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SOMMAIRE

Les insectes ravageurs constituent un des problémes majeurs de l'industrie forestiére
en Amérique du Nord. Parmi ceux-ci la tordeuse des bourgeons de [I'épinette
(Choristoneura fumiferana) est considérée comme le plus important ravageur forestier au
Canada. Dans la lutte contre cet insecte les cypovirus sont apparus comme des candidats
intéressants principalement a4 cause des changements physiologiques importants qu’ils
induisent chez les larves infectées. Ces virus pourraient ainsi étre impliqués dans le déclin
des populations infectées. Leur utilisation efficace dans des programmes de lutte
biologique requiert toutefois une connaissance plus approfondie des particules virales.
C'est dans cette optique que nous avons entrepris la caractérisation moléculaire du

cypovirus de Choristoneura fumiferana.

Premiérement dans le but de déterminer a quel électrophorétype fait partie le
cypovirus de C. fumiferana (CfCPV) la mobilité relative de ses 10 segments génomiques a
été déterminée. Les résultats obtenus suggérent que la souche CfCPV serait reliée a

I’électrophorétype 7 de la classification actuelle.

Nous avons ensuite séquencé entiérement les segments génomiques 10, 9, 8 et 5.
Outre le géne codant pour la polyédrine (segment 10), les séquences déterminées pour les
segments 9, 8 et 5 ont permis les premiéres comparaisons entre un virus appartenant au
genre cypovirus et d'autres membres de la famille des Reoviridae. L'analyse comparative
des séquences génomiques obtenues avec celles publiées n'a cependant pas permis de relier
le CfCPV a d'autres séquences connues. Néanmoins, malgré 1’absence d’homologie au
niveau de la séquence nucléotidique, certaines similarités précises ont été trouvées avec la
séquence en acides aminés d’autres protéines connues. De plus, les profils d'hydrophilicité
déterminés pour la polyédrine de trois cypovirus différents partagent certaines
caractéristiques communes dans leur portion N-terminale (116 premiers acides aminés). Il
est possible que ce domaine de la polyédrine soit essentiel pour la formation des corps

d'inclusion.



xii

L'expression de la polyédrine du CfCPV chez Escherichia coli a permis pour la
premiére fois d’observer une structure cristalline lorsque cette protéine est exprimée dans
un vecteur procaryotique. Ceci nous améne a conclure que le géne de la polyédrine

possede toute l'information nécessaire pour réaliser le processus de cristallisation.

En ce qui concerne les autres génes, la traduction in vitro des différents segments
génomiques a permis d'établir une carte génomique partielle du virus CfCPV. Ainsi, 7
polypeptides dont la masse moléculaire est de 135 kDa, 130 kDa, 110 kDa, 98 kDa, 75
kDa, 39 kDa et 30.5 kDa ont été assignés a des segments génomiques.

Finalement les résultats obtenus en utilisant le systéme de quantification RT-PCR ont
démontré qu'une régulation de I'expression du géne codant pour la polyédrine doit avoir
lieu. L'expression en plus grande quantité de la polyédrine par rapport aux autres
polypeptides viraux serait due a des facteurs liés a la traduction plutdt qu'a la transcription

du gene.



INTRODUCTION




Les cypovirus constituent un groupe de virus a ARN bicaténaire segmenté classé
dans la famille Reoviridae et retrouvé principalement chez les insectes. Ils sont
caractérisés par la production de corps d'inclusion intracytoplasmiques appelés polyédres
dans lesquels se retrouvent un grand nombre de virus. Ces polyédres jouent un role trés
important dans la protection des particules virales, dans la transmission du virus d'un
insecte a l'autre et dans l'infection ciblée des cellules de l'intestin ou les polyédres sont
dissouts par le milieu alcalin, libérant ainsi les particules virales infectieuses qu'ils

contiennent (Belloncik, 1989).

Les principales raisons qui ont motivé les recherches sur les cypovirus sont
premiérement les pertes économiques importantes encourues par lindustrie de la
sériciculture due a l'infection du ver a soie (Bombyx mori) par un CPV et deuxiémement la
présence de ces virus pathogénes chez plusieurs espéces d'insectes ravageurs, ce qui en
fait des agents potentiels de lutte biologique. Du cdté de la recherche fondamentale, le
CPV de Bombyx mori (BmCPV) a servi de modéle d'étude en biologie moléculaire. En
effet, la présence de plusieurs activités enzymatiques associées a la particule virale, telle
que ’ARN polymérase (Lewandowski et al., 1969) a permis de démontrer pour la
premiére fois le mécanisme de formation de la coiffe des ARNm synthétisés in vitro

(Furuichi et Miura, 1975).

Une des problémes majeurs affectant I'industrie forestiére en Amérique du Nord est
la présence d’insectes ravageurs tel que la tordeuse des bourgeons de I'épinette
(Choristoneura fumiferana) qui est considérée comme le plus important ravageur forestier
au Canada. Les pertes engendrées par cet insecte, au cours de sa derniére épidémies, sont
estimées a plus de 235 millions de métres cubes de bois. Le développement de nouveaux
bio-insecticides efficaces et sécuritaires pour I’environnement apparait donc essentiel pour

le contréle de l'insecte.

Les virus pathogeénes de la tordeuse des bourgeons de I’épinette sont apparus

comme des candidats intéressants pour la lutte biologique. Les recherches ont porté



principalement sur trois groupes de virus possédant des corps d'inclusion, soient les
baculovirus (polyedrovirus et granulovirus), les entomopoxvirus (EPV) et les cypovirus

(Cunningham et Kaupp, 1995).

Dans le cas des cypovirus, l'infection virale dont ils sont la cause est caractérisée par
la présence d'une maladie chronique plutot que létale ou des changements physiologiques
importants sont observés chez l'insecte. Ceux-ci pourraient étre impliqués dans le déclin
des populations infectées. Les cypovirus sont donc considérés comme des agents de lutte
biologique potentiels ayant un effet a long terme. Toutefois, I’utilisation efficace des virus
dans la lutte biologique requiert une connaissance plus approfondie des particules virales
et des interrelations entre la population du ravageur a contrdler, le virus et

I'environnement.

La recherche appliquée sur les cypovirus est importante, mais elle est indissociable
de la partie fondamentale. En effet, plusieurs éléments ne sont pas encore bien connus,
notamment en ce qui concerne la biologie moléculaire du virus, le mécanisme de la
réplication virale et le processus de cristallisation de la polyédrine. Ces connaissances
peuvent apporter des informations importantes sur les relations phylogénétiques entre les
isolats viraux et ainsi aider a clarifier le processus évolutif a I’intérieur du groupe des

cypovirus et méme dans l'ensemble de la famille Reoviridae.

Le but principal de ce travail, est la caractérisation moléculaire du cypovirus de
Choristoneura fumiferana (CfCPV) afin d’en arriver a une meilleure compréhension de la
nature du virus, ce qui permettrait son utilisation éventuelle dans un programme de lutte
biologique et I’établissement de relations génétiques avec les autres membres de la famille
Reoviridae. D’une fagon plus spécifique, les objectifs poursuivis étaient de: 1) cloner et
séquencer certains segments d'ARN génomique afin de rechercher des homologies entre le
génome du CfCPV et celui des autres cypovirus et réovirus; 2) établir une carte
génomique du CfCPV a partir des produits obtenus par la traduction in vitro des segments

génomiques dénaturés; 3) vérifier I'expression du géne codant pour la polyédrine dans un



vecteur procaryotique afin de mieux comprendre le mécanisme de cristallisation; 4) mettre
au point un systéme de quantification des ARNm par RT-PCR afin d’aider a déterminer

les mécanismes impliqués dans la synthése accrue de la polyédrine par rapport aux autres

génes viraux pendant la réplication virale




REVUE BIBLIOGRAPHIQUE




1.1-INTRODUCTION

La premiére infection par un cypovirus a été décrite en 1934 chez les larves du ver &
soie, Bombyx mori (Ishimori, 1934). Les pertes économiques engendrées par ce virus dans
l'industrie de la sériciculture ont poussé les chercheurs a se pencher sur ce pathogéne. Par
la suite, les cypovirus ont été isolés chez plusieurs espéces d'insectes nuisibles, d'ou le fait
qu'ils soient maintenant considérés comme des agents potentiels de lutte biologique, bien
qu'ils n'aient pas regu autant d'attention que les baculovirus. Les limitations des cypovirus
proviennent du fait qu'ils provoquent chez l'insecte une maladie chronique plutt qu'une
infection létale et qu'ils partagent certaines caractéristiques structurales et biochimiques
avec certains membres de la famille des Reoviridae, qui sont reconnus comme des

pathogénes de vertébrés et de plantes d'importance économique.

Les cypovirus ont été isolés de plus 230 espéces d'insectes (Murphy et al., 1995).
Une trés grande hétérogénéité génétique a l'intérieur de ce groupe de virus a été démontrée
par l'analyse des segments d'ARN génomique (Payne et Rivers, 1976; Mertens, 1998).
Toutefois, la plupart des études visant la caractérisation biochimique et morphologique des
cypovirus ont été réalisées avec le cypovirus de Bombyx mori (espéce type). Plusieurs
revues ont d'ailleurs été publiées sur le sujet (Aruga, 1971; Payne et Mertens, 1983;
Belloncik, 1989). Les travaux portant sur la caractérisation des protéines structurales et
non-structurales de méme que sur l'organisation génomique des cypovirus ont été rétardés
par la difficulté de répliquer les CPV en culture cellulaire. Comparativement, des progrés
trés importants ont été réalisés ces derniéres années sur la biologie moléculaire et les
mécanismes d'assemblage des segments génomiques des autres types de réovirus (revue

par Joklik et Roner, 1996).

Cette revue bibliographique présente les quelques progrés réalisés malgré tout avec
les cypovirus et permet de situer ces travaux de doctorat dans un contexte de recherche
fondamentale, en y incluant des perspectives d'utilisation a long term des cypovirus comme

agents de lutte biologique. Une description exhaustive des connaissances actuelles sur la



composition biochimique, la morphologie et la réplication virale est présentée dans la
premiére section. Par la suite, la pathogeneése induite chez la larve par les cypovirus sera
abordée, alors que la derniére section porte sur la tordeuse des bourgeons de I'épinette, sa
distribution, son cycle vital et son importance du point de vue économique comme
ravageur des foréts. Les moyens de lutte biologique contre la tordeuse des bourgeons de

I’épinette seront également abordés.

1.2- CYPOVIRUS

1.2.1- Classification

Les cypovirus (CPV) sont classés dans la famille des Reoviridae (Matthews, 1982)
et constituent le genre Cypovirus, (Francki et al, 1991). En plus des cypovirus on
retrouve huits autres genres de réovirus: Orthoreovirus, Orbivirus, Rotavirus, Coltivirus,
Agquareovirus, Fijivirus, Phytoreovirus et Oryzavirus. Les Cypovirus ont été isolés
principalement chez les Lépidoptéres, les Diptéres et les Hyménoptéres. Ils ont également
été retrouvés chez certains crustacés (Federici et Hazard, 1975). Les CPVs se divisent en
12 types sur la base du profil électrophorétique de leurs segments dARN génomiques
(Payne et Rivers, 1976, Payne et al., 1977, Murphy et al., 1995) et récemment deux autres
types de CPV ont été proposés (Fouillaud et Morel 1994; Belloncik et al.,1996; Mertens,
1998). Les CPVs tirent leur nom de l'insecte hote duquel ils ont été isolés et du type
auquel ils appartiennent, lorsqu'il est connu, par exemple: Bombyx mori cypovirus 1
(BmCPV-1), Euxoa scandens cypovirus 5 (EsCPV-5), Noctua pronuba cypovirus 7
(NpCPV-7).

1.2.2-  Structure virale et propriétés physico-chimiques
Les cypovirus possédent les caractéristiques biochimiques communes a tous les

membres de la famille des Reoviridae. Par contre, ils se distinguent des autres genres par

leur morphologie, leur spécificité d'hote, qui se limite exclusivement aux artropodes, et par



linclusion de leurs particules virales dans une matrice protéique cristalline appelée
polyedre. De plus, contrairement aux autres membres de la famille des Reoviridae, les
cypovirus ne possedent pas une double capside (Payne et Mertens, 1983), mais ils
possédent tout de méme une structure équivalente a celle du nucléoide ("core") des

réovirus.

Les particules virales se caractérisent par une forme icosaédrique avec un contour
hexagonal ou circulaire et leur diamétre varie de 55-69 nm. Chacun des 12 sommets de
l'icosaedre porte une spicule d'une longueur de 20 nm et d'une largeur de 15-23 nm (Hills
et Smith, 1959; Hosaka et Aizawa, 1964). Ces spicules sont creuses et se trouvent insérées
au niveau du nucléoide (Joklik, 1974).

La densité de flottation des particules virales entiéres en gradient de CsCl est évaluée
a 1,44 g/ml, tandis que celle des particules vides est de 1,30 g/ml (Lewandowski et
Traynor, 1972; Rubinstein, 1979). Le coefficient de sédimentation est égal a 420S et la

masse moléculaire des virions est d'environ 54 X 106 Da (Kalmakoff et al., 1969). Le
génome viral représente 23 a 30% de la masse totale des particules (Kalmakoff ez al.,
1969; Nishimura et Hosaka, 1969, Rubinstein, 1979)

1.2.3- Génome viral

Le génome des cypovirus, comme celui de la plupart des membres de la famille des
Reoviridae, est composé de 10 segments d'ARN bicaténaire, qui sont présents en quantités
équimolaires dans chaque particule. Le contenu en GC du cypovirus de BmCPV-1, a été

évalué a 42-43% (Miura et al., 1968) et la masse moléculaire de chacun des 10 segments

varie de 0,35 4 2,55 X 106 Da (Fujii-Kawata et al., 1970). Payne et Rivers (1976) ont
déterminé la masse moléculaire des segments génomiques de différents cypovirus et ont
observé des variations d'un type viral a l'autre. Ces différences constituent aujourd’hui la

base de la classification des cypovirus.



Les ARN génomiques sont caractérisés par la présence d'une coiffe a l'extrémité 5'
du brin positif (Miura, 1981) et I'absence d'une queue poly-A a I'extrémité 3' (Kuchino ez
al., 1982). La présence des séquences conservées aux extrémités 5' et 3' des différents

segments génomiques du BmCPV a aussi été rapportée (Kuchino ez al., 1982).

Le plus petit des segments génomiques, le segment 10, de cinq cypovirus différents a
été entiérement séquencé. Ils s'agit des cypovirus Bombyx mori CPV-1 (Arella et al.,
1988), Euxoa scandens CPV-5 (Fossiez et al., 1989), Orgyia pseudotsugata CPV-5
(OpCPV-5) et Heliothis armigera CPV-5 (HaCPV-5) (Galinski er al., 1994) et
Choristoneura fumiferana CPV (Echeverry et al., 1997).

L'analyse des séquences publiées a révélé une variation dans la taille du segment
d'ARN: 942 pb pour BmCPV, 881 pb pour EsCPV, 883 pb pour OpCPV et HaCPV et
1171 pb pour CfCPV. Aucune homologie significative n'a été détectée au niveau du géne
codant pour la polyédrine entre des virus appartenant a différents types. Par contre, en
comparant la séquence des trois cypovirus du type 5 (EsCPV, OpCPV, HaCPV) seuls 17
nucléotides différaient d'un virus a l'autre (Galinski et al., 1994).

1.2.4- Protéines virales

Peu d'études ont été réalisées sur les protéines structurales des cypovirus
comparativement aux autres réovirus, et la plupart de travaux ont portés sur le BnCPV.
Chez ce dernier, cinq polypeptides ont réguliérement été observés (Lewandowski et
Traynor, 1972; Payne et rivers, 1976). La composition protéique des cypovirus en général
ressemble a celle du "core" des réovirus, c'est-a-dire, trois protéines ayant un poids
moléculaire supérieur a 100 000, une protéine a 80 000, une protéine & 38 000 et une
protéine mineure a 70 000 (Joklik, 1980). Ceci peut toutefois varier d'un type de cypovirus
a l'autre. Le poids moléculaire des protéines observées sur gel de polyacrylamide concorde
avec la taille estimée pour le produit primaire de certains segments génomiques viraux

(Lewandowski et Traynor 1972; Galinski ez al., 1982).
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Suite aux expériences de McCrae et Joklik (1978), démontrant que le brin positif de
I'ARN génomique bicaténaire des réovirus pouvait étre traduit in vitro, il devenait plus
facile d'assigner des protéines spécifiques a chacun des segments génomiques. Ce fut le cas
notamment avec le réovirus de type 3 (McCrae et Joklik, 1978), le rotavirus simien SA11
(Mason et al., 1983) et le réovirus aviaire souche S1133 (Varela et Benavente, 1994).
Dans le cas des cypovirus, seule une carte génomique provisoire a été établie pour le

cypovirus de Bombyx mori type 1 (Payne et Mertens, 1983).

Plusieurs des enzymes nécessaires a la réplication des cypovirus ont été retrouvées
associées aux particules virales. C'est le cas de ARN polymérase qui a pour réle de
synthétiser une copie du brin positif de 'ARN génomique par un mécanisme asymétrique
(seul le brin positif de 'ARN génomique est synthétisé) et conservatif (Furuichi, 1974,
Joklik, 1981). L'activité enzymatique de cette polymérase est similaire a celle des autres
membres de la famille Reoviridae, bien qu'une modification de la particule virale ne soit
pas nécessaire a l'activation de I'enzyme. On retrouve également dans les particules virales
des enzymes impliquées dans la formation de la coiffe des ARNm, soit une
phosphohydrolase nucléotidique (Storer ef al, 1974 ab), une guanylyltransférase
(Furuichi et Miura, 1975) et une transméthylase (“ARN methyltransferase) (Miura et al.,
1974, Furuichi et Miura, 1975). Une description détaillée du role des ces enzymes a été
faite par Payne et Mertens (1983).

1.2.5-  Polyédres

Chez les cypovirus, de une a plusieurs milliers de particules virales peuvent étre
inclues aléatoirement dans des corps d'inclusion cytoplasmiques appelés polyédres. Ces
corps d'inclusion servent de véhicule pour la transmission entre insectes et de protecteur
contre l'inactivation des particules virales par des agents naturels tels que les rayons U.V.
et la chaleur. En laboratoire, les polyédres sont apparus résistants a des agents chimiques

tels que les détergents nonioniques et ioniques (Payne et Mertens, 1983). Toutefois, ils
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peuvent étre dissouts dans un milieu a pH alcalin, ce qui permet d'ailleurs la libération des

particules virales dans la lumiére intestinale des larves qui ingérent les polyédres.

Lors de la réplication virale, la forme des corps d'inclusion peut varier (icosaédrique,
hexahédrique, triangulaire), tout comme leur taille (0,2 & 10 pm). Ces variations
s'observent non seulement entre les différents groupes ou sous-groupes viraux, mais
également a l'intérieur de chaque groupe et méme entre les cristaux provenant d'un méme

insecte (Iwashita, 1971; Belloncik, 1989).

Les polyédres des CPV sont constitués d'un seul type de polypeptide majeur appelé
polyédrine dont le poids moléculaire varie de 25 000 a 31 000 selon les virus
(Lewandowski et Traynor, 1972; Payne et Rivers, 1976). Ce polypeptide est codé par le

segment génomique viral le plus petit, soit le segment 10.

