donné la large répartition phylogénétique des deux familles chez les bactéries, il
est trés probable que le dernier ancétre commun (LCA) des bactéries possédait les deux

enzymes et possédait donc un métabolisme aérobie. Les eucaryotes auraient acquis un
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métabolisme aérobie avec 1’endosymbiose de la mitochondrie, il n’y a donc pas de raison

objective de penser que le LCA des eucaryotes était aérobie avant 1’endosymbiose de la

mitochondrie. La situation des Archéobactéries est particuliérement intéressante. En ce qui
concerne la phylogénie des cytochromes oxydases de la famille SoxM/SoxB les

Archéobactéries apparaissent polyphylétiques, a la fois pour le gene de type SoxM et pour le

gene de type SoxB (Castresana 2001 ; Filée, résultats non présentés). L’analyse

phylogénétique des genes de la famille bd met en évidence une polyphylie marquée des

Archéobactéries (Figure 8) (Filée et Myllykallio, résultat non publié). Au moins pour la

famille "bd", il est donc fort probable que les Archéobactéries aient acquis le gene

indépendamment les unes des autres via des transferts horizontaux en provenance de

Bactéries. Ces observations supposent donc des histoires évolutives complexes pour les

cytochromes oxydases des Archéobactéries, impliquant :

- soit un ancétre aérobie dont les descendants auraient connu des duplications de génes puis
de multiples pertes sélectives.

- soit un ancétre anaérobie, quelques descendants auraient bénéficié de transferts
horizontaux de geénes en provenance des Bactéries pour leur permettre la vie aérobie.
Cette hypothése est aussi supportée par la probable origine hyperthermophile du LCA des
Archéobactéries (Forterre et al. 2002)

Prises ensemble, ces constatations indiquent que, a la différence du LCA des Bactéries, le
LCA des Eucaryotes et le LCA des Archéobactéries ne possédaient probablement pas de
métabolisme aérobie. Indépendamment de la position de la racine de 1’arbre du vivant, la
présence d’un métabolisme aérobie chez le LUCA proposée par Castresana (Castresana 2001)

reste donc tres spéculative.
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e. La nature du génome du LUCA

Si I’idée qu’un monde ARN aurait précédé notre monde ADN actuel est une vision
aujourd’hui bien acceptée, il est difficile d’imaginer un LUCA hyperthermophile ayant
possédé un génome ARN. En effet ’ARN est une molécule trés peu thermostable qui
s’hydrolyse trés rapidement a des températures voisines de 100°C. De plus, la vitesse de
dégradation de I'ARN a haute température est accélérée en présence de magnésium, un

cofacteur essentiel de la plupart des réactions catalysées par les ribozymes.

La question de I’origine des génomes a ADN est indissociable de celle de 1’origine et de
I’évolution des enzymes informationnelles, et singulierement des enzymes de la synthése et de
la réplication de I’ADN. Ces points seront largement développés dans la suite de ce mémoire.
Dés a présent, d’une maniére synthétique, on peut dire que les molécules informationnelles se
ressemblent beaucoup plus entre Eucaryotes et Archéobactéries qu’entre Bactéries et 1’'un ou
I’autre de ces deux groupes. Ceci est valable aussi bien pour les molécules universellement
conservées (Olsen et al. 1997) qu’entre les molécules qui n’ont pas d’homologue au sein d’un
des trois domaines [ceci étant particuliérement vrai pour les enzymes de la réplication
(Mushegian et al. 1996 ; Olsen et al. 1997, Myllykallio et al. 2000)]. Ces observations ont été
souvent interprétées comme la preuve que le LUCA possédait un génome ARN et que ’ADN
avait été « inventé » indépendamment plusieurs fois (Mushegian et al. 1996, Leipe et al.
1999). Cette hypothése, ainsi que les hypothéses concurrentes, seront discutées dans le

chapitre C.

f. Conclusion

En I’état de nos connaissances, il est tout a fait impossible de dresser un portrait robot
du LUCA. En effet, depuis les événements de spéciations ayant conduit aux trois domaines du
vivant, il y a plusieurs centaines de millions d’années, les organismes actuels ont beaucoup
évolué et diverge, atténuant ou effagcant méme les traces ancestrales.

D’un point de vue phylogénétique, les incongruences entre différents génes compliquent
sérieusement 1’établissement de ce portrait robot. De nombreux obstacles empéchent en effet
de reconstruire une phylogénie universelle du vivant, les principaux seront abordés dans la
section V de ce chapitre.

D’un point de vue génomique, les analyses actuelles sont fortement dépendantes de

I’¢échantillonnage utilisé, et ’afflux de données issues du séquengage de génomes complets
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modifie réguliérement notre vision des choses. Le probléme est d’autant plus crucial que notre
connaissance de la biodiversité microbienne reste trés parcellaire, au point que certains
auteurs estiment que ’on sait cultiver moins de 1% de la biodiversité microbienne (Pace
1997). 1l ne fait donc aucun doute qu’une meilleure connaissance (au niveau génomique en
particulier) de cette extraordinaire diversité pourrait apporter des éclairages nouveaux sur les

questions abordées ici.
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IV. Biodiversité microbienne et écologie moléculaire.

Le clonage et le séquencage de I’ARN 16S par PCR directement a partir d’échantillons
environnementaux a rendu possible 1’étude de la biodiversité microbienne sans passer par la
trés contraignante étape de mise en culture (Amann et al. 1995). Cette technique appliquée a
I’étude d’environnements tres divers, depuis les sources hydrothermales jusqu’au tube digestif
des mammiféres, a permis la découverte d’un trés grand nombre d’espéces nouvelles a la fois

chez les Bactéries, les Archéobactéries et les Eucaryotes (figure 9).
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Figure 9 : Représentation schématique de 1’arbre universel du vivant a la lumiére des séquences

d’ARNTr 168 issues de I’environnement, les groupes indiqués en rouge ne sont connus que par leurs
séquences d’ARNr 168 (extrait de Moreira et Lopez-Garcia 2002).
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Chez les Bactéries, le nombre de phyla reconnus a presque doublé, et de nombreux phylums
(ou divisions) tout entiers ne sont connus que par leurs séquences d’ARNr 16S comme le
groupe WS6 (Dojka et al. 2000) ou le groupe OP11 (Dojka et al. 1998). Ces 2 nouveaux
groupes semblent coloniser des environnements trés différents (thermophiles et mésophiles en
particulier, mais essentiellement dans des environnements anaérobies), ce qui indique
potentiellement une vaste gamme de capacités métaboliques. De plus le degré de divergence
des séquences d’ARN 16S a I’intérieur de ces 2 groupes est le plus élevé connu a ce jour chez
les Bactéries (figure 10) (Dojka et al. 2000). Certains de ces phyla non-cultivés constituent
donc des groupes trés importants d’un point de vue évolutif, qui pourraient nous aider a mieux
résoudre la phylogénie des Bactéries et en particulier & mieux caractériser leur LCA.

Chez les Archéobactéries, de nombreux nouveaux taxa appartenant aux 2 divisions
traditionnellement reconnues (Euryarchaeota et Crenoarchaeota) ont été identifiés. De plus,
deux nouvelles divisions d’Archéobactéries hyperthermophiles ont été proposées : un groupe
basal les « Korarcheota » (Barns et al. 1996) d’une part et d’autre part les « Nanoarchaeota »
(Huber et al. 2002) qui présente la particularité d’avoir une taille de génome et de cellule tres
réduites. Pour ce qui concerne les Archéobactéries, les taxons dans leur majorité sont a ce jour
non-cultivables et notre aper¢u de la biodiversité de ce domaine demeure donc trés biaisé
(Forterre et al. 2002). Il n’est donc pas impossible que nos connaissances sur I’évolution de ce

domaine soient largement remises en cause dans les années qui viennent.

Enfin chez les Eucaryotes, de récentes études ont montré que la biodiversité en protistes était
beaucoup plus importante qu’on ne le pensait (Diez et al. 2001 ; Lopez-Garcia et al. 2001 ;
Moon-Van der Staay et al. 2001). La plupart de ces Eucaryotes microbiens ont été¢ découverts
dans des échantillons océaniques et semblent avoir une répartition géographique tres large. Il
est toutefois probable qu’une vaste diversité de protistes de petites tailles reste a découvrir
dans d’autres environnements (eau douce, biotope terrestre incluant des milieux extrémes) et
qu’une meilleure connaissance de ces organismes constitue potentiellement une des clés pour
résoudre les nceuds les plus basaux de la phylogénie des Eucaryotes (Moreira et Lopez-Garcia

2002).

Pris ensemble ces résultats indiquent que beaucoup d’organismes présentant un grand intérét
évolutif ne sont pas encore bien connus et caractérisés. Ils constituent en biologie évolutive un
des domaines majeurs pour de futures recherches et on peut en espérer de nombreux apports

concernant les questions abordées dans cette introduction.
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Division Typical % difference
Cyanobacteria 13
Fusobacteria 13
Termite group 1 15
™7 16
OP10 17
Thermus/Deinococcus 17
Actinobacteria (high G+C gram positive) 18
Nitrospira 19
Thermotogales 19
Acidobacteria 20
Green sulfur 20
Verrucomicrobia 20
Cytophagales 22
Spirochetes 22
Green nonsulfur 23
Planctomycetes 23
Proteobacteria (x-t) 23
Low G+C gram positive 24
wseo 26
OP11 33

Figure 10 : Taux de divergence maximum de I’ARNr 16S en % au sein de différentes lignées de

Bactéries. (Tiré de Dojka et al. 2000).
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V. Les incongruences entre phylogénies et I’importance
des transferts horizontaux de génes.

Le séquengage d’un nombre sans cesse croissant de génes et leurs analyses phylogénétiques
montre que les phylogénies de protéines sont trés majoritairement en contradiction avec la
phylogénie de « référence » basée sur I’ARNr 16S/18S. Ces incongruences peuvent étre
expliquées a la fois :
- par des artefacts de reconstruction phylogénétique tels que des différences de vitesse
d’évolution entre séquences.
- par des processus biologiques tels que les transferts horizontaux de génes ou encore la
duplication d’un gene et des pertes indépendantes d’un des paralogues dans telle ou

telle lignée.

a.  Les artefacts de reconstructions phylogénétiques :

Les vitesses de fixation des mutations sur une séquence ne sont pas constantes entre
différentes especes pour un géne donné. Il en résulte une accentuation des inégalités des
longueurs de branches, au-dela de la seule distance évolutive, dans les arbres phylogénétiques.
Ces différences de vitesses d’évolutions entre les séquences peuvent générer des artefacts

d’attraction des longues branches (ALB)(Felsenstein 1978)(figure 11).

Arbre vrai Arbre obtenu

Groupe extérieur Groupe extérieur

Figure 11 : Artefact d’attraction des longues branches

Dans I’exemple présenté, 3 taxons indiqués en gras évoluent plus vite que les autres, si le groupe extérieur
utilisé est distant, les taxas évoluant vite vont se regrouper ensemble a la base de ’arbre formant une base
asymétrique. D’aprés Philippe et Laurent (1998). 28



Indépendamment des véritables relations de parenté, si certaines séquences évoluent beaucoup
plus vite que d’autres, celles qui évoluent moins vite gardent plus de caractéres ancestraux et
finissent par se ressembler plus entre elles qu’aux autres. Avec la plupart des méthodes
«classiques » de phylogénie, les séquences évoluant rapidement se regroupent ainsi
artificiellement ensemble (Philippe et Laurent 1998). Si on utilise un groupe extérieur €loigné,
ce qui est généralement le cas pour les phylogénies retragant des événements anciens, on peut
obtenir des arbres a base asymétrique ou la longue branche du groupe extérieur « attire » les
autres taxa a longue branche (figure 11). Par exemple, cet artefact semble étre responsable du
placement de la racine de ’arbre universel au sein des bactéries quand on utilise les
paralogues des facteurs d’élongation (voir section III), ou du placement de certains protistes
amitochondriaux a la base de I’arbre ARNr 18S des Eucaryotes (Philippe et Adoutte 1998).
L'utilisation d'un groupe extérieur a branche courte est un bon moyen pour limiter les effets de

l'attraction des longues branches.

Les différences observées entre les arbres utilisant des marqueurs différents peuvent aussi
s’expliquer par la saturation mutationnelle des séquences. En effet, au cours du temps de
nouvelles substitutions se produisent a des positions ayant déja muté. Si I’on cherche a
reconstruire 1’histoire d’événements anciens, le signal phylogénétique ancien peut étre en
partie remplacé par du signal phylogénétique plus récent qui n’est pas informatif pour le
probléme qui nous concerne (Philippe et Laurent 1998); d’ou des différences dans les

topologies des arbres.

b.  Les transferts horizontaux de genes.

Le fait que des organismes asexués comme les Bactéries puissent échanger du matériel
génétique est un phénomeéne connu depuis presque 3/4 de siecle. En effet dés 1928, Griffith
démontre que des souches non virulentes de pneumocoques peuvent, sous certaines
conditions, se transformer en souches virulentes si I’on les met en contact avec une solution
de bactéries virulentes détruites par la chaleur. Seize ans plus tard la nature chimique de
I’agent responsable de la transformation sera mise en évidence : c’est I’ADN ( Avery et al.
1944).

Le développement des techniques de séquencage de I’ADN et I’exploitation phylogénétique
des données de la génomique ont considérablement popularisé¢ 1'idée selon laquelle les

transferts horizontaux de genes pouvaient constituer une des forces majeures de 1’évolution
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des procaryotes (Doolitle 1999a, Doolitle 1999b). La littérature fourmille d’exemples et de

revues faisant la syntheése des geénes potentiellement affectés par les transferts horizontaux

(pour revue voir Ochman et al. 2000 ; Koonin et al. 2001 ). Ces derniers sont considérés

comme des facteurs évolutifs essentiels pour 1’adaptation a de nouveaux environnements

(nouvelle propriété métabolique, résistance aux antibiotiques) et certains auteurs pensent

méme qu'il pourrait jouer un role important dans la spéciation des organismes (Lawrence

1997).

A T’heure actuelle, la détection de transferts horizontaux procéde par quatre approches

différentes qui peuvent étre complémentaires :

Une approche intrinséque qui se base sur I’hypothése selon laquelle I’'usage des codons et
le contenu en GC constituent des signatures distinctes de chaque génome (Grantham et al.
1980). Ainsi les geénes présentant une composition nucléotidique ou un usage du code
significativement différent de la moyenne pour un génome donné sont considérés comme
potentiellement issus d’un transfert horizontal (Medigue et al. 1991 ; Lawrence et Ochman
1997 ; Garcia-Vallve et al. 2000 ). Cette méthode permet la détection de transferts récents
car les fragments intégrés perdent progressivement les caractéristiques du génome

donneur en prenant les caractéristiques du génome receveur.

Une approche basée sur les similarités de séquences qui, a 1’aide de programmes
d’alignement global, de type BLAST (Altschul et al. 1997) permet de détecter au sein
d’une famille homologue, un géne qui ressemble tres peu a celui des taxons dont il est a
priori évolutivement proche. Cette technique permet de détecter surtout des transferts
entre organismes trés éloignés, comme c’est le cas entre les 3 domaines [par exemple les
transferts « massifs » de génes détectés entre bactéries hyperthermophiles et

Archéobactéries (Aravind et al. 1999 ; Nelson et al. 1999)].

Une approche génomique qui, en comparant la présence et I’absence de génes orthologues
principalement chez des espéces/souches proches, permet de quantifier et de qualifier les

flux de perte/acquisition de génes (Lan et Reeves 1996 ; Hayashi et al. 2001).

Enfin I’approche phylogénétique permet généralement in fine de valider les résultats
obtenus par des approches plus globales, elle a I’inconvénient d’étre lourde & mettre en

ceuvre, mais présente 1’avantage de pouvoir parfois polariser la direction du transfert.
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La question qui s’est rapidement posée fut de savoir si il existait des catégories de génes plus
sujets aux transferts que d’autres. Il est concevable d’imaginer que les geénes les plus
couramment transférés sont ceux qui apportent un avantage sélectif. En effet les génes de
résistance a des antibiotiques ou codant pour des facteurs de virulences sont fortement sujets a
transfert. Toutefois un trés grand nombre de génes identifiés comme potentiellement issus de
transferts ne donnent a priori pas d’avantage sélectif important. Et dans le cas de I’acquisition
d’un géne dont un homologue existe déja au sein du génome, on voit mal comment le
remplacement homologue du geéne initialement présent procurerait un quelconque avantage
sélectif. De plus, une part importante des genes identifiés comme issus de transferts ne codent
pas pour des fonctions connues (figure 12) (Garcia-Vallve et al. 2000). La présence de tous
ces genes potentiellement issus de transferts dans les génomes reste donc mal expliquée, et il
serait particulieérement intéressant de quantifier ce flux d'acquisition de nouveau geéne dans les

génomes.

L’hypothése selon laquelle les génes « opérationnels » sont plus fréquemment transférés que
les génes « informationnels » a été plusieurs fois suggérée (Jain et al. 1999 ; Subramanian et
al. 2000) mais pas systématiquement démontrée (Nesbo et al. 2001). Les protéines
informationnelles seraient plus souvent associées a de grands complexes protéiques. Et selon
les auteurs de cette hypothése plus le produit d’un geéne donné est impliqué dans des
complexes avec beaucoup d’interactions entre protéines, moins le géne correspondant a de
chance d’étre, sinon transféré du moins conservé apres un éventuel transfert. Cette vison est
assez subjective, car de nombreux cas bien documentés de transferts horizontaux impliquant
des génes codant pour des protéines de la traduction [(par exemple pour la protéine
ribosomale Rps14 chez certaines Bactéries (Brochier et al. 2000)] ou de la réplication [par
exemple I’ADN polymérase de la famille B des Gamma Protéobactéries (Edgell et al. 1998)]
ont été mis en évidence et le phénomene ne semble pas du tout négligeable au plan quantitatif

(figure 12).

D’un point de vue biologique, les mécanismes d’acquisition d’un géne exogeéne sont bien
connus (Zgur-Bertok 1999). En effet les processus de transduction, transformation ou
conjugaison sont connus depuis les années 50. Dans ces processus, les éléments génétiques
mobiles que sont virus, plasmides et transposons jouent un rdle clé. Pourtant le role de ces
¢éléments, et singuliérement des virus, dans 1’évolution des cellules est généralement sous-

estimé (Balter 2000). Ne possédant pas d’ARN ribosomique ils ne trouvent pas leur place
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dans 1’arbre universel du vivant. Pourtant leurs acides nucléiques évoluent et de nombreux

auteurs estiment leurs origines tres anciennes (Forterre 1992 ; Hendrix et al. 1999 ; Benson et

al. 1999 ; Balter 2000). L’évolution des virus et les roles réciproques joués par les virus et

leurs hoétes constitue donc un domaine de recherche encore peu développé, mais qui pourrait

apporter des éclairages nouveaux sur une partie des questions abordées dans ce chapitre.