Ces corps d'inclusion (polyédres) sont formés par l'assemblage et la cristallisation de
la polyédrine. Ce processus a soulevé beaucoup d'intérét dans la communauté scientifique
mais demeure jusqu'a présent mal connu. Afin d'expliquer le mécanisme d'initiation de la
cristallisation, plusieurs hypothéses ont été proposées. Payne et Mertens (1984) ont
suggéré une reconnaissance spécifique entre les virus et la polyédrine, mais cette hypothése
ne permet pas d'expliquer la présence de polyédres sans virus inclus qui avaient été
observés auparavant par Kobayashi (1971). D'autres hypothéses suggérent plutdt
linfluence de facteurs cellulaires (Hukuhara, 1971) ou encore des modifications
antigéniques ou l'accumulation d'une quantité déterminée de polyédrine (Belloncik, 1989).
L'interaction avec les autres protéines virales n'a pas été exclue non plus. Lavallée et
collaborateurs (1993) ont exprimé le géne codant pour la polyédrine du cypovirus de
Bombyx mori chez Escherichia coli, et ont constaté I'accumulation de la polyédrine en
forme de corps d'inclusion mais sans aucune structure cristalline. Mori et collaborateurs
(1993), suggérent un mécanisme d'auto-assemblage étant donné la formation de corps
d'inclusion pendant I’expression du géne codant pour la polyédrine de BmCPV a l'aide du

vecteur baculovirus. Dans le cas des polyédres de baculovirus, Jarvis et collaborateurs
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(1991) ont déterminé les conditions requises pour l'assemblage supramoléculaire de la
polyédrine. Chez ces virus le domaine constitué par les acides aminés 19 a 110 de la
polyédrines sont -apparus indispensables pour la formation des corps d'inclusion. La

présence d'un tel domaine n'a pas encore été démontrée dans la polyédrine des cypovirus,

1.3- MULTIPLICATION VIRALE

La réplication des cypovirus chez la larve a été décrite par Kobayashi (1971) et
révisée par Payne et Mertens (1983). Des travaux portant sur le développement de lignées
cellulaires permissives a la réplication virale ont permis d'élucider certains aspects de la

morphogenése virale (Belloncik, 1989).

1.3.1- Pénétration du virus

L'infection des larves survient généralement lors de lingestion de nourriture
contaminée par des polyédres. Ces derniers, sont alors dissouts par les sucs alcalins de
l'intestin et libérent ainsi les particules virales qu'ils contiennent (Vago et al., 1959). Les
cellules épithéliales cylindriques de l'intestin semblent étre la cible principale des cypovirus,
bien que les cellules en gobelet puissent aussi étre infectées (Martignoni et al.,, 1969,
Iwashita, 1971).

Le mécanisme d'entrée du virus dans les cellules susceptibles n'est pas encore bien
connu. Les virus s'attachent & la membrane cellulaire, une fois libérés du polyédre, par
l'interaction de la membrane cellulaire avec une protéine virale appelée hémagglutinine
(Miyajima et Kawase, 1969). Ils pénétrent par la suite dans la cellule selon un procédé
semblable a la phagocytose (Payne et Mertens, 1983; Belloncik, 1989). L'intégrité de la
particule virale pendant la pénétration est trés importante étant donné que la transcriptase
virale n'est active que dans les particules complétes (Lewandowski ef al., 1969; Furuichi,
1974) contrairement au réovirus ou cette activation ne se fait qu’aprés clivages par des

protéase générant des particules sous-virales actives (Silverstein, 1972, Dryden et al.,



13

1993). Plus tard, au cours de l'infection, le virus se retrouve dans des vacuoles ou des
lysosomes (Quiot et Belloncik, 1977; Belloncik, 1989), puis on assiste a la formation de
stroma virogene. Andreadis (1981) a suggéré que l'assemblage des virus débute ou la
présence de stroma virogéne est faible et ou I’on peut observer des capsides et de
particules incomplétes. Les particules complétes n'ont été observées que dans les endroits
ou on retrouve un stroma virogéne dense. Par conséquent, le stroma virogéne semble étre
I'endroit ou se produit la maturation des virus et leur inclusion dans les polyédres
(Andreadis, 1981; Belloncik, 1989). La formation des polyedres débute a différents
endroits avec la cristallisation de la polyédrine autour de particules virales matures
(Kobayashi, 1971; Quiot et Belloncik, 1977). Finalement, la lyse des cellules survient,
libérant les polyédres qui sont dissous de nouveau par les sucs digestifs ou excrétés dans
les féces (Belloncik, 1989).

1.3.2- Transcription et réplication du génome viral

La synthése des ARNm des cypovirus est réalisée par I'ARN polymérase ARN
dépendante virale (transcriptase). Yazaki et Miura (1980) ont sugéré que I'ARN
génomique bicaténaire soit transcrit lors de son passage a travers la base de la spicule
virale, ou les enzymes impliquées dans la synthése et la modification des ARNm sont
localisées. De plus, Il a été démontré in vitro que chacun des 10 segments génomiques est
transcrit indépendamment en quantité molaire inversement proportionnelle & son poids

moléculaire (Smith et Furuichi, 1981).

Les ARNm et génomiques des cypovirus sont coiffés et le processus de formation de
la coiffe est directement relié au processus de transcription en plus de jouer un rdle
important dans la stabilité et dans la traduction des ARNm (Banerjee, 1980). Chez le
cypovirus de Bombyx mori, il a été observée que l'initiation de la transcription est stimulée
par la S-adénosyl-méthionine (AdoMet), ce qui n'est pas le cas chez les réovirus (Furuichi,

1974). Cette stimulation serait probablement di a un effet allostérique de ' AdoMet sur la
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polymérase virale, plus au niveau de l'initiation qu'au niveau de la méthylation elle-méme

(Furuichi, 1974; 1981; Wertheimer et al., 1980).

La présence des séquences terminales communes aux 10 segments génomiques est
bien connue chez les Reoviridae. 11 a été suggéré, chez les cypovirus, que ces séquences
pourraient jouer un rdle trés importante comme signal de reconnaissance pour la

polymérase virale (Kuchino ef al., 1982).

La réplication du génome viral quant a elle, est moins bien connue que sa
transcription. L'ARN génomique nouvellement synthétisé a été détecté pendant l'infection
(Kawase et Kawamori, 1968), mais le mécanisme précis de sa synthése n'est pas connu. Il
pourrait toutefois €tre similaire a celui décrit chez les réovirus, ou le brin positif dARN
synthétisé par la polymérase sert de matrice pour la production du brin négatif a l'intérieur
d'un complexe réplicatif composé de protéines stucturales et non structurales. Les brins
négatifs nouvellement synthétisés resteraient associés & leur matrice positive pour ainsi
former les ARN génomiques bicaténaires de la progéniture (Joklik, 1980; Antczak et
Joklik, 1992; Joklik et Roner, 1996).

1.3.3-  Synthése des protéines virales

L’absence de lignée cellulaire adéquate pour la réplication des cypovirus in vitro
rend I’étude des produits de la traduction virale plus difficile, spécialement en ce qui

concerne I’identification des protéines non-structurales et de leur propriétés biochimiques.

Les protéines virales ont été détectées entre 4 et 8 heures post-infection dans
I’intestin de larves de Bombyx mori (Kawase et Miyajima, 1969), alors qu’un autre étude
portant sur la cinétique d’apparition de polypeptide d'EsCPV dans des cellules de
lymantria dispar infectées a permis de détecter sept polypeptides viraux 24 heures post-
infection (Arella et al., 1984). 1l a aussi été démontré dans cette étude que la polyédrine

est synthétisée plus tard que les autres protéines avec une augmentation constante du taux
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de synthése entre 8 et 96 heures suivant le début de l'infection. Les auteurs ont suggéré la
présence d'un mécanisme de régulation de la traduction ou de la transcription des ARNm
de ce polypeptide. Finalement, pour ce qui est de la synthése des protéines cellulaires, il
semblerait qu'elle ne soit pas affectée par la réplication virale contrairement a ce qu'on

observe chez les réovirus (Arella, et al 1984).
1.4- PATHOGENESE DES CYPOVIRUS

La plupart des infections causées par les cypovirus produisent une maladie de type
chronique plutdt qu'épidémique (Payne et Mertens, 1983). La pathologie est caractérisée
par une inanition dii a des changements physiologiques et structuraux au niveau des
cellules de l'intestin suite a l'infection. Les larves perdent l'appétit et arrétent trés t6t de se
nourrir aprés l'infection (Arnott et al., 1968). Leur taille et leur poids sont réduits et
l'infection s'accompagne d'une diarrhée pendant laquelle une trés grande quantité de
polyeédres est excrétée (Payne, 1981). A cause de la trés grande capacité de régénération
des cellules de l'intestin, l'insecte ne succombe pas nécessairement a l'infection mais on
observe une prolongation de la durée du stade larvaire (Ignoffo et Adams, 1966; Bellemare
et Belloncik, 1981). De plus, di a la réduction de la taille des larves, les pupes sont plus
petites (Neilson, 1965; Ignoffo et Adams, 1966; Bellemare et Belloncik, 1981). La
conséquence directe de ce phénomeéne est un diminution des réserves lipidiques et
protéiques de linsecte (Bell, 1977; Sikorowski et Thompson, 1979; Thompson et
Sikorowski, 1980). La plupart des individus qui parviennent au stade adult sont
malformés, ce qui affecte principalement leur fécondité et leur longévité (Neilson, 1965,

Simmons et Sikorowski, 1973).
1.4.1-  Les Cypovirus comme agents de lutte biologique
Les cypovirus sont fréquemment isolés des populations d'insectes dans la nature et

dans l'élevage de laboratoire. Les larves des premiers stades sont généralement plus

susceptibles a l'infection par les cypovirus, qui peuvent étre létales (Bellemare et Belloncik,
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1981; Quevillon, 1984). Toutefois, tel que mentionné précédement, linfection par les
cypovirus cause habituellement un maladie chronique plutdt que létale. Malgré ce fait, les
caractéristiques de l'infection cypovirale, son mécanisme de transmission et sa persistance
dans l'environnement peuvent entrainer plusieurs changements physiologiques qui
pourraient jouer un role important dans le déclin d'une population d'insectes déterminée
(Payne, 1982). Les CPVs sont donc considérés comme des agents de lutte biologique
potentielles ayant un effet a long terme, et particuliérement utiles dans un écosystéme

stable qui ne peut pas tolérer de modifications majeures (Payne et Mertens, 1983).

Plusieurs études portant sur l'utilisation des cypovirus comme bio-insecticide ont été
rapportées dans la littérature. Le premier cypovirus utilisé comme insecticide est celui de la
chenille processionnaire du pin (Thaumetopoea pityocampa). Apreés traitement, seulement
de 3 4 4% de la population de larves a survécu jusqu'a stade de chrysalide (Bibliotti et al.,
1959). D'autres essais impliquant des cypovirus ont été effectués sur le terrain contre des
ravageurs forestiers tels que Dendrolimus spectabilis (Katagiri, 1981), Dendrolimus
punctatus (Ying, 1970; Hsiao, 1981), Lymantria fumida et Lymantria dispar (Katagiri,
1969, 1981).

1.5- LA TORDEUSE DES BOURGEONS DE L'EPINETTE

La tordeuse des bourgeons de I'épinette (Choristoneura fumiferana, Clemens) est
considerée comme l'insecte ravageur le plus important d'Amérique du Nord, du point de vu
économique (Cunnigham, 1982). Cet insecte indigéne des foréts de l'est de ' Amérique du
Nord s’attaque a plusieurs espéces des coniféres, notamment le sapin baumier et l'épinette
blanche (Greenbank, 1963). Au Québec, selon les estimations fournies par le Ministére de
I'énergie et des ressources du Québec, 235 millions de m3 de bois ont été détruits au cours
de la derniére invasion de tordeuse des bourgeons de I’épinette qui s’est terminée au début

des années 1990.
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Les épidemies de tordeuse des bourgeons de I’épinette sont un phénoméne naturel et
cyclique (Blais, 1985). La derniére épidémie a débuté vers 1967 avec une phase de déclin
importante entre les années 1984 et 1992. Depuis on observe une augmentation des
populations de tordeuse dans I’ouest de la province qui indique peut-étre le début d’une
nouvelle épidémie. Le Tableau 1 indique la superficie des foréts, en hectares (ha), affectées

par la tordeuse des bourgeons de I’épinette au Québec en 1995 et 1996 (Anonyme 1996).

Les épidémies de tordeuse des bourgeons de I’épinette ont amené l'utilisation
d'insecticides chimiques principalement jusqu'aux années 80. Par la suite, les bio-
insecticides sont devenus plus populaires. Le Tableau 2 montre l'étendu des régions
traitées contre la tordeuse entre 1970 et 1988 au Canada. Malgré ces traitements les pertes

de sapins et d'épinettes ont atteint plus de 5 millions d'hectares au Québec.

1.5.1-  Cycle vital de la tordeuse des bourgeons de I’épinette

Le cycle vital de la tordeuse des bourgeons de I’épinette est relativement simple,
n'ayant qu'une cohorte par année (Figure 1). Dans l'est du Canada, les papillons émergent
en juillet et peuvent étre observés jusqu'au début de septembre. Les femelles pondent leurs
oeufs sur les aiguilles des branches périphériques de la cime des arbres. Les oeufs éclosent
huit & douze jours plus tard et I'émergence des larves du premier stade est complétée vers

la mi-aolit. En préparation pour l'hiver, les jeunes larves vont rechercher un endroit

approprié ou elles vont pouvoir muer une premiére fois puis hiverner sous la forme de 2¢
stade. Les larves sortent de leur abri au début du mois de mai de l'année suivante et se
mettent a la recherche de nouriture afin de poursuivre leur développement vers le stade
adulte. Les dommages les plus importants sont causés par les larves du 6e stade. La mort
des arbres survient normalement apreés cinq a six années de sévéres défoliations. Vers la fin
de juin ou le début de juillet, les larves se transforment en pupes et de nouveaux papillons
émergent approximativement 10 jours plus tard, ce qui compléte leur cycle annuel
(Mattson et al., 1988).



TABLEAU 1

Superficies en hectares affectées par la tordeuse des

bourgeons de I’épinette au Québec en 1996 (Anonyme

1996)
Région
administrative Niveaux de défoliation
Outaouais Unités de Total
| _gestion Léger Modéré Grave
71 288 126 612 1 026
(154)* (269) (424) (847)
72 350 658 3 166 4174
(155) (384) (3 233) (3 772)
Total 638 784 3778 5200
(309) (653) (3 657) (4619)
Mauricie-bois- 41 25 9 0 34
francs (11) (29) (44) (84)
Grand total 663 793 3778 5234
(320) (682) (3 701) (4 703)

*() = Superficies affectées en 1995

18



19

TABLEAU 2

Superficies traitées contre la tordeuse des bourgeons de

I’épinette durante la derniére épidémie, entre 1970 et 1988, au

Canada (Anonyme, 1995)
Province Surface traitée
(ha)

Alberta 1 000
Manitoba 12 092
Nouveau Brunswick 24 410 000
Terre Neuve 864 453
Nouvelle Ecosse 259 775
Ontario 383 730
Québec 23 100 000

TOTAL 49 031 050
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FIGURE 1. Cycle vital de la tordeuse des bourgeons de I'épinette
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1.5.2- Lutte contre les populations de tordeuse des bourgeons de I’épinette

Des programmes de protection des foréts contre les différents stades larvaires de
tordeuse, réalisés au Nouveau-Brunswick en utilisant une variété d'insecticides chimiques,
ont débuté en 1952 (Irving et Webb, 1981, Ecobichon, 1990). La présence d'insectes
résistants au insecticides chimiques et les problémes de contamination environnementale
causés par ces derniers ont orienté les programmes de lutte vers l'utilisation d'insecticides
biologiques. Actuellement le seul agent biologique permis par les agences
gouvernementales est le Bacillus thuringiensis, dont l'utilisation est bien documentée dans

la littérature (Fast, 1981; Brousseau et Masson, 1988; Hofte e al., 1988).

La tordeuse des bourgeons de I’épinette est affectée pour une grande variété de
microorganismes, prédateurs et parasitoides (Neilson, 1963). Au Canada, seuls les virus
produisant des corps d'inclusion ont été étudiés en vue de leur utilisation contre les
insectes ravageurs. C'est le cas des baculovirus (NPV et GV), des cypovirus (CPV) et des
entomopoxvirus (EPV). Des essais sur le terrain en utilisant ces virus ont été réalisés entre
1971 et 1973 (Cameron, 1975). Le NPV est alors apparu beaucoup plus efficace que
I'EPV et les CPV. Pour cette raison les recherches se sont tournées principalement vers le
NPV (Cunningham et Howse, 1984; Cunningham, 1985; Kaupp et Ebling 1990). Les virus
entomopathogénes constituent une solution de rechange au Bacillus thuringiensis et aux
insecticides chimiques (Cunningham et Kaupp, 1995). A cause de leur plus grande

spécificité, ils risquent moins de nuire a d'autres espéces d'insectes non-nuisibles.

1.6- CONCLUSION

Malgré les progrés importants au niveau des connaissances fondamentales sur les
cypovirus, il reste de nombreux points a éclaircir avant de comprendre parfaitement toutes
les étapes de la multiplication virale. Le développement éventuel de lignées cellulaires
adéquates pour la multiplication virale, permettrait de mieux comprendre les mécanismes

de régulation impliqués dans la transcription et traduction in vivo, de méme que
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l'identification des protéines structurales et des mécanismes impliqués dans la réplication

du génome et l'assemblage de la particule virale.

Le séquencgage du génome de différents cypovirus devrait permettre d'établir une
classification des souches virales plus précise et plus représentative des relations

phylogénétiques entre les isolats viraux.

Du point de vue de la recherche appliquée, les effort devront se tourner vers le
développement de bio-insecticides améliorés par le génie génétique, en mettant 'emphase
surtout sur les génes impliqués dans la spécificité d'hdte et la virulence. Bien que les
cypovirus ne semblent pas étre des candidats idéaux a prime abord, a cause du fait qu'ils
provoquent une maladie chronique plutdt que létale, ils possédent tout de méme certaines
caractéristiques intéressantes pour leur utilisation dans des programmes de lutte
biologique. Pour cette raison, la recherche sur les CPVs, tant fondamentale qu'appliquée,

doit se poursuivre.



MATERIEL ET METHODES
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1- VIRUS
‘l.l- Souche virale

Un isolat du cypovirus de Choristoneura fumiferana (CfCPV), a été gracieusement
fourni par le Docteur William Kaupp de I'Institut pour la répression de ravageurs forestiers
du Canada (IRRF, Sault-Ste-Marie, Ontario).

1.2- Larves

Les larves saines de la tordeuse des bourgeons de I'épinette utilisées dans notre

laboratoire, ont été obtenues de I'IRRF au 2°€ stade de leur croissance. Les larves sont
livrées sur des rouleaux de gaze et conservées a 4°C jusqu'a leur utilisation. Des morceaux
de gaze, sur lesquels se retrouvent de 15 a 30 larves, sont déposés dans des godets
contenant 10 ml d'une nourriture artificielle (McMorrand, 1965) afin de poursuivre leur
développement. Les godets ont été incubées a 25°C avec une photopériode controlée (14

heures jour et 10 heure nuit) et 50% d’humidité relative.

1.3- Production virale

Le CfCPV a été amplifié en laboratoire sur des larves de tordeuse des bourgeons de
I’épinette de 4€ stade. Dix a quinze larves ont été placées dans des godets contenant 10 ml

de nourriture artificielle sur laquelle 50 pl d'une suspension de 103 polyédres/ml ont été
déposés. Douze jours suivant I’infection, les larves ont été placées a -20°C. Ensuite, les
larves infectées ont été broyées dans 2 volumes d'eau a l'aide d'un mélangeur électrique. Le
broyat a ensuite été filtré a travers trois épaisseurs de gaze de coton et les débris cellulaires
restant ont été éliminés grace a deux cycles de centrifugation avec de l'eau durant 10 min a

4000 x g. Le surnageant obtenu a été conservé a -20 °C jusqu'a son utilisation.
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1.4-  Purification des polyédres et du virus

Les polyedres ont été purifiés a partir de broyats de larves infectées, d'aprés la
méthode décrite par Hayashi et Bird (1970). Briévement, les polyédres présents dans le
broyat ont été sédimentés par centrifugation a 10 000 x g pendant 10 min. Ensuite le culot
contenant les polyédres a été resuspendu dans le tampon TK (0,03 M Tris-HCI a pH 7,5,
0,025 M KCl), recentrifugé dans les mémes conditions puis resuspendu de nouveau dans
une solution de déoxycholate de sodium (DOC) a 0,5% avant d'étre incubé pendant 15 min
a température de la piéce. Le détergent a ensuite été éliminé par trois centrifugations de 10
min & 10 000 x g, en ayant soin de bien resuspendre le culot dans du tampon TK. A la fin
du dernier lavage, le culot a été resuspendu dans le tampon TK et la suspension déposée
sur un gradient discontinu de saccharose de 50-90% (p/v), puis centrifugé pendant 1 h a
20 000 x g. Les fractions ont été récoltées et analysées par SDS-PAGE. Des échantillons
ont aussi été observées en microscopie électronique en utilisant la coloration négative a
I'acide phosphotungstique 5% et un microscope électronique Hitachi H-7100. Les fractions
ne contenant que des polyédres ont été mélangées ensemble. Afin d’éliminer le saccharose,
le volume des fractions a été augmenté a 50 ml avec de l'eau et ensuite centrifugé a 10 000

x g pendant 15 min.

Les particules virales ont été purifiées a partir des polyédres. Les polyédres purifiés
ont été resuspendus dans I'eau et dissous avec un volume égal d'une solution de carbonate
de sodium 0,2 M a pH 10,8. Le mélange a été incubé pendant 20 min a température de la
piéce et ensuite déposé sur un gradient de saccharose de 50 a 90% avant centrifugation
pendant 90 min & 28 000 x g. Les fractions obtenues ont été analysées en microscopie

électronique tel que décrit précédemment.

1.5- Purification des ARN bicaténaires génomiques

Deux méthodes différentes ont été utilisées pour la purification du génome viral

complet. La premiére méthode de purification consistait en une extraction a chaud par le
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phénol, un volume de 200 pl de broyat larvaire a été mélangé avec un volume égal de
phénol et suite a une incubation a 56°C pendant 1 h, le mélange a été centrifugé a 12 000 x
g pendant 3 min. Aprés une extraction au phénol:chloroforme et une seconde au
chloroforme, les ARN étaient récupérés de la phase aqueuse par une précipitation a
I'éthanol. La seconde méthode de purification du génome viral consistait en une extraction
par le Trizol (GibcoBRL), selon les instructions du manufacturier. Encore une fois, un
volume de 200 pl de broyat des larves a été utilisé au départ auquel 1 ml du Trizol a été
ajouté. Les culots d'ARN obtenus selon les deux méthodes ont été séchés sous la hotte
chimique et resuspendus dans 50 ul d'eau. Ces ARN génomiques ainsi obtenus ont ensuite
été traités avec les enzymes DNase I (30 ug/ml, pendant 1h); puis RNase T1 (10 U/100pul,
pendant 30 min) et finalement protéinase K (10 mg/ml, pendant 1h) a 37°C. Apres deux
extractions au phénol, une extraction au phénol:chloroforme (1:1) et une extraction au
chloroforme, 'ARN a été précipité avec de l'éthanol et resuspendu dans SO pul d'eau.
Toutes les solutions utilisées pour I'extraction ont été préparées avec de l'eau traitée au
DEPC tel que décrit par Sambrook ef al. (1989). Les ARN génomiques ainsi purifiés ont

été analysés par électrophorése sur gel de polyacrylamide.
1.6- Purification individuelle des segments génomiques

La purification des différents segments génomiques a été faite a l'aide de la trousse
commerciale "RNaide" (BiolOl, Vista, CA, E.U.). Briévement, les segments d'ARN
génomiques ont été séparés par électrophoreses sur gel d'agarose 0,8% préparé dans le
tampon TAE 1X (40 mM Tris-acétate pH 7,8, 20 mM NaOAc et 2 mM EDTA). Aprés
immersion du gel dans une solution de bromure d'éthidium, les différents segments d'ARN
ont été visualisés par U.V. Les morceaux d’agarose contenant les segments d'ARN ont été
découpées individuellement, sauf pour les segments 1,2,3 et 6,7 que ont été découpés en
groupe. Les ARN ont ensuite été élués des morceaux d'agarose en suivant le protocole du

manufacturier.
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2- CLONAGES DES DIFFERENTS SEGMENTS DU CfCPV

2.1- Synthése des ADNc

Les ADNc du CfCPV ont été synthétisés a partir des ARNbc génomiques totaux ou
des segments purifiés individuellement en se basant sur la méthode mise au point pour les
réovirus (Cashdollar et al., 1982) et rotavirus (Imai ef al.,, 1983). La premiére étape a
consisté a ajouter une queue de poly(A) aux extrémités 3' des ARN, absente chez les
membres de la famille Reoviridae, a l'aide de la poly(A) polymérase. La réaction a été
effectuée dans un volume total de 50 pl contenant de 5 a 20 pg d'ARN génomique purifié,
Tris-HCI 50 mM a pH 7,9, MgCl2 10 mM, NaCl 250 mM, MnCI2 2,5 mM, ATP 0,25
mM, BSA (albumine sérique bovine) 0,5 mg/ml et 6 unités (U) d'ARN poly(A) polymérase
(GibcoBRL). Le mélange réactionnel a ensuite été incubé a 37°C pendant 12 min, puis 1 pl
d'EDTA 0,5 M et 149 pl d'eau traitée au DEPC ont été ajoutés avant de procéder a une
premiére extraction au phénol:.chloroforme suivi d'une deuxiéme extraction avec
chloroforme seulement. Les ARN ainsi polyadénylés ont été récupérés de la phase aqueuse
par précipitation a l'aide d'acétate d'amonium 3 M (1 volume) et d'éthanol (2,5 volume).
Les culots obtenus ont finalement été resuspendus dans 4,5 ul de tampon TE (Tris-HCI 10
mM a pH 7,8, EDTA 0,1 mM).

La synthése des ADNc a partir des ARN polyadénylés a été effectuée par la
transcriptase inverse (RT superscript, GibcoBRL). Afin d'obtenir une transcription des
ARN, ces derniers ont été dénaturés a 37°C pendant 10 min en présence de méthyl-
mercure a une concentration finale de 10 mM. Le méthyl-mercure a ensuite été inactivé
par l'ajout de 1 ul de B-mercaptoéthanol a une concentration de 500 mM et 5 pl d'eau. Les
ARN dénaturés ont par la suite été ajoutés de 10 pl d'un mélange réactionnel contenant 50
pmoles d'une amorce oligonucléotidique, un tampon commercial pour RT (GibcoBRL),
ImM de désoxyrybonucléotides triphosphates (AINTP), 30 unités de RNAguard ("RNase
inhibitor", Pharmacia), 200 unités de RT Superscript (GibcoBRL). La réaction de
transcription inverse a été effectuée a 37°C pendant 1 h. Deux types d'amorces ont été

utilisés pour la synthése des ADNC, soit un oligo(dT)(12-18) (GibcoBRL) ou une amorce
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Rtag contenant une queue de poly(T) du c6té 3' suivie d'une séquence contenant des sites
de restriction [GGGTCTAGAGC-TCGAG(T)17]. Le produit de la réaction de RT
(hybrides ADNc/ARN) obtenus en utilisant 'oligo(dT) comme amorce, a été soumis a une
extraction au phénol:chloroforme suivi d'une extraction au chloroforme. L'ARN des
hybrides a été dénaturé en ajoutant du NaOH 3N, puis le mélange réactionnel a été
neutralisé avec du HCI 3N. Les ADNc monocaténaires ainsi produits ont été récupérés par
une précipitation a l'éthanol, puis ils ont été resuspendus dans 100 pl de tampon contenant
du Tris-HCI 200 mM a pH 6,8, du NaCl 600 mM et du EDTA 5 mM. Le mélange a été
chauffé a 65°C pendant 1 h, puis refroidi graduellement jusqu'a 25°C afin de permettre
I'appariement des brins complémentaires. Les extrémités ont été réparées avec le fragment
Klenow de la polymérase I (GibcoBRL, "Large fragment of DNA polymerase I") pour la
production d'extrémités franches. Les ADNc obtenus avec I'amorce Rtag ont été amplifiés
par PCR en utilisant I'ADN polymérase de Thermus aquaticus (ADN polymérase, Taq
Biocan). Pour ce faire, la réaction contenant les ADNc (20 pl) a été chauffée a 98°C
pendant 5 min afin de dénaturer l'enzyme RT, puis le volume a été complété a 100 pl avec
une mélange réactionnel contenant 50 pmoles d'amorces Adapt [amorce identique & Rtag
mais dépourvu de la queue de poly(T)], 8 pl de tampon commercial 10X pour la Taq et
2,5 U d'ADN polymérase Taq. Afin d'éviter I'évaporation, le mélange réactionnel a été
recouvert de 50 pl d'huile minérale légére. Les réactions d'amplification ont été effectuées
dans un appareil spécialisé pour la PCR (DNA Thermal Cycler, Perkin Elmer Cetus Corp.,
E.U.) dans les conditions suivantes: 1 min de dénaturation & 95°C, 2 min pour
I'appariement & 46°C, 1,5 min de polymérisation a 72°C (35 cycles), le tout terminé par un
cycle d'extension de 10 min & 72°C. L'huile minérale, a ensuite été éliminée par extraction
avec du chloroforme. Les produits d'amplification ont été analysés par électrophorése sur

gel d'agarose selon la méthode décrite par Sambrook et al., 1989.
2.2- Vecteurs et souches bactériennes
Deux types de plasmide ont été utilisés pour les expériences de clonage: pIBI-31

(CLONAR 11, pIBI Vector Cloning System) et pCR™II (Invitrogen). Les vecteurs utilisés

pour les expériences d'expression des protéines sont: pMAL™-c2 (New England BioLabs
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Inc.), pAL-781 (ThioFusion™ Expression System, Invitrogen) et pcDNA; (pcDNA;

mammalian expression vector, Invitrogen).

Les souches d'Escherichia coli (E. coli) qui ont été utilisées figurent dans le Tableau 3.
Les milieux de culture employés pour leur croissance sont les suivants: milieu LB (bacto-
tryptone 1%, extrait de levure 0,5%, NaCl 1%), milieu 2x YT (bacto-tryptone 1,6%,
extrait de levure 1%, NaCl 0,5%) sauf pour la souche G1724, qui requiert les milieux
suivants: RM ("M9 salts" 1X, hydrolysat de caséine acide 0,2%, glycérol 1%, et MgClp
ImM ), milieu d'induction ("M9 salts" 1X, hydrolysat de caséine acide 0,2%, glucose
0,5%, MgCl2 1mM ), milieu SOB (tryptone 2%, extrait de levure 0,5%, NaCl 0,05%, KCl
2,5 mM, MgClz 10 mM), milieu SOC (milieu SOB plus glucose 20 mM). Les
transformants bactériens ont été sélectionnés dans du milieu LB ou RM contenant 50-100
ug/ml d'ampicilline. La croissance des bactéries sur milieu solide s'est effectuée dans des
pétris contenant du milieu LB ou RM additionné de 1,5% de bacto-agar avec l'antibiotique

requis.
2.3- Clonage des ADNc par production d'extrémités franches

Le plasmide pIBI-31 a été utilisé pour cette partie du travail. Environ 5 pg d'ADN
plasmidique ont été linéarisés en utilisant 10 unités de l'endonucléase Sma 1 selon les
conditions recommandées par le manufacturier (GibcoBRL). Aprés une incubation de 2
heures a 37°C, la solution a été déposée sur gel d'agarose a 0,8%. La bande contenant le
plasmide linéarisé a été éluée du gel en utilisant la trousse GeneClean™ (BIO 101, vista,
CA. E.U.) selon les instructions du fabricant. Le phosphate aux extrémités 5' du vecteur a
été éliminé afin de réduire le bruit de fond dii a la recircularisation possible du plasmide.
Ceci a été réalisé dans un volume de 30 pl, contenant 3 pg du plasmide linéarisé et 2 unités
de phosphatase intestinale de veau (CIP, GibcoBRL). Ce mélange a été incubé a 37°C
durant 45 min. L'enzyme a ensuite été inactivé par l'addition de 0,2 pl d'EDTA 0,5 M
suivie d'une incubation & 65°C pour une période de 30 min. Par la suite, le volume

réactionnel a été complété a 100 pl avec de I'eau et le plasmide linéarisé et déphosphorylé
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a été purifié a l'aide de la trousse "Magic DNA Clean-up" (Promega) selon les

recommandations du manufacturier.

Les ADNCc ont été insérés dans le plasmide pIBI-31 linéarisé. Le volume total de la

réaction était de 10 pl, incluant le vecteur, l'insert (rapport molaire de 1:3), du Tris-HCI 50
mM & pH 8,0, du MgClp 7 mM, dithiothréitol 1 mM, ATP 2 mM et 1 U de ligase du
phage T4 (GibcoBRL). Le mélange a été incubé toute la nuit a 16°C.
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TABLEAU 3

Liste des souches bactériennes utilisées au cours de ce travail

Souches Génotype
XL1-Blue recAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl, lac-, F[proABT,
laclq, AlacZDM15, TnlO(fet')]. Utilisée pour la plupart des
clonages.
INV oF' recAl, endAl, AsdR17('K-, MK'1), supE44, gyrA96, thi-1,

relAl, ¢80, AlacZDM15, A (lacZY A-argF), U169A~, F'. Utilisée
pour le clonage des ADN dans le vecteur pPCR™II.

DHS5a supE44 AlacU169 (¢80 AlacZDM15) hsdR17 recAl endAl
2yrA96 thi-1 relAl

TB1 ara A (lac proAB), rpsL (¢80 AlacZDM15), hsdR. Utilisée pour

I'expression avec le vecteur pMAL-c2.

GI724 F-, A=, lacl9, lacPL8, ampC::Pirpcl. Utilisée pour l'expression

avec le vecteur pAL-781
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2.4- Clonage des fragments d'ADN amplifiés par PCR

Les ADNc amplifiés par PCR ont été clonés directement dans le vecteur pCR™II en
utilisant la trousse "TA cloning Kit" (Invitrogen, San Diego, CA, E.U). La méthodologie
employée est celle fournie par le manufacturier. Le clonage des produits de PCR dans le
vecteur pCR™II tire avantage du fait que la polymérase Taq posséde une activité de
synthése non dépendante du gabarit d'ADN, ajoutant un désoxyriboadénosine a l'extrémité
3' du produit amplifié. Le vecteur fourni dans la trousse posséde un résidu T & chaque

extrémité 3', ce qui le rend compatible avec le produit amplifié.
2.5- Transformation des cellules bactériennes

Les souches d'E. coli XL-1 Blue et TB1 ont été traitées avec du CaClp afin de
rendre les cellules compétentes pour la transformation par I'ADN des différents vecteurs
(Hanahan, 1983; Sambrook e al., 1989). La souche d'E. coli GI724 a été traitée selon le

protocole suggéré par le manufacturier Invitrogen (ThioFusion™ Expression System).

Pour la transformation, 5 pl de la réaction de ligation ont été ajoutés a 100 ul de
bactéries compétentes puis le mélange a été incubé sur glace pendant 30 min. Aprés un
choc thermique de 45 sec a 42°C, 900 pl de milieu LB ont été ajoutés et incubé sous
agitation pendant 1 h a 37°C. Les bactéries ainsi transformées ont alors été étalées sur le
milieu solide de sélection [15 g de bacto-agar par litre de milieu LB, 50 pg/ml
d'ampicilline, 10 pl de 100 mM d'isopropylthio-B-galactoside (IPTG; Boehringer
Mannheim) et 50 pl d'une solution de 5-bromo-4 chloro-3 indolyl--D-galactoside (X-Gal,
Boehringer Mannheim) a 2% préparée dans du diméthylformamide]. Les géloses ont été
incubées a 37°C en position inversée pendant la nuit. A cause de la présence du géne de
résistance a l'ampicilline dans le vecteur, seules les bactéries transformées peuvent croitre
sur les géloses. L'addition du X-Gal (substrat chromogénique de la -galactosidase) et de

ITPTG (inducteur de I'opéron lac) avaient pour but de faciliter la sélection phénotypique
des recombinants f-gal”. En effet, l'insertion d'un fragment d'ADN dans un site approprié

de I'ADN plasmidique interfére avec la production de B-galactosidase dans les bactéries
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transformées produisant des colonies blanches. Les colonies blanches ont été sélectionnées
et ensemencées dans du bouillon LB pour étre analysées par la technique de mini-
préparation de I'ADN plasmidique recombinant ou repiquées sur du milieu LB solide pour

fins d'analyse par la méthode d'hybridation des colonies.
2.6- Purification de I'ADN plasmidique

Pour la purification rapide des recombinants, 'ADN plasmidique a été extrait de
mini-préparations en utilisant la méthode de lyse alcaline décrite par Birnboim et Doly
(1979). Les ADN utilisés pour fin de séquengage ont été purifiés a l'aide d'une trousse de
purification en suivant le protocole recommandé par le manufacturier (Wizard™
Minipreps, Promega). Les ADN ont été dosé par spectrophotométrie. Pour la purification
de quantités d'ADN plus importantes, lorsque requise, la méthode de lyse alcaline décrite
par Sambrook et al (1989) ou la trousse de purification Maxipreps de la compagnie
Quiagen (Santa Clarita, CA. E.U.) ont été utilisés.

2.7- Transfert des colonies sur filtre

Cette méthode a été développée par Grunstein et Hogness (1975). Le protocole
décrit par Sambrook er al. (1989) a été employé avec quelques modifications. Briévement,
les bactéries ont été ensemencées directement sur une gélose. Aprés une incubation de 16
heures a 37°C, les colonies ont été transférées sur un filtre de type Whatman 541 en
déposant ce dernier sur la gelose. Les bactéries ainsi transférées ont été lysées en
recouvrant le filtre d'une solution du NaOH 0,5 N. Ensuite, le NaOH a été neutralisé avec
une solution de Tris-HCl 1 M a pH 7,4. La fixation de 'ADN sur le filtre a été réalisée en
utilisant une solution composée de Tris-HCI 0,5 M a pH 7,0 et NaCl 3 M. Chacune de ces
étapes comportait des temps d'incubation de 10 min et ont été répétées deux fois. Les

filtres ont été séchés dans un four a vide chauffé a 80°C durant 60 min.



34

2.8- Préparation des sondes moléculaires

Dans ce projet, 2 types de sondes radiomarquées ont été utilisées. Une sonde
moléculaire d'ADNc a été préparée a partir du génome viral complet en utilisant des
amorces aléatoires et la transcriptase inverse (GibcoBRL). Dans un volume réactionnel de
50 pl, 1 ug d'ARN, de l'eau et 1 pl d'amorces aléatoires (3 pg/pl, GibcoBRL) ont été
incubés a 98°C durant 5 min. Le mélange a ensuite été rapidement transféré sur glace,
avant d'y ajouter 1 ul de chaque dNTP (dATP, dTTP, dGTP) a 10 mM chacun, 10 ul de
tampon 10 X pour RT (GibcoBRL), 5 ul [a—32P] dCTP (ICN; 3 000 Ci/mmole), 5 ul de
DTT a 0,1 Mm, 30 unites de RNAguard (Pharmacia) et 200 unités de RT. Le mélange a
été incubé a 37°C pendant 60 min. La réaction a été arrétée avec 5 pl dEDTA 0,5 M.
Pour mesurer le taux d'incorporation, une aliquote de 1 pul de sonde a été précipitée dans
environ 2 ml d'acide trichloroacétique (TCA) a 5%, puis passée a travers un filtre de laine
de verre (Whatman). Une fois sec, le filtre a été submergé dans un vial contenant 5 ml de
liquide a scintillation (CytoScint; ICN). Le taux de radioactivité incorporé par la sonde a
été déterminé a l'aide d'un compteur a scintillation ("Liquid Scintillation Analyzer 2200
CA, PACKARD Canberra Company).