Organism HGT Info. (%) Cell (%) Meta. (%) Poor (%) —(%)
Archaeoglobus fulgidus 179  6(2.2) 22(81) 17(2.7) 31(6.0) 103 (14.5)
Aquifex aeolicus 72 7(3.2) 123.8) 15(36) 20(64) 18(6.9)
Borrelia burgdorferi 12 2(1.1) 3(1.7) 1(0.8) 3222 3(1.3)
Bacillus subtilis 537 54(11.5) 34(58) 76(8.0) 42(7.3) 331(21.8)
Chlamydia pneumoniae 55 6(3.4) 4(3.00 10(4.9) 6(5.3) 29 (6.8)
Chlamydia trachomatis 36 5229 53.8) 9(4.8) 0(0.0) 17 (5.7)
Escherichia coli 381 23(4.8) 41(6.6) 42(3.8) 27(54) 248(15.7)
Haemophilus influenzae 96 3(1.1) 19(7.00 10(2.2) 3(1.4) 61(12.0)
Helicobacter pylori 26695 89 11(5.00 3(1.1) 5(1.6) 3(.6) 67(11.6)
Helicobacter pylori J99 80 7(3.2) 6(2.3) 5(1.6) 42.2) 58(11.5)
Mycoplasma genitalium 67 26(19.1) 10(l6.7) 11(12.6) 6(9.1) 14(10.7)
Methanococcus jannaschii 77 8¢3.6) 11(7.5) 6(1.6) 7(1.8) 45 (7.8)
Mycoplasma pneumoniae 39 8(5.1) 0(0.0) 3(2.7) 2(2.7) 26 (9.6)
Methanobacterium 179  4(1.7) 19(8.8) 26(5.6) 44 (11.1) 86 (15.5)
thermoautotrophicum

Mycobacterium tuberculosis 187 6 (1.6) 20(4.9) 35(4.0) 17(3.2) 109 (6.2)
Pyrococcus horikoshii 154 10(4.2) 11(6.1) 8(2.1) 2349 102(12.7)
Rickettsia prowazekii 28 8(4.4) 309 12(6.6) 4(3.6) 1(0.5)
Synechocystis PCC6803 219 14(53) 31(52) 15(.6) 22(5.00 137(10.6)
Thermotoga maritima 198 13 (5.3) 18(6.5) 55(10.7) 47 (12.0) 65(15.6)
Treponema pallidum 77 8(4.5) 17(8.7) 2(14) 17(10.6) 33(9.2)

Figure 12 : Classification fonctionnelle des génes détectés comme acquis récemment par transfert
horizontal (HGT) dans différents génomes issus de la banque de données COG (Tatusov et al. 2000).
Les chiffres indiquent le nombres et le pourcentage de génes ayant été acquis par HGT pour chaque
taxon. Les groupes fonctionnels sont définis comme suit : Info, informationnelle ; Cell, processus
cellulaire ; Meta, métabolisme ; Poor : faiblement caractérisé ; -, non présent dans les COG. Extrait de

Garcia-Vallve et al. 2000.
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CHAPITRE B

Virus et Evolution
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I. La découverte des virus

Les premiéres études faisant état des virus datent de la fin du XIX® siécle. En 1886, Mayer
décrit I’existence d’un principe infectieux thermosensible responsable de la mosaique du
tabac. La premicre description de ce virus est publiée par Beijerinck en 1898 : un microbe
capable de diffuser a travers de I’agar en raison de sa faible taille, pouvant &tre conservé
pendant deux ans dans des feuilles de tabac séchées sans perdre sa pathogénicité et capable de
pénétrer les cellules et de s’y multiplier. La méme année Loffler et Frosch, grice a leurs
travaux sur la fievre aphteuse, démontrérent 1’existence chez les mammiféres d’agents

pathogénes possédant les mémes caractéristiques.

Les virus de bactéries ou bactériophages seront découverts simultanément par Twort (1915),
sur des colonies de Micrococcus, et par d’Herelle (1917) sur des cultures de Shigella. Mais
leur nature virale sera trés débattue jusqu’au début des années 40 ; le développement des
techniques de microscopie électronique et d’isolement par centrifugation mettront un terme a

la controverse.

Les virus d’ Archéobactéries seront découverts beaucoup plus récemment puisque les premiers
phages d’Archéobactérie parasitant Halobacterium salinarium ne seront isolés qu’au milieu
des années 70 (Torvisk et Dundas 1974). Mais il faudra attendre les travaux précurseurs de
Wolfram Zillig et collaborateurs, des le début des années 80, pour que I’isolement de virus

d’ Archéobactéries halophiles puis hyperthermophiles prenne une véritable ampleur.

Depuis ces travaux précurseurs, ce sont pres de 10000 « espéces » virales qui ont été isolées et
reconnues comme valides par le comité international de taxonomie des virus (ICTV). Ces
¢léments ont été isolés dans presque tous les environnements. Sur le plan quantitatif, il s’agit
d’un composant majeur de la biosphére puisqu’on estime par exemple que le nombre de
phages infectant des bactéries dans des environnements aquatiques approche les 10 millions
de particules par ml, soit au moins 10 fois plus que les organismes cellulaires (Bergh et al.

1989 ; Wommack et Colwell 2000).
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II. Qu’est ce qu’un virus ?

Un virus est traditionnellement défini comme un parasite intracellulaire obligatoire,
infectieux, capable de s’autorépliquer au sein de son héte cellulaire. Un virus est composé
d’une part d’un acide nucléique et d’autre part d’une ou de plusieurs protéines qui participent
a la formation de la capside isolant le génome viral du milieu extérieur. Certains virus sont

aussi isolés du milieu extérieur par une enveloppe contenant des lipides.

Derriére cette définition simple, se cache une extraordinaire diversité. D’abord sur la nature
du génome. Les génomes viraux peuvent étre circulaires ou linéaires, et étre composés
d’ADN simple ou double brin, ou d’ARN simple ou double brin. La taille de ce génome est
extrémement variable. Certains virus ARN simple brin (ssARN) « satellites » possédent des
génomes d’a peine quelques centaines de bases [pas plus de 0.22 kb pour le Rice yellow
mottle virus (Collins et al. 1998)] tandis que certains virus « géants » double brin ADN
(dsADN) possédent des génomes de plusieurs centaines de kilobases [jusqu'a 800 kb pour le

Mimivirus d’amibe (La Scola et al. 2003), plus gros que certains génomes bactériens] .

Cette diversité génomique des virus est associée a une grande diversité dans leurs stratégies
réplicatives. La plupart des génomes viraux codent, a différents degrés, des éléments de leur
propre machinerie de réplication et de transcription, incluant en particulier des ADN ou ARN
polymérases, et détournent par contre divers composants de la machinerie de leur héte pour
compléter leur cycle. Certains virus satellites sont si simples que leurs génomes ne codent ni
pour des enzymes de réplication, ni pour des protéines de structure. Ils ont donc besoin a la
fois d’un hote cellulaire et des protéines d’un autre virus co-infectant. Enfin certains génomes
viraux « persistent » dans leur hote, soit sous forme intégrée dans le génome cellulaire

(prophage) soit sous forme de plasmide.
Historiquement, cette grande diversit¢ a rendu difficile la classification de ces éléments.

Jusqu'a une date récente, les critéres principaux de classification retenus par 'ICTV étaient la

morphologie générale et la nature de 1’acide nucléique. Pourtant, le séquengage d’un nombre
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croissant de génomes viraux a trés largement remis en cause cette classification (Lawrence et
al. 2002). Ainsi la morphologie du virion est utilisée pour grouper les virus dsADN « a
queue » en trois groupes : Siphoviridae, Myoviridae, et Podoviridae. Pourtant comme on peut
le voir sur la figure 13, ces familles regroupent des éléments qui ne partagent que trés peu de
génes homologues, sinon aucun, entre eux (HK97 et L5). Alors que des éléments qui
partagent pourtant une fraction substantielle de genes homologues sont classés dans 2 familles
différentes (P22 et HK97). De plus, les génes codant les protéines associées a des
morphologies ressemblantes sont souvent non-homologues (par exemple au sein des
Myoviridae les phages T4 et Mu). Cela ne serait il pas le signe d'une évolution convergente,
indiquant qu'il existerait des contraintes fonctionnelles favorisant une certaine morphologie de

virion ?

HK97 LS P22

Viral Family  Siphoviridae Siphoviridae Podoviridae

Bacterial Host Escherichia Mycobacterium Salmonella

coli smegmatis enterica
E 2 HK97 - 0 % 20 %
RS L5 0 % - 0 %
PO P22 2% 0% i

Figure 13 : Conflit entre ressemblance morphologique et ressemblance génétique. Bien que HK97 et
L5 partagent une morphologie similaire, ils n’ont aucun géne homologue entre eux. Inversement, P22
a un nombre substantiel de génes en commun avec HK97 mais ne lui ressemblent morphologiquement
pas. Le critére de ’homologie est basé sur un score £ de BLASTP (Altschul et al. 1997) meilleur que
10° (d’aprés Lawrence et al. 2002).
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III. Mécanismes d’évolution des virus.

Le séquengage d’un nombre croissant de génomes viraux a permis d’établir certains aspects
clés de I’évolution des virus qui montrent que la transmission verticale de 1’information est
loin d’étre le seul mécanisme évolutif des virus. Ces mécanismes non verticaux d’évolution
sont principalement de 3 ordres :

- Le mosaicisme dans le contenu en génes

- Larecombinaison homologue

- Les transferts horizontaux de génes en provenance de leurs hotes

a. Recombinaison non-homologue et mosaicisme

Ce phénomene a été mis en évidence dés que des collections de virus suffisamment proches
phylogénétiquement ont été étudiées d’un point de vue génomique. Ce phénomene a d’abord
été démontré chez les phages tempérés dsADN Lambdoides (Highton et al. 1990). Des
recombinaisons illégitimes (non homologues) entre deux génomes de virus co-infectant une
cellule produisent des génomes chimériques. Ainsi lorsque 1’on compare les génomes d’une
collection de virus phylogénétiquement proches, on observe des réassortiments de groupes de
genes (ou modules), si bien que les génomes comparés apparaissent comme des mosaiques de
modules les uns avec les autres (Figure 14).

Ce phénomeéne a aussi été démontré sur des collections de phages caudés tempérés de
Mycobacterium (Pedulla et al. 2003) et de bactéries lactiques (Briissow et Hendrix 2002).
Chez des phages lytiques, dont on peut penser que les possibilités de recombinaison entre
génome de phage co-infectant sont beaucoup plus faibles, le mosaicisme a néanmoins été mis
en évidence mais plus rarement, comme par exemple chez les phages apparentés a T4
(Repoila et al. 1994). Le mosaicisme existe aussi chez les phages filamenteux ssADN
(Lawrence et al. 2002). Mais il ne semble pas avoir ét¢ mis en évidence chez des Virus
d’Eucaryotes ou d’Archéobactéries bien qu’a priori rien n’indique que ce phénomene ne

pourrait pas étre possible.
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Figure 14 : Mosaicisme en module de phage dsADN a queue infectant E. coli. Les modules

homologues sont indiqués avec la méme couleur (tiré de Lawrence et al. 2002).
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b. Recombinaison homologue

Le phénoméne de recombinaison entre segments homologues de deux génomes viraux
(appartenant ou non a deux « especes » virales identiques) semble étre un événement fréquent
puisqu’il a été mis en évidence chez la presque totalité des groupes viraux. Que ce soit des
bactériophages dsADN [par exemple chez P2 (Nilsson et Haggard-ljungquist 2001)], des
virus Eucaryotes dsADN [par exemple chez les Adenovirus (Nagy et al. 2002)], des virus
d’Archéobactéries dsADN [Rudivirus (Peng et al. 2001)], des Rétrovirus [comme par
exemple HIV (Robertson et al. 1995)] ou encore des virus ssARN d’Eucaryote (Allison et al.
2002).

Ce mécanisme pourrait permettre a certains alléles avantageux de se répandre rapidement
dans une population de virus, par exemple ceux permettant d’échapper aux systémes
immunitaires de I’hote ou d’augmenter le pouvoir infectieux (Guillot et al. 2000), ou encore
d’exploiter complétement leur environnement en infectant de nouveaux hotes.

La recombinaison homologue entre virus semble favorisée par le fait que les génomes viraux
codent souvent des enzymes de la recombinaison, ainsi le phage T4 code a la fois pour un
homologue de RecA, de la protéine ssb (single strand binding protein) et d’une enzyme

impliquée dans la résolution des jonctions de Holliday.

c.  Transfert horizontaux de génes

La plasticité des génomes viraux refléte aussi leur capacité a acquérir (et a perdre) des
segments d’ADN de diverses origines, d’abord en provenance de leurs hotes. Ce phénomeéne
est historiquement connu dans le cas des virus Eucaryote oncogénes, mais le séquencage de
nombreux génomes de virus dsADN de grande taille a permis de montrer qu’une large
catégorie fonctionnelle de génes pouvait étre acquise par les virus via des événements de
transferts horizontaux (Baldo et McClure 1999 ; Moreira 2000 ; Hughes et al. 2002 ; Hugues
et al. 2003). La figure 15 montre ainsi que les Herpesvirus ont acquis, indépendamment les
uns des autres, le geéne codant pour I'Interleukine IL-10 en provenance de leurs hotes.
Toutefois, si ’on compare une collection de génomes proches, on constate qu’il existe
toujours un « corps » conservé de genes dans tous les génomes viraux, et une autre catégorie
regroupant des geénes qui sont présents uniquement dans quelques génomes. Ainsi, toujours
chez les Herpesvirus, environ 20% des génes présents dans un génome donné ne sont pas

présents chez les autres génomes d'Herpesvirus. De plus ces génes non-conservés codent trés
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souvent pour des protéines de fonction inconnue (Alba et al. 2001 ; Montague et Hutchison
2000). Cette catégorie de geénes peu conserveés est souvent interprétée comme issue de
transferts horizontaux récent de génes en provenance de 1'hote. Pourtant cette explication
apparait un peu simpliste, car souvent ces génes n’ont pas d’homologue dans le génome des
hétes, ou bien cet homologue est phylogénétiquement tres €loigné. Cette situation, fréquente

chez les virus dSADN possédant un gros génome, pose la question de I’origine évolutive de

ces genes.
Red deer IL-10
a5
Bowine IL-10
88
— Sheep IL-10
85|
ORF virus IL-10
77 Epstein-Barr virus IL-10
Baboon herpesvirus 2 IL-10
98
—— Human IL-10
|80 Sooty mangabey IL-10
Pigtail macague IL-10
- | 100 -
56 Crab-eating macague IL-10
Rhesus monkey IL-10
PPN Horse IL-10
Equine herpesvirus 2 IL-10
100 Rat IL-10
Mouse IL-10
0.1
p

Figure 15 : Arbre raciné de distance (NJ) de I’Interleukine 10 chez les mammiféres et les Herpesvirus (
soulignés). Les Herpesvirus sont largement polyphylétiques et se positionnent dans chaque cas comme
groupe freére de leurs hotes respectifs. Cette phylogénie supporte 1’idée de multiples transferts
horizontaux récents du gene, polarisés de la cellule vers le virus (issu de Hughes et al. 2002).
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Chez les Bactériophages, la comparaison des génomes des phages Lambdoides a montré que
dans les "clusters" de geénes codant pour les protéines de structures, on observait 1a aussi des
geénes peu conservés, présents d’une maniere erratique dans tel ou tel génome (Hendrix et al.
2000). Ces geénes étant trés souvent de fonction inconnue et d’origine évolutive mystérieuse.
Cette observation a amené une théorie, la théorie des « morons » pour « more DNA ». Cette
hypothése postule que les bactériophages €voluent par des étapes de complexification
croissante par insertion de fragments d’ADN (Hendrix et al. 2000). Cette hypothése est en
adéquation avec une théorie plus large qui voudrait que les virus soient des fragments d’ADN
d’origine cellulaire qui auraient acquis leur autonomie et auraient évolué par étapes de
complexification progressive par accrétion de génes d’origine cellulaire (Iyer et al. 2001 ;
Hendrix et al. 2000). Cette théorie, trés « populaire », repose toutefois sur des arguments
assez minces puisque comme nous le verrons par la suite (i) la présence d’homologues
cellulaires de génes viraux n’impliquent pas que les virus ont acquis ces génes en provenance
de leurs hotes et non I’inverse (ii) une grande partie des génes viraux n’ont pas d’homologues
cellulaires (iii) les phénomenes observés peuvent s'expliquer d’une maniére aussi
parcimonieuse par des pertes de génes et des simplifications a partir d’un ancétre
suffisamment complexe. De fait, il semble peu contestable qu’une fraction des génes présents
dans les génomes viraux n’a pas été acquise récemment par les virus en provenance de leurs

hoétes. Ces genes témoigneraient ils d’une origine « ancienne » des virus ?
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IV. Origine(s) et histoires évolutives des virus

a.  Les virus sont probablement polyphylétiques

Etant donné la trés grande diversité des génomes des virus, il semble trés peu probable que
tous ces éléments aient une origine unique (Iyer et al. 2001). Au contraire, un consensus se
dégage autour d’une origine multiple des virus. Toutefois, des analyses comparées de
génomes de virus ont parfois suggéré I’existence d’une origine commune entre des virus tres
divergents. Ainsi certains virus dsARN et dsADN de petite taille codent pour des enzymes de
la réplication qui sont homologues, en particulier des Hélicases (Gorbalenya et al. 1990). De
méme, certains virus sSADN et des plasmides dsADN utilisent une protéine homologue pour

I’initiation de la réplication par le mécanisme du « cercle roulant » (Koonin et Ilyina 1992).

b.  Des liens évolutifs entre virus, plasmides, transposons...

Des connections évolutives ont souvent été mises en évidence entre les différents éléments
génétiques mobiles des génomes et des virus. Par exemple, 1’organisation génomique et les
phylogénies des principaux geénes conservés chez les rétrovirus et les rétrotransposons
indiquent une origine commune (Xiong et Eickbush 19990 ; McClure 1991 ; Capy et al.
1996 ; Lerat et Capy 1999). Beaucoup de virus passent dans leur cycle biologique par une
forme plasmidique, et il est possible d'établir de nombreuses connections évolutives entre
plasmides et virus. Ainsi, certains virus, comme les Adenovirus, et certains bactériophages,
comme phi-29, partagent avec les plasmides linéaires de mitochondrie une ADN polymérase
particuliére que 1’on ne retrouve dans aucun autre génome (Knopf 1998). Il existe aussi des
¢éléments chimériques : ainsi le bactériophage N15, qui posséde un génome composé a 50% de
geénes de type bactériophage et a 50% de génes dérivant de plasmides linéaires (voir figure
I1)(Ravin et al. 2000). Enfin certains éléments, comme R391, possédent a la fois des
caractéristiques de phage tempéré (comme le mécanisme et les enzymes d’intégration du
génome), des caractéristiques de plasmide (comme le mécanisme et les enzymes de transfert
conjugatif de geénes) et méme de nombreux transposons intégrés dans le méme génome

(Boltner et al. 2002).
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Ainsi un rétrovirus perdant sa capacité infectieuse pourrait devenir un rétrotransposon, ou un
plasmide se recombinant avec un phage pourrait donner un nouveau virus capable d’infecter

d’autres cellules. Ces processus pouvant étre dans les deux directions possibles.

C. Les virus sont ils issus d’ADN cellulaire ?

L’hypothese la plus largement acceptée pour expliquer I’origine des virus propose qu’ils sont
issus d’un fragment d’ADN d’origine cellulaire s’étant échappé, devenu autonome et
infectieux. Proposée initialement par Howard Temin durant les années 70, cette hypothése a
souvent €té reprise, I’argument principal étant que I’on trouve beaucoup de génes homologues
entre virus et cellule. Or un tel phénomene d’autonomisation d’ADN cellulaire n’a pour
I’instant jamais ét¢ démontré expérimentalement, il s’agirait donc d’un événement tres rare
(Villarreal 1999). L’hypothése alternative postule que les virus actuels, ou certains d’entre
eux résulteraient de I’extréme réduction d'un génome de cellule ou de proto-cellule (Bandea
1983). Toutes ces hypothéses échouent néanmoins a expliquer 1’origine évolutive d’un grand
nombre de génes n’ayant aucun homologue cellulaire (qu’ils codent ou non pour des protéines
de fonction connue). L'existence de tels geénes accrédite plutdt I’idée de I’existence d’un
«monde des virus », différenti¢é d’un point de vue originel du « monde des cellules ».
Toutefois il semble réaliste d’imaginer que les génomes des virus sont des éléments
chimériques, issus a la fois de génes d’origine cellulaire (incluant par exemple des génes issus
de transferts horizontaux en provenance des cellules, voir chapitre III partie c.) et de génes a

proprement parler « viraux » (incluant par exemple les génes sans homologue cellulaire).

d. Les virus comme éléments « anciens » :

Un consensus semble émerger aujourd’hui sur I’existence de connections évolutives entre
virus infectant les 3 domaines du vivants. En effet, des études génomiques, et surtout
structurales, apportent des arguments trés solides sur une origine ancienne des virus,
probablement antérieure a la divergence des trois domaines du vivant. Ainsi, la structure
tridimensionnelle de la protéine de capside P3 des Adenovirus (virus eucaryotes) et Hexon du
phage PRDI1 (phage de Bactérie) montre de trés fortes ressemblances bien qu’aucune
similarité au niveau de la séquence primaire ne soit détectable (Benson et al. 1999)(figure 16).
Ces genes ne possédent pas d’homologue cellulaire connu a ce jour, ce qui rend peu probable
leur acquisition indépendante par transferts horizontaux en provenance de leur hote. Il est

donc fort possible que ces structures soit homologues et héritées d’un ancétre commun
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antérieurement a la divergence des Bactéries et des Eucaryotes. De plus ces deux virus
partagent une ADN polymérase particuliere (voir chapitre C) et une organisation génomique
similaire (Bamford et al. 2002). Néanmoins il est possible, dans ce cas, d’imaginer des
convergences évolutives et/ou des acquisitions indépendantes de génes cellulaires.