Les plasmides recombinants utilisés comme sondes ont été marqués au [o-32P]
dCTP (ICN; 3 000 Ci/mmole) a l'aide de la trousse "Random primers DNA labelling kit"
(GibcoBRL) en suivant les recommandations du manufacturier. Environ 200 ng d'ADN a
marquer ont préalablement été dénaturés puis mélangés avec 3 pl de la solution "Random
primers mix", 2 pl de chaque dNTP (dATP, dGTP, dTTP), 5 pl [a-32P] dCTP et 1 pl (200
unites) du fragment Klenow de I'ADN polymérase de E. coli. L'incorporation de la
radioactivité a été mesurée tel que décrit pour la sonde d'ADNc obtenue avec le génome

viral complet.
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3- IDENTIFICATION DES CLONES
3.1-  Sélection des clones positifs par hybridation des colonies

Les filtres contenant les colonies bactériennes ont été insérés dans un sac a
hybridation (BRL). Pour chaque centimétre carré de filtre, environ 100 pl de solution
d'hybridation [50% de formamide déionisée, 5% de sulfate de dextran, solution de
Denhardt 5X (1,0 g/L de ficoll 400, 1,0 g/L de polyvinyl-pyrolidone, 1,0 g/L de BSA), 100
pg/ml d'ADN de sperme de hareng dénaturé et 0,1% de SDS] ont été versés dans le sac
qui a été scellé par la suite. Aprés une préhybridation a 42°C pendant au moins 3 heures, la
sonde d'ADNc dénaturée, produite a partir des ARN génomiques totaux, a été ajoutée
(environ 10 cpm/ml de solution d'hybridation). L'incubation s'est poursuivie & 42°C
pendant 18 heures. Les filtres ont ensuite été lavés trois fois dans du SSC 2X contenant
0,1% de SDS a 45°C, trois fois dans du SSC 1X contenant 0,1% SDS a 45°C et trois fois
dans du SSC 0,1X contenant 0,1% de SDS a température ambiante. Chaque lavage a été
réalisé sous agitation constante pendant 10 min. Les filtres ont finalement été séchés a l'air
et exposés sur un film Kodak X-Omat en présence d'un écran amplificateur pendant 18

heures.
3.2- Identification de clones par hybridation ARN:ADN
3.2.1-  Electrophorése des ARN et transfert de type Northern

Des ARN génomiques totaux (5 & 10 pg) purifiés a partir de broyats des larves
infectées, ont été dénaturés a température de la piéce pendant 10 min dans un volume égal
d'un tampon contenant 50% de formamide, 16% de formaldehyde (solution a 37%), du
tampon TAE 1X, et 0,5 ug/ml de bromure d'éthidium. Les échantillons ont ensuite été
déposés directement sur un gel d'agarose 1% préparé dans du tampon TAE 1X. Afin
d'éviter la dégradation des ARN, toutes les solutions avaient été préparées avec de l'eau
préalablement traitée avec DEPC, et les appareils, lavés avec une solution de RNase

Away™ (Molecular Bio-Products, inc. San Diego, CA). Les ARN séparés par
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électrophorese ont par la suite été transférés sur une membrane de nylon de 0,45 um (ICN
BIOTRANS™ Nylon Membranes, East Hills, N.Y.) en utilisant le systéme "Vacuum
blotting system" (VACUGENE™ XL, Pharmacia LKB Biotechnology). Le tampon SSC
10X (3 M NaCl, 300 mM de citrate de sodium a pH 7,2) a été utilisé comme solution de
transfert. Les membranes ont été séchées a l'air et irradiées aux UV pendant 5 min. Elles
ont ensuite été découpées en languettes contenant tous les segments génomiques du
CfCPV et hybridées individuellement avec une sonde produite a partir du génome complet
(contrdle du transfert) ou avec des sondes spécifiques obtenues a partir de clones
déterminés positifs par hybridation de colonies. La méthode d'hybridation utilisée est celle

décrite a la section 3.1.

4- SEQUENCAGE

La totalité des séquences obtenues ont été déterminées par le service de séquengage
de I'Institut Armand-Frappier. Les inserts plasmidiques ont été séquencés par la méthode
enzymatique de Sanger ef al., (1977). Les réactions ont été chargées sur un séquenceur
automatique ("Automated Laser Fluorescent ALF DNA sequencer”, Pharmacia) et
l'analyse des séquences a été effectuée a l'aide des logiciels MacVector version 4.5.0

(Eastman Kodak) et GeneWorks version 2.4 (Intelligenetics Inc.).

4.1- Séquencage de I'extrémité amino-terminale de la polyédrine

La séquence N-terminale de la polyédrine purifiée du CfCPV a été obtenue par la
méthode de dégradation d'Edman, en utilisant un séquenceur automatique "Gas-Phase
Sequencer" model 470A et en suivant le protocole décrit par Hewick et al. (1981). La
polyédrine a été séparée des autres protéines virales par la méthode de SDS-PAGE
(Laemmli, 1970). Apres I'électrophoreése, le gel a été imbibé dans le tampon de transfert
(10 mM 3-[cyclohexylamino]-1-propanesulfonic acid, et 10% méthanol) pendant 5 min et
transféré électrophorétiquement sur une membrane PVDF (Difluorure de polyvinylidéne,
BioRad Trans-blot Transfer Medium). Ensuite, la membrane a été lavée dans l'eau pendant

5 min et colorée avec du bleu de Coomassie R-250 durant 5 min. Aprés décoloration avec
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une solution contenant 50% de méthanol et 10% d'acide acétique, la membrane a été
§échée a l'air et conservée a -20°C (Matsudaira, 1987). Approximativement 50 pmoles de
la protéine ont été chargées sur le séquenceur. Le programme O3RPTH de la compagnie
Applied Biosystem inc. a été utilisé pour le séquengage. Les acides aminés
phénylthiohydantoin dérivés ont été déterminés par comparaison avec des standards (PTH
analyser standards, ABI). Le séquengage a été réalisé par le service de séquengage de

I'Institut de Recherche en Biotechnologie.
5- EXPRESSION DU GENE CODANT POUR LA POLYEDRINE
5.1- Expression dans le vecteur pMAL™-c2

Le cadre ouvert de lecture (ORF) qui contient le géne complet de la polyédrine du
CfCPV a été amplifié par PCR a partir du clone CfCPVg10. Les amorces utilisées sont les
suivante: I'amorce sens 5' GGCTCTAGAATGCCTTACGAGAGAGATTG 3' (homologue
aux nucléotides 34 a 53, la région soulignée correspond au site de restriction Xba I) et
I'amorce non sens 5' GGCGCTGCAGTTAGTAATATCTGCTCGGG 3' (complémentaire
aux nucléotides 792 a 810, la région soulignée correspond au site de restriction Pst I). Le
produit amplifi¢é par PCR a donné un fragment de 796 paires de bases. La réaction
d'amplification a été effectuée dans un volume final de 100 pl contenant 50 ng d'ADN
plasmidique recombinant, 10 pl de tampon 10X pour la polymérase Taq, 2 mM de chacun
des quatre dNTP, 50 pmoles de chaque amorce et 2,5 U de polymérase ADN Taq
(BIO/CAN, Mississauga, Ontario). Les réactions d'amplification ont été effectuées dans un
appareil pour PCR (DNA Thermal Cycler, Perkin Elmer Cetus Corp., E.U.) selon les
conditions suivantes: 30 cycles d'une min & 95°C, 2 mins a 55°C, et 2 min a 72°C, suivis
d'une incubation de 10 min a 72°C. Les génes ainsi amplifiés ont été vérifiés par
électrophorése sur gel d'agarose 0,8% et purifiés en utilisant la trousse "Magic PCR prep
(Promega) selon les indications du fabricant. Ensuite, 'ADN amplifié de méme que le
vecteur p-MAL™-c2 ont été digérés séparément par les endonucléases Xba I et Psil
(GibcoBRL). Apreés une incubation de 2 heures a 37°C, les produits de digestion ont été

déposés sur gel d'agarose. Les bandes d'ADN correspondant a la taille de linsert et du
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vecteur digérés ont été découpés et élués du gel a l'aide de la trousse "GeneClean™ (BIO
101) en suivant les instructions du manufacturier. Finalement, 'ADN amplifié a été inséré
dans le vecteur p-MAL™-c2 (ratio molaire 4:1), dans un volume réactionnel de 10 pl
contenant le tampon de ligation 5X (GibcoBRL) et 1 unité de ligase du phage T4
(GibcoBRL). Le mélange a été incubé toute la nuit a 14°C. Les bactéries compétentes
DH5a. ont été transformées avec 2 pl du mélange de ligation. L'ADN des bactéries
recombinantes a été isolé par la technique de mini-prep et analysé par une double digestion
Xba I et Pst 1. Suite a l'analyse, deux clones, pMal-P42 et pMal-P70, ont été sélectionnés

pour les expériences d'expression.

Les ADN plasmidiques des clones pMAL-P42 et pMAL-P70 ont été transférés dans
des bactéries E. coli TB1 compétentes. Pour vérifier l'expression, 5 colonies de chaque
clone ont été ensemencées individuellement dans un milieu de croissance (10 g de
tryptone, 5 g d'extrait de levure, 5 g de NaCl, 2 g de glucose par litre, et 100 pg/ml
d'ampicilline). Les cultures ont été incubées sous agitation a 37°C jusqu'a l'obtention d'une
densité optique (D.0O.) de 0,5 a une longueur d'onde de 600 nm (approximativement 3
heures). Afin d'induire l'expression de la polyédrine, 0,3 mM d'TPTG a été ajouté. Ce
dernier agit sur le promoteur qui contrile l'expression de I'ARN polymérase ADN
dépendante du phage T7, codée dans le chromosome de la bactérie. Aprés deux heures 1
ml de bouillon de culture a été recolté, centrifugé et le culot resuspendu dans 100 pul de
tampon d'échantillons pour électrophorése 2X. Les échantillons ont été clarifiés par
centrifugation et analysés par SDS-PAGE afin de vérifier l'expression de la protéine de

fusion.

Pour la production a grande échelle, le clone p-MAL-p70.1 a été choisi. Le milieu de
croissance RM (500 ml; section 2.2) a été inoculé avec 5 ml d'une pré-culture. Aprés
induction de 2 heures avec I'IPTG, les bactéries ont été centrifugées a 4 000 x g pendant
20 min, et le culot resuspendu dans 25 ml d'un tampon contenant 10 mM de Tris-HCl, 200
mM de NaCl et 1 mM d’EDTA (tampon pour la purification sur colonne). Les bactéries
ont été congelées a -20°C (pendant 18 heures) puis décongelées avant d'étre soumises a

trois cycles de sonification de 30 secondes chacun. Les lysats obtenus ont été clarifiés par
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une centrifugation a 9 000 x g durant 30 min et resuspendus dans 100 ml de tampon pour
la purification sur colonne. La protéine de fusion MBP-Polyédrine a finalement été purifiée
sur une colonne d'amylose en suivant le protocole suggéré par le fabricant (New England
BioLabs Inc.). La protéine de fusion MBP-Polyédrine ainsi purifiée a été utilisée pour

l'immunisation des animaux décrite & la section 6.

5.2- Expression dans le vecteur pAL-781

Le cadre de lecture ouvert correspondant au géne de la polyédrine a été amplifié par
PCR en utilisant une nouvelle amorce sens (5' TTACATATGCCTTA-CGAGAGAGATT
3', le site Nde 1 est souligné dans la séquence) et 'amorce inverse utilisée pour le clonage
dans le vecteur pMAL™-c2 (section 5.1). Les produits amplifiés et le vecteur pAL-781
ont été digérés par les endonucléases Nde I et Pst I. Aprés migration sur gel d'agarose a
0,8%, les produits de digestion ont été purifiés a l'aide de la trousse "GeneClean BIO 101",
Aprés ligation pendant 16 heures & 16°C, des cellules E. coli GI724 compétentes ont été
transformées. Les bactéries ont été ensemencées sur des géloses contenant du milieu RM
et 1,5% de bacto-agar (section 2.2) puis incubées a 30°C durant 18 heures. L'ADN
plasmidique des bactéries recombinantes a été analysé par PCR afin de confirmer la
présence de l'insert. Cinq clones ont été sélectionnés pour faire l'induction et vérifier
I'expression de la polyédrine recombinante. Chaque clone a été ensemencé dans du milieu
d'induction (section 2.2) et incubé a 30°C jusqu'a l'obtention d'une D.O. de 0,5 a une
longueur d'onde de 600 nm (approximativement 3 heures). Les bactéries ont été induites
avec 100 mg/ml de tryptophane et réincubées & 37°C durant 2 heures. L'expression du
polypeptide recombinant a été analysée par SDS-PAGE. Le clone pAL-p12 a été choisi
pour la production & grande échelle. La formation de corps d'inclusion et la présence de
cristaux ont été observée par microscopie électronique en utilisant la technique de coupes

minces (Bendayan, 1984).
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6- IMMUNISATION

Des lapins New Zealand (Charles River, St-Constant, Qc, Canada) ont été
immunisés a trois reprises, a intervalles de 2 semaines, par voie intrapéritonéale avec 500
ug (deux fois) et 200 pg (une fois) de la protéine de fusion MBP-ponédrihe purifiée ou
avec une suspension de 4 x 103 polyédres, préalablement traitée avec une solution 0,2 M
de carbonate de sodium a pH 10,8. L'adjuvant complet de Freund a été utilisé lors de la
premiére injection et l'adjuvant incomplet pour les deux suivantes. Les antisérum obtenus
ont été analysés par la méthode d'ELISA. Afin d'éliminer les réactions non spécifiques,
l'antisérum obtenu avec la protéine de fusion a été adsorbé avec une suspension de
protéines de E. coli, préparée par précipitation a l'acétone selon la méthode décrite par
Harlow et Lane (1988).

7- ELECTROPHORESES ET IMMUNOEMPREINTES
7.1-  Electrophoréses de protéines

Les électrophoréses ont été réalisées sur des gels de 1 mm d'épaisseur en présence de
SDS, selon la méthode de Laemmli (1970). La concentration des gels de regroupement
était généralement 3,5% d'acrylamide et celle des gels de séparaton de 3% a 12%, selon la
technique de Hames (1981). Les échantillons dénaturés dans un tampon constitué de 50
mM Tris-HCI pH 6,8, 1% (p/v) de SDS, 1% (v/v) de B-mercaptoéthanol, 10% de glycérol
et 0,003% (p/v) de bleu de bromophénol, ont été chauffés 5 min 4 95°C avant leur
application sur le gel. L'électrophorése a été exécutée sous un voltage constant de 200 V
jusqu'a ce que le bleu de bromophénol ait atteint le bas du gel. Ensuite une solution de
50% (v/v) de méthanol et 7,5% (v/v) d'acide acétique glacial a servi pour la fixation des
gels, qui ont par la suite été colorés avec une solution de 0,2% (p/v) de bleu de Coomassie
R-250 (Hares, 1981). Les marqueurs de masse moléculaire utilisés étaient constitués des
protéines standards colorées (Rainbow™ High Range Coloured protein molecular weight

markers, Amersham Life Science).
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Pour I'analyse des échantillons marqués a la méthionine [33S], les gels ont d'abord
été fixés pendant 1 heure dans une solution de 40% (v/v) de méthanol et 10% (v/v) d'acide

acétique. Ensuite, les gels ont été traités durant 30 min avec la solution de fluorographie

(EN3HANCE, autoradigraphy EnHancer, NEN Research products) puis séchés sous vide
a 80°C a l'aide d'une plaque chauffante de type SAVANT (Slab Gel Dryer, SGD4050,
SAVANT) et mis en contact avec des films radiographiques X-Omat AR-5 (Eastman
Kodak Co., Rochester, N.Y.) pendant 3 a 15 jours a -70°C.

7.2- Immunoempreintes

Aprés séparation par électrophorése sur gel de polyacrylamide, les protéines ont été
transférées électrophorétiquement sur une membrane de PVDF (0,2 um Bio-Rad Trans-
Blot Transfer Medium, PVDF) i l'aide d'un appareil Bio-Rad, & 100 V pendant 2 heures a
4°C. Le tampon de transfert était constitué de 25 mM de Tris-HCI a pH 8,3, 192 mM de
glycine et 20% de méthanol. Aprés le transfert, les sites résiduels de la membrane ont été
bloqués pendant toute la nuit & 4°C avec du tampon TBS (50mM Tris base a pH 7,5, 150
mM NaCl) auquel a été ajouté 1% (p/v) de solution de blocage (Boehringer Mannheim).
La membrane a ensuite été incubée pendant 1 heure a température de la piéce en présence
de l'antisérum anti-MBP-polyédrine ou anti-CfCPV. Suite a deux lavages successifs de 10
min dans du tampon de lavage TBST (tampon TBS plus 0,2% de Tween 20) et deux
lavages dans du tampon de blocage 0,5%, l'anticorps conjugués a la péroxidase
(Boehringer Mannheim) un anti-IgG de lapin (1:80 000) a été rajouté pendant 30 min a
température de la piéce. Aprés quatre lavages de 15 min chacun dans le tampon TBST, la
révélation était faite par chimioluminescence a l'aide de la trousse "Chemiluminescence
Western blotting kit" (Boehringer Mannheim). La membrane a ensuite été mise en contact
avec des films radiographiques Kodak X-Omat AR-5 dans de cassettes rigides (Wolf X-ray
Corp., Picker Canada Ltée, St Laurent, Qc.) pendant 15 & 60 secondes. Les marqueurs de

masse moléculaire étaient constitués de protéines standards colorées
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8- TRADUCTION IN VITRO

Chacun des segments de I’ARN génomique du CfCPV a été traduit in vitro en
utilisant un lysat de réticulocyte de lapin (GibcoBRL) en présence de 35S-méthionine. Pour
chaque segment génomique, 2 pg d'ARN purifié selon la méthode décrite dans les section
1.4 et 1.5, ont été précipités avec de I’éthanol puis séchés. Ensuite le culot contenant les
ARN a été resuspendu dans 4,5 ul d'une solution contenant du Tris-HCI 10 mM a pH 7,8,
et de ’'EDTA 0,1 mM puis dénaturés en ajoutant 0,5 pl d'une solution de 10 mM

CH3HgOH et incubé a 55°C pendant 10 min. Ce dernier a ensuite été inactivé avec du -

mercaptoéthanol & une concentration finale de 50 mM. Les ARN génomiques ainsi
dénaturés ont été ajoutés au mélange réactionnel pour la traduction qui contenait 3 ul du
mélange de traduction 10X sans méthionine, 80 mM d'acétate de potassium, 1 mM
d'acétate de magnésium, 2 ul de 35S-méthionine (>800 Ci/ml, 10-15 mCi/ml, ICN) et 10 pl
de lysat de réticulocytes de lapin. Le mélange réactionnel (30 ul) a été incubé a 30°C
pendant 1 heure. Afin d'éliminer les aminoacyl-tRNAs radioactifs, les réactions ont été
traitées avec 3 pl d'une solution 2 1 mg/ml de RNase A pancréatique pendant 15 min &
30°C. Finalement, les produits de traduction ont été analysés par SDS-PAGE selon la

méthode décrite a la section 7.1.

9- QUANTIFICATION DES ARN PAR RT-PCR-QC

9.1- Préparation du standard interne pour le géne 10

Le clone recombinant CfCPVgl0 contenant la séquence compléte du segment 10
(géne codant pour la polyédrine) a été utilisé pour la préparation du standard interne
nécessaire a la technique de quantification utilisée. Dans la séquence du géne 10 la
présence de deux sites A/u I aux positions 745 et 760 a permis d'effectuer une délétion de
15 nucléotides dans ce site. Aprés digestion avec l'endonucléase Alu I, le mélange
réactionnel a été mis sur gel d'agarose a 0,8% et la bande contenant le plasmide linéarisé a
été extraite a l'aide de la trousse "GeneClean Kit" (BIO 101). Les plasmides ainsi modifiés

ont été recircularisés en présence de la ligase du phage T4. Aprés transformation, les
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colonies recombinantes ont été analysées (section 2.6). Le clone CfCPVsgl0 qui possédait
la déletion de 15 pb a été choisi pour la préparation du standard interne par transcription in

vitro avec I'ARN polymérase dépendante d'ADN du phage T7.

9.2- Préparation du standard interne pour le géne 8

Le standard interne pour le géne 8 a été préparé a partir du clone CfCPVg8 qui
contient la séquence compléte du segment 8 du CfCPV. Ce dernier a été digéré avec
I'endonucléase Sau3 A au site de reconnaissence a la position 544. Le plasmide linéarisé a
été traité avec l'enzyme exonucléase III de E. coli (exo III, GibcoBRL) afin de créer une
série de délétions a l'intérieur de la séquence (Sambrook ef al. 1989). Briévement, a 20 pl
d'ADN linéarisé (5 pug), ont été ajouté 6 pl du tampon 10X pour exo III, 0,6 ul d'exo III
(660 unités/ml) et 33,4 ul d'eau. Le mélange a été incubé a 37°C pendant une min avant de
prélever des aliquotes de 2,5 ul a des intervalles de 15 secondes. Aprés prélévement,
chaque aliquote a été déposée dans un tube contenant 7,5 ul du mélange réactionnel pour
la nucléase S1 (GibcoBRL) (1X tampon pour S1 et 60 unités de S1). Aprés une incubation
de 30 min a 30°C, la réaction a été arrétée par l'addition de 3 pl d'une solution contenant
0,5 M Tris-HCI pH 8,0, 125 mM d’EDTA et suivie d'une incubation de 10 min & 70°C.
Finalement, les extrémités ont été réparées (production d'extrémités franches) avec 'ADN
polymérase I (Klenow, GibcoBRL) et les plasmides recircularisés en présence de la ligase
du phage T4 (GibcoBRL). Aprés ligation, chaque échantillon a été utilisé pour transformer
de cellules compétentes XL-1 blue. Le clone CfCPVsg8 possédant une délétion de 50
nucléotides a été choisi pour la préparation du standard interne du segment 8 en utilisant
I'ARN polymérase dépendante d'ADN du phage T7.

9.3- Transcription in vitro

Les clones CfCPVsgl0 et CfCPVsg8 ont été coupés dans le site de clonage multiple
par l'endonucléase Hind I11. Suite a la digestion enzymatique, les plasmides ont été séparés
sur gel d'agarose et purifiés & partir du gel a l'aide de la trousse GeneClean (BIO 101)

avant de procéder a la transcription in vitro. De par l'orientation des inserts clonés dans le
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vecteur et la présence du promoteur T7, situé en aval de I'ATG dans le vecteur pCR™TI,
la transcription in vitro des ARNc (standard interne) a été réalisée avec 'ARN polymérase
dépendante d'ADN du phage T7 (GibcoBRL). La réaction a été réalisée dans un volume
final de 10 pl contenant 1 pg d'ADN plasmidique, 2 pl tampon de transcription 5X
(GibcoBRL), 0,5 ul de DTT, 0,4 mM de NTP et 50 unités de 'ARN polymérase du phage
T7. Aprés une incubation & 37°C pendant 15 min, les ARNc ont été purifiés par la
méthode du Trizol LS (GibcoBRL). Ensuite, les ARNc ont été traités avec la DNase
("Amplification grade DNase, GibcoBRL) afin d'éliminer I'ADN qui a servi de matrice
pour la transcription in vitro. Finalement, les ARNc ont été resuspendus dans l'eau traitée

au DEPC et quantifiés par spectrophotométrie a 260 nm.
9.4- RT-PCR-Quantitatif-Competitif

L'ARN total de larves de tordeuse infectées individuellement avec le CfCPV (2
jours, 4 jours et 8 jours post-infection) a été extrait et purifié par la méthode du Trizol
(GibcoBRL) en suivant les recommandation du manufacturier. Pour chaque échantillon,
200 ng d'ARN total ont été ajoutés dans des tubes contenant une série de dilutions du
standard interne (ARNCc). Ensuite, les ARN ont été transcrits dans un volume final de 20 pl
contenant 2 pl de dNTP (10 mM de chaque dNTP), 2 ul MgCi2 (20 mM), 2 pl tampon

cetus (Sambrook et al., 1989), 10 unités d'inhibiteur de RNase (RNAguard, Pharmacia),
200 unités de transcriptase inverse (superscrip, GibcoBRL) et 50 pmoles de l'amorce
reverse correspondante. Suite & une incubation pendant 45 min & 37°C, la transcriptase
inverse a été inactivée a 98°C pendant 5 min. Le volume du mélange réactionnel contenant
les ADNc a été complété a 100 pl avec un mélange pour PCR contenant du tampon 1X

pour la polymérase Taq avec MgCly (BIO/CAN Scientific Inc.,, Missisauga, Ont.,
Canada), 2,5 unités d’ADN polymérase Taq (BIO/CAN Scientific Inc., Missisauga, Ont.,

Canada) et 50 pmoles de l'amorce sens correspondant. Afin d’éviter I'évaporation, le
mélange réactionnel a été recouvert de 50 ul d'huile minérale légére. Les réactions
d'amplification ont été réalisées grace a 40 cycles d'incubation dans un appareil 8 PCR
(DNA Termal Cycler, Perkin Elmer Cetus Corp., E.U.) selon les conditions suivantes:

dénaturation de 1 min & 95°C, appariement de 1 min a 50°C (55°C pour le géne 8),
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polymérisation de 1 min & 72°C. A la fin du dernier cycle d'amplification, une étape
d'extension de 10 min a été ajoutée. Les produits d'amplification ont été séparés sur gel
d'agarose a 2,5% contenant du bromure d'étidium. Le gel a été photographié sous
illumination ultraviolette (UV Fotodyne, New Berlin, WI, E.U). Les photos ont ensuite été
analysées par densitométrie en utilisant le programme "ID Image Analysis Sofware"
(Kodak Digital Science™) ou les valeurs d'absorbance pour les produits de PCR ont été
déterminés. La quantité présente du géne cible dans I'échantillon a été déterminée selon la
méthode décrite par Gilliland ez al., 1990. Une courbe du log du ratio entre intensité de la
cible et I’intensité du standard interne en rapport avec le log du nombre de molécules du
standard interne a été tracée. La quantité d'ARN cible dans I'échantillon a été calculée en
déterminant le point d'interception sur la courbe ou le ratio entre I’intensité de la cible et
I’intensité du standard interne est égal a 1, c'est-a-dire quand les fragments amplifiés pour
la cible et le standard interne sont présents en quantités égales. Mentionnons que pour
déterminer la quantité appropriée du standard interne a utiliser dans la compétition, une
expérience préliminaire a été réalisée, dans laquelle 'ARN total a été transcrit en présence
d'une série de dilutions en base 10 du standard interne. Sur la base de ces résultats, la
dilution précédente avec laquelle les produits de PCR pour le standard interne et le géne
cible avaient une intensité égale a été choisie pour faire une série de dilutions du standard

interne en base 2, en vue de I'utililisation dans la compétition.



RESULTATS
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1- PRODUCTION ET PURIFICATION VIRALE

Au cours de la réalisation de cette recherche plusieurs essais ont été réalisés en vue
d'obtenir une lignée cellulaire pouvant supporter la multiplication virale. Cependant, les
cellules utilisées, IPRI-CF-1 et IPRI-CF-124T, gracieusement fournies par le Dr Sardar
Sohi du Service Canadienne des foréts, n'ont pu soutenir la multiplication virale. Pour

cette raison, le cypovirus de C. fumiferana, a été amplifié en laboratoire sur des larves de
TBE du 4€ stade larvaire, en utilisant une diéte artificielle. A 12 jours post-infection (pi),

des titres viraux de 108 a 109 polyédres par ml ont été obtenus. L’examen au microscope
électronique de I’intestin provenant de larves infectées par le CfCPV montre que la plupart
des cellules contiennent un grand nombre des virus souvent groupés dans de zones
cytoplasmiques denses aux électrons (Figure 2). Les polyédres matures sont en trés grande
majorité de forme hexagonale, pendant que les polyédres en formation présentent une
forme plutdt arrondie ou un grand nombre de particules virales en voie d’inclusion peuvent
étre observées (Figure 3). Les polyédres provenant de broyats de larves infectées ont été
purifiés sur un gradient discoﬁtinu de saccharose. Les bandes obtenues ont été récoltées
puis analysées par SDS-PAGE (Figure 4a). La plupart des polyédres ont été récupérés
dans la 4€ bande (Figure 4a, puits 5). En utilisant la technique de coloration négative au
PTA, l'analyse du contenu de cette bande en microscopie électronique a confirmé la
présence de polyédres, montrant parfois des variations au niveau de leur taille (Figure 4b).
Celle-ci pouvait varier de 0,5 pm & plus de 5 pm dans certains cas, bien que la moyenne se

situait a 3 pm (Figure 5).

L'analyse des coupes ultraminces de polyédres au microscope électronique, a permis
d'observer la présence de virus inclus aléatoirement dans la matrice cristalline (Figures 6).
Les virus libérés par dissolution de polyédres apparaissent sous forme d’icosaédre et
mesurent approximativement 70 nm (Figure 7). En effet, certains particules virales

arborant des spicules aux sommets de I'icosaédre ont été observés.
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FIGURE 2: Microphotographie électronique d'une coupe de lintestin d'une
larve infectée par le virus CfCPV.

PV: plage virogéne; P: polyédre mature; V: virions; N: noyau.
Coloration Double X 9350.
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FIGURE 3:

Microphotographie électronique d'une coupe ultramince de
polyedres dans une cellule intestinale d'une larve infectée par le
CfCPV.

P: polyédre mature; PF: polyédre en formation avec des particules
virales prés du polyédre et en voie d'inclusion (fleche). Coloration
double X 51 000.
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FIGURE 4:

Purification des polyédres sur gradient discontinu de saccharose de
50-90%.

(a) Analyse par SDS-PAGE des bandes récoltées du gradient. Les
Puits 2 a 6 correspondent au bandes 1, 2, 3, 4, et 5 respectivement;
le puits 7 quant a lui correspond au culot. La plupart de polyédres
se retrouvent concentrés dans la 4€ bande. Les marqueurs de masse
moléculaire (kDa) sont indiqués a gauche.

(b) Analyse par microscopie électronique de la bande numéro 4. Les

polyédres ont été colorés a l'acide phosphotungstique 5%.
Grossissement X 21 000.
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FIGURE §:

Microphotographie électronique des polyédres purifiées en coupes
ultraminces.

Les polyedres ont été fixées avec la glutaraldéhyde et colorés avec une
solution de 5% d'acétate d'uranyl dans du méthanol suivi d'une
coloration au citrate de plomb. La présence des polyédres de forme et
taille variables peut étre observée. (a) Hexagonal, (b) Polygonal, (c)

Rectangulaire, (d) Sphéroide
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FIGURE 6:

Microphotographie électronique montrant un premier plan des coupes
ultraminces des polyédres purifiés.

On peut observer l'inclusion d'un nombre aléatoire de particules virales
dans la matrice cristalline. P = polyédre, V = virus inclus, T = structure
en treillis (Matrice cristalline).

Grossissement X 90 000.
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FIGURE 7:

Microphotographie électronique de particules du CfCPV purifiées sur
gradient de saccharose.

Les particules virales ont été libérées des polyédres par traitement
alcalin puis colorées négativement avec l'acide phosphotungstique. Les

fléches montrent des particules virales o on peut observer les spicules
émergeant des virus. Les tétes de fléche montrent des particules virales
vides. Grossissement X 66 600.
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2- CLASSIFICATION DU CfCPV

Les cypovirus ont été classés provisoirement sur la base de la mobilité relative de
leurs différents segments génomiques (électrophorétype). Dans le but de déterminer a quel
électrophorétype fait partie le cypovirus de Choristoneura fumiferana , la mobilité relative
de ses 10 segments génomiques a été determinée. Les masses moléculaires déterminées
pour BmCVP (Fujii-kawata et al., 1970) ont été utilisées comme référence. Les ARN
génomiques purifiés ont été séparés sur gel de polyacrylamide a 10% (Figure 8a) et & 3%
(Figure 8b) puis colorés avec du bromure d'éthidium. Les gels ont été photographiés avec
une caméra de type polaroid, afin d'étre analysés a l'aide du programme "ID Image
Analysis Software” (Kodak Digital Science™). La comparaison du profil
électrophorétique du CfCPV avec ceux proposés par Payne et Rivers (1976) pour d'autres
cypovirus, révéle une trés grande similitude avec I'électrophorétype 7. Malheureusement,
la souche type de I'électrophorétype 7 n'était pas disponible dans notre laboratoire. La
masse moléculaire des différents segments du cypovirus de Noctua pronuba (NpCPV)
(une des souches de l'électrophorétype 7) a donc été déterminée a partir des résultats
publiés par Payne et Martens (1983) et analysée avec le programme "ID Image Analysis
Software" (Kodak Digital Science™). L'étude des résultats présentés a la Figure 8d
montre qu'un seul segment génomique différe entre le CfCPV et le NpCPV. Selon ces
résultats la souche CfCPV pourrait étre classée dans I'électrophorétype 7 de l'actuelle
classification, mais la comigration du CfCPV et du NpCPV dans le méme gel serait

indispensable pour confirmer ces observations.
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FIGURE 8:

Détermination de la masse moléculaire des segments d'ARN
génomique de 4 cypovirus séparés sur gel de polyacrylamide en
présence de SDS (Laemmli ez al., 1970).

(a) Séparation sur gel de 10% d'acrylamide et coloration au bromure
d'éthidium de trois Cypovirus. Puits 1, CfCPV; puits 2, EsCPV; puits
3, BmCPV.

(b) Séparation sur gel de 3% d'acrylamide et coloration au bromure
d'éthidium du BmCPV (puit 1) et CACPV (puits 2).

(c) Séparation par SDS-PAGE en gel de 3% d'acrylamide et coloration
au bromure d'éthidium de la souche NpCPV (électrophorétype 7)
(puits 1) et BmCPV (puits 2) (modifié de Payne et Mertens, 1983).
Les fléches montrent les segments ayant un mobilité relative différente
entre CfCPV et NpCPV.

(d) Masse moléculaire des ARN génomiques des Cypovirus de type 1,
5, et 7. Les masses moléculaires indiquées pour CfCPV répresentent la
moyenne des valeurs calculées & des concentrations de 10% et 3%
d'acrylamide. (1) Masses moléculaires calculées pour BmCPV selon
Fujii-Kawata et al., 1970 et utilisées comme standards. (2) Masses
moléculaires calculées a I'aide du programme Kodak "ID Image
Analysis Software"
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Cf Es Bm

(d)

Segment BmCPV'  EsCPV? CfCPVZ  NpCPV?

x 106 dalton
1 2.55 2.50 2.44 242
2 2,42 241 2.34 2.31
3 2.32 2.32 2.26 2.26
4 2.03 2.10 2.15 2.14
5 1.82 1.92 1.42 1.43
6 1.12 1.34 1.30 1.30
7 0.84 1.24 1.25 1.13
8 0.62 0.65 1.13 0.61
9 0.56 0.41 0.60 0.50
10 0.35 0.27 0.55 0.31
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3- CLONAGE DU GENOME DU CfCPV

Au début de ce travail, aucune information sur la biologie moléculaire du cypovirus
de Choristoneura fumiferana n'était disponible. Cependant, la séquence en nucléotides du
geéne codant pour la polyédrine de quatre autres cypovirus avait été déterminée. L'analyse
de ces derniéres a démontré l'absence d’'homologie entre les virus classés dans différents
électrophorétypes. Dans le but de caractériser le génome du CfCPV et afin de mieux situer
ce virus par rapport aux autres cypovirus et autres virus membres de la famille des
Reoviridea, nous avons étudié plus en détails le géne codant pour la polyédrine (segment
10) de méme que les génes codés par les segments génomiques 9, 8 et 5. Cette étude nous
a permis par la suite de développer des outils moléculaires permettant de suivre l'infection

virale naturelle de la tordeuse des bourgeons de I’épinette.

3.1- Synthése, clonage et séquencage des ADN¢

Le clonage du génome viral du CfCPV a débuté avec la purification des segments
génomiques a partir de polyédres purifiés ou directement a partir des broyats des larves
infectées (Figure 9). Les segments 4, 5, 8, 9 et 10 ont été purifiés individuellement, tandis
que les segments 1, 2 et 3, de méme que les segments 6 et 7, ont été purifiés ensemble
étant donné l'impossibilité de les séparer adéquatement sur gel d'agarose. Le génome
complet ou les segments purifiés ont été utilisés pour la synthése des ADNc selon l'une des
deux stratégies illustrées a la Figure 10. Les ADNc obtenus ont ensuite été clonés dans un

~ vecteur procaryotique (pIBI31 ou pCR™II), puis identifiés par hybridation ARN:ADN.
Des membranes de nylon contenant les génome viral complet ont été hybridées avec

différents clones préalablement marqués au 32P.
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FIGURE 9:

Purification des segments génomiques du CfCPV.

Electrophorése sur gel d'agarose des segments génomiques du CfCPV
purifiés individuellement. Aprés séparation sur gel d'agarose 0,8%, les
différentes bandes ont été découpées du gel et les ARN génomiques
bicaténaires ont été purifiés par la méthode du Trizol. Ensuite, les
segments purifiés ont été analysés séparement dans les mémes
conditions électro-phorétiques. Génome complet, puits 2; segments 1,
2, et 3 (purifiés ensemble) puits 3; segment 4, puits 4; segment 5, puits
5; segments 6 et 7 (purifiés emsemble) puits 6; segment 8, puits 7;
segment 9, puits 8; segment 10, puits 9. Le marqueur de taille
moléculaire 1 kb est montré & gauche (puits 1).
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FIGURE 10:

Stratégies utilisées pour le clonage du génome du CfCPV.

L'ARN génomique est représenté schématiquement. L'amorce "Rtag"
[GGGTCTAGAGCTCGAG(T)17] a été utilisée pour la synthése des
ADNc et l'amorce "Adapt" (GGGTCTAGAGCTCGAGT) a été
utilisée pour l'amplification par réaction de polymérisation en chaine
(PCR). Cette méthodologie a été suggérée et supervisée par le Dr Jean
Bergeron du laboratoire du professeur Peter Tijssen.
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La Figure 11 montre certains des clones spécifiques aux différents segments
génomiques obtenus. Des clones contenant les extrémités 3' ont été obtenus en utilisant la
méthode d'amplification "RACE". Nous avons amplifié ces régions a partir du génome
viral en utilisant une amorce "Rtag" pour la synthése du premier brin d'ADN, qui a ensuite
été amplifi¢é par PCR en utilisant comme amorces un oligonucléotide contenant la

séquence directe du brin (+) ainsi que 'amorce Adapt.

La séquence compléte des segments 10, 9, 8 et 5 a été déterminée. Des séquences
partielles pour les segments 4 et 6 ou 7 (les segments 6 et 7 n'ont pas été séparés

individuellement et un seul clone a été identifié par hybridation) ont aussi été obtenues.

3.1.1-  Séquencage du segment 10

Deux clones bactériens contenant des séquences du segment 10, ont été identifiés
par hybridation de type Northern. La séquence compléte de ces deux clones a été
déterminée dans les deux directions. D'abord les séquences obtenues en utilisant 'amorce
universelle et l'amorce inverse de séquengage ont été utilisées pour la synthése des
oligonucléotides qui ont permis l'obtention de la séquence compléte de ces clones.
L'utilisation du protocole RACE a permis d'obtenir des clones contenant la séquence 3'
compléte du segment 10. La Figure 12a représente la stratégie de séquengage utilisée. Un
clone contenant la séquence compléte du segment 10 (CfCPVgl0) a été reconstitué par
ligation d'un fragment contenant la portion 5' terminale (530pb) et d'un autre
correspondant a la portion 3' terminale (641pb) tel que représenté a la Figure 12b. La
séquence nucléotidique compleéte du clone CRCPVgl0 est de 1171 nucléotides. La Figure
13 présente la séquence nucléotidique de I'ADNCc correspondant au brin positif du segment
10 du CfCPV. Un seul cadre de lecture ouvert (ORF) a été trouvé, débutant avec le codon
d'initiation ATG a la position 34-36 et terminant avec le codon de terminaison TAA & la
position 808-810. Cet ORF peut coder pour une protéine ayant une taille estimée a 29 795
daltons, ce qui est en accord avec la taille de 30,5 kDa observée par SDS-PAGE pour la
polyédrine du CfCPV.
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FIGURE 11:

Transfert de type Northern et identification des clones positifs par
hybridation ARN:ADN.