D’autres similarités structurales ont aussi été mises en évidence entre des virus dsARN du
groupe des Réovirus (Virus Eucaryotes) et le phage phi6 (phage de Bactérie), entre les phages
a queue des 3 domaines (voir pour revue Bamford et al. 2002) ou encore entre le
bactériophage ssADN phiX174 et certains virus sSARN de plantes et de champignons. Enfin,
de trés nombreuses protéines de structure de virus infectant les 3 domaines partagent un motif
particulier appelé « Jellyroll » que 1’on ne retrouve chez aucune protéine cellulaire (figure
16B), ce qui accrédite 1’idée que les virus sont au moins en partie constitués d’acide nucléique
ancien, différencié de I’ADN cellulaire [ce que Dennis Bamford nomme le « self » des virus

(Bamford et al. 2002)] et ayant divergé sans doute avant le LUCA.

44
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Figure 16 : Comparaison des monomeres de la protéine P3 du bactériophage PRD1 et de la protéine
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et les hélices a.. B: Les motifs Jellyroll de chaque monomére sont respectivement noté V1/V2 et

P1/P2. D’apres Benson et al. 1999.

45



Au niveau de I’architecture génomique de fortes ressemblances existent aussi entre les virus

d’Archéobactéries SIRF et SIRV1 et des virus eukaryotes (Prangishvilli et al. 2001)(Blum et

al. 2001). Mais a ce niveau, il est souvent trés difficile de trouver des caractéres homologues

dés que I’échelle évolutive est trop grande. Au sein des virus dSADN d’Eucaryotes et de

Bactéries plusieurs tentatives de comparaison de génomes pour différents groupes de virus ont

été publiées. Chez les virus Eucaryotes, sur la base du contenu en geénes de leurs génomes lyer

et collegues ont proposé que 4 groupes de virus, Poxvirus, Asfarvirus (parasitant tous les deux

des vertébrés), Iridovirus (Virus de Poissons et d’Insectes) et Phycodnavirus (virus d’Algues)

partageaient une origine commune (Iyer et al. 2001). Un scénario évolutif a été proposé pour

rendre compte de 1’évolution des génomes de ces virus (figure 17).
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Figure 17 : Cladogramme des Virus dsSADN Eucaryotes. L’ancétre commun est annoté comme
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genes dans la lignée, « - » indique une perte. Tiré de Iyer et al. 2001.
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Toutefois ce scénario suppose que la présence d’un géne conservé chez ces 4 groupes de virus
résulte d’un héritage vertical de leur ancétre commun. Or, pour beaucoup de ces genes qui ont
des homologues cellulaires chez leurs hoétes, ’acquisition multiple et indépendante par
transferts horizontaux ne peut pas étre rejetée. Seule une analyse phylogénétique détaillée de
chacun des genes pourrait apporter une réponse. Néanmoins ce scénario indique que, si I’on
posséde une collection suffisamment détaillée de génomes de virus, malgré leur plasticité

(voir partie III), il est possible de proposer des scénarios retragant pas a pas leur évolution.

Pour les bactériophages, un scénario évolutif a grande échelle a été proposé sur la base de la
comparaison de 105 génomes complets (Rohwer et Edwards 2002). Aucun gene n’est
conservé au sein de ces 105 génomes : une approche par compatibilité¢ a donc été proposée en
posant I’hypothése que, plus deux organismes partagent de génes homologues en commun,
plus ils sont proches d’un point de vue évolutif : il en résulte la figure présentée en figure 18.
Cette technique se révéle efficace pour grouper des phages ayant des génomes trés proches
alors que leurs hotes sont éloignés phylogénétiquement (ainsi par exemple le phage SIO1 qui
infecte une alpha-protéobactérie marine, est regroupé avec le phage T7 qui infecte des
gamma-protéobactéries du tube digestif humain). Mais cette technique n’est pas robuste a
grande échelle évolutive car a ce niveau la conservation des genes entre les groupes de virus
est trés faible, et I’impact de transferts horizontaux de geénes indépendants entre les lignées
affecte trés fortement la topologie de 1’arbre (Rohwer et Edwards 2002). Cette approche non
cladiste au sens de Hennig (voir chapitre A, partie I), pose explicitement le probléme de la
reconstruction de I'histoire évolutive des virus avec les outils traditionnellement utilisés pour
étudier 1'évolution des étres cellulaires. Les outils sont ils bien adaptés ? Quelle place pour le

transfert vertical de 1'information en comparaison du transfert horizontal ?

Pris ensemble, tous ces résultats indiquent que des virus trés divergents, infectant des hotes
phylogénétiquement trés éloignés, partagent des caractéres homologues. Méme si 1'on ne peut
pas exclure des phénomenes de convergence évolutive, il est trés probable qu'au moins une
partie de ces caractéres sont bien hérités d’un ancétre commun. Ils sont donc au moins en
partie constitués d’éléments trés anciens, qui trouvent probablement leur origine
antérieurement a la divergence des trois domaines. Cette origine ancienne permet en outre
d'aborder différemment les deux visions antagonistes sur l'origine des virus : celle des tenants
d'un monde des virus différentié du monde des cellules [illustré avec le concept du "self" de

Dennis Bamford (Bamford et al. 2002)] et celles des tenants d'une origine cellulaire des virus
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soit par régression parasitaire (Bandea 1983) soit par autonomisation d'un morceau d'ADN et
accrétion successive de "morons" (Hendrix 2000). En effet on peut penser que les virus sont
originaires de cellules antérieures au LUCA (Forterre 1992), soit par autonomisation soit par
régression, et pourquoi pas issus de lignées cellulaires ayant disparu. Les génomes des virus
actuels auraient conservé des genes d'origine cellulaire qui furent perdus dans les lignées
cellulaires. Inversement, les geénes viraux ayant des homologues cellulaires seraient ou bien
des genes tres anciens, conservés dans les lignées cellulaires et virales, ou bien acquis par les
virus par un processus d'accrétion de gene cellulaire. Néanmoins la trés longue histoire
évolutive des virus pourrait aussi les avoir amenés a inventer des génes, des fonctions ou des
structures sans homologue cellulaire. Malheureusement 1’absence de caractére homologue
conservé chez tous les virus, et notre connaissance trop partielle de leur biodiversité
(Breitbart et al. 2002) rend tres difficile la reconstitution de 1’histoire évolutive des virus a une
échelle de temps trés ancienne. Il est possible que le séquengage d’un beaucoup plus grand
nombre de génomes viraux nous permettra de reconstruire pas a pas cette évolution en reliant
entre eux des virus de plus en plus divergents. Il est aussi possible qu’en se focalisant sur
certains genes particuliers, les plus conservés, ou en reconnaissant des génes homologues
présent uniquement chez certains virus, on puisse reconnaitre des synapomorphies qui nous
permettront de regrouper certains virus. Toutefois, il semble aussi trés important de mieux
comprendre les relations évolutives entre les virus et leurs hotes cellulaires. En particulier les
flux de geénes qui semblent exister entre ces entités et qui participent a rendre trés ardue la

reconstruction de leurs histoires évolutives.
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Figure 18 : Arbre protéomique des phages issu de la comparaison de 105 génomes. Chaque phage est
colorié en fonction de sa classification selon ICTV. Pour plus de clarté le plus grand groupes, celui
des Siphophages a été détaché de ’arbre pour le rendre plus lisible, la branche en pointillé montre son
branchement effectif (d'aprés Rohwer et Edwards 2002).
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V. La relation Hote/Parasite entre virus et cellule

Certains virus, et singulierement les virus & ADN, tendent a établir des relations a long
terme avec leur hote, sans provoquer leur mort, mais plutot en persistant au sein de ces dernier
par exemple en intégrant leur génome dans le génome hdte. D’autres, au contraire, se
répliquent trés vite au sein de leur hote aprés 1’avoir infecté et sont transmis a d’autres cellules
a trés court terme. Ces stratégies induisent, de part et d’autre, I’existence de mécanismes
moléculaires spécifiques et complexes, d'interactions entre les virus et leurs hotes, dont les

principaux seront présentés dans ce chapitre.

a. Les mécanismes moléculaires de la persistance des virus

Les mécanismes moléculaires de la persistances chez les virus ont été précisément étudiés
chez les Bactériophage lactiques ou 1’on disposait de génomes trés proches, dont les uns
appartenaient a des éléments lytiques (donc non persistants) et les autres a des éléments
lysogénes, pouvant persister en intégrant leur génome dans celui de leurs hotes (voir pour
revue Brussow et al. 2001). Il est rapidement apparu que ces phages lytiques résultaient de la
perte de modules entiers (cassettes de genes) ou de la perte d’un ou de plusieurs genes
particuliers par délétion. Dans le module on trouve le plus souvent une intégrase qui permet
d’intégrer le génome phagique d’une maniére site-spécifique par recombinaison (le plus
souvent au niveau d'un ARN de transfert), une excisase qui permet au génome viral de "sortir"
du génome cellulaire, des répresseurs spécifiques de la transcription des geénes phagiques, et
parfois un ou plusieurs génes codant pour des fonctions de défense immunitaire protégeant la
bactérie hote contre une sur-infection par des phages lytiques (le plus souvent des
endonucléases de restriction site-spécifiques, qui sont utilisées pour dégrader ’ADN d’un
autre phage co-infectant la cellule hote).

D’autres phages tempérés utilisent des mécanismes d’intégration aléatoire, catalysés par des
transposases ou se maintiennent sous forme de plasmides circulaires autoréplicatifs.
L’intégration d'un prophage dans un génome cellulaire semble étre un phénomeéne trés
fréquent puisque tous les génomes de Bactéries séquencés a ce jour contiennent au moins un

prophage intégré.
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b.  Les mécanismes moléculaires des stratégies lytiques

Les virus lytiques codent souvent pour plusieurs enzymes impliquées dans la réplication et le
métabolisme de I’ADN. Ils ont effet développé des systémes moléculaires pour amplifier la
réplication de leur propre ADN (Villareal 1999) :

- Soit en inventant de nouveaux systémes de réplication capables de reconnaitre et de
dupliquer spécifiquement leur ADN : par exemple I’ADN polymérase des Adenovirus
appartenant a la famille B, qui utilise un mécanisme d'initiation de la réplication
différent de celui des cellules hotes (Knopf, 1998), ou encore la réplication en « cercle
roulant » de nombreux plasmides et virus a génome circulaire (Koonin et Ilyina 1992).

- Soit en dégradant ’ADN de leur hote avec des endonucléases tout en protégeant leur
propre ADN via des modifications de celui-ci (par exemple I’Hydroxyméthylcytosine
qui remplace la cytosine dans le génome des phages T-pairs) ou en isolant leur ADN
avec des protéines qui se fixe spécifiquement sur leur génome (cas des Herpesvirus).

- Soit en détournant I’appareil de réplication de 1’hote via, par exemple, I’invention de
protéines qui se fixent spécifiquement a 1’origine de réplication du virus et qui ont une
trés forte affinité avec les composants de la réplication de 1’hdte (cas de ’antigéne T
chez le virus SV40 qui lie spécifiquement la primase Eucaryote, ou encore de la
protéine P du bactériophage A qui recrute spécifiquement 1'Hélicase Réplicative
DnaB).

D’une maniére non spécifique les virus peuvent aussi augmenter la synthése globale d’ADN
de leur hote en dérégulant le cycle cellulaire. C’est le cas par exemple de certains virus
oncogenes qui peuvent induire la prolifération des cellules les hébergeant (Adenovirus,

Hepadnavirus, Herpesvirus...).

Enfin beaucoup de génomes de phages lytiques codent pour des endonucléases de restriction
site-spécifiques qui sont aussi utilisées pour dégrader I’ADN d’autres phages co-infectant la
cellule hote. Certains virus Eucaryote, les Phycodnavirus, posseédent aussi des endonucléases
spécifiques utilisées pour dégrader a la fois le génome de 1’hote et celui d'un virus co-
infectant. Ces virus protégent leur propre ADN avec des ADN méthyltransférases qui rendent
ineffective l'action des endonucléases sur les sites dont les bases adénine ou cytosine sont
méthylées (Van Etten et Meint 1999) . 1l est a noter que ces endonucléases n’ont d’homologue
cellulaire connu que chez les Bactéries et non pas chez les Eucaryotes comme on pourrait s’y

attendre pour un virus Eucaryote.
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c.  Les réponses immunitaires des procaryotes

Chez les procaryotes, la réponse immunitaire contre les phages consiste essentiellement en
des systémes de restriction et de modification (RM) de ’ADN (Sowers 1995). 1l s’agit d’un
systtme qui comprend d’une part une endonucléase qui clive I'ADN d’une maniére site
spécifique et d’autre part une enzyme qui modifie certaines bases de I’ADN au niveau de ce
site pour les protéger de la coupure par I’endonucléase qui lui est associée dans le systéme. Il
existe un grand nombre de systemes RM différents, non-homologues dont 1’origine évolutive
est mal connue (Roberts et Macelis 1997). Toutefois, nous avons vu précédemment que
beaucoup de virus possédaient leur propre systéme RM. Il est possible que les cellules aient
« recruté » ces systémes viraux via des événement de transfert horizontau. Cette hypothese est
confortée par le fait que beaucoup de systemes RM sont portés soit par des plasmides (voir
plus bas), soit par des élément ressemblant a des prophages cryptiques (Anton et al. 1994)

soit encore des transposons (Brassard et al. 1995).

Beaucoup de Bactéries possédent des plasmides portant un systéme RM. C’est le cas d’E. coli
et son systéme EcoRI. Des expériences ont montré que le remplacement de ce systéme par un
autre systétme RM plasmidique était tres difficile. La transformation in vitro est d’une tres
faible efficacité et la plupart des colonies survivantes ont une croissance tres ralentie (Naito et
al. 1995). L’explication proposée est qu’aprés le remplacement du systéme « A » par le
systeme « B » il ne reste plus assez d’enzyme de modification « A » pour protéger tous les
sites de I’ADN néo-synthétis¢ vis a vis du pool restant d’enzyme de restriction « A ». Ce qui
entraine de nombreuses coupures de I’ADN et la mort des cellules. Ainsi, les virus persistants
et plasmides utiliseraient ces systéme RM pour se maintenir d’une maniére trés efficace dans
les génomes en tant qu’élément égoistes pour deux raisons (Figure 19) :
- détruire ’ADN de phages et plasmides co-infectants dés le début de leur infection
- détruire son hote si la co-infection aboutit a 1’¢limination de I’élément de départ (d'un
point de vue populationel, le virus se maintenant uniquement dans les hotes qui ne
sont pas co-infectés)
Toutefois il peut aussi étre avantageux pour 1’hdte de conserver un plasmide ou un prophage
intégré portant un systéme SM pour éviter les surinfections et les effets déléteres de la

colonisation du génome par ces éléments (Kobayashi 1998).
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Néanmoins il existe aussi chez les bactéries des enzymes de modification en « solo » qui
pourrait étre utilisées préventivement pour se protéger des enzymes de restriction (Kobayashi
1998). On a aussi mis en évidence chez E. coli des endonucléases méthyl-spécifiques en
«solo» qui clivent sélectivement des bases méthylées (Raleigh et Wilson 1986). En réponse a
I’infection par des éléments portant un systétme RM, cette enzyme pourrait constituer un

systeéme de défense supplémentaire.
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Figure 19 : Le systéme de restriction/modification des Procaryotes et son mécanisme de persistance en
tant qu’élément « égoiste » dans les génomes. (a) Enzymes et réactions, les sites de clivage et de
méthylation sont indiqués. (b) Attaque par un bactériophage a8 ADN non modifié mais avec
chromosome modifié. (c) Perte du syst¢éme RM initial et mort de la cellule du fait de la subsistance
d'un pool d'endonucléase de restriction. (Tiré de Kobayashi 1998)

d. Laréponse immunitaire chez les Eucaryotes

Les Eucaryotes n’utilisent pas de systémes RM, ils ne possedent pas d’enzyme de restriction,
par contre leurs génomes contiennent par contre des enzymes de méthylation des acides
nucléiques qui sont utilisée pour différents processus, dont la régulation globale de

I’expression des geénes. D’un point de vue évolutif, il est possible que ces enzymes aient pu
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servir initialement pour se protéger des enzymes de restriction des virus (Doerfler 1996) ou
pour empécher la colonisation du génome par des éléments transposables en réprimant
globalement I’expression des geénes, y compris ceux des transposons (McDonald 1998 ;
Bowen et Jordan 2002) .

Face a une infection virale, la réponse immunitaire la plus courante chez les Eucaryotes est
I’apoptose, c’est a dire le suicide de la cellule infectée. Beaucoup d’Eucaryotes présentent des
cellules différenciées qui ne se divisent plus et ne répliquent plus leur ADN. Lorsque ces
cellules sont infectées par un virus ce dernier induit la mobilisation de la machinerie de
réplication de I’ADN pour répliquer son propre ADN, ceci a pour effet d’activer le processus
d’apoptose par stabilisation ou accumulation d’un composant clé : le facteur de transcription
p53 (Toeodoro et Branton 1997). Beaucoup de virus bloquent I'apoptose trés en amont en
produisant des protéines qui fixent p53 et I’inactivent. Ainsi par exemple I’antigéne T du virus
SV40 se lie spécifiquement a p53 et I’empéche de se fixer aux séquences promotrices des
geénes impliqués dans les premiéres étapes de 1’apoptose (Bargonetti et al. 1992). D’autres
stratégies sont utilisées par les virus pour bloquer plus en aval I’apoptose, voir Toeodoro et
Branton (1997) pour revue exhaustive de ces mécanismes.

Néanmoins, 1a aussi, la relation entre le virus et son hdte peut étre plus complexe. Ainsi, au
cours des étapes finales de son cycle, il peut étre avantageux pour un virus, non plus de
bloquer mais d’induire I’apoptose. En effet 1’apoptose est utilisée par les virus pour provoquer
la mort de la cellule, la dégradation des membranes et la libération des virus nouvellement
produis. Beaucoup de génomes de virus codent ainsi pour des protéines connues pour induire
I’apoptose, souvent par des voies indépendantes de p53. Pour revue de ces proté€ines voir

Toeodoro et Branton (1997).

Les vertébrés ont aussi développé un systéme immunitaire spécifique pour combattre les
agents pathogénes, dont les virus. Il sort du cadre de ce manuscrit de décrire les différentes
étapes de la réponse immunitaire mais il peut étre intéressant de dire quelques mots a propos
de I’origine évolutive de certains composants de cette machinerie cellulaire. La réponse
immunitaire spécifique chez les vertébrés passe par la production d’immunoglobulines. Les
immunoglobulines sont codées par des loci complexes composés de segments discrets qui
subissent des recombinaisons pour donner un énorme répertoire de combinaisons possibles.
Ces recombinaisons sont catalysées par deux enzymes RAGI et RAG2. Le mécanisme de
recombinaison est trés similaire de celui de la transposition des transposons de classe II et de

I’intégration site-spécifique de bactériophages tempérés comme A (Lewis et Wu 1997). De
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plus il a ét¢ démontré que RAGI se fixe sur une séquence trés proche des séquences cibles
des intégrases site-spécifiques (Simon et al. 1980), et que si ’on remplace le domaine de
fixation a ’ADN de RAGI par le domaine de fixation a I’ADN d’une intégrase site-
spécifique, I’enzyme RAG1 demeure complétement fonctionnelle (Spanopoulou et al. 1996).
Enfin RAGI et RAG2 catalysent effectivement ensemble la transposition in vitro (Agrawal et
al. 1998). Ces résultats suggerent que toutes ces enzymes partagent peut tre une origine
évolutive commune et on pourrait imaginer que les vertébrés auraient recruté ces fonctions en
provenance d’un élément génétique mobile (transposon ou virus) (Spanopoulou et al. 1996 ;

Bowen et Jordan 2002).

Tous ces résultats démontrent que la relation hote/parasite entre virus et cellule ne peut pas se
résumer seulement a « une course aux armements ». Dans plusieurs cas, nous avons vu que
les cellules pouvaient potentiellement tirer parti des virus pour accomplir des fonctions
cellulaires. Dans le chapitre V de la partie A, nous avons vu que les virus pouvaient constituer
de trés bons vecteurs pour les transferts horizontaux de genes entre especes. Ceci amene
naturellement a la question suivante : d’un point de vue génétique, quel pourrait avoir été le

role joué par les virus sur I’évolution de leurs hétes ?
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V1. La contribution des virus a lI'évolution de leurs hotes

Le séquencage d'un nombre important de génomes de Bactéries a mis en évidence
l'importance des transferts horizontaux de génes au cours de 1'évolution de ces organismes
(Ochman et al. 2000). Dans de nombreux cas, les génes transférés ont été identifiés comme
issus d'éléments génétiques mobiles (virus, plasmides, transposons). Souvent ces génes ont un
fort impact sur le phénotype de la souche bactérienne : pathogénicité, résistance aux
antibiotiques ou propriété métabolique particuliére. Ainsi de nombreux génes impliqués dans

la virulence d'une souche sont regroupés en "1

lots de pathogénicité" localisés au sein de
séquences codant pour des ARNt. Or de nombreux phages tempérés sont connus pour
s'intégrer au sein des séquences d'ARNt. Au moins un cas est parfaitement documenté chez
Staphylococcus aureus, ou un ilot de pathogénicité est porté par un bactériophage (Lindasy et
al. 1998). Parfois, la virulence est associ¢e a un seul gene issu d'un bactériophage tempéré :
par exemple, le géne codant pour l'exotoxine A chez Streptococcus pyogenes porté par le
bactériophage T12 (Weeks et Ferretti 1984), les génes codant pour les Shiga-toxines chez
certaines souches d'E. coli (Jackson et al. 1987) ou encore la toxine cholérique chez Vibrio
cholerae codée par le génome du phage phi-CTX (Waldor et Mekalanos 1996). Les génes de
résistance aux antibiotiques sont presque systématiquement codés par des éléments génétiques
mobiles, plasmides mais aussi transposons comme par exemple 1'élément Tn5 qui confére une
grande variété de Bactéries une résistance a la fois a la kanamycine, bléomycine et
streptomycine (Berg 1989). Enfin parfois les transferts de génes issus d'éléments génétiques
mobiles impliquent des grandes régions codant plusieurs dizaines de genes tels les "flots de
symbiose". Ainsi chez Mesorhizobium loti, un 1lot de symbiose de plus de 500kb, codant pour
pres de 50 protéines impliquées dans la fixation de 1'azote atmosphérique et la nodulation, est
intégré dans un ARNt et présente un usage des codons et des taux de G+C atypiques (Kaneko
et al. 2000).

D'un point de vue quantitatif enfin, il semble que, chez certaines Bactéries au moins, une
fraction trés importante des génes identifiés comme issus de transferts proviennent d'éléments
mobiles (Figure 20). C'est par exemple le cas chez E. coli, Synechocystis PCC6803,
Helicobacter pylori, ou Archeoglobus fulgidus (Ochman et al. 2000).
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Bacillus subtilis
Synechocystls PCCE803
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Figure 20 : Représentation graphique de la quantité de génes "natifs" d'un génome (en bleu), de génes
détectés comme issus de transferts récents soit en provenance de phages et autres éléments génétiques
mobiles (en jaune) ou d'origine inconnue (en rouge). Le pourcentage de geénes d'origine "étrangere" est

indiqué par un chiffre en pourcentage du génome total. "A" indique les Archéobactéries. Extrait de

Ochman et al. 2000.

Il faut toutefois noter qu'un grand nombre de genes identifiés comme issus de transferts

horizontaux ne sont pas assignables a une fonction particuliére et ne sont pas intégrés dans un

génome d'élément génétique mobile. Ces génes sont souvent identifiés du fait d'un taux de

G+C différent de celui du génome (voir chapitre V partie b.). Trés souvent ces genes

possédent un taux de G+C inférieur a celui de leurs hotes, surtout en troisiéme position, mais

aussi, d'une manieére moins significative, en premiére et en deuxiéme position (figure 21). Ce

résultat est vrai aussi pour des Bactéries dont les génomes ont des taux de G+C relativement

bas comme Streptococcus et Helicobacter (Medigue et al. 1991 ; Lawrence et Ochman 1997,

Daubin 2003).
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Figure 21 : Distribution du G+C pour chaque position du codon chez E. coli. Les génes sortant d'une
distribution théorique en loi normale sont considérés comme ayant été acquis récemment (barre noire).
Les génes considérés comme natifs sont indiqué avec des barres grises. D'aprés Lawrence et Ochman
1997.

La raison de cet appauvrissement en G+C des geénes susceptibles d'avoir été transférés n'est
pas connue, mais on pourrait mettre cette observation en relation avec le fait que les génomes
des bactériophages et autres éléments génétiques mobiles bactériens ont eux aussi une
tendance a avoir des génes plus pauvres en G+C que ceux de leurs hotes (figure 22) (Blaisdel
et al. 1996 ; Rocha et Danchin 2002). On constate que ce biais de composition est plus
accentué chez les ¢léments non persistants dans les génomes, comme les phages dsADN
lytiques ou les phages a ARN, tandis que les éléments tels que plasmides, transposons ou
phages tempérés ont un enrichissement en A+T plus faible en comparaison de ceux de leurs
hotes. On ne connait pas les raisons de ce biais, serait il en rapport avec une protection contre
les systémes de restriction/modification de leurs hotes ? Ou, comme le propose Rocha et
Danchin (2002) parce que I'ATP est plus abondant dans les cellules que les autres nucléotides
et parce que I'ATP et I'UTP sont moins coliteux a fabriquer que le GTP ou le CTP
(compétition métabolique) ?

Les genes identifiés comme issus de transfert et les génes des éléments génétiques mobiles
partagent donc une caractéristique commune, celle d'étre appauvris en G+C. Ces deux

observations mises bout & bout pourrait indiquer qu'une bonne partie de tous les geénes
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identifiés comme issus de transferts horizontaux sont originaires d'éléments génétiques
mobiles (Daubin 2003), ce qui permettrait d'expliquer pourquoi la plupart d'entre eux n'ont
pas de fonction connue et souvent pas ou peu d'homologues cellulaires (les génomes viraux
sont en effet trés majoritairement constitués de geénes de fonction inconnue et ayant peu ou
pas d'homologues cellulaires). De plus cela indique que ces éléments génétiques seraient dans
ce cas bien plus que de simples "transporteurs" de genes, d'espéce cellulaire a espéce
cellulaire, mais qu'ils seraient en fait capables d'inventer de nouvelles fonctions et de

promouvoir les transferts horizontaux de ces fonctions vers leurs hdtes cellulaires.

Relative AT richness (%)
[5]
1

'__..

B

HAMA Fil Iso Vir  Tem Plasmids |15

phages  “ooDNA dsDNA
phages phages

Figure 22 : Richesse relative en A+T des différentes classes d'éléments génétiques mobiles par
rapport a leurs hotes cellulaires. Fil : phages filamenteux, Iso : phage isométriques, Vir : phages
virulents, Tem : phages tempérés. Extrait de Rocha et Danchin 2002.

Cette vision du role potentiellement important des virus au cours de 1'évolution de leurs hotes
est récente et assez peu d'investigations ont été menées a ce sujet. Etant donné que les virus
codent trés souvent des enzymes de la réplication et du métabolisme de I'ADN, plusieurs
hypothése ont été proposées récemment postulant que beaucoup d'enzymes cellulaires
informationnelles ont été inventées par les virus (Forterre 1999, Villareal et DePhilippis 2000,

Takemura 2001 ).

59



CHAPITRE C

L'Evolution de l'appareil de réplication de ' ADN

60



a.

I. Laréplication de ' ADN cellulaire

Mécanismes et composants de la réplication de ' ADN au sein des trois domaines
du vivant.

Tous les génomes cellulaires connus possédent un génome ADN double brin, linéaire chez les

Eucaryotes et circulaire chez les Procaryotes. Les principes généraux de la réplication de

I'ADN sont trés similaires au sein des trois domaines du vivant. Le processus implique (figure

23):

une étape d'initiation catalysée par une protéine reconnaissant spécifiquement une
origine de réplication.

un facteur de charge qui associe 1'Hélicase Réplicative au complexe d'initiation
précédemment formé.

la fourche de réplication progresse grace a l'action concertée d'une ADN Hélicase qui
ouvre la double hélice, de protéines "single strand binding" qui stabilise les simples
brins formés par 1'Hélicase, d'une Primase qui réalise la synthése des amorces ARN,
et de 2 ADN polymérases (encore appelée "Réplicases") pour la synthése couplée des
brins "leading" et "lagging" . Des facteurs de processivité associés aux ADN
polymerase permettent la synthése de grands fragments d'ADN.

La progression du réplisome induit au niveau de la double hélice d'ADN
l'accumulation de super-tours positifs, une ADN topoisomérase est donc, en aval,
nécessaire pour résoudre ce probléme topologique et permettre effectivement

I'ouverture progressive de la double hélice.

Si ce mécanisme général est similaire dans l'ensemble du monde cellulaire, le mode de

réplication ne l'est pas. Les Eucaryotes possedent plusieurs origines de réplication, tandis que

les Bactéries et les Archéobactéries n'en possédent qu'une seule (Myllykallio et al. 2000). De

plus, beaucoup de protéines impliquées dans la réplication chez les Bactéries n'ont pas

d'homologue chez les Archéobactéries et les Eucaryotes, tandis que beaucoup de composants

Eucaryote sont homologues a des enzymes des Archéobactéries (figure 23).
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Ces fortes différences entre 'appareil de réplication des Eucaryotes et des Archéobactéries
d'une part, et des Bactéries d'autre part, sont d'autant plus surprenantes que les principaux
composants de l'appareil de transcription (comme les ARN polymérases ADN dépendantes),
ainsi que de nombreux composants de la machinerie de traduction, sont universellement
conservés (Leipe et al. 1999). La question qui se pose naturellement est donc : comment

expliquer évolutivement ces observations ?

ADN Topoisomerase :
Réplicative Hélicase :
Primase : B: TopolV/Gyrase B: DnaB
B: DnaG E: Topo IT A: Mcm
A: Prim E: Mcm

E: Prim E: Pol o
Protéine ssb : B: Pol I (C) Réplicase
B: ssh A: Pol LTI,
A: RFA E: Pol 6(B), Pole(B)
E: RFA

Facteur de Processivité :
B: DraN(p)
A: PCNA
E: PCNA

« Chargeur » du
Facteur de Processivité :
B: ycomplex

A: RFC

E: RFC

Figure 23 : Fourche de réplication universelle détaillant les différentes enzymes impliquées dans les
trois domaines du vivant. Pour chaque enzyme, le nom est donné, si les enzymes sont homologues
elles sont indiquées de la méme couleur, A pour Archéobactérie, B pour Bactérie, et E pour Eucaryote.
Pour la Réplicase, les lettres entre parentheses indiquent la famille d'ADN polymérase correspondante.
Adapté de Forterre, Filée et Myllykallio 2003, voir en annexe.
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b.

1y

2)

3)

Les hypotheses proposées pour expliquer les profondes différences de 1'appareil
de réplication entre Eucaryote/Archéobactérie et Bactérie.

Le systéme de réplication de I'ADN est bel et bien homologue entre les trois domaines
du vivant, mais il a divergé a tel point au niveau des séquences primaires que la
reconnaissance de cette homologie est impossible par comparaison de séquences (Edgell
et Doolittle 1997). En faveur de cette hypothése on peut noter que le facteur de
processivité des Eucaryotes et Archéobactéries (PCNA) et celui des Bactéries (DnaN),
bien que ne possédant pas de ressemblance au niveau de la séquence primaire,
possédent une structure tridimensionnelle identique et superposable (Kelman et
O'Donnell 1995). Ces composants sont donc trés probablement homologues malgré
leurs fortes divergences. De plus certaines enzymes a priori non-homologues possédent
en commun certains domaines protéiques. Par exemple l'initiateur de la réplication,
DnaA chez les Bactéries et Cdc6/Orcl des Archéobactéries et Eucaryotes partagent un
module ATPase de la méme famille (Erzberger et al. 2002). Néanmoins la plupart des
autres proté€ines n'ont aucune similarité, a tous les niveaux. C'est particuliérement vrai
pour les primases. En effet la primase bactérienne posséde un domaine protéique
particulier (Toprim) que 1'on retrouve chez d'autres enzymes telles que des Nucléases ou
les Topoisomérases I, II et VI mais que l'on ne retrouve pas chez la primase des
Eucaryotes et des Archéobactéries. Ces deux enzymes, analogues fonctionnels, ne sont
donc pas homologues (Leipe et al 1999). Il en est de méme pour d'autres composants-

clés de la réplication comme pour les ADN polymérases (Leipe et al. 1999).

Le LUCA avait un génome a ARN et I'ADN a été inventé¢ deux fois séparément, une
fois dans la lignée Eucaryote/Archéobactérie et une fois dans la lignée des Bactéries
(Leipe et al. 1999). Cette hypothése suppose que les Eucaryotes soient effectivement
groupe frére des Archéobactéries. Il est, de plus, difficile dans ces conditions
d'expliquer pourquoi certains composants informationnels comme les ARN polymérases
ADN dépendantes ou les facteurs de processivité (PCNA/DnaN et RFC/y complex) sont

homologues au sein des trois domaines.

L'appareil de réplication ancestral du génome a ADN du LUCA a été remplacé, soit
chez les Bactéries, soit chez les Archéobactéries/Eucaryotes, par un nouveau systéme
(Edgel et Doolitle 1997). Ce remplacement non-orthologue des composants de la

réplication du LUCA ne résout pas le probléme de l'origine évolutive de ce systeme

63



inventé¢ secondairement. Certains imaginent que le LUCA possédait deux systémes
différents de réplication qui coexistaient, un systéme utilisé pour la réparation de 'ADN
et un systéme utilisé au sens propre pour la réplication de 'ADN. Il y aurait eu perte
différentielle d'un des deux systémes dans chaque lignée (Edgell et Doolitle 1997). Le
systéme de réparation aurait donc remplacé le systéme de réplication dans une des
lignées. D'autres, comme Forterre (1999) ou Villareal (2000), proposent que les virus
auraient été la source de ces génes ayant remplacé dans chaque lignée des genes
cellulaires par des non-homologues viraux. En faveur de cette hypothése, on peut noter
que les génomes viraux contiennent tout ou partie de leur propre appareil de réplication
qui n'est souvent que partiellement homologue a celui de leur hote. Un tel cas de
remplacement non-homologue d'une enzyme cellulaire par une enzyme virale est
documenté pour I'ARN polymérase des mitochondries qui n'est pas de type bactérien
(alors que les mitochondries divergent d'une o Protéobactérie) mais d'un type
exclusivement viral appartenant a la classe des bactériophages T3/T7 (Figure 24)(Gray

et Lang 1998 ; Moreira 2000).

T3/T7-type RNA polymerase

Figure 24 : Phylogénie de I'ARN polymérase de la famille T3/T7 (issu de Moreira 2000)
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II. La réplication de I'ADN chez les virus

La réplication de 'ADN chez les virus procede :

- soit par un mécanisme analogue a la réplication de I'ADN dans les cellules (en
utilisant la totalité de la machinerie de 1'hdte comme SV40, ou en codant, au moins
pour partie, une machinerie de réplication propre, comme le bactériophage T4 ou les
Herpesvirus)

- soit par des mécanismes différents qui font intervenir des enzymes ne possédant pas

d'homologue cellulaire, et parfois en détournant le systéme de réplication de 1'hote .

Les Adénovirus possedent un systéme de réplication treés différent de ceux de leurs hotes
Eucaryotes (De Pamphilis 1996). La réplication est continue, un brin a la fois, grace aux
déplacements du réplisome qui, lorsque le premier brin est synthétis¢, "saute" sur 1'autre brin
pour le répliquer. Il n'utilise pas une Primase pour la synthése des amorces ARN. C'est une
ADN polymérase particuliere dite "protein-primed", codée par le virus, qui catalyse la
formation d'une liaison phosphodiester entre le premier nucléotide de la nouvelle chaine
d'ADN (une cytosine) et le résidu sérine d'une protéine accessoire codée elle aussi par le virus
et sans homologue cellulaire. Enfin I'élongation n'implique que 2 protéines différentes (I'ADN
polymérase qui posséde aussi une activité hélicase et une protéine ssb non homologue aux
protéines ssb cellulaires). Il s'agit d'un mécanisme trés simple, efficace et complétement

distinct de celui de I'hote.

Les Parvovirus utilisent eux aussi un mécanisme d'initiation de la réplication original. Leurs
génomes sont constitués d'ADN simple chaine et possédent des terminus complémentaires en
épingle a cheveux ("brin plus"). C'est donc l'extrémité simple brin 3' qui joue le réle d'amorce
de la réplication, sans avoir besoin d'une Primase. L'élongation du brin complémentaire ("brin
plus") implique ensuite la plupart des enzymes cellulaires responsables de la synthése de
I'ADN nucléaire. Cette forme double brin est ensuite répliquée d'une maniére continue, un
brin a la fois, suivant un mécanisme original "en cercle roulant” (Figure 25). Lorsque le brin
plus est synthétisé, une nucléase codée par le virus (protéine "Rep") le clive d'une maniére
site-spécifique , Rep se fixe aux terminus 5' d'une maniére covalente et 1'extrémité 3'OH libre
est utilisée comme amorce pour la synthése d'un nouveau brin plus naissant qui remplace le

brin plus parental. Le brin plus néo-synthétisé est clivé par Rep ce qui permet son relarguage
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et le commencement d'un nouveau cycle. La réplication "en cercle roulant” est partagée par de
nombreux phages (Kornberg et Baker 1992), des virus (De Pamphilis 1996) et des plasmides
ssSADN de Bactérie (Ilyina et Koonin 1992) et d'Archéobactérie (Erauso et al. 1996).
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Inactive Rep
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Figure 25 : Modé¢le général pour la réplication en cercle roulant. SSO : origine de réplication simple
brin, dso : origine de réplication double brin. Voir texte pour les détails. Tiré de Khan 2000.

Les virus qui utilisent un mécanisme de réplication analogue a celui des cellules codent aussi
pour leurs propres enzymes, qui ne sont pas toujours homologues aux composants cellulaires
correspondants. C'est par exemple le cas des Hélicases de la super famille III chez beaucoup
de virus dsADN eucaryotes (Iyer et al. 2001), les 3 enzymes du complexe Primase/Hélicase
chez les Herpesvirus (Dracheva et al. 1995), la "single strand binding" protéine de ICP8 des
Herpesvirus (De Pamphilis 1996) ou encore 'ADN polymérase/Primase de la famille E du
plasmide pRN2 de Sulfolobus islandicus (Lipps et al. 2003). Il est aussi trés probable qu'un
grand nombre d'enzymes virales impliquées dans la réplication des génomes viraux et sans
homologue cellulaire restent a découvrir. Par exemple le génome de 280kb du bactériophage

phiKF de Pseudomonas aeruginosa ne contient aucune protéine connue pour étre impliquée
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dans la réplication de I'ADN ce qui suggere 'existence de protéines de la réplication tres

divergentes de celles connues jusqu'a présent (Mesyanzhinov et al. 2002).