Aprés séparation par électrophorése sur gel d'agarose, les ARN
génomiques dénaturés ont été transférés sur membrane de nylon et
hybridés avec des sondes spécifiques obtenues a partir des clones
marqués au 32p. L'ARN génomique a été hybridé avec une sonde
d'ADNCc obtenue par transcription inverse du génome viral complet
en utilisant des amorces aléatoires, puits 1 (contrdle positif pour le
transfert de 'ARN génomique). Clones spécifiques obtenus pour les
segments 1 a 10, puits 2 a 10 respectivement. Un seul clone
spécifique au segment 6 ou 7 a été identifié (puits 7).
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FIGURE 12:

Stratégies utilisées pour le séquengage et l'obtention d'un clone
contenant la séquence compléte du segment 10 du CfCPV.

(a) Les fragments séquencés en utilisant des amorces spécifiques
sont illustrés par des fléches indiquant la distance et la direction du
séquengage.

(b) Le fragment Xba I-Xmn I du clone pCR™II-TS contenant les
530 nucléotides de I'extrémité 5' du segment 10, le fragment Xmn I-
Hind 11 du clone: pCR™II-R2 contenant les 641 nucléotides de
I'extrémité 3' du segment 10 et le vecteur pPCR™II coupé avec les
endonucléases Xba I et Hind Il ont été ligués ensemble pour
donner le clone CfCPVgl0 contenant la séquence compléte du
segment 10 du CfCPV.



0 300 600 900 1171pb
SOV AU | | e # | sl
i 1 Xn’nl | !
HE b < £
Me2y) 4
pT5:T7.2 >
< T5-SP6 |
L UP >
" RACE i
RP"I
1

l

641pb

Clonage
CRII-Hind I/Xba [

_

pCRII-CfCPVgl0



73

FIGURE 13:

Séquence nucléotidique de ' ADNc correspondant au brin positif du
segment 10 du CfCPV.

La séquence prédite en acides aminés est représentée en dessous de
la séquence nucléotidique. Les codons d'initiation et de terminaison
sont soulignés par des traits simples et les sites potentiels de N-
glycosylation sont doublement soulignés. La séquence des deux
brins a été déterminée a l'aide un séquenceur d'ADN automatique
(A.LF. Pharmacia). L'analyse de la séquence obtenue a été réalisée
a l'aide des logiciels Geneworks version 2.4 (IntelliGenetics) et
MacVector version 4.5.0 (Eastman Kodak). Cette séquence a été
déposée dans le "GenBank nucleotide sequence database" et son
numéro d'accession est le U95954.
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FIGURE 13 (suite)
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Deux sites potentiels de N-glycosylation (Asn-X-Ser/Thr) ont été identifiés dans la
séquence: le premier a4 la position 92-94 et le second a 250-252. La protéine est
relativement abondante en résidus tyrosine (8,8%), aromatiques phénylalanine (7,4%) et
tryptophane (3,8%) de méme qu'en acides aminés basiques arginine (8,4%) et lysine
(4,3%). Aucune homologie n'a été retrouvée entre la séquence en nucléotides et en acides
aminés du géne codant pour la polyédrine du CfCPV et celle d'autres cypovirus. En effet,
lorsque la séquence en nucléotides de la polyédrine du CfCPV a été comparée avec celle
de la polyédrine de BmCPV et EsCPV seul un trés faible pourcentage de similitude a été
observé (23% et 20% respectivement). Malgré le peu d'homologie au niveau de la
séquence nucléotidique des 3 cypovirus, des similitudes ont été observées au niveau des
profils d'hydrophilicité. La portion N-terminale des polypeptides (acides aminés 1 a 116)
montre des régions ayant des profils d'hydrophilicité et d'hydrophobicité similaires ou sept
régions précises ont été identifiées (Figure 14). Ces régions sont localisées
approximativement a la méme position pour chaque virus et leur structure secondaire
présente beaucoup de similitude (Tableau 4). L'analyse de la structure secondaire de la
polyédrine des trois cypovirus (CfCPV, BmCPV et EsCPV) par les méthodes de Chou-
Fasman et de Robson-Gamier en utilisant le logiciel Mac Vector, suggére que les trois

protéines sont riches en structures de type feuillets B et en tours 8 (Tableau 4).
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FIGURE 14:

Profils d'hydrophilicité calculés pour les Cypovirus CfCPV, EsCPV
et BmCPV.

La séquence compléte de la polyédrine des trois cypovirus est
représentée sur cette figure. Les valeurs indiquées en ordonnée
représentent |'hydrophilicité relative des acides aminés selon l'échelle
de Kyte et Doolittle (1982). Le signe des valeurs a toutefois été
inversé par rapport a la méthode de calcule original de fagon a
obtenir les pics d'hydrophilicité vers le haut. Les traits indiquent les
région hydrophiles et hydrophobes communes aux 3 virus dans la
portion N-terminale de la protéine. Les séquences de BmCPV et
EsCPV ont été obtenues d'Arella et al. (1988) et Fossiez et al.
(1989) respectivement
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TABLEAU 4

Comparaison entre la position, le caractére hydropathique et la structure
secondaire des sept régions de similarité communes a la portion amino-
terminale de la polyédrine du CfCPV, du EsCPV et du BmCPV

Région dans la polyédrine*

Caractére Structure
EsCPV*® BmCPV® CfCPV hydropathique® secondaire prédite
9-26 8-31 3-32 hydrophile tours?
31-37 36-41 26-33 hydrophobe feuillet-p®
42-45 47-51 35-41 hydrophobe feuillet-p
46-51 52-58 43-49 hydrophile tours’
67-99 69-85 71-89 hydrophile tours+hélice o
94-100 93-105 98-109 hydrophile tours
110-116 109-116 111-116 hydrophobe feuillet-p

3position de I'acide aminé dans la portion N-terminale de la polyédrine.

bSéquc.en(:e obtenue de Fossiez ef al. (1989) a I'exception de la région numéro 4.

CProfils d'hydrophilicité calculés selon I'échelle de Kyte et Doolittle (1982).

dra polyédrine de EsCPV et BmCPV présente aussi une faible probabilité de structure en hélice .
€La polyédrine du CfCPV présente aussi une faible probabilité de structure en hélice o et en tours.
fla polyédrine d'EsCPV présente aussi une probabilité de structure en feuillet-p.
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3.1.2-  Séquencage du segment 9 du CfCPV

Le clone g9-29 contenant la séquence du segment 9 a été identifié par hybridation de
type Northern. La séquence compléte de ce clone a été déterminée dans les deux
directions. D'abord les séquences obtenues en utilisant les amorces universelle et inverse
de séquengage ont été utilisées pour la synthéses des oligonucléotides qui ont permis

I'obtention de la séquence compléte du segment 9.

La séquence compléte du segment 9 est de 1386 nucléotides (Figure 15). Un seul
cadre de lecture ouvert (ORF) a été identifié débutant par le codon d'initiation ATG a la
position 24-26 et terminant par le codon de terminaison TAG a la position 1026-1028. Cet
ORF peut coder pour une protéine ayant une taille estimée a 38 305 daltons. Un seul site
potentiel de N-glycosylation a été trouvé dans la séquence a la position 214-216. Sept
residues de cystéine ont été trouvés dans la région COOH-terminale entre les positions
206 et 333. Les résultats obtenus avec la recherche d’homologie de la protéine codée par
le segment 9 du CfCPV sont présentés au Tableau 5. Des homologies localisées avec
I’ARN polymérase dependant d’ARN du virus “Rice ragged stunt virus” et ’ARN

polymérase (ORF 1A) du coronavirus humain ont été observées.
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FIGURE 15:

Séquence nucléotidique de 'ADNc correspondant au brin positif du
segment 9 du CfCPV.

La séquence prédite en acides aminés est représentée sous la
séquence nucléotidique. Les codons d'initiation et de terminaison
apparaissent en caractéres gras et soulignés, alors que les régions 5'
et 3' non codantes sont indiquées en caractéres italiques
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FIGURE 15 (suite)
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GGTAAAGGGATCACAACCRCGCATAGAACAATTACAAGTCCAACCTCCTA
TCCAATCGCAAAAAACATCAGACAATCAACCATACAAATTCGAAGTCCCG
ATAACGTCAACTCTAGCACCAACCTCAAAGTATCTCTCGCTCTTCGAGAG
TACTATCTCAAACGATTTRCGAGATCTACACTTCAACAGCGAACTGATAT
TCCATTATACCACTAGATCAGGAGGTCGTAAAGTAGGCTCGGATATTGCA
ATTCCATCATCTAATCCTCTCTTCACACGCGTGCAACACACCAAGCCGAA

TTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGGCCGCTGTGC
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TABLEAU §

Recherche d’homologie pour la protéine codée par le segment 9 du CfCPV

84

aa
. a Identique  Similarité
%*
Comparaison Séquence %) %)
CfCPV S9 vs RNA
polymérase dependant
d&’ARN du "Rice ragged 32 KVLFNFIKNGASPV 46 36 79
stunt virus" ++LF++I + A P+
44 ELLFSYITD-AEPL 58
51 QIFRGDTRFGQYET-SFYIPNEVITPPKFD 88 33 53
++F G G T +F +P+ V PP +D
71 EVFVGPDICGNCITHTFRVPDYVAKPPPYD 100
159 HSGTEDYPLRILIR 172 21 57
++ T+ L L++
170 NNSTQSPNLNNLVK 183
195 FKFDNEDTL-SIFPLIIYMISSCLGDVCIGN 225 29 55
P+t E + +I PL++Y I + + C G
207 FVWEEEVSCPTILPLLLYSIQNLVTQFCAGV 237
244 DAQLKNQKKFLSSFQYDVLRLGQVKCPIFGINGLFT 279 16 53
D 4L+ QK  + + + + ++ P + ++G+ +
259 DEKLRLQKLIRNWLREGLAKFSKIAMPNWTVSGVIS 294
CfCPV S9 vs ’'ARN
polymérase (ORF1A) 42  PVIAKKYTLTELRNQIFRGDTRFGQYETSFYIPN 75 32 50
du coronavirus PV + + + + IFRG G Y+T+ ¥ N
h : 1181 PVNPVSFVVKPVCSSIFRGAVSCGHYQTNIYSON 1214
97  DFQQPVQYSYMPTFNLKTFTDQES 120 29 42
D+ V+ 8§ P N T +E
1242 DYNAKVEISVTPIKNTVDTTPKEE 1265
127 LYTRLRKFFFQDQIQTRGGDIW 148 23 41
+ +L P D + GD+
1268 VKEKLNAFLVHDNVAF%QQDVD 1289

*  Dans chaque groupe des séquences, la ligne supérieur correspond a la séquence déterminée pour la
protéine codée par le segment 9 du CfCPV et celle inférieur 4 la séquence de la protéine servant de

comparaison

(+) Acide aminé similaire
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3.1.3- Séquencage du segment 8 du CfCPV

La séquence compléte du segment 8 du CfCPV a été obtenue a partir de sous-
clonage du clone g8.3 en utilisant des endonucléases de restriction. La Figure 16a illustre
la stratégie utilisée pour le séquencgage. Le clone a été traité avec les endonucléase EcoR 1
et Kpn 1, et les fragments obtenus ont été reclonés. Leur séquence a ensuite été déterminée
dans les deux orientations en utilisant les amorces universelle et inverse de séquengage. La
séquence au niveau des jonctions entre les fragments a été vérifiée par séquengage a l'aide
d'amorces spécifiques synthétisées a partir des séquences obtenues lors de la premiére
étape et situées a proximité de la région a vérifier. L'extrémité 3' a été complétée en
utilisant la méthode RACE. La Figure 16b illustre la stratégie employée pour l'obtention
d'un clone contenant la séquence compléte du segment 8 du CfCPV qui est de 1641
nucléotides (Figure 17). Un seul cadre ouvert de lecture (ORF) a été retrouvé, débutant
par le codon d'initiation ATG a la position 20-22 et terminant par le codon de terminaison
TAA 4 la position 1601-1603. Cet ORF peut coder pour une protéine ayant une masse
estimé a 58 744 daltons. Deux sites potentiels de N-glycosylation (Asn-X-Ser/Thr) ont été
identifiés dans la séquence: le premier a la position 46-48 et le second a 478-480. La
protéine est relativement abondante en résidus proline (8,0%), lysine (8,7%) et isoleucine
(8,5%). La recherche d’homologie de la protéine codée par le segment 8 avec la banque
de donnés GenBank a montrée des homologies localisées avec la protéine E2A de
I’adenovirus humain ("DNA binding protein") et avec la protéine riche en proline de

Caenorhabditis elegans (Tableau 6).
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FIGURE 16:

Stratégie utilisée pour le séquengage et l'obtention d'un clone
contenant la séquence compléte du segment 8 du CfCPV.

(a) Le segment 8 est représenté par un trait ou sont indiqués les
sites de restriction utilisés pour le sous-clonage. Les fléches
représentent la distance et la direction du séquencage. Les fléches
en pointillé représentent les régions séquencées avec des amorces
spécifiques.

(b) Stratégie utilisée pour l'obtention du clone pCRII-CfCPVg8
contenant la séquence compléte du segment 8.
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FIGURE 17:

Séquence nucléotidique de I'ADNc correspondant au brin positif du
segment 8 du CfCPV.

La séquence prédite en acides aminés est représentée sous la
séquence nucléotidique. Les codons d'initiation et de terminaison
apparaissent en caractéres gras et soulignés, alors que les régions 5'
et 3' non-codantes sont indiquées en caractéres italiques.



AGTTTTTAAAGCTATAAAAATGTTCCGTCTTAAGTGTTCGAAGACCCCTT
M F R LYK €55 K T "BP. 8

CGTCTAATGTCGTCTATATGATGACGCATGACTTTTATAACAAACATATC
S v VvV ¥ M MT H DAF ¥ N K H I

AAACCAATTGGTGCGCAAGCTCATATCACACAAACCAAACTAAAGGATAT
K TPEUTLSG . FATNOSSASEH I TAQ STHSKASL =K DN I

CGATAACAAATCCATACCTGTTATCAGCGACGTTTCGCAATTAGGATTTA
DEINESES "5 T JPT Vs See D N 550 L 6 F JF

TCAAGCCCTTGATCGCCGCTCATCGTGACACATATGGAACAATCAGCTAC
K B ‘LI A & HR*D T ¥YuG T ‘I"S ¥

AATGGCAAAGAGTATTCCAAGATGATTCTCTGTACGAGCAGCATTACTAA
N G- K . .BE. ¥ & "K My I L, C~T §*"8§ dA' T K

ACAAGAGAAACTTAAAAATTCAATTTATCAAGCGAACGTAATACTGTTGC
Q E K L K N 8§ I ¥ 0 A NV I L L L

TGAATACAAAAGTGAAAGTATCGCCAATGGATATAGAGCATTTGTTTCCA
N. P, K V K"V S P M D I E H L F P

TCGTTTATACTAACATCCGAATCATTATTATCTGAAAAAGAAGAAGCTGA
§ FE I L T.8 'ENs. L LS E K E E &.E

ATTCATCGCTGCTGTGCATGCCAGTATACGAGATGAGCATCAACAACCCA
F I A A V H A 8 I R D EH Q Q P 7T

CACTCGTAACCTCTCCTCCTTCCAATGGAGTTGAGATACTTCCTCAGGAA
L V- 'S P P S N G,V E I L P Q E

ACACCATCCAATGATCAAACTCCGAATGTCGAAGAGCAAGCAGTTGATCC
T P 8§ N D 9. T P N V E E Q A V D P

AAGTCTAACTGATGCTCTTAACTCACTATCAGTTACAATGGAACCTGATA
S L T Db AL N S L S V TME P D N

ACATAAGGACGCAGCCTCATGATGATCATCCAGTTTCGGTAGAGCATATA
I R T Q@ P H.D D-H P V 8 WV E H'I

CATGATGCCGATAGTTCGCCTTTAAACGTGATCTCAGAATCGCGTCAAAT
H D A D S S P LN VI S E S R QI

CCAAGTGCATGAGATGGCTCAGCCGTCGTGTACCGATACAGCAACCGAAG
Q V H EM A Q P S C T D TATE A

CACCACATCTTGAGGATCCATTGAGCGATGATGAGCAGAGCGATGGTTCA
P H L E D P L S D D E Q &8 D G S

GCTCAGGTACCACCCATCGTTCCTCAAGCTACTCAGCAACGTCCATCGCA
A Q V. P P I V P Q A T Q Q R P s H
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FIGURE 17 (suite)
TCCCCCACCGAAAGCTCCAAAGGTGAGAAGTGATTTCAGACGCTTACCAC
P P P K A P K V R S D F R RL P P

CTATCAACATCCTACTTCCAAAGTATACTCAAGCACCCATCGCCACGGAT
I v I Ln L P K Y T .Q A P I.A T.D

ATAGAGATCATATTTCCAACGGAATACGATGCTTTGCATTCTGAGTCCTT
I . E I I ‘FE, P-T,E ¥ D*¥A-L H".S5 E S 'L

AAAATCGATTATTAAGCATCTGATCAATGACCCCACTCTTCTATTCAGTG
K. S T.1I K "HSL. LI N D.P T L L FE S ., E

AATTTACCATTGAATATCGACGTGAGGAGATGGGAGAGTTGTTGTACCAC
F T' I B ¥ R RVE E MG E L L Y. H

CTGTGCGAGAATGGAATCATGTACAGTGAGGTTACTCCCACCGCAGAAGA
L ¢ E NG I MY S E VTP TA A E D

TAATGTGATGCTCATTACATGTAGGTTTGATCCGCTCTCAGCGTGTTCTA
N VML I TCRVFDPL S A C s T

CCTCTGTTATGCAATTATCGCATAAGTACCTAACCGCGAAACGCTCCGAT
S vV.M Q L S HK Y L T A KR S D

TATCCATTGATCGGCGCTGCTGTGAGTAATACGAAGAGATTGAGACAGGA
Y P L I G A AV S N T K RTUL R Q D

TTTAGAGAGAATAAACACCTATCTTGCCGCTCATTCGACAGTCATTCAGC
L E R I N T Y L A A H S T V I Q Q

AAGTTGAGTTTACAGTGAGTGATGACATACCCATCATCAAATTCACTGAC
v E F T V-s-b"b I P I I K F-T D

AATGCATCCATCACAACCCCACTCCCTTGTGTACTGGCTACATCTAAGAT
N A s I T TUPL P CV L A T 8 K I

ATTCTGCACATTCTTGGCGCGAGCGGTACGTGCGCACAGTACTATCGCAC
F ¢ T F L A RA YV RAH S TTI A P

CAATGTTGGCCGAGCCACTTAATACACGAAATGTACTAGCCATTCAGACA
M L A E PLNTURNUVL ATIOQT

TAATAACATGATATGTCAGCACATCTTTAAGTCGACACACC
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Recherche d’homologie pour la protéine codée par le segment 8 du CfCPV

TABLEAU 6

ol

aa
Comparaison Séquence* Idj'}.;;‘“e Sm(‘.‘,f)mé
CfCPV S8 vs la
protéine E2A de
1’adenovirus 272 EQSDGSAQVPPIVPQATQQORPSHPPPKAPKVRSDFRRL 309 39 47
humain("DNA E+ G+A+ PP + + PS PPP+AP + RRL
binding prolein * 14 ERGRGAARRPPTMEDVSSPSPSPPPPRAPPKKRLRRRL 51
CfCPV S8 vs la 215 QPHDDHPVSVEHIH 228 42 57
protéine riche en QP HP ++H H
proline du C. elegans 80  QPPPAHPHHLOQHPH 93
292 PSHPPPKAPK 331 50 70
P PPP+ P+
139 PPPPPPRVPR 148
297 PKAPKVRSDFRRLPPI 312 43 56
P+ P RS R PP+
147 PRTPPPRSPPPRRPPM 162

( * ) Dans chaque groupe des séquences la ligne supérieur correspond a la séquence déterminée pour la

protéine codée par le segment 8 du CfCPV et celle inférieur a la séquence de la protéine servant de

comparaison.