L'existence d'un tel réservoir d'enzymes de la réplication chez les virus, parfois non-
homologues de celles des cellules, suggere que les virus pourraient avoir été a la source de
certaines fonctions, recrutées secondairement par les cellules et remplagant ou non un
composant cellulaire. Forterre (1999) a proposé que beaucoup d'enzymes de la réplication
chez les Bactéries avaient été¢ déplacées par des composants non-homologues originaires de
bactériophages. Toutefois Moreira (2000) a montré que le transfert horizontal de ces génes
pouvaient é&tre polarisé dans l'autre sens : les bactériophages "recrutant” des fonctions
cellulaires. Chez les Eucaryotes, plusieurs ADN polymérases pourraient avoir une origine
virale : 'ADN polymérase o (famille B) auraient ét¢ héritée d'un virus dSADN apparenté aux
Phycodnavirus/HerpesVirus (Villareal et De Filippis 2000) et I'ADN polymérase o
proviendrait d'un Poxvirus (Takemura 2001). Ce dernier auteur va méme plus loin en
proposant que le noyau Eucaryote proviendrait de la symbiose d'un Poxvirus et d'une
Archéobactérie ce qui permettrait de rendre compte de la forte ressemblance au niveau des
composants informationnels entre Archéobactéries et Eucaryote. Cette derniére hypothése a
été simultanément proposée par Bell (2001). Enfin une hypothése a été proposée récemment
par Forterre (2002) qui postule que les virus auraient inventé I'ADN lui méme a partir d'un
monde cellulaire ARN, afin de se protéger des enzymes de dégradation spécifique de I'ARN
exogeéne (RNAse) mises en place par les cellules. Cette hypothése implique que les virus
auraient inventé a la fois, tout ou partie d'un appareil de réplication, ainsi qu'une voie

métabolique permettant la synthése des composants de I'ADN.
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III. Origine et évolution du métabolisme terminal de
I'ADN

L'ADN peut étre considéré comme une forme modifiée de I'ARN. Les formes de vie
actuelles produisent en effet les bases de I'ADN par réduction des ribonucléotides di- ou tri-
phosphate. Associés au fait que les ARN sont capables d'activité auto-catalytique (ribozyme),

ces arguments favorisent 1'idée selon laquelle ' ADN est apparu postérieurement a I'"ARN.

Les principales étapes de la formation des déoxynucléotides a partir des déoxyribonucléotides
sont schématisées figure 26. Les premiéres molécules d'ADN contenaient probablement de
l'uracile et non de la thymine. En effet, le TTP n'existant pas dans les cellules, les enzymes qui
réduisent les ribonucléotides (Ribonucléotide Réductase) produisent du dUTP/dUDP a partir
de 'UTP/UDP. Le dTTP est produit a partir du dUTP et non pas du TTP. L'ADN-T serait
donc apparu aprés I'ADN-U. On peut noter que 'ADN-U existe dans le génome de certains
virus actuels (Takahashi et Marmur 1963) : ce pourrait étre une rémanence d'une situation
ancestrale. Le dTTP est produit en trois étapes :

- Formation de dUMP, soit par déphosphorylation du dUTP par une dUTPase, soit par

déamination du dCMP par la dCMP déaminase.

- Meéthylation du dUMP en dTMP par la Thymidylate Synthase.

- Phosphorylation du dTMP en dTTP par la Thymidine Kinase.
Cette transition ARN vers ADN-U puis ADN-T pose toutefois le probleme de l'origine des
enzymes nécessaires. Forterre (2002) propose que ces enzymes ont été inventées par les virus
pour se protéger des systémes de défense de I'hote basés sur des Rnases. Néanmoins, les plus
gros génomes viraux ARN connus a ce jour font a peine 30kb [Coronavirus, (Atkins 1993)],
et généralement beaucoup moins. Ces petits génomes ne sont notoirement pas assez grands
pour coder le stock d'enzymes minimal nécessaire la transition ARN vers ADN (au minimum
une Ribonucléotide réductase, une ADN polymérase et une ADN hélicase)(Poole et al. 2000).
Deux raisons expliquent les faibles capacités de codages des génomes ARN :

- Les enzymes qui répliquent ces génomes ne possédent pas de capacité de correction

des erreurs, ce qui entraine des taux de mutation tres élevés. Plus le génome est grand,

plus le nombre de mutations augmente.
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- La présence d'un groupement hydroxyle en 2' sur le ribose (figure 27) susceptible
d'attaquer la liaison phosphodiester de la chaine et d'entrainer une cassure de brin.

On pourrait aussi imaginer que si les virus ARN actuels sont si petits c'est parce qu'ils ont
évolué par régression a partir d'élément ayant possédé des génomes a ARN beaucoup plus
gros. Cette transition aurait été sélectivement avantagée par la baisse des taux de mutation et
de cassure des brins chez les virus ARN possédant des petits génomes. Inversement, les
cellules primitives ayant possédé un génome ARN aurait "choisi" une voie évolutive
différente, celle de posséder des génomes de plus grande taille, codant pour un plus grand

nombre de fonctions.
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Figure 26 : Voie de biosynthése des composants de I'ADN et de ' ARN. Le NMP est converti en NTP
par la NMP Kinase (k) et la NDP kinase (K). Ces composants sont réduit par les Ribonucléotides
Réductases (RNR I, II et IIT) pour former du dNTP. Le DTTP est produit en trois étapes impliquant
dUTPase, dCTP déaminase et Thymidylate Synthase (ThyX et ThyA). Certains bactériophages
comme T4 présentent des génomes modifiés au niveau des cytosines par hydroxyméthylation
catalysée par une dCMP Hydroxyméthyl transférase (homologue a ThyA). Adapté de Forterre, Filée,
Myllykallio (2003), voie en annexe.
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Pour permettre a un génome ARN (viral ou cellulaire) de coder la machinerie
nécessaire pour accomplir la transition vers un monde ADN-U, il faut imaginer un moyen de
stabiliser 'ARN. Il a été proposé que la méthylation des ARN sur I'oxygeéne en 2' du ribose
(figure 26) aurait accompli cette tdche (Poole et al. 2000). La méthylation des ARN en 2' sur
le ribose est un processus ubiquiste au sein du vivant, en particulier au niveau des ARN
ribosomiques. Il est & noter que certains virus dSADN Eucaryote comme les Poxvirus (Hodel
et al. 1996) ou les Baculovirus (Wu et Guarino 2003), et certains virus ARN comme les
Flavivirus ou les Alphavirus (Feder et al. 2003) codent eux aussi pour leur propre méthyl-
transférase (les méthyl-transférases des virus dsADN étant homologue de méthyl-transférases
cellulaires). L'hypothése proposée par Poole et collaborateurs (2000) pour expliquer
l'avantage sélectif du passage d'un monde méthyl-ARN a un monde U-ADN est la suivante :
la méthylation du ribose des ARN est un mécanisme post-réplicatif, alors que les
Ribonucléotides réductases réduisent le 2' OH du ribose en 2' H d'une maniére pré-réplicative,

supprimant I'étape ou I'ARN qui n'a pas encore été modifié peut potentiellement s'auto-cliver.

Uracil Thymine

ribonucleotide
(RNA)

deoxyribonucleotide
(DNA)

| 2'_0-methylribonucleotide
| (methyl RNA)

Chamisiry & Bidlogy

Figure 27 : Formule chimique des nucléotides tels qu'ils apparaissent de nos jours dans les chaines
d'acide nucléique. La différence entre I'ARN, le 2'-O-méthyl ARN et ' ADN consiste en la nature du
groupe en position 2' du ribose (indiqué en rouge).

Toutefois, les explications basées sur la stabilité pour rendre compte du passage ARN
ou méthyl-ARN vers ADN ont un inconvénient : elles ne procurent pas d'avantage sélectif a
court terme au premier génome ADN formé qui est en compétition avec une population

d'éléments a génome ARN ou méthyl-ARN. Forterre (2002) propose que les virus auraient
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inventé I'ADN pour se protéger des Rnases de I'hdte ce qui leur aurait procuré un avantage
sélectif immédiat. Le systéme aurait été secondairement recruté par les cellules, par exemple
suivant le méme schéma que pour les systémes R/M de I'ADN (voir chapitre B partie V.). Au
crédit de cette hypothése on peut noter que certains bactériophages comme les T-pairs
présentent des génomes dont les bases sont effectivement modifiées au niveau des cytosines
par ajout d'un radical hydroxyméthyl. Ceci afin de se protéger des systémes de restriction de
leurs hotes. L'enzyme qui catalyse cette réaction (la dCMP hydroxyméthyl transférase)
modifie les cytosines avant leur incorporation dans I'ADN. De plus cette enzyme est
homologue a la Thymidylate Synthase ThyA qui modifie le JUMP en dTMP (Song et al.
1999). De plus, les hypothéses de Poole et collaborateurs (2000) et Forterre (2002) sont
parfaitement complémentaires, on pourrait imaginer que les cellules auraient inventé le
méthyl-ARN leur permettant de disposer d'un génome de plus grande taille, pour coder un
nombre de fonctions plus élevé. Les virus au cours de leur "course aux armements" pour
échapper aux systémes de défense de leurs hotes auraient pour certains d'entre eux développé
différents systémes pour modifier leurs génomes ARN vers des génomes U-ADN ou HMC-
ADN. Les cellules ayant acquis secondairement les génes viraux nécessaires a la synthése
d'ADN par transferts horizontaux. Enfin on pourrait aussi imaginer le scénario inverse de
celui proposé par Forterre : les cellules modifiant leur génome ARN pour échapper aux
enzymes de dégradation des virus. Les virus auraient, pour certains d'entre eux, recruté
secondairement ces fonctions cellulaires. Ce qui permettrait d'expliquer pourquoi il existe

encore aujourd’hui beaucoup de virus a génome ARN et aucun génome cellulaire 8 ARN.

Finalement, une derniére question se pose : pourquoi est-on passé d'un ADN-U vers un ADN-
T chez les cellules et certains virus ? La déamination spontanée des cytosines en uracile
provoquant beaucoup de mutations délétéres, un génome ADN-T capable de détecter ces
uraciles et de les éliminer via un systéme de réparation de I'ADN adéquat bénéficie alors d'un
avantage sélectif majeur (Poole et al. 2001). Cette hypothése expliquerait donc 1'évolution
d'un ADN-U vers un ADN-T. Alternativement, on pourrait aussi penser que 'ADN-T aie été
inventé primitivement par les virus pour se protéger des Dnases-U cellulaires, puis acquis par

les cellules pour résoudre le probléme de la déamination spontanée des cytosines.
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IV. Conclusions

L'appareil de réplication de I'ADN est universel, il est présent chez tous les organismes
cellulaires et de nombreux virus codent tout ou partie de leur propre systéme. Au cours de ce
chapitre, nous avons vu qu'il n'était pas conservé au sein des trois domaines du vivant.
Différentes hypothéses ont été énoncées précédemment pour expliquer cette observation.
L'une d'elle, proposée simultanément par Patrick Forterre (1999) et Luis Villarreal (2000),
postule que les virus ont inventé de nombreux composants de la réplication, et que ces genes
d'origine virale ont remplacé certains composants d'origine cellulaire. Forterre (2002) allant
méme plus loin en proposant que les virus eux méme ont primitivement "inventé" I'ADN et sa
réplication, les cellules auraient recruté ces fonctions dans un deuxieme temps pour accomplir
la transition d'un monde cellulaire ARN vers un monde ADN. Ces deux hypothéses sont
principalement soutenues par le fait que les génomes viraux codent pour un grand nombre
d'enzymes impliquées dans le métabolisme et la réplication de 'ADN. De plus, une partie de
ces enzymes n'ont aucun homologue cellulaire et peuvent donc étre considérées comme ayant

effectivement été inventées par les virus.

Toutefois ces observations ne sont pas validées d'un point de vue phylogénétique. En effet les
virus pourraient trés bien avoir acquis ces génes en provenance des cellules et non l'inverse.
11 est donc nécessaire de reconstruire I'histoire évolutive de tous ces geénes pour trancher entre
ces deux hypothéses. L'étude des composants de la réplication chez les virus pourraient aussi

nous apporter des éléments de réflexion sur I'évolution des virus eux-mémes.
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Dans cette partie, le lecteur trouvera l'analyse phylogénétique d'un grand nombre de genes
dont les produits sont impliqués dans la réplication et le métabolisme de ' ADN. Plutot que de
faire un catalogue exhaustif de ces analyses, nous avons pris le parti de diviser la présentation
des résultats en différents chapitres qui illustrent chacun un aspect de I'évolution des enzymes
informationnelles. Certains de ces résultats ont fait I'objet de publications qui précisent et
complétent les informations données dans le chapitre. Ces articles sont présentés a la fin de

chaques chapitres.

Nous parlerons d'abord des ADN polymérases et des difficultés méthodologiques a polariser

les transferts de genes entre virus et cellules.

Nous évoquerons ensuite le cas des ADN toposiomérases et de leurs histoires évolutives
complexes ou l'on ne retrouve pas l'habituelle et profonde différence entre l'appareil de

réplication des Archéobactéries/Eucaryotes d'une part et celui des Bactéries d'autres part.

Parmi toutes les autres enzymes de la réplication, nous avons aussi identifi¢ d'autres cas ou
des génes viraux auraient potentiellement €té recrutés par les cellules pour accomplir des

fonctions cellulaires. Un chapitre sera donc consacré a I'histoire évolutive de ces enzymes.
Enfin, dans une derni€re partie nous nous intéresserons a 1'évolution des enzymes nécessaire a

la transition d'un monde a ARN vers un monde a ADN et nous montrerons que les virus y ont

joué un role important, au moins a petite échelle évolutive.
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CHAPITRE D

Les ADN polymérases
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a. Généralités.

Les ADN polymérases forment un vaste groupe d'enzymes constitué d'au moins 7
familles qui ne sont pas homologues entre elles. Aucune de ces 7 familles n'est
universellement conservée dans le monde vivant actuel, et de trés nombreux génomes viraux
ou plasmidiques codent pour leur propre ADN polymérase. Ainsi, la question des relations
évolutives entre les ADN polymérases cellulaires et virales se pose naturellement.

Certaines familles ont une distribution phylogénétique réduite : la famille D est uniquement
présente chez les EuryArchéobactéries, la famille C est présente chez la totalité des génomes
bactériens séquencés et chez quelques virus et plasmides, alors que la famille E est seulement
représentée par une ADN polymérase codée par le plasmides pRN1 de 1'Archéobactérie
Sulfolobus islandicus (Lipps et al. 2003). D'autres familles ont une répartition phylogénétique
beaucoup plus vaste, comme les familles A et Y, qui sont présentes chez de nombreuses
Bactéries, Eucaryotes et virus, ou encore la famille B qui est présente chez les Eucaryotes, les

Archéobactéries, de nombreux virus et quelques gamma Protéobactéries.

Du point de vue fonctionnel, les ADN polymérases illustrent parfaitement la différence
générale de Il'appareil de réplication des Bactéries en comparaison de celui des
Archéobactéries et des Eucaryotes. En effet les Bactéries utilisent une ADN polymérase de la
famille C pour répliquer leur génome, alors que les Eucaryotes et les Archéobactéries utilisent
des ADN polymérases de la famille B (et de la famille D pour les EuryArchéobactéries). Les
virus codent et utilisent une large gamme d'ADN polymérases. L'objectif principal de la
publication ci-aprés étaient de clarifier les relations phylogénétiques entre toutes ces ADN
polymérases et, en particulier, d'évaluer la contribution des virus concernant le remplacement

de genes cellulaires par des geénes viraux.

b.  La polarisation des transferts

L'analyse phylogénétique de toutes les familles démontre que 'échange de génes entre virus et
cellule est un phénomeéne fréquent et qu'il se produit dans les deux sens. Toutefois la
détermination de la polarité du transfert d'un géne pose probléme. Est-ce les cellules qui
acquierent un géne d'origine virale ou plutdt l'inverse ? En effet, hormis le cas des ADN
polymérases de la famille Y, les enzymes virales ne sont pas positionnées dans les arbres a

proximité de celles de leurs hdtes. On peut donc exclure un transfert "récent" de genes
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polarisé de la cellule vers le virus, mais on ne peut pas rejeter I'hypothése d'un transfert
"ancien" des cellules vers les virus, suivi ou non d'une accélération de la vitesse d'évolution
des séquences virales, les rejetant d'une maniére trés distante de leurs hotes dans les
phylogénies. Nous avons donc besoin d'un critére a priori pour trancher entre ces deux
hypothéeses. Nous pouvons d'abord utiliser le critére de la paralogie si la famille a connu des
duplications de genes (Figure 28).

Si un geéne est présent en au moins deux exemplaires dans un génome donné, soit il s'agit
d'une duplication de geéne, soit 1'une des copies est issue d'un transfert horizontal. Dans le cas
d'une duplication, on s'attend a ce que les deux genes soient positionnés en groupes freres. Ce
cas de figure n'est pas toujours retrouvé. L'hypothése la plus parcimonieuse implique dans ce
cas un transfert horizontal, méme si I'on ne peut exclure de multiples pertes sélectives d'un des
deux génes. Si une séquence virale se positionne a la base d'un de ces deux types de genes, il
est donc trés probable que 'organisme "donneur" soit le virus, ainsi peut on polariser le sens

du transfert.

Ce cas de figure est illustré avec la famille B des ADN polymérases. Simultanément a notre
travail, Villarreal et DePhillipis (2000) publiaient la phylogénie de cette famille en affirmant
que le "paralogue" delta était originaire d'un virus. Or, la phylogénie compléte de cette famille
est trés mal résolue, et l'on ne peut pas dire avec confiance que les paralogues sont
phylogénétiquement trés éloignés. Toutefois, des analyses avec des échantillons plus réduits
positionnent en effet plusieurs groupes de virus (Phycodnavirus, Herpesvirus et Iridovirus) a
la base du groupe "delta" (voir article V). Il est donc en effet possible que I'ADN polymérase
delta des Eucaryotes soit d'origine virale, mais la polarisation inverse ne peut étre exclue
puisque l'on pourrait imaginer une récupération ancienne du gene par l'ancétre de tous ces
virus. Par contre, au sein de cette famille B, un meilleur exemple de transfert de virus vers
cellules, a plus petite échelle évolutive, nous est donné avec une des deux ADN polymérases
d'Halobacterium salinarum ("paralogue" B1). En effet, non seulement ce paralogue est tres
¢loigné phylogénétiquement du paralogue B2, mais il est également trés distant des autres
séquences d'Archéobactéries. Enfin, un groupe de virus d'Archéobactérie Halophile représenté
par les éléments HF1/HF2, se positionne en groupe frére du géne B1l. On se trouve donc
typiquement dans la situation énoncée figure 28 : 'ADN polymérase Bl d'Halobacterium

salinarum serait donc trés probablement d'origine virale.
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Figure 28: Polarisation du transfert de géne virus vers cellule en utilisant le critére de la paralogie.

A. La phylogénie montre une duplication symbolisée par un astérisque rouge chez l'ancétre de X et Y
; A, B, C et D représentant les autres taxons de la phylogénies et O le groupe extérieur permettant
I'enracinement. Les paralogues 1 et 2 se placent en groupes fréres I'un de 'autre.

B. Lorseque deux "paralogues" coexistent dans un méme génome, on peut parfois observer que les
geénes de type 1 et les génes de type 2 paraissent phylogénétiquement €loignés. Ce cas de figure
peut s'expliquer de 2 fagcons. Dans 1'hypothese 1, une duplication ancestrale chez tous les taxa
(astérisque rouge) est suivie de nombreuses pertes sélectives de I'un ou l'autre géne (indiqué par la
lettre P sur le shéma). Ou alors, hypothese 2, un transfert horizontal de 1'un des deux genes s'est
produit chez I'ancétre de X et Y; si une séquence virale se place a la base de I'un de ces 2 genes
(remplagons le taxon B par un virus), on posséde un bon critére pour polariser le transfert du virus
vers la cellule et non l'inverse. LGT : transfert horizontal de gene.
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Nous pouvons aussi dans certains cas utiliser nos connaissances a priori de 1'évolution pour
polariser les transferts entre cellules et virus. Par exemple, le fait que la mitochondrie résulte
de l'endosymbiose d'une alpha-Protéobactérie ; dans les phylogénies, on s'attend donc a
trouver les séquences mitochondriales a proximité des séquences des Protéobactéries, et tout
du moins, au sein d'un groupe de Bactéries.

On sait que les mitochondries utilisent une ADN polymérase de la famille A pour répliquer
leur génome, ce qui est en soi déja surprenant puisque les Bactéries utilisent une ADN
polymérase de la famille C. La phylogénie de la famille A des ADN polymérases (voir article
I) démontre que les séquences des mitochondries sont phylogénétiquement éloignées des
séquences des Bactéries et qu'elles sont plutdt apparentées a un groupe de virus appartenant
au groupe des phages de type T3/T7. Il est donc possible que 'ADN polymérase des
mitochondries soit d'origine virale, en remplacement non-homologue de la réplicase
Bactérienne ancestrale de la famille C. On se trouverait donc dans une situation identique a
celle de I'ARN polymérase des mitochondries qui est aussi originaire d'un phage de type
T3/T7.

C. Conclusion

Nos analyses phylogénétiques des différentes familles d ADN polymérase montrent que les
virus semblent avoir joué un rdle qui n'est pas négligeable au cours de 1'évolution de ces
enzymes. En particulier, en "inventant" des génes codant pour cette fonction (famille E), et
en permettant aux cellules d'acquérir ces genes d'origine virale (famille A et B). Toutefois,
l'interprétation des arbresatteint des limites quant a la polarisation des transferts de génes
entre virus et cellule : les transferts récents sont assez facilement polarisables, tandis que des

éveénements anciens ne sont polarisables que si 1'on dispose d'un critére a priori.
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Article I
Evolution of DNA polymerase families : evidences for
multiple gene exchange between cellular and viral proteins.

Filee J, Forterre P,Sen-Lin T, Laurent J.

J. Mol. Evol. (2002), 54:763-773
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CHAPITRE E

Les ADN topoisomérases
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La molécule d'ADN est présente chez tous les organismes cellulaires sous la forme d'une
double hélice subissant différents types de contraintes topologiques. Beaucoup de processus
biologiques, comme la réplication ou la transcription, nécessitent le "déroulement" de la
double hélice. L'évolution a retenu différentes enzymes capables de résoudre ces contraintes :
les ADN Topoisomérases. Au sein du monde vivant, il existe deux types d'ADN
Topoisomérases qui se différencient par la nature de la cassure de brin transitoire que ces
enzymes catalysent. Les ADN Topoisomérase de type I provoquent une cassure simple brin

tandis que les enzymes du type II introduisent une cassure double brin.

a. Les ADN topoisomérases de type I

Il existe deux familles d'ADN Topoisomérase I qui ne sont probablement pas liées
évolutivement si l'on s'en tient aux ressemblance de séquences primaires. Mécanistiquement,
les enzymes de la famille IA se lient a 'ADN d'une maniére covalente en 5'-OH tandis que les
enzymes de la famille IB se lient au 3'-phosphate. La famille IA posséde une répartition
phylogénétique trés vaste, puisqu'elle est présente chez la plupart des Archéobactéries, des
Eucaryotes et des Bactéries dont les génomes ont été séquencés ainsi que chez de nombreux
plasmides et bactériophages. De plus, la Reverse Gyrase, qui est présente chez tout les
hyperthermophiles (voir chapitre A, partie III), est composée en C-terminal d'un module
"topoisomérase” homologue a la Topoisomérase IA. La phylogénie de cette famille n'indique
pas de transferts de genes entre les différents domaines cellulaires, mais indique de multiples
transferts de genes entre les bactériophages/plasmides et les Bactéries. Il s'agit a chaque fois
d'acquisitions de genes cellulaires par les virus (Moreira 2000).

La famille IB est une famille de molécules initialement découvertes chez les Eucaryotes. Une
recherche de type BLAST (Altschul et al. 1990) avec la séquence d'Homo Sapiens permet de
rapatrier des séquences homologues chez un grand nombre d'Eucaryotes. On retrouve aussi le
géne avec des valeurs £ aux limites du seuil significatif (10™) chez les Poxvirus puis chez
quelques Bactéries appartenant & des phylums trés divergents (Krogh et Shuman 2002). On
remarquera que l'enzyme Eucaryote est beaucoup plus grande que I'enzyme des Poxvirus et
des Bactéries (800 acides aminé en moyenne contre environ 350 chez les Poxvirus et les
Bactéries). On peut enfin noter qu'une Topoisomérase IB de 980 acides aminés a aussi été
isolée de I'Archéobactérie Methanopyrus kandleri (Slesarev et al. 1993), la séquence primaire

de la protéine n'étant que trés peu ressemblante avec les autres Topoisomérase 1B.
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La famille IB est malheureusement trop divergente au niveau de la séquence primaire pour
que l'on puisse effectuer la phylogénie, mais sa répartition phylogénétique indique tres
probablement de nombreux événements de pertes de génes et/ou de transferts horizontaux de
génes chez les Bactéries, par exemple via des remplacement non homologues de la
Topoisomérase IB par la Topoisomérase IA. De plus la faible ressemblance et la grande
différence de taille entre les génes Eucaryote et des Poxvirus excluent des échanges de genes
récents entre ces différents organismes.

Enfin on notera que la répartition phylogénétique des deux familles d'ADN Topoisomérase |
ne suivent pas la traditionnelle dichotomie de I'appareil de réplication entre
Archébacterie/Eucaryote d'une part et Bactéries d'autre part. En effet la famille A est
largement présente au sein des trois domaines du vivant et la famille IB est présente chez les

Bactéries et les Eucaryotes.

b.  Les ADN Topoisomérase de type II.

Les Topoisomérases de type II appartiennent a deux familles non-homologues. La famille I[TA
est présente chez les Eucaryotes, chez les Bactéries et chez quelques Archéobactéries. On
trouve aussi cette enzyme chez quelques virus Eucaryotes ainsi que chez les bactériophages
apparentés a T4. Chez les Bactéries, I'enzyme est constituée de deux sous-unités et chez les
bactériophages de deux ou trois sous-unité¢ suivant 1'élément. Chez les Eucaryotes et leurs
virus les deux geénes sont par contre fusionnés. La famille IIB est constituée de 2 sous-unités
assemblées en hétérotétramére de type A,B;. Les sous-unités A et B sont présentes chez un
grand nombre d'Archéobactéries, tandis que chez les Eucaryotes seule la sous unité A est

largement représentée, la sous-unité B n'étant présente que chez les Plantes.

Les phylogénies de ces deux familles sont présentées dans l'article présenté a la fin de ce
chapitre.

La phylogénie de la sous unité B de la Topoisomérase IIB est congruente avec la phylogénie
basée sur 'ADN ribosomal. Il en est de méme pour la sous-unité A avec la dichotomie
Crenote/Euryote, la présence de cette sous-unité chez les Plantes s'expliquant soit par des
pertes de genes chez tous les autres Eucaryotes, soit par un transfert horizontal ancien chez
I'ancétre des Plantes en provenance d'un génome d'Archéobactérie.

La phylogénie de la Topoisomérase IIA est plus complexe. On observe une duplication

ancienne du gene chez les Bactéries. La polyphilie marquée des Archéobactéries dans cet
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arbre indique trés probablement des événements de transferts de geénes, multiples et
indépendant dans au moins trois lignées/especes d'Archéobactérie (Halobacterium sp.,
Methanosarcina barkeri et les Thermoplasmatales). On notera que, dans le phylum des
Thermoplasmatales, les deux sous-unités de la Topoisomérase IIB sont absentes, cette
observation allant dans le sens du remplacement non-homologue de la Topoisomérase IIB par
une Topoisomérase IIA d'origine bactérienne. Enfin, certains virus Eucaryotes occupent la
base de l'arbre du sous-ensemble des Eucaryotes, cette position rend toute interprétation
évolutive délicate quant a la polarisation d'éventuels transferts anciens entre virus et I'ancétre
des Eucaryotes. Néanmoins cette position basale ne permet pas de rejeter I'hypothése selon
laquelle le géne Eucaryote serait d'origine virale. Ces résultats indiquent que la répartition
phylogénétique de la famille IT des ADN Topoisomérases est atypique en comparaison de la
répartition phylogénétique de la plupart des enzymes de la réplication : la Topoisomérase ITA
était trés probablement présente chez le LCA des Eucaryotes et des Bactéries tandis que les
deux sous-unités de la Topoisomérase 1IB étaient trés probablement présentes chez le LCA
des Archéobactéries. La sous-unité A de la Topoisomérase IIB était sans doute aussi présente
chez le LCA des Eucaryotes, la sous-unité B ayant soit été acquise par les Plantes par transfert
en provenance des Archéobactéries soit était présente chez I'ancétre et perdues dans la plupart

des phyla, a I'exception des Plantes.

C. Conclusion

Les ADN topoisomérases, qu'elles soient de type I ou de type II, ont été "inventées" chacune
au moins deux fois indépendamment. La répartition phylogénétique de ces 4 familles ne suit
pas I'habituelle répartition des génes de la réplication, ou, généralement les protéines
d'Archéobactéries et d'Eucaryotes sont homologues, a la différence de celle des Bactéries.
Aucun scénario évolutif simple ne permet d'expliquer ces observations car il semblerait que
de nombreux événements de duplications de genes, de pertes de génes ou de transferts
horizontaux suivis ou non de remplacement homologue ou non homologue ont émaillé
I'histoire évolutive de ces familles. Le fait que de nombreux génomes viraux codent une ou
plusieurs ADN Topoisomérases suggere que ces ¢léments ont pu jouer un role important au
cours de l'histoire évolutive de ces enzymes. En particulier, 1'¢loignement phylogénétique des
virus et des bactériophages par rapport a leurs hotes dans la phylogénie de la famille ITA

pourrait indiquer que le géne a une origine virale chez les Eucaryotes et pourquoi pas chez les
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Bactéries (le LCA des Bactéries n'avaient donc, dans ce cas, ni de Topoisomérase IIA ni de

Topoisomérase 1IB !)
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Article I1

Phylogenomics of type II DNA topoisomerases
Gadelle D* Filee J* Buhler C, Forterre P

BioEssay (2003) 25 :232-242
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CHAPITRE F

Autres protéines impliquées dans la réplication de I'ADN
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Beaucoup d'autres enzymes impliquées dans la réplication de I'ADN sont codées par des
génomes viraux. Parmi toutes ces enzymes nous avons identifié deux cas ou des génes viraux
ont potentiellement été acquis par des cellules pour accomplir des fonctions cellulaires :

I'hélicase réplicative des mitochondries et 'ADN ligase 111 ATP-dépendante des métazoaires.

a. L'hélicase réplicative DnaB

L'hélicase réplicative DnaB est présente chez toutes les Bactéries, chez de nombreux
bactériophages ainsi que chez les Eucaryotes, ou l'enzyme est utilisée au cours de la
réplication de I'ADN mitochondrial. La phylogénie de la protéine (présentée dans article V)
positionne les séquence des bactériophages d'une maniére mélangée au sein des bactéries :
chaque séquence de bactériophage étant localisée a proximité de la séquence de son hote
(Moreira 2000 ; résultat non montré). Cette phylogénie indique donc que les Bactériophages
acquierent trés fréquemment des génes cellulaires en provenance de leurs hotes. Néanmoins la
position des séquences mitochondriales est étonnante, puisqu'elle ne se positionne pas a
proximité des séquences d'Alpha-Protéobactéries mais comme groupe frére du groupe des
Bactériophages de type T3/T7. Pour confirmer ce résultat, nous avons effectué une
phylogénie avec un nombre restreint de Bactéries afin d'utiliser un nombre plus grand de
positions alignées et de pouvoir réaliser une recherche exhaustive en maximum de
vraisemblance (temps de calcul beaucoup moins long). La phylogénie est présentée dans
l'article V et confirme la relation de parenté entre les séquences mitochondriales et les
séquences de Bactériophages de type T3/T7. Cette phylogénie indique que I1'Hélicase
Réplicative ancestrale des mitochondries d'origine bactérienne a été remplacée par un
homologue de type viral. On se trouverait donc dans la méme situation que 'ARN polymérase
et 'ADN polymérase des mitochondries qui seraient elles aussi originaire d'un Bactériophage

apparent¢ au groupe de T3/T7.

b. Les ADN Ligase ATP-dépendantes.

11 existe deux types non-homologues d'ADN Ligase :

Les ADN Ligases NAD-dépendantes sont uniquement présentes dans le domaine bactérien, la
totalité des génomes séquencés contenant au moins un gene codant pour cette enzyme.

Les ADN Ligases ATP-dépendantes sont présentes chez les Eucaryotes (3 "paralogues"), chez
les Archéobactéries et chez quelques Bactéries. On trouve aussi ce géne chez des virus

Eucaryotes et chez des bactériophages.
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Les ADN Ligases ATP-dépendantes se caractérisent par une grande divergence au niveau de
la séquence primaire. Lorsque 1'on effectue une recherche de type BLAST avec un des genes
Eucaryotes, on rapatrie les trois paralogues Eucaryotes, les génes d'Archéobactéries, quelques
séquences de Bactéries et les séquences des Poxvirus et des Baculovirus. Toutes les autres
séquences de Ligase ATP-dépendantes appartenant aux Bactéries, ainsi que certains virus
comme T4 ou PBCV1 (virus d'Algue) sortent ensuite avec des valeurs E proche ou au dela du
seuil de ressemblance significative (valeur E égale ou supérieure a 10).

La phylogénie des geénes proches des séquences Eucaryotes est indiquée figure 29. Les
séquences Eucaryotes forment trois groupes distincts (I, III, IV), les génes de type I et IV
présentant une large répartition phylogénétique, la Ligase III n'étant présente que chez les
arthropodes et les mammiferes (voir pour revue Martin et Macneill 2002). Dans ce dernier
groupe, on observe que les séquences virales se branchent comme groupe frére de leurs hotes
: les Poxvirus avec les mammiféres et les virus d'insectes (Baculovirus LAMNPV et
Ascovirus) avec Drosophila melanogaster. Deux scénarios évolutifs permettent d'expliquer
cette observation :

- Soit une duplication chez I'ancétre des Eucaryotes suivie de pertes sélectives de génes
dans de nombreuses lignées sauf dans celle des arthropodes et des mammiféres. Les
virus ayant récupéré ces genes, indépendamment les uns des autres, en provenance de
leurs hotes respectifs.

- Soit les arthropodes et les mammiféres ont acquis dans les deux lignées le géne par
transfert horizontal en provenance de leurs virus respectifs.

Le deuxiéme scénario implique moins d'événements évolutifs, il est donc plus parcimonieux.

Dans cet arbre, les quelques séquences bactériennes apparaissent polyphylétiques et localisées
d'une maniére robuste au sein des deux groupes d'Archéobactéries. Cette topologie supporte
l'idée de transferts horizontaux de ces geénes chez ces Bactéries, en provenance des
Archéobactéries. La situation pour les autres séquences bactériennes, trés divergentes par
rapport aux séquences analysées ci-dessous, est plus délicate a interpréter. Le géne est présent
d'une manieére ponctuelle chez des groupes phylogénétiquement ¢€loignés (Bacillus,
Haemophilus, Neisseiria, Campylobacter, Pseudomonas). Certaines séquences sont localisées
dans des génomes de prophages cryptiques, c'est par exemple le cas pour le géne yoqV chez
Bacillus subtilis localis¢ dans le prophage SPP. Dans les autres cas, 1'origine des geénes n'est
pas connue. Il pourrait s'agir de transferts horizontaux en provenance des virus et/ou de

duplication de génes suivie de perte sélective dans telle ou telle lignée.
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Figure 29: Phylogénie de 'ADN ligase ATP dépendante.

L’arbre est issu d’une recherche rapide en utilisant le programme PROTML (Adachi et Hasegawa
1996) et avec le modéle de substitution en acide aminé JTT-F. Les valeurs de bootstrap sont calculées
en utilisant la méthode RELL appliquée aux 1000 meilleurs arbres. Les valeurs supérieures a 95% sont
indiquées avec un rond noir. Les Bactéries sont indiquées en noir, les Eucaryotes en bleu, les
Archéobactéries en mauve et les virus en rouge. La barre d’échelle représente le nombre de
substitutions pour 100 sites par unité de longueur de branche.
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c.  Autres protéines ayant des homologues viraux

Un certains nombre d'autres protéines cellulaires possédent des homologues viraux, sans que
l'on puisse identifier des transferts horizontaux polarisés des virus vers les cellules. On
observe parfois la situation inverse avec de fréquentes acquisitions de genes cellulaires par
des virus, c'est par exemple le cas de la protéine ssb chez les Bactéries (Moreira 2000, résultat
non montr¢).

Parfois les virus codent pour des enzymes qui sont phylogénétiquement trés éloignées de leurs
hotes, c'est par exemple le cas des virus Eucaryotes codant le facteur de processivité PCNA.
Une situation de ce type est aussi observable pour la Rnase HI du Bactériophage T5. Le cas
des Rnases est d'autant plus intéressant qu'il existe une autre enzyme non homologue, la
Rnase HII qui est universellement conservée. La Rnase HI est présente chez presque tous les
Eucaryotes et toutes les Bactéries. Leipe et collaborateurs (1999) avaient proposé que cette
homologie entre génes Eucaryote et Bactérien pouvait résulter de transfert horizontaux de
géne entre ces organismes, via par exemple I'événement d'endosymbiose mitochondriale.