(+) Acide amin¢ similaire.
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3.1.4-Séquengage du segment 5 du CfCPV

La séquence compléte du segment 5 a été obtenue a partir de sous-clonage du clone
p74 identifié par hybridation de type Northern. Le clone p74 a été soumis a une digestion
par l'exonucléase III apreés avoir été traité par les endonucléase Xba I et Pst 1. Cette double
digestion a produit une extrémité cohésive avec une saillie 5' du c6té de l'insert et une
extrémité cohésive avec une saillie 3' du coté du vecteur. Des clones contenant des
délétions a l'intérieur de l'insert d'environ 250 pb ont été obtenus. Ces clones nous ont
permis de séquencer les 1 200 premiéres paires de bases a I'extrémité 5' et la portion 3'
terminale du clone p74, tel que représenté a la Figure 18a. Pour obtenir la séquence
compléte du segment 5, le clone p74 a été digéré avec les endonucléases Sph I et Sau 3A
tel que illustré a la Figure 18b. Les fragment obtenus ont été reclonés et séquencés. Les
amorces universelles et inverse de séquengage ont été utilisées. Cette approche nous a

permis de séquencer le clone p74 dans les deux orientations.

La séquence compléte du segment S est de 2144 nucléotides (Figure 19). Comme
pour le segment précédent, un seul cadre de lecture ouvert (ORF) a été retrouvé. Ce
dernier débute avec le codon d'initiation ATG a la position 146-149 et se termine avec le
codon de terminaison TAA a la position 2102-2104. Cet ORF peut coder pour une
protéine ayant une taille estimée a 74 110 daltons. Trois sites potentiels de N-glycosylation
(Asn-X-Ser/Thr) ont été identifiés dans la séquence: le premier a la position 285-287, le
deuxiéme a la position 364-366 et un troisiéme a la position 437-439. Les résultats
obtenus avec la recherche d’homologie de la protéine codée par le segment 5 sont
présentés au Tableau 7. Une similarité de séquences a été trouvée avec la protéine codée

par le segment S du virus “Rice ragged stunt virus”
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FIGURE 18:

Stratégie utilisée pour le séquengage du segment S du CfCPV.

(a) Le segment 5 est représenté par un trait ou sont identifiés les
sites de restriction utilisés pour le séquengage. Les fléches montrent
les régions séquencées en utilisant des clones générés avec
I'exonucléase III

(b) Le clone p-74 a été digéré avec l'endonucléase Sph I et les
fragments obtenus ont été reclonés puis séquencés dans les deux
orientations. Pour confirmer la séquence dans la portion centrale, le
fragment correspondant a cette région a été digéré avec
I'endonucléase Sau3 A tel que représenté dans la figure. Les fléches
représentent la direction du séquengage.
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FIGURE 19:

Séquence nucléotidique de ' ADNc correspondant au brin positif du
segment 5 du CfCPV.

La séquence prédite en acides aminés est représentée sous la
séquence nucléotidique. Les codons d'initiation et de terminaison
apparaissent en caractéres gras et soulignés, tandis que les régions
5' et 3' non-codantes sont indiquées en italiques



AGTTTAAATTGTGCTATAACATGTTCAATATTGATCAATCTGGAGACGAT
ATATTATCCTTCAATACCGAAACTAATGAGTGGTCCTATGTAGGAACCAC

TCGCTTCGAACCAATATTAATTAAGCTTGAGAAAATCTTTCTTTCATGTA
M Y

CATCATGGATATCGATGAAGTTAACGCTCCCATCAACTATAATCCTGCTG

I Mm DI D EV N A P TINY NP A E

AAACCGGTCCTAGTACCAGTGGATTACAAAACGCTGCTCCAATTATACCT
T G P S T S GL QNAAUP I I P

GATGAATTGTATAGACAAGAAAGAGCAATTGAGTCTGTTCTCACCGCGCT
D E L ¥ R Q E R A I.E 8 ¥V L T A L

CACAGAGTACCTTAAACCACTCAATATACATGCTAAACATACACAACGCG
T E ¥ L K P L N I H A K HT Q R E

AATACCGAGACTATTGCCGTCAAGTTAGCGGAAGTTCAGCGACGTTGTCG
Y R D Y €C R Q V S G S S A T L s

CTTCCATACTATGGTGAGGGCGCCGTATTTACGGTACCTAGAAAGGCTTT
L P Y Y G E G AV FTV P RK A F

CCACAGATACAGATTTTGCGGTTCGTATGATGGACATGAATTTATTCAAT
H R ¥ R F €C GG 8 Y D GG H E F I @ C

GCCTTATTAGCAAAGGACACGTCATGGTGCCGATAGTTCCAGTTGAGTCA
L I s K G H v M V P I V P V E S

CCTCATATATGCATATTTGGTCGGAAATGTATTGTAGCATTCAGCCAAAT
P H I C€C I F 6 R K € I VvV A F 8 QM

GTGCAACATACCTACCGAGCGCTGCGAATACTTTGATGGCGCATGCACTG
€C N I P T ERCE Y F DG A € T E

AGTACTCTGATGAGAATTTAGTGTATCTTGCTTCATTCATAGAGAGTAAC
Y S D E NL V Y L A S8 F I E S N

ATAATTGTATTTAGCGAATGCAATAATGAGATAATCAGCGTTAAAACTTA
I I v F s E C NN E I I 8 V K T Y

TAATGACCCCAATACTTTATGCTTTATCACGTCGGGTGATGGCCATCCAC
N D P NTULCU FTITS G D G H P L

TAAATCTAGTAAGAGTCAAGTCTGAACTCATTGGATTAATGTTTGAGGGA
N L VvV RV K S EL I GL M F E G

TATGGAATGATATCCTCTGATACACCCGCCGATCTACCATCAGAAGCGAA
Yy 6 M I s s DT P ADULUP S EAN

CAATATATTGATAACTCATATTAATTTGCGTTCACGAATGGTGTCCAAAA
N I L I T H I N L R S R M V S8 K M
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FIGURE 19 (8uite)
TGTTATATGATAATAGACCTTCACGTCCACGGCGTATCGATATATCGAAT
L ¥ D BN R P S R P R R I DI B8 N

ACGTCGTCAAAAGCACTTCACCCCCCTCATAATCAGCCCGGATTATATGG
T S S K A L H P P HNQUP GL Y G

ACATAAATATGATGAGGTATGGGCGACTAGGATGGTTAAACATCTCATGC
H K YD EV W AT RMYVIKHTLMR

GTCTCACATCTCAATTGTATGGAGTCACTTGTACCACAACACTTGGACAA
L T S Q L ¥ GV TCTTT TULG Q

GTAAACATGCCTGGTGCGAAGTTTACTTCTCCTAATCCTTTCGAAGTCAT
vV N M P G A K F T S P N P F E V 1

AACCACAGCCGATATATCGGAATATGGTGTTGAGAATGCATCGTATGAAC
T T A DI S E Y G V E N A S Y E Q

AACCATATCGAGTTATTAACGCTGAAGATCATTTCGATATAGAATATCTT
P Y R V I N A EDHVF DI E Y L

GGATATTTATCCAGAATATCAAGACCAACACATTTCGCATATCATTGGCT
G Y L S R I S R P T HUF A Y HW L

ACGCGACTCTGATGTGGTCACCGAGAAATTATGTCTTGCTATCCCACACG
R D s DV VTEI KU LT CULATIUPUHV

TTTATGAGAGCAAAATGCGCGCATATCATTTCATTCGCGTCTACTCTGTG
Y E S K M R A Y HVF IRV Y s V

CATAATGGCACAGTGCAGTTCCCATTAACATACAATTACTGTATTGTTAC
H N GT V Q F PL T VYN Y CTI VT

TTTTGGATCCAGTTGTCCACAGCCAAATTATTTATTACCATATTTCGTGA
F G s s ¢ P Q PNY L L P Y F VM

TGCCCCTAGCTGGCGGTCTGCAAGTGTTCGATTCAATATGGGATATTGAC
P L A G G L Q VF D S I WD I D

GATGGACTAATAGGCGGAACGAGGTTTGAGCGCAGAGGTATTCTGCACCC
D G L I G G TRV FERIRUGTITLHP

AGACTCAGCCATTCTGGAAGCAATACATGAAAATTTTCAATTCATTAATG
D s A I L E A IHUENU FOQVF I ND

ATCCTGACAGTATTCCCATAGTAAGAGTGGACGCATCATTAATAAATAAC
P D s I P I V R YV D A S L I NN

GTTGCGTTTCGTTTCTCTCTATATGCACGACATGCTCTTCTGCCACGTAT
V A F R F S L Y A RHAULTULUPRI
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FIGURE 19 (suite)
CCTGATTAAACGTAAACAATATCGTTATGTTCCGAAATATCAGGTCCTAC
L I K R K Q ¥ R Y V P K Y Q V L H

ACGCAAGGCATGATCCAAAATATATTATGAAGCCAAAAATTGCATGCTCA
A R H D P K Y I M K P K I A C s

GCATCAATACGCACTCTTACTATCTTTGGAGATATAACCCAGTACCCGTG
A S I R T L T I F G D I T Q@ ¥ P C

CGGGGATATGACTAGCTCCAACAATCCGAGAATGAATAAACATGCTTGCT
G D MT S S NN PIRMNDNI KU HAC L

TGACAAGCCTGTTTAGATACGCGTCTATGCTATCATTACCGCGATGCTCA
T S L F R Y A S M L S L P R C s

TTATGTGGTAAAAAGTTTCCTAGCGAGGGATTAAGTTATTTATGCTGCCA
L ¢ G K K F P S E G L 8 ¥ L C C Q

GTAAATCAATGAATATGTTCGAGTTCACACGCGTGGGATCGTGC
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TABLEAU 7
Recherche d’homologie pour la protéine codée par le segment 5 du
CfCPV
aa
. . Identique  Similarité

Comparaison Séquence* %) %)
CfCPV S5 vs la protéine S5
du “Rice ragged stunt virus”
(protéine structurale) 601 PCGDMTSSNNPRMNKHACL 619 36 47

PCG + + KH CL

734 PCGMLEHCRATSLTKHRCL 752

631 LPRCSLCGKKFPSEGLSYLCCQ 652 40 63
+P C CG+ +P + L+ LC Q
770 MPACLGCGRLYPQOILAKLCAQ 791

( * ) Dans chaque groupe des séquences, la ligne supérieur correspond a la séquence déterminée pour
la protéine codée par le segment 5 du CfCPV et celle inférieur 4 la séquence de la protéine
servant de comparaison.

(+) Acide aminé similaire.
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4- EXPRESSION DU GENE CODANT POUR LA POLYEDRINE DU CfCPV

Le geéne codant pour la polyédrine du CfCPV a été exprimé sous forme de protéine
de fusion en utilisant le vecteur d'expression pMAL-c2. L'analyse par SDS-PAGE des
lysats bactériens a permis de sélectionner plusieurs clones exprimant la protéine de fusion
(Figure 20a). Une protéine de 72 kDa, correspondant a la taille estimée pour la protéine de
fusion a été révélée par coloration au bleu de Coomassie. Le clone pMAL-p70.1 a été
sélectionné pour la production a grande échelle de la protéine de fusion (MBP-
Polyédrine). Cette derniére a été purifiée sur une colonne d'amylose. Les fractions
récoltées de la colonne (Figure 20b) ont été mises ensemble et passées une seconde fois
par la colonne afin d'augmenter la pureté de la protéine désirée (Figure 20c). Apres
purification, des tentatives ont été faites pour éliminer la portion MBP de la protéine de
fusion avec le facteur de clivage Xa, mais une dégradation du polypeptide a été observée.
La protéine de fusion MBP-polyédrine a donc été utilisée dans le protocole
d'immunisation. Les cellules E. coli exprimant la protéine de fusion ont aussi été observées
en microscopie électronique afin de détecter la présence d'éventuels corps d'inclusion.
Malheureusement, la plupart des corps d'inclusion observés se sont avérés des agrégats de
protéines pauvrement définis et la présence d'une structure cristalline n'a pu étre détectée.
Conséquemment, le géne codant pour la polyédrine a été transféré dans le vecteur pAL-
781 pour la production d'une polyédrine recombinante non-fusionnée. L'expression de la
polyédrine recombinante dans des bactéries E. coli transformées avec le plasmide pAL-
CfCPVgl0 a été vérifiée par SDS-PAGE. Aprés coloration au bleu de Coomassie, une
protéine d'approximativement 30,5 kDa a été observée dans le lysat bactérien (Figure 21,

puits 5).
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FIGURE 20:

Expression de la polyédrine du CfCPV dans E. coli sous forme de
polypeptide de fusion avec la protéine "maltose binding protein
(MBP) du vecteur pMAL-c2.

(a) Puits 2 et 3: cellules E. coli TB1 contenant le vecteur pMAL-c2
sans insert avant (2) et apreés (3) induction avec IPTG; puits 4.2 13:
cellules TB1 contenant le plasmide recombinant CfCPVgl10-pMAL
avant (4, 6, 8, 10, 12) et aprés induction (5, 7, 9, 11, 13). Les tétes
de fléche indiquent la position de la protéine de fusion. Les
marqueurs de masse moléculaire apparaissent dans les puits 1 et 14.

(b) Le clone pMAL-70.1 (avant et aprés induction, puits 2 et 3
respectivement) a été choisi pour la production en grande échelle de
la protéine de fusion, qui a été purifiée sur une colonne d'amylose.
Puits 4 a 9, fractions contenant la proteine de fusion aprés
purification sur colonne d'amilose. La téte de fléche indique la
protéine de fusion. Les marqueurs de masse moléculaires
apparaissent dans les puits 1 et 10.

(C) Les fractions ont été mises ensemble et repassées par la colone
d'amylose afin d'obtenir une protéine plus pure (puits 2). La téte de
fléche indique la protéine de fusion purifiée. Les marqueurs de
masse moléculaires apparaissent dans les puits 3.
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FIGURE 21: Expression de la polyédrine du CfCPV dans des bactéries E. coli
GI724 transformées avec le plasmide recombinant pAL-CfCPVg10.

Lysats des bactéries transformées avec le vecteur pAL-CfCPVgl0
avant (puits 4) et aprés (puits 5) induction avec du tryptophane.
Puits 6 et 7: lysats des bactéries transformées avec le vecteur pAL-
781 sauvage avant (6) et aprés (7) induction. Puits 2 et 3: broyats
de larves non infectées (2) et infectées avec le CfCPV (3). Les tétes
de fléches indiquent la position de la polyédrine provenant de larves
infectées et de la polyédrine recombinante. Les marqueurs de masse
moléculaires apparaissent dans le puits 1.
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L'identification spécifique de la protéine recombinante pAL-polyédrine a été réalisée
par immunoempreinte avec l'antisérum anti-MBP-polyédrine. La Figure 22 montre que
l'antisérum a révélé indifférement la polyédrine provenant des broyats des larves infectées
(puits 2), la protéine recombinante MBP-polyédrine (puits 3) ou la protéine recombinante
pAL-polyédrine (puits 6). Aucune protéine n'a été reconnue dans le broyat de larves non
infectées (puits 1) ou dans le lysat de bactéries transformées avec le vecteur pAL-781
sauvage (puits S5). Il faut mentionner aussi que l'antisérum a réagit avec deux autres
polypeptides d'environ 24 kDa présents dans le broyat des larves infectées et dans les lysat

des bactéries transformées avec le plasmide pAL-CfCPVgl0.

La présence de granules en position polaire ont été observées au microscope optique
dans les bactéries E. coli GI724 transformées avec le vecteur pAL-CfCPVg10. L'analyse
des coupes ultra-minces de ces bactéries a montré qu'environ 50% des bactéries possedent
des corps d'inclusion (Figure 23a). Ces corps d'inclusion sont généralement plus petits
(0,1-0,5 um) que les polyédres présents dans les cellules d'insectes infectées (1,0-3,0 pm).
Cependant, la présence d'une structure cristalline semblable a celle observée sur les coupes
ultraminces des polyédres a été observée dans les corps d'inclusion retrouvés chez les
bactéries recombinantes (Figure 23b et d). De plus, quand des coupes ultraminces ont été
mis en contact avec l'antisérum anti-MBP-polyédrine puis avec un anti-IgG de lapin
marqué a l'or, les particules d'or se retrouvaient spécifiquement a l'intérieur et autour du

corps d'inclusion (Figure 23c).
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FIGURE 22:

Immunoempreinte de la polyédrine du CfCPV et des polyédrines
recombinantes détectées avec l'antisérum anti-MBP-polyédrine. Les
protéines provenants des larves non infectées (puits 1), de larves
infectées avec le CfCPV (puits 2), de lysat des bactéries induites
exprimant la protéine de fusion MBP-polyédrine (puits 3), de lysats
de bactéries induites exprimant la protéine pl7-MBP (puits 4,
protéine p17 du virus VNPI utilisée comme contrdle positive pour
la protéine MBP), de lysats de bactéries transformées avec le
vecteur pAL-781 sauvage (puits 5) et de lysats de bactéries
transformées avec le vecteur recombinant pAL-CfCPVgl0. Les
tétes de fléche indiquent la position de la polyédrine naturelle et des
polyédrines recombinantes. Les fléches montrent la position des
produits de dégradation possible de la polyédrine ou des produits de
l'arrét précoce de la traduction du géne de la polyédrine. Les masses
moléculaires sont indiquées a gauche.



kDa

220—

97.4—
66—

30—

21.5—




108

FIGURE 23:

Microphotographie électronique des polyédres du CfCPV et des
corps d'inclusion d'E. coli recombinants.

Section en coupes ultraminces de: (a) E. coli contenant des corps
d'inclusion; (b) corps d'inclusion de la protéine recombinante avec
arrangement cristallin; (¢) corps d'inclusion recombinant ou la
polyédrine recombinante a été immuno-révélée avec l'antisérum
anti-MBP-polyédrine et un anti-IgG de lapin marquée a l'or. Les
particules d'or sont localisées principalement a l'intérieur et autour
du corps d'inclusion (fléches); (d) polyédre purifié a partir de larves
infectées avec le CfCPV. La barre représente 1000 nm (a) et 100
nm (b,c,d).
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5- TRADUCTION IN VITRO

Les segments génomiques du CfCPV ont été purifiés individuellement, dénaturés et
utilisés pour la synthése in vitro des protéines avec un lysat de réticulocytes de lapin. Les
produits ainsi synthétisés ont été analysés sur gel de polyacrylamide (Figure 24a et b) et
leur migration a été comparée avec celle des polypeptides viraux identifiés par
immunoempreinte (Figure 24c). L'analyse électrophorétique a permis d'attribuer des
polypeptides a certains segments du CfCPV. La traduction in vitro des segments 1,2 et 3
(qui n'ont pu étre séparés individuellement avant I'addition du lysat de réticulocytes) a
produit quatre polypeptides qui ont comigré avec les polypeptide viraux de 135 kDa
(probablement 2 polypeptides di a l'intensité de la bande), 110 kDa (qui pourrait étre une
contamination des ARN génomiques 1,2,3 avec le segment 4) et 98 kDa. Le produit du
segment 4 a comigré avec le polypeptide viral de 110 kDa. Le produit du segment 5 quant
a lui a comigré avec le polypeptide de 75 kDa, et aucun produit n'a été détecté suite a la
traduction in vitro des segments 6 et 7. Pour ce qui est du produit de la traduction du
segment 8 (73 kDa), sa taille ne correspond pas avec celle de 59 kDa prédite a partir de la
séquence déterminée pour ce segment. Nous n'avons pu trouver d'explication logique au
retardement observé dans la migration de ce polypeptide. Afin de vérifier que le produit de
la traduction correspond bien au segment 8 et que la bande observée ne soit pas un autre
polypeptide, les produits de traduction obtenus avec le segment 8 ont été
immunoprécipités avec un antisérum obtenu par immunisation génétique chez la souris
avec le segment 8 cloné dans le vecteur pcDNA3 et avec un antisérum anti-CfCPV. La
Figure 25 nous montre que le polypeptide de 73 kDa a été immunoprécipité par
l'antisérum anti-g8 (souris 1 et 2) (puits 2 et 3 respectivement) et par l'antisérum anti-
CfCPV (puits 4). Cette protéine n'a pas été révélée avec l'antisérum provenant des souris

immunisées avec le vecteur pcDNA3 sauvage (puits 5). Pour cette raison le segment 8

devrait coder pour la protéine de 75 kDa révélée avec I’antisérum anti-CfCPV a partir de

polyédres purifiés (Figure 24cIl).
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FIGURE 24:

Traduction in vitro des différents segments d'ARN génomiques du
CfCPV.