La phylogénie de cette enzyme présentée figure 30 indique que l'enzyme Eucaryote n'est
probablement pas issue de 1'endosymbiose d'une mitochondrie, car les séquences Eucaryotes
ne sont pas phylogénétiquement proches des a-Protéobactéries. La monophylie des groupes
Bactériens et Eucaryotes est statistiquement bien soutenue, l'hypothése d'un transfert
horizontal ancien entre Bactérie et Eucaryote n'est donc pas plus parcimonieuse que
I'hypothese concurrente postulant que le LUCA possédait le géne qui a été perdus dans la
lignée des Archéobactéries. On peut constater que le génome de Vibrio cholerae contient
deux geénes codant une Rnase HI, trés éloignés phylogénétiquement 1'un de l'autre et dont I'un
se branche comme groupe frére du phage T5. Ce dernier géne étant donc probablement
d'origine virale et l'autre annoté "V(C2234" ¢étant le géne cellulaire ancestral des y-
Protéobactéries. La phylogénie indique aussi que la séquence du Bactériophage T5 se branche
a proximité de la base de l'arbre des Bactéries, cette position ne permet donc pas de rejeter
I'hypothese d'une origine virale pour la Rnase HI de I'ensemble des Bactéries. Toutefois, nous

avons besoin d'un nombre plus grand de séquences de Virus pour préciser ce résultat.
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Figure 30 : Phylogénie de la Rnase HI

L’arbre est issu d’une recherche rapide en utilisant le programme PROTML (Adachi et Hasegawa
1996) et avec le modele de substitution en acide aminé JTT-F. Les valeurs de bootstrap sont calculées
en utilisant la méthode RELL appliquée aux 1000 meilleurs arbres. Les valeurs supérieures a 95% sont
indiquées avec un rond noir. Les Bactéries sont indiquées en noir, les Eucaryotes en bleu, les virus en
rouge. La barre d’échelle représente le nombre de substitutions pour 100 sites par unité de longueur de
branche.
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CHAPITRE G

Enzymes impliquées dans le métabolisme de I'ADN
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Nous allons développer au cours de ce chapitre 1'idée selon laquelle les virus ont joué un rdle
important au cours de l'histoire évolutive des enzymes impliquées dans le métabolisme
terminal des acides nucléiques. Pour illustrer ce concept nous allons discuter en détail de
I'histoire évolutive des enzymes suivantes :

- Les Thymidylate synthases et la Dihydrofolate réductase (synthese du dTMP)

- Les Ribonucléotides réductases (synthése de AINTP/dANDP)

- LadUTPase et la dCMP déaminase (synthése du dUMP)

a. La synthése du dTMP

La Thymidylate Synthase catalyse la formation de dTMP a partir de dUMP. Cette enzyme est
indispensable a tout étre vivant car les Ribonucléotide réductases ne permettent pas de
produire directement du déoxythymidylate. Jusqu'a récemment, on ne connaissait qu'une seule
enzyme, codée par les homologues du géne ThyA, capable de catalyser cette réaction.
Pourtant aucune thymidylate synthase ThyA n'avait été détectée dans le génome de nombreux
microorganismes. En 2002, Hannu Myllykallio et ses collaborateurs ont démontré
biochimiquement qu'une autre Thymidylate Synthase, non-homologue a ThyA, existait dans
le vivant. Produit du géne ThyX, ce géne a été détecté parce qu'il possédait, & une exception
pres (voir ci-dessous), une répartition phylogénétique complémentaire au géne ThyA : lorsque
ThyA est présent, ThyX est absent et inversement. La répartition phylogénétique des deux
genes est tout a fait atypique puisque des organismes trés proches peuvent ne pas partager
cette enzyme : la phylogénie de ThyA est visible dans l'article V et celle de ThyX dans
l'article III (en fin de chapitre). Cette répartition "en patch" des enzymes est trés probablement
le résultat de transferts horizontaux de génes, suivis ou non de remplacement non homologue
d'une des copies. Deux cas semblent bien documentés. D'une part, le protiste Dyctiostellium
discoideum qui est le seul Eucaryote a posséder une Thymidylate synthase ThyX, trés proche
phylogénétiquement des séquences d'Alpha-Protéobactéries, alors que tous les autres
Eucaryotes possédent un homologue du geéne ThyA. D'autre part les Bactéries du genre
Mpycobacterium qui sont les seuls organismes a posséder a la fois ThyX et ThyA ; la séquence
du gene ThyX étant trés proche dans l'arbre des séquences virales des Mycobactériophage D5
et D29. Cette proximité indiquent trés probablement l'acquisition récente du géne viral par les
Bactéries du genre Mycobacterium. D'autres cas de transferts horizontaux entre virus et

cellules peuvent aussi étre mis en évidence. Pour le gene ThyX, les séquences des
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Archéobactéries du genre Halobacterium, localisées en groupe frére du phage d'halophile
HF2 (résultat non montré de la phylogénie plus récente), se branchent d'une maniére distante
des autres Archéobactéries. Cet éloignement phylogénétique est un bon critére pour penser
que c'est bien la cellule qui a acquis le géne viral et non l'inverse. Pour le géne ThyA, on peut
remarquer que les génomes des Bactéries du genre Bacillus possédent deux génes codant pour
cette enzyme. Ces deux "paralogues" sont phylogénétiquement tres €loignés l'un de l'autre et
I'un des deux génes est positionné dans l'arbre en tant que groupe frére du Bactériophages
beta-22 qui parasite Bacillus subtilis. Ainsi, cette copie cellulaire est aussi vraisemblablement

d'origine virale.

Un troisieme gene est impliqué dans la synthése du dTMP. 11 s'agit de la Dihydrofolate
reductase (DHFR). Biochimiquement, ce géne est intimement associé a l'activité de ThyA. En
effet ThyA catalyse la formation du dTMP en produisant du dihydrofolate, ce dernier
composant étant réduit en tétrahydrofolate par la DHFR pour étre utilisé dans diverses voies
métaboliques. L'autre Thymidylate Synthase (ThyX) produit directement du tetrahydrofolates
sans avoir besoin de la DHFR. Or l'analyse des génomes complets démontre que la DHFR est
parfois aussi présente chez des Bactéries possédant la Thymidilate Synthase ThyX . Quel
pourrait étre 'origine évolutive de ces genes codant pour la DHFR ? Deux scénarios étant
envisageables :

- soit la DHFR est conservée lors du remplacement de ThyA par ThyX pour des raisons
restant a déterminer.

- soit le géne codant pour la DHFR est acquis par transfert horizontal, indépendamment
de Tlhistoire évolutive de la Thymidylate synthase présente dans le génome
correspondant.

Pour tester ces hypothéses nous avons effectué la phylogénie de ce geéne, présentée dans
l'article IV. Dans cette phylogénie, on peut d'abord noter l'influence des plasmides et
transposons pour le remplacement homologue de la copie cellulaire de certaines souches d'E.
coli en relation avec la résistance a un antibiotique : le triméthoprim. Les Bactéries possédant
a la fois ThyX et la DHFR sont indiquées en bleu. Pour les espéces du genre Clostridium, on
peut remarquer que la localisation de ces geénes dans l'arbre est proche d'une séquence
plasmidique loin des autres Bactéries Gram+ a bas taux GC (Firmicutes). Il est donc possible
que ce geéne de Clostridium ait été acquis par transfert horizontal en provenance d'un
plasmide. Une situation similaire est visible dans 'arbre pour Rickettsia conorii, localisée trés

loin des autres Alpha-Protéobactéries. Il s'agirait probablement 1a aussi d'un transfert de gene.
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Pour les autres taxa possédant ThyX et DHFR on ne peut pas se prononcer car leur placement
phylogénétique dans les arbres en général est problématique (cas de Thermotoga et des taxons
a grandes branches comme les Chlamydia). Ainsi, la présence conjointe de ThyX et de la
DHEFR s'expliquerait plutot par des transferts de génes de cette derniére enzyme, par exemple

en provenance de virus ou de plasmides.

Pris ensemble, tout ses résultats indiquent que 1'histoire évolutive des Thymidylate synthases
est marquée par de nombreux événements de transferts de geénes, entre particulier entre virus
et cellules. Ces transferts de géne peuvent étre suivis du remplacement non-homologue de la
copie initialement présente, ce qui a pour conséquence une répartition phylogénétique de

chaque genes particuliérement complexes.

b. La Synthése des ANDP/ANTP

Il existe trois familles de Ribonucléotide réductases présentant toutes les trois des similarités
structurales et mécaniques, mais seule la sous-unité catalytique des familles I et II présentant
de fortes similarités de séquences primaires. La répartition des deux familles homologues (I/I1
et III) dans les trois domaines ne suit pas la répartition habituellement observée pour les
protéines informationnelles. La famille I/Il est universellement conservée, tandis que la
famille III est présente d'une maniére sporadique chez les Procaryotes. La phylogénie
globable de la famille I/1I issue de la fusion des deux sous-unités est présentée en annexe dans
le chapitre de livre. Pour préciser les relations phylogénétiques entre bactériophages et
cellules nous avons effectué les phylogénies avec un nombre moins élevé de taxons (plus
grand nombre de positions alignées utilisable). La phylogénie de la grande sous-unité est
présentée dans l'article V (les phylogénies de la petite sous-unité et de la fusion des deux
sous-unités donnent des résultats identiques, résultats non montrés).

Cette phylogénie montre un cas intéressant de transfert horizontal polarisé du virus vers son
hoéte dans le cas des Protéobactéries. En effet les Bactéries appartenant aux espeéces
Salmonella typhimurium, Escherichia coli et Neisseria meningitidis possédent deux copies du
geénes dans leurs génomes : un géne de type "I a" et un geéne de type "I b". Ces deux
"paralogues" sont phylogénétiquement tres distants. Pour le géne "I a", le phage T4 (ainsi que
le phage TS5 avec avec une phylogénie plus récente, résultat non montré) se place comme
groupe frére de ces Bactéries. Ces deux observations indiquent que le geéne la de ces

Protéobactéries est probablement d'origine virale. Il est possible que les autres Gamma
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Protéobactéries ne possédant que la copie "virale" de type 1 b (Vibrio, Haemophilus,

Pasteurella) auraient perdu la copie d'origine "cellulaire" I a.

C. Formation de dUMP

Pour fabriquer du dUMP les cellules ont deux possibilités : soit a partir du dUTP (réaction
catalysée par une dUTPase) soit a partir de dCMP (réaction catalysée par une dCMP
déaminase). Alternativement, certaines Archéobactéries produisent du dUMP a partir du
dCTP grace a une dCTPdeaminase/dUTPase bi-fonctionnelle (Blornberg et la. 2003). Le
dUTP étant un composé toxique pour les cellules (intégré par erreur dans I'ADN a la place du
dTTP il provoque des cassures de brin) cet enzyme bi-fonctionnelle a l'avantage de
transformer directement en dUMP le dUTP produit par la fonction dCTP déaminase.

Chez les Eucaryotes et certains microorganismes comme Bacillus subtilis (groupe des
Firmicutes, anciennement "gram+ a bas taux de G+C"), le dUMP est directement produit a
partir de dCMP sans passer par I'étape intermédiaire de production de dUTP. L'enzyme qui
catalyse cette réaction, la dCMP deaminase, est présente chez la plupart des Eukaryotes et des
EuryArchéobactéries, ainsi que chez toutes les Bactéries du groupe des Firmicutes. Quelques
séquences virales trés divergentes sont aussi disponibles. La phylogénie de cette enzyme de
petite taille est particuliérement mal résolue et n'est pas véritablement exploitable (résultat
non montre).

La dUTPase est une enzyme ayant une trés large répartition phylogénétique puisqu'elle est
présente chez pratiquement tout les Eucaryotes et toutes les Bactéries. On la retrouve aussi
chez de nombreux virus des trois domaines. Il est intéressant de noter que l'enzyme est
absente chez de nombreuses Bactéries appartenant aux groupes des Firmicutes : sur 23
génomes séquencés on ne retrouve l'enzyme que dans 7 génomes. Nous avons effectué la
phylogénie de 1'enzyme chez les Bactéries en racinant 'arbre avec les séquences Eucaryotes.
L'arbre est présenté figure 31 . Intéressons-nous aux Firmicutes (indiqués avec une accolade).
On constate que les séquences de ces taxons se branchent la plupart du temps en groupe frere
des séquences des virus les parasitant. De plus plusieurs geénes cellulaires sont localisés dans
des prophages comme celui de Staphyloccocus aureus ou un des deux génes de Bacillus
subtilis. Ces observations indiquent trés probablement que les génes de dUTPase chez les
Firmicutes sont d'origine virale, acquis récemment et indépendamment les uns des autres.
Enfin on notera que le deuxiéme geéne de Bacillus subtilis qui n'est pas codé par un prophage

est voisin du géne codant pour la Thymidylate synthase ThyA précédemment identifi¢ comme
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ayant une origine virale. Ainsi il est probable que certaines Bactéries du genre des Firmicutes

ont recruté plusieurs fois indépendamment une fonction d'origine virale afin de disposer d'une

seconde voie de formation du dUMP, utilisant non pas le dCMP comme substrat, mais le

dUTP.

1
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Phage bIL285
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Streptococcus pyogenes SpyM3
Streptococcus pneumoniae
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Xylella fastidiosa
Buchnera sp.
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Ralstonia solanacearum
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Escherichia coli
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Figure 31 : phylogénie de la dUTPase

L’arbre est issu d’une recherche rapide en utilisant le programme PROTML (Adachi et Hasegawa
1996) et avec le modéle de substitution en acide aminé JTT-F. Les valeurs de bootstrap sont calculées
en utilisant la méthode RELL appliquée aux 1000 meilleurs arbres. Les valeurs supérieures a 95% sont
indiquées avec un rond noir. Les Bactéries sont indiquées en noir, les Eucaryotes en bleu, les
Archéobactéries en mauve et les virus en rouge. La barre d’échelle représente le nombre de
substitutions pour 100 sites par unité de longueur de branche.
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d. Conclusion

De nombreuses enzymes impliquées dans les étapes terminales de la biosynthése des acides
nucléiques existent sous plusieurs formes d'analogues fonctionnels, sans relation évolutive
entre eux. La répartition phylogénétique de ces enzymes est souvent trés complexe et
implique de nombreux éveénements de transfert horizontaux suivi, ou non, de remplacement
homologue et non homologue de ces génes. Nous avons potentiellement détecté plusieurs
genes comme étant d'origine virale. Il s'agit surtout de genes conservés a petite échelle
évolutive parce qu'il est difficile de démontrer I'existence et la polarité de transferts de geéne
anciens. Néanmoins ces résultats ne permettent pas d'affirmer que les virus sont a la source de

la plupart des genes cellulaires impliqués dans la transition d'un monde ARN vers un monde

ADN.
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A la différence de la machinerie de transcription et de traduction, I'appareil de réplication de
I'ADN est tres différent entre les Bactéries, d'une part et les Archéobactéries et les Eucaryotes
d'autre part. Cette observation intrigue depuis longtemps un certain nombre de chercheurs qui
ont proposé différentes hypothéses pour expliquer ces observations. Le séquencage d'un
nombre croissant de génomes cellulaires et viraux a permis ces derniéres années d'apporter
un éclairage nouveau a se sujet. L'objectif de ce travail était d'analyser d'un point de vue
phylogénétique les différentes enzymes impliquées dans la réplication et le métabolisme
terminal de I'ADN, et en particulier d'évaluer la contribution des virus concernant 1'évolution

de ces genes.

a. La répartition phylogénétique des enzymes de la réplication et du métabolisme de
I'ADN
Leipe et collaborateurs (1999) avaient publié¢ le détail de la répartition de chaque enzyme
impliquée dans la réplication de I'ADN. Ce travail établissait clairement le fossé existant entre
les enzymes des Bactéries, d'une part et celle des Eucaryotes/Archéobactéries, d'autre part.
Pourtant, en quelques années, le séquencage d'un grand nombre de génomes montrent que
cette répartition n'est pas aussi simple. En effet beaucoup d'enzymes semblent partagées entre
de nombreux groupes de Bactéries et d'Eucaryotes sans que l'on puisse vraiment soupgonner
un transfert horizontal ancien entre ces groupes (par exemple a 'occasion de 1'endosymbiose
de la mitochondrie). Il s'agit de ' ADN polymérase Y, des ADN Topoisomérases Ib et la et de
la Rnase HI. Leur présence dans quelques especes d'Archéobactéries résultent tres
probablement de transferts horizontaux récents de génes en provenance des Bactéries.
Ajoutons a cela le fait que d'autres enzymes de la réplication semblent bien orthologues entre
les trois domaines (RFC, Rnase HII et ADN Ligase ATP-dépendante). Pour les enzymes
impliquées dans le métabolisme terminal des acides nucléiques, aucune protéine ne suit la
répartition attendue selon Leipe et collaborateurs entre les trois domaines, a l'exception de la
dCMP déaminase.
A la lumiére de ces résultats, I'hypothése de Leipe (1999) qui postulait pour une double
invention de 1'ADN, une fois dans la lignée des Bactéries et une fois dans la lignée des
Archéobactéries et des Eucaryotes apparait peu probable. Toutefois, la plupart de ces enzymes
existent généralement sous deux formes non-homologues, une double (ou multiple) invention
indépendante de I'ADN reste donc tout & fait envisageable.
Ces résultats tendent a montrer que l'histoire évolutive des composants de la réplication et du

métabolisme de I'ADN est trés complexe et semble marquée par de nombreux événements de
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remplacement non-homologue d'une enzyme par une autre (Edgel et Doolitle 1997).
Effectivement nous avons détecté plusieurs cas de remplacement non homologue, le plus
illustratif étant observé avec les Thymidylates synthases. D'autre cas semblent aussi assez
probables, citons les Topoisomérases II chez les Archéobactéries du groupe des
Thermoplasmatales, les Topoisomérases | chez certains groupes de Bactéries, ainsi que
certaines enzymes de la réplication de I'ADN mitochondrial (voir paragraphe c). Ce dernier
exemple est particuliérement intéressant puisque la source des enzymes impliquées dans le

remplacement non-homologue se trouve étre un virus.

b. L'influence des virus

Patrick Forterre (1999) et Luis Villarreal (2000) proposent que de nombreuses enzymes de la
réplication ont été inventées par les virus, et que ces enzymes ont remplacé des non-
homologues cellulaires. Cette hypothése est séduisante parce qu'elle permet d'expliquer la
grande variabilité de la répartition phylogénétique des différentes enzymes entre les trois
domaines du vivant. Résiste t'elle a I'épreuve des phylogénies ?

Nous avons identifi¢ un certain nombre de génes potentiellement d'origine virale occupant des
fonctions cellulaires, la figure 32 résume ces observations. Il est frappant de constater que la
presque quasi-totalit¢é des transferts identifiés concerne des Bactéries. Pour les
Archéobactéries le trés faible échantillonnage de génomes viraux pourrait expliquer
lI'impossibilité de détecter la présence de géne cellulaire d'origine virale dans leurs génomes.
Mais pour les Eucaryotes, et singulierement les métazoaires, cette explication ne tient plus.
Les Bactéries seraient elles quantitativement plus affectées par les transferts horizontaux en
provenance de virus que les Eucaryotes ? Cette observation est elle liée au fait que les virus
Eucaryotes adoptent beaucoup moins souvent des stratégies lysogenes que les
bactériophages ? Toutefois, méme chez les Bactéries, le probléme de 1'échantillonnage en
séquences virales est crucial. Si I'on excepte le cas des organelles, la presque totalité des
transferts identifiés concerne les deux méme groupes d'organismes : les y-Protéobactéries et
les Firmicutes ("Gram positive a bas taux de G+C"). Ces deux groupes sont largement
étudiés, incluent deux organismes "modeéles" en biologie moléculaire (respectivement
Escherichia coli et Bacillus subtilis). Un grand nombres de génomes cellulaires et surtout
viraux infectant des organismes de ce groupe est disponible. Il semble assez clair que notre

connaissance trés partielle de la biodiversité des virus limite l'identification des geénes
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cellulaires d'origine virale dans les génomes de trés nombreux groupes Bactériens. On

minimise donc l'influence globale des virus de ce point de vue.

Enzyme

Organismes

Remarques

Ribonucléotide Reductase

Gamma Protéobacteries

« Paralogue » Ia

(2 ssu.) Beta Protéobacteries
Thymidylate Synthase ThyA Gamma Proteobacteries
Bacillus
Thymidylate Synthase ThyX Actinobacteries
Halobacterium
Dihydrofolate reductase Escherichia Résistance aux antibiotiques
Clostridium

Gamma Proteobacteries
Mitochondries de Plantes

ADN polymérase B Halobacterium
Eucaryotes « Paralogue » Delta
ADN polymérase A Mitochondries (hors Plante)
ADN ligase ATP-dépendante Meétazoaires « Paralogue » III
Rnase HI Vibrio
Hélicase Réplicative DnaB Mitochondries
ARN polymérase T3/T7 Mitochondries
Chloroplastes
dUTPase Firmicutes

Figure 32 : Génes cellulaires potentiellement d'origine virale.

Le nom du géne est indiqué, les taxa possédant le géne viral sont présentés en noir pour les Bactéries
et les organelles, en bleu pour les Eucaryotes et en mauve pour les Archéobactéries.
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On peut aussi constater que la plupart des transferts horizontaux de géne polarisés des virus
vers les cellules qui ont été détectés sont des éveénements a petite échelle évolutive, a
I'exception notable de l'appareil de réplication de la mitochondrie. Il est possible que
l'acquisition de génes viraux par les cellules soit un processus fréquent, mais, étant donné que
ces événements ne donnent généralement pas d'avantage sélectif majeur, la plupart de ces
genes sont secondairement perdus. Si le géne viral reste conservé a grande échelle évolutive,
sa détection pose ensuite des problémes méthodologiques. En effet, de trés nombreux génes
viraux sont phylogénétiquement tres €loignés de ceux de leurs hdtes, parfois ceux ci se
branchent autour de la base du groupe considéré. Plusieurs hypothéses permettent d'expliquer
ce cas de figure :

1) Absence de transfert horizontal du géne entre le virus et la cellule.

2) Acquisition du gene cellulaire par le virus suivi d'une forte accélération de la vitesse
d'évolution du geéne. Le geéne viral se place incorrectement dans les phylogénies sous
l'effet d'attraction des longues branches.

3) Acquisition ancienne du gene viral par les cellules, antérieurement a la divergence de
nombreux taxa.

Seule l'utilisation d'un critére a priori peut nous permettre de polariser la direction du

transfert. Or il n'existe malheureusement pas de phylogénie universelle "de référence". On

doit donc composer avec les quelques éléments bien établis en biologie de 1'évolution comme
par exemple l'origine bactérienne des mitochondries dont nous pensons qu'au moins une partie

de I'appareil de réplication pourrait étre d'origine virale.

c. L'appareil de réplication de I'ADN des mitochondries est il, en partie, d'origine
virale ?

Le mécanisme général de la réplication de 'ADN de la mitochondrie (ADNmt) n'est pas
connu avec certitude, toutefois il semblerait que le mécanisme soit continu (synthése couplée
des deux brins) au moins chez les mitochondries des mammiféeres (Yang et al. 2002). Les
enzymes connues pour étre impliquées dans la réplication de 'ADNmt sont généralement
codées dans le noyau et les enzymes importées dans l'organelle. Le mécanisme d'initiation de
I'ADN mitochondrial n'est pas ¢élucidé, soit la Réplicase (ADN polymérase y de la famille A)
possede une activité Primase, soit c'est ' ARN polymérase ADN dépendante impliquée dans la
transcription des quelques génes mitochondriaux qui réalise la synthése des amorces (Yang et
al. 2002). Cette ARN polymérase n'est pas homologue de I'ARN polymérase des bactéries,

mais uniquement d'une ARN polymérase de virus et de plasmides (Gray et Lang 1998). La
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seule exception connue concerne les mitochondries du protiste Reclinomonas americana qui
ont conservé une ARN polymérase bactérienne (Lang et al. 1997). L'hypothése proposée
postule que I'ARN polymérase bactérienne ancestrale des mitochondries a été remplacée par
une ARN polymérase de virus appartenant aux phages du groupe de T3/T7.

Nous avons potentiellement identifi¢ deux autres enzymes impliquées dans la réplication de
I'ADN mitochondrial qui pourrait étre originaires d'un virus : 'Hélicase Réplicative DnaB et
I'ADN polymérase famille A. Dans les deux cas, l'enzyme mitochondriale est
phylogénétiquement proche des homologues codés par les phages du groupe de T3/T7 et trés
distante ou non-homologue de 1'enzyme des o-protéobactéries. On peut donc penser a un
remplacement d'au moins trois geénes cellulaires par des contreparties virales originaire d'un
phage du groupe de T3/T7. Le transfert horizontal de ces trois génes a la fois, en provenance
d'un phage du groupe T3/T7, est documenté dans le génome de Pseudomonas putida KT40
qui contient un prophage complet intégré dans son chromosome. Toutefois, on ne peut pas
écarter complétement 1'idée que la proximité des séquences virales avec les séquences
mitochondriales résulte d'un artefact d'attraction des longues branches entre ces enzymes tres
divergentes comparées aux protéines bactériennes. Mais cet artefact ne permet pas d'expliquer
pourquoi ces génes mitochondriaux sont a chaque fois phylogénétiquement proche de ceux

des phages du groupe de T3/T7.

Chez les mitochondries de plantes, on ne retrouve pas d'’ADN polymérase de la famille A. La
mitochondrie des plantes posséde pour seule ADN polymérase mitochondriale une ADN
polymérase de la famille B dite "protein primed", portée par un plasmide linéaire. Il est donc
probable que cette ADN polymérase plasmidique (famille B) ait remplacé I'ADN polymérase
de type T3/T7 (famille A) qui elle méme remplagait 'ADN polymérase de 1' a.-Protéobactérie

ancestrale qui était a la source de la mitochondrie (famille C).

Le remplacement des composants bactériens par des composants viraux peut s'étre produit
soit avant I'endosymbiose chez l'a-Protéobactérie ancestrale, soit aprés l'endosymbiose. A
notre connaissance personne n'a jamais isolé de virus parasitant des mitochondries, et il ne
serait pas étonnant que les a-Protéobactéries a l'origine de la mitochondrie utilisaient un
systéme de réplication de I'ADN Iégérement divergent par rapport a celui utilisé par les a-
Protéobactéries actuelles. Alternativement, 1'a-Protéobactérie a 1'origine de la mitochondrie

pourrait, comme dans le cas de Pseudomonas putida KT40, avoir intégré un prophage
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appartenant au groupe de T3/T7. Certains génes viraux auraient été conservés et exportés dans
le noyau, les contre parties "cellulaires" auraient été perdues. Cette hypothese a I'avantage de
permettre d'expliquer simplement le cas du protiste Reclinomonas americana qui posséde une
ARN polymérase bactérienne et non virale : c'est I'ARN polymérase de type bactérienne qui a
¢été retenue et non le type viral a l'inverse de la plupart des autres Eucaryotes. Le séquencage
de génomes complets de différents protistes permettra de savoir si ces organismes possédent
une Hélicase Réplicative DnaB et une ADN polymérase de la famille A de type viral ou plutot

bactérienne.

Il est intéressant de noter que d'autres composants de la réplication de 'ADNmt ne sont pas
d'origine bactérienne. C'est le cas de la RnaseHI (Cerritelli et al. 2003) et de la Topoisomérase
II o (Wang et al. 2002) qui sont des composants "eucaryotes" qui co-localisent a la fois dans
la mitochondrie et le noyau. Enfin d'autres composants sont homologues de composants
bactériens (et de bactériophages) comme la protéine ssb (De Pamphilis 1996). La machinerie
de la réplication de I'ADN de la mitochondrie apparait donc comme complétement chimérique
entre des ¢€léments bactériens, eucaryotes et viraux. Cela illustre assez bien l'apparente
"plasticité" de I'appareil de réplication de 'ADN, alors que l'on s'attendrait plutot a trouver un
systéme stable et trés conservé car impliqué dans de grands complexes macro-moléculaires
constitués de multiples interactions entre protéines. Pour autant, étant donné¢ que l'histoire
évolutive de la mitochondrie est un cas de figure trés particulier dans le vivant, I'évolution de

son appareil de réplication ne peut probablement pas étre extrapolé a tout le vivant.

d. Les virus ont ils inventé I'ADN ?

Un certain nombre de genes cellulaires impliqués dans la réplication et le métabolisme de
I'ADN semble avoir une origine virale. La question qui se pose est la suivante : est-ce que ces
geénes ont été effectivement "inventés" par les virus ou s'agit il d'un simple transport de ces
genes de cellule a cellule.

On peut en effet concevoir les virus comme de simples transporteurs de génes d'une espéce
cellulaire a une autre : ce cas de figure est bien documenté pour les génes de résistance aux
antibiotiques ou localisé¢ dans les "ilots de pathogénicité". Néanmoins, de trés nombreux
geénes viraux impliqués dans la réplication sont treés divergents au niveau de la séquence
primaire par rapport a des genes cellulaires. Les virus ne peuvent donc pas étre congus comme

effectuant seulement un "auto-stop" génique d'une espéce cellulaire a une autre. On peut par
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exemple penser que les virus acquicrent des génes cellulaires ("morons"), ces génes divergent
et peuvent connaitre des changements de fonctions par relaxation de la pression de sélection
(le virus peut continuer a utiliser les homologues cellulaires "originaux" de ce géne).
Secondairement, les cellules peuvent récupérer ce géne viral et bénéficier d'une nouvelle
fonction.

Certains génomes viraux codent aussi pour des enzymes qui n'ont aucun homologue cellulaire
connu (par exemple I'ADN polymérase de la famille E) et qui pourraient donc é&tre
considérées comme ayant été "inventées" en tant que telles par les virus. Il n'est donc pas
impossible qu'une partie de ces génes inventés par les virus puisse avoir été recrutés
secondairement par les cellules. Néanmoins, compte tenu de nos connaissances trés partielles
de la biodiversité des organismes cellulaires, on ne peut pas étre certains que ces enzymes
virales n'ont effectivement pas dhomologues cellulaires. Et inversément, le fait qu'une
enzyme cellulaire ne posséde pas d'homologues viraux connus n'indiquent pas que les virus

n'ont joué¢ aucun rdle dans I'évolution de cette protéine.

e. Perspectives

Les virus ont pendant des décenies été considérés comme de simples éléments égoistes des
génomes, produits récents de l'autonomisation de morceaux d'ADN cellulaire. En montrant
que les virus étaient des €léments anciens, remontant sans doute, pour certains d'entre eux,
antérieurement a la divergence des trois domaines du vivant, le séquengage d'un grand
nombre de génomes viraux a permis de remettre en cause cette vision. Ces découvertes ont
ouvert de nombreuses portes concernant la reconstitution de l'histoire évolutive de ces
¢éléments et l'impact des virus sur 1'évolution de leurs hotes. Pour autant de nombreuses
questions restent en suspens, principalement parce que notre connaissance de la biodiversité
des virus est trés parcellaire. Le cas des bactériophages du groupe T3/T7 est tout a fait
illustratif. Ce groupe de phages demeure I'¢lément dominant dans les communautés virales
marines (Breitbart et al. 2002), il comprend des phages infectant des hdtes bactériens tres
¢loignés phylogénétiquement et occupant des niches écologiques trés diverses (depuis des
Entérobactéries du tube digestif humain jusqu'a des Cyanobactéries marines). Nous avons
montré dans ce travail que certaines enzymes mitochondriales pourraient étre originaires d'un
virus appartenant a ce groupe. La capacité des virus a s'intégrer dans les génomes cellulaires
comme chez Pseudomonas putida KT40 fait de ces €éléments des acteurs potentiellement

importants concernant 1'évolution de leurs hotes.
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Nous avons aussi largement abordé au cours de ce travail 1'évolution de I'appareil de
réplication de 'ADN. En 1999, Leipe et collaborateurs avaient mis en évidence les profondes
différences entre I'appareil de réplication des Bactéries d'une part, et des Archéobactéries et
des Eucaryotes d'autre part En quelques années, le séquencage d'un nombre beaucoup plus
grand de génomes remet en cause cette vision des choses et indique que la répartition
phylogénétique de tel ou tel géne ne suit souvent pas la distribution attendue. On connait pour
l'instant surtout des génomes d'organismes pathogenes, mais, dans les années a venir, le
séquencage d'un plus grand nombre de génomes complets de protistes et de procaryotes de
"l'environnement", nous permettra surement de préciser les différentes observations effectuées

dans ce travail.

Enfin, nous avons maintes raisons d'étre optimiste concernant les problématiques évolutives
des virus. Le séquencage "en routine”" de collections de phages et de virus de plus en plus
¢loignés phylogénétiquement ainsi que le développement des techniques d'analyse génomique
de communautés virales non-cultivées ouvrent, dés a présent, un fantastique champ

exploratoire a ceux qui voudront s'y intéresser.
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Annexe A : liste des principaux programmes utilisés
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Dans cette annexe, le lecteur pourra trouver les principaux programmes informatiques utilisés

ainsi qu'une breve description de leurs usages :

- BLAST et PSI-BLAST (Altschul et al. 1997) :
Ensemble de logiciels de recherche de séquences homologues par similitude de séquences
dans des banques de données locales ou en ligne.
Nous avons essentiellement utilisé les programmes installés sur site Internet du NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.eov/BLAST/) et sur le serveur local de notre laboratoire

(http://www-archbac.u-psud.fr/Projects/Pab r/Blast2 SeqQuer.html).

- alibaba (Philippe Lopez, communication personnelle) :
Ce programme installé sur machine UNIX Sun Solaris© permet a partir du fichier de sortie du
programme BLAST de rapatrier les séquences choisies aux format GenBank, PIR et Swiss-

Prot et les concaténer les unes aux autres au format FASTA "plat".

- orf_retriever (Yvan Zivanovic, non publié) :

Ce programme en ligne (http://www-archbac.u-psud.fr/Genomap/orf retriever.html) permet

de rapatrier automatiquement les séquences choisies grace a leurs code d'identification
(format GenBank).

Le serveur BLAST du laboratoire a donc été modifi€é pour automatiser directement la
procédure depuis le fichier de sortie du programme BLAST. Le programme orf retriever a été
légérement modifié en ajoutant une option permettant de concaténer toutes les séquences sous
un format FASTA plat utilisable par le logiciel d'alignement de séquence MUST (option
no_def).

- Genomapper (Yvan Zivanovic, non publié) :

Ce logiciel en ligne (http://www-archbac.u-psud.fr/genomap/GenomapBrowser.html) permet

de visualiser le contexte génomique d'un géne et de comparer avec le contexte génomique de

ses homologues chez d'autres espéces.

- fus2ali :
Ce petit utilitaire fonctionnant sous environnement UNIX Mac OSX© permet de fusionner les

différentes sous-unités d'un géne appartenant a une méme espece. Le programme reconnait les
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2 séquences ayant le méme identifiant dans 2 fichiers différents au format FASTA et il les

concaténe dans un fichier de sortie au format FASTA.

- CLUSTALW (Thompson et al. 1994) :
Ce programme installé sur machine UNIX Mac OS X© permet d'établir I'alignement multiple
de séquences nucléiques ou protéiques.

(http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html)

- MUST (Philippe 1993) :
Cet ensemble de programmes DOS installés sous PC-Pentium®© permettent d'aligner
manuellement des séquences en format FASTA, de calculer des arbres avec la méthode du

Neighbor-Joining et convertir le fichier aligné en plusieurs formats reconnus par différents

logiciels de phylogénie (NEXUS, PHYLIP).

- PROTML (Adachi et Hasegawa 1996) :

Logiciel de reconstruction de phylogénies a partir de séquences protéiques utilisant la
méthode du maximum de vraisemblance (inclus dans le package MOLPHY
ftp.ism.ac.jp:/pub/ISLMB/MOLPHY). Ce programme a été installé sur machine UNIX Sun
Solaris© et Mac OS X©

- PUZZLE (Strimmer et Von Haeseler 1996) :

Ce programme de reconstruction phylogénétique par maximum de vraisemblance installé sur
machine UNIX MacOS X permet en particulier de tenir compte des différences de vitesses
d'évolution entre les sites grace a une loi gamma. Il permet aussi de tester la topologie des
arbres obtenus avec des statistiques de type Kishino-Hasegawa (Kishino et Hasegawa 1989).

(http://www.tree-puzzle.de/).

- STRING (von Mering et al. 2003) :
Ce logiciel en ligne (http://www.bork.embl-heidelberg.de/STRING/) permet d'évaluer la

répartition phylogénétique d'un géne chez un grand nombre d'espéces et de déterminer si la
présence du geéne est statistiquement liée a la présence d'un autre géne parmi tous ces

génomes.
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-KEGG :

Ce site Internet compile toute les données relatives aux différentes voies métaboliques
présentes dans le vivant. Il permet en particulier d'évaluer in silico la présence de telles ou
telles voies métaboliques ou de telles ou telles enzymes et ce, pour un grand nombres

d'espéces différentes (http://www.genome.ad.jp/kegg/pathway/map/map01140.html).
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Annexe B Chapitre de livre :

Origin and Evolution of DNA and DNA Replication Machineries
Patrick Forterre, Jonathan Filée et Hannu Myllykallio
In The Genetic Code and the Origin of life, 2003, ed. Luis Ribas de Poupana.
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RESUME

Un faisceau de preuves tend a démontrer que les virus sont des éléments génétiques tres
anciens, d’une origine probablement antérieure a la divergence des trois domaines du vivant.
Cette longue histoire suggere fortement que les virus aient pu jouer un role important dans
I'évolution de leurs hotes. Cette hypothése est particulierement pertinente en ce qui concerne
les génes viraux ayant des homologues cellulaires et souléve la question de leur relation
phylogénétique.

Les génomes viraux codent pour diverses enzymes impliquées dans le métabolisme et la
réplication de I'ADN. Les genes correspondants sont trés souvent phylogénétiquement
¢loignés de ceux de leurs hotes ; par contre, quand ils sont étroitement apparentés, souvent,
l'explication la plus probable indique que le géne cellulaire est d'origine virale. La situation
est particuli¢rement intéressante dans le cas des mitochondries, ou au moins trois enzymes
cellulaires auraient été remplacées par des contre parties virales.

Ces propositions s'inscrivent dans la problématique plus générale de I'évolution et de 1'origine
des enzymes informationnelles. Nous montrons que les répartitions phylogénétiques de ces
enzymes ne supportent pas I'hypothése d'une double invention de I'ADN : une dans la lignée
des Archéobactéries/Eucaryotes et une dans la lignée des Bactéries. Pour rendre compte de
ces répartitions, il est plus vraisemblable d'imaginer de nombreux événements de transferts
horizontaux de geénes entre les trois domaines cellulaires du vivant, et entre cellule et virus,
suivis, ou non, du remplacement non-homologue du géne initialement présent.

Ces travaux posent aussi clairement l'importance de 1'échantillonnage de séquences utilisé :
une meilleure connaissance de la biodiversité des virus et des étres cellulaires pourra sans
aucun doute éclaircir les points encore en suspens a l'issue de ce travail.

131



	L’arbre universel du vivant.
	Brefs rappels historiques
	Les trois domaines du vivant
	La racine de l’arbre universel et la nature du de
	L’enracinement de l’arbre universel
	Le LUCA possédait il un noyau ?
	Le LUCA était il hyperthermophile ?
	Le LUCA et l’aérobiose
	La nature du génome du LUCA
	Conclusion

	Biodiversité microbienne et écologie moléculair�
	Les incongruences entre phylogénies et l’importa�
	Les artefacts de reconstructions phylogénétiques
	Les transferts horizontaux de gènes.


	Virus et Evolution
	La découverte des virus
	Qu’est ce qu’un virus ?
	Mécanismes d’évolution des virus.
	Recombinaison non-homologue et mosaïcisme
	Recombinaison homologue 
	Transfert horizontaux de gènes 

	Origine\(s\) et histoires évolutives des virus
	Les virus sont probablement polyphylétiques 
	Des liens évolutifs entre virus, plasmides, tran�
	Les virus sont ils issus d’ADN cellulaire ?
	Les virus comme éléments « anciens » :

	La relation Hôte/Parasite entre virus et cellule
	Les mécanismes moléculaires de la persistance de
	Les mécanismes moléculaires des stratégies lyti�
	Les réponses immunitaires des procaryotes 
	La réponse immunitaire chez les Eucaryotes 

	La contribution des virus à l'évolution de leurs

	L'Evolution de l'appareil de réplication de l'AD�
	La réplication de l'ADN cellulaire
	Mécanismes et composants de la réplication de l'
	Les hypothèses proposées pour expliquer les prof

	La réplication de l'ADN chez les virus
	Origine et évolution du métabolisme terminal de 
	Conclusions

	Les ADN polymérases
	
	Généralités.
	La polarisation des transferts
	Conclusion


	Les ADN topoisomérases
	
	Les ADN topoisomérases de type I
	Les ADN Topoisomérase de type II.
	Conclusion


	Autres protéines impliquées dans la réplication�
	
	L'hélicase réplicative DnaB
	Les ADN Ligase ATP-dépendantes.
	Autres protéines ayant des homologues viraux


	Enzymes impliquées dans le métabolisme de l'ADN
	
	La synthèse du dTMP
	La Synthèse des dNDP/dNTP
	Formation de dUMP
	Conclusion
	La répartition phylogénétique des enzymes de la�
	L'influence des virus
	L'appareil de réplication de l'ADN des mitochond�
	Les virus ont ils inventé l'ADN ?
	Perspectives