(a) Autoradiographie du gel de polyacrylamide a 10% contenant le
produit de traduction in vitro des segments 1 a 4. Protéines
synthétisées aprés l'addition des segments génomiques 1, 2, et 3
(puits 3). Protéine synthétisée aprés addition du segment 4 dénaturé
(puits 4). Produits endogeénes du lysat de réticulocytes (puits 1).
Controle positif de la traduction aprés addition de ' ARNm du géne
CAT (puits 2). Les traits indiquent la position des différents produits
obtenus. Les marqueurs de masse moléculaires sont indiqués a
gauche.

(b) Autoradiographie du gel de polyacrylamide & 12% contenant les
protéines synthétisées aprés addition des segments génomiques
dénaturés 5, 8 et 9 (puits 2, 3 et 6 respectivement). Les produits
endogénes du lysat de réticulocytes et le contrdle positif de la
traduction apreés addition de 'ARNm du géne CAT apparaissent dans
les puits 4 et 5 respectivement. Les fléches indiquent la position des
différents produits obtenus. Les marqueurs de masse moléculaires
sont indiqués dans le puits 1.

(c) Gel de polyacrylamide a 12% des protéines virales. Gel coloré au
bleu de Coomassie (I). Broyat de larves non infectées (puits 2).
séparation des protéines obtenues aprés dissolution des polyédres
purifiés par traiment alcalin (puits 3). Inmunoempreinte montrant les
protéines virales révélées avec l'antisérum anti-CfCPV (II). La masse
estimée pour les différentes protéines est indiquée a droite.
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FIGURE 25:

Immunoprécipitation des protéines synthétisées dans des lysats de
réticulocytes de lapin apres l'addition du segment 8 du CfCPV
dénaturé.

Les produits de traduction in vitro du segment 8 ont été
immunoprécipités avec: puits 1 et 2, les antisérums obtenus par
immunisation génétique, souris 1 et souris 2 respectivement;
antisérum anti-CfCPV, puits 3, et antisérum de souris immunisées
avec le vecteur sauvage pcDNA3 puits 4. La fléche indique la
position du polypeptide de 75 kDa immunoprécipité. Les marqueurs
de masse moléculaire apparaissent indiqués a gauche.
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Finalement, le produit de traduction du segment 9 a comigré avec le polypeptide
viral de 39 kDa.

L'analyse électrophorétique des produits synthétisés a permis de construire une carte

génomique partielle du CfCPV qui est représentée par le schéma de la Figure 26.
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FIGURE 26: Carte génomique partielle du cypovirus de Choristoneura
Sumiferana (CfCPV).

Assignation provisoire des produits protéiques aux différents
segments d'ARN génomiques du CfCPV. Les segments
génomiques, numérotés de 1 a 10 et avec leurs masse moléculaire,
sont représentés a gauche tandis que les protéines assignées avec
leurs masse moléculaire en kDa sont indiquées dans la colonne de
droite.
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6- QUANTIFICATION DES ARNm DU CfCPV

Afin de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans le contrdle de l'expression
du géne de la polyédrine, une analyse quantitative de la transcription des segments

génomiques 10 et 8 a été réalisée en utilisant la méthode de RT-PCR-QC.

Les ARNm des génes codés par les segments 10 et 8 du CfCPV ont été quantifiés a
partir des ARN totaux extraits de larves infectées par le CfCPV et sacrifiées a 2, 4 et 8
jours post-infection. Nous avons synthétisé des standards internes d'ARN (ARNC) in vitro
afin de les utiliser comme matrice compétitive dans le protocole de RT-PCR. Pour ce
faire, les clones contenant les séquences des segments 10 et 8 ont d'abord été modifiés tel
que représenté a la Figure 27a. Aprés l'obtention des plasmides CACPVsgl0 (contenant
une déletion de 15 nucléotides) et CfCPVsg8 (contenant une délétion de 50 nucléotides),
des amorces spécifiques aux régions situées directement en aval ou en amont du site
éliminé ont été synthétisées. La Figure 27b montre les produits attendus suite a
l'amplification par PCR du géne 10 cible (280 pb) et de son standard interne (265 pb)
(puits 2 et 3 respectivement), de méme que pour le géne 8 cible (870) et son standard

interne (820 pb) (puits 4 et 5 respectivement)

Les standards internes contenant les délétions ont été transcrits en ARN a partir du
promoteur T7 (situé en aval de l'insert dans le vecteur pCR™II) a I’aide de I'ARN
polymérase ADN dépendente du phage T7. Les ARNCc ainsi synthétisés ont été traités avec
la DNase afin d'éliminer 'ADN qui a servi de matrice pour la transcription. Avant d'utiliser
les ARNc dans le test de compétition une amplification par PCR a été réalisée afin de
s'assurer qu'aucun produit d'amplification provenant de 'ADN plasmidique ne soit présent
aprés traitement avec la DNase. La Figure 27c montre clairement qu'aucun produit
d'amplification n'a été détecté sur gel d’agarose lorsque les standards internes du segment

8 (puits 2) et du standard interne du segment 10 (puit 5) ont été testés par PCR.
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FIGURE 27:

Construction des standards internes d'ARN des segments 10 et 8 du
CfCPV.

(a) Stratégie utilisée pour l'obtention des standards internes pour les
geénes 10 et 8 du CfCPV. Les séquences complétes des segments 10
et 8 sont représentés par des traits. Les fléches pleines représentent
les amorces synthétisées pour l'amplification par PCR et leur
position dans la séquence avant la délétion.

(b) Produits d'amplification obtenus par PCR avec les plasmides
recombinants avant et aprés délétion au niveau des segments 8 et 10
en utilisant la méme paire d'amorces pour chaque segment. La taille
des produits d'amplification est indiquée a droite. Les marqueurs de
taille sont indiqués a gauche.

(c) Vérification de I'absence d'ADN plasmidique recombinant dans
les produits de transcription in vifro.aprés traitement avec la
DNase. Puits 2 et 5 contréles négatives du PCR pour le standard 8
et 10 respectivement; puits 3 et 6 PCR a partir des produits obtenus
par transcription in vitro aprés traitement a la DNase pour le
standard 8 et 10 respectivement (aucun produit d'amplification n'a
été observé); puits 4 et 7 RT-PCR pour les standards 8 et 10
respectivement.
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Les Figures 28a et 29a représentent les résultats obtenus suite a la compétition dans
le syst¢éme RT-PCR pour les segments 10 et 8 du CfCPV respectivement. L'addition d'une
série de dilutions en base 2 du standard interne a chacune des réactions contenant la méme
concentration d'’ARN cible, est responsible de la diminution progressive de l'intensité de la
bande correspondant au standard interne (265 pb et 820 pb pour les segments 10 et 8
respectivement) et de I’augmentation de l'intensité de la bande associée au produit de
I'ARN cible (280 pb et 870 pb pour le segment 10 et 8 respectivement). L'utilisation de
dilutions plus élevées du standard 10 lors de la compétition avec I’ARNm du gene 10, est

di a sa faible quantité dans les premiers jours suivant l'infection.

Les valeurs correspondant a l'intensité de chacune des bandes sont représentés dans
la courbe de la Figure 28b et 29b. Le point d'intersection sur I’abscisse lorsque le ratio des
deux produits est égal a 1 indique la quantité d'ARN cible présente dans l'échantillon.
C’est ainsi que des valeurs de 5,9, 10,4 et 459 amol ont été déterminées pour le géne 10 a
2, 4 et 8 jours pi. On observe donc une augmentation de prés de 100% entre le jour 2 et le
jour 4 et d’environ 45 fois entre le jour 4 et le jour 8 pi. Par comparaison, les quantités
déterminées pour le segment 8 ont été de 1713, 990 et 695 amol a 2, 4 et 8 jours pi

respectivement, c’est-a-dire une diminution d’environ 2,5 fois entre les jour 1 et le jour 8.
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FIGURE 28:

Analyse de l'expression du segment 10 du CfCPV par RT-PCR
Quantitatif-Compétitif

(a) Séparation par électrophorése sur gel d'agarose (2%) et
coloration au bromure d'éthidium des produits obtenus par RT-PCR-
QC. Une quantité constante d'ARN (200 ng) extrait des larves
infectées par le CfCPV & 2 jours (I), 4 jours (II) et 8 jours post-
infection (IIT) a été transcrite par la transcriptase inverse en présence
du standard interne (compétiteur) a différentes dilutions(en base 2).
Gel I de 25 amol (puits 1) a 0,781 amol (puits 7), gel II de 100 amol
(puits 1) a 3,125 amol, gel III de 2000 amol (puits 1) a 62,5 amol
(puits 7). Dans chaque gel la bande supérieure représente 'ARN viral
cible (280 pb) et la bande inférieure le standard interne (265 pb)
amplifié par PCR. Les marqueurs de taille d'ADN apparaissent dans
le puits 1.

(b) Analyse quantitative des produits obtenus par PCR apparaissant
en (a). La photo du gel a été digitalisée grace au programme Kodak
"ID image Analysis Sofware" et I'intensité de chaque bande a été
déterminée. Une courbe représentant le ratio du logarithme de
I'intensité de la cible divisé par I’intensité du standard interne en
fonction du logarithme du nombre de molécules du standard interne a
été tracée. Les points d'equivalence dans la competition (par exemple
quand le ratio intensité cible/standard interne = 1), déterminés par
interpolation, étaient de 5,9, 10,4 et 459 attomoles pour les ARN
extraits a 2 jours, 4 jours et 8 jours respectivement
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FIGURE 29:

Analyse de l'expression du segment 8 du CfCPV par RT-PCR
Quantitatif-Compétitif.

(a) Séparation par électrophorése sur gel d'agarose (2%) et
coloration au bromure d'éthidium des produits obtenus par RT-PCR-
QC. Une quantité constante d'ARN (200 ng) extrait des larves
infectées par le CfCPV a 2 jours (I), 4 jours (II) et 8 jours post-
infection (III) a été transcrite par la transcriptase inverse en présence
du standard interne (compétiteur) a différentes dilutions(en base 2).
s'étalant de 2000 amol (puits 1) & 125 amol (puits 6) dans chaque gel.
La bande supérieure réprésente I'ARN cible (870 pb) et la bande
inférieure le standard interne (820 pb) amplifiée par PCR. Les
marqueurs de taille d'ADN apparaissent dans les puits 1.

(b) Analyse quantitative des produits obtenus par PCR apparaissant
en (a). La photo du gel a été digitalisée grice au programme Kodak
"ID image Analysis Sofware" et I'intensité de chaque bande a été
déterminée. Une courbe représentant le ratio du logarithme de
I’intensité de la cible divisé par I'intensité du standard interne en
fonction du logarithme du nombre de molécules du standard interne a
été tracée. Les points d'équivalence dans la competition (par exemple
quand le ratio intensité cible/standard interne = 1) déterminés par
interpolation, étaient de 1713, 990 et 695 attomoles pour les ARN
récoltés a 2 jours, 4 jours et 8 jours respectivement.
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1- PRODUCTION VIRALE

Une des étapes préliminaires a la réalisation de mon projet de doctorat était d'assurer
la croissance et l'identification du cypovirus de Choristonera fumiferana (CfCPV). A
cause des avantages que pourrait procurer la disponibilité d'une lignée cellulaire pour la
caractérisation du virus, plusieurs essais ont été réalisés en vue d'obtenir des cellules
pouvant supporter la multiplication virale in vitro. Malheureusement, aucune des lignées
utilisées n'a pu soutenir la réplication virale. Pour cette raison, I'amplification du CfCPV a
été réalisée au laboratoire sur des larves de tordeuse, en utilisant une nourriture artificielle.
L’infectivité de l'isolat du CfCPV utilisé dans le présent travail a été démontrée par
I'examen au microscope électronique d'intestins provenant de larves infectées par le virus
(Figure 1). La multiplication du virus chez la larve a permis d'obtenir des quantités

suffisantes de particules virales pour permettre leur étude.

Les polyédres matures observés suite a l'infection par le CfCPV sont apparus sous
forme hexagonale avec de particules virales incluses aléatoirement dans la matrice
cristalline. Des formes pentagonale et rhombique ont aussi été observées. Les polyédres en
cours de formation prennent toutefois une forme plut6t arrondie et sont associés a un trés
grand nombre de virions dont certains peuvent étre en voie d'inclusion (Figure 2). Des
variations dans la forme des polyédres provenant d'une méme infection ont été rapportées
(Iwashita, 1971; Belloncik, 1989).

2- CLASSIFICATION DU CfCPV

Les cypovirus ont été classés provisoirement sur la base de la mobilité relative de
leurs différents segments génomiques (Payne et Rivers, 1976). La comparaison du profil
électrophorétique du CfCPV avec ceux proposés par Payne et Rivers (1976) pour d'autres
cypovirus, révéle une trés grande similitude avec les virus classés dans I'électrophorétype
7. Malheureusement, aucune souche appartenant a cet électrophorétype n'était disponible

dans notre laboratoire. Pour cette raison la masse moléculaire de différents segments
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génomiques du CfCPV a été déterminée et celle des segments du NpCPV
(électrophorétype 7) recalculée a partir des résultats publié par Payne et Martens (1983),
en utilisant comme référence les masses moléculaires déterminées pour BmCPV (Fujii-
Kawata et al., 1970) et analysées a l'aide du programme "ID Image Analysis Software"
(Kodak Digital Science™). Les masses moléculaires recaiculées pour le virus NpCPV
concordent avec celles publiées par Payne et Mertens (1983). Le CfCPV et le NpCPV ne
différent ainsi qu’au niveau de la mobilité d’un seul de leurs segments (Figure 7).
Conséquemment, le CfCPV utilis¢é dans la présente étude appartiendrait a
I'électrophorétype 7 de l'actuelle classification. La comigration du CfCPV et du NpCPV

dans le méme gel pourrait permettre de confirmer ces observations.
3- CLONAGE DU GENOME VIRAL

La méthode utilisée pour le clonage du génome du CfCPV a permis d'obtenir une
banque de clones spécifiques aux différents segments génomiques tel que montré a la
Figure 10. La disponibilité des clones contenant les génes du CfCPV rend possible la
détermination de leur séquence. Bien qu’initialement les segments génomiques complets
devaient étre clonés, comme ce fiit le cas pour les réovirus (Cashdollar et al., 1984),
aucune molécule de plus de 1 200 pb n'a été synthétisée. Ce probléme provient
probablement de I’appariement de ’ARN génomique a I’ADNc synthétisé et/ou de la
présence de structures secondaires provoquant un arrét de la transcriptase inverse. Afin de
contourner ce probléme, la technique RACE a été utilisée. Cette méthodologie nous a
permis d'obtenir des fragments d'’ADNc contenant les séquences terminales pour couvrir le

segment génomique au complet.
3.1- SEQUENCAGE

A partir des clones obtenus, les séquences nucléotidiques entiéres des segments
génomiques 5, 8, 9 et 10 ont été déterminées. L'analyse de ces séquences a révélé que les
quatre segments possédent la méme séquence terminale 5'AGUUU---GUGC3'. Des

séquences terminales conservées ont également été observées chez d'autres membres de la
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famille des Reoviridae tels que les Orthoreovirus (Antczak et al., 1982), les Orbivirus
(Mertens et Sangar, 1985) et les Phytoreovirus (Kudo et al., 1991), bien que celles-ci
varient entre les membres du méme genre. En effet, des séquences terminales différentes
ont été rapportées parmi les membres des genre Orbivirus (Moss et al., 1990) et Fijivirus
(Noda et al., 1994). Dans le cas des cypovirus, les séquences terminales déterminées dans
le présent travail pour le CfCPV sont différentes de celles rapportées pour BmCPV
(5'AGUAA---GUUAGCC3") et EsCPV (5'AGUUU---UUGC) par Kuchino et

collaborateurs (1982) et Fossiez et collaborateurs (1989) respectivement.

Outre le géne codant pour la polyédrine, les séquences nucléotidiques et protéiques
déterminées pour les génes 9, 8 et 5 du CfCPV permettent les premiéres comparaisons du
genre cypovirus avec d'autres membres de la famille Reoviridae. Celles-ci n’ont toutefois
révélé aucune homologie significative avec les autres réovirus suite a un alignement direct
des séquences en nucléotides. De plus, la comparaison des séquences nucléotidiques des
quatre génes du CfCPV avec la banque de donné "GenBank database" n'a pas permis de
relier ce virus a d’autre séquences connues. Ces observations corroborent celles de
Martinson et Lewandowki (1974), qui ont utilisé un systéme d'hybridation ARN:ARN, et
celles de Galinski et collaborateurs (1983), qui ont fait appel a des sondes d'ADNc
synthétisées a partir du génome complet et & des essais de protection avec la nucléase S1.
Ces derniers n’ont relevé aucune homologie significative entre le BmCPV et le réovirus de
type 1. Néanmoins, malgré I’absence d’homologie au niveau de la séquence nucléotidique
certaines similarités localisées ont été trouvées avec la séquence en acide aminés d’autres
protéines. Il est intéressant d’observer que la protéine codée par le segment 9 du CfCPV a
cinq régions homologues avec I’ARN polymérase ARN dependant de I’oryzavirus “Rice
ragged stunt virus”(RRSV), laquelle est codée par le segment S4 (Upadhyaya et al.,
1998), principalement entre les residus 32 a 46 ou on peut observer 79% de similarité.
Une similitude a été aussi observée avec ’ARN polymérase du coronavirus humain
(Tableau 5). Tout récemment, Hagiwara et collaborateurs (1998) ont déterminé la
séquence nucléotidique du segment 9 du BmCPV. Ces derniers ont rapporté que la
protéine codée par ce segment posséde certaines régions similaires avec I’ARN

polymérase dependant d’ARN du virus polio humain. Ces observations suggérent que la
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protéine codée par le segment 9 du CfCPV pourrait avoir les mémes fonctions biologiques
que celles suggérées pour la protéine NS5 du BmCPV. Concernant la protéine codée par
le segment 5 du CfCPV, deux régions similaires dans la portion COOH-terminale ont été
trouvées avec la protéine structurale du virus "Rice ragged stunt virus", laquelle est aussi
codée par le segment S (Li et al., 1996). Le fait que les particules virales du RRSV comme
celles des cypovirus ne possédent pas une double capside (Milne, 1980), contrairement au
rest. des membres de la famille Reoviridae, et que les particules virales du RRSV
ressemblent plus au cypovirus qu’aux autres réovirus de plantes (Shaw, 1996) pourrait
indiquer une possible relation au niveau de leurs protéines structurales. Ainsi, ces
observations peuvent suggérer que les protéines codés par ces génes ont des fonctions
biologiques similaires. Des études comparatives entre ces deux virus devront se poursuivre
pour confirmer ces observations. Pour ce qui est du produit protéique du segment 8, une
similarité localisée a été trouvée avec la protéine E2A ("DNA binding protein") de
’adénovirus humain. Des expériences supplémentaires seront nécessaires afin de
démontrer la capacité de la protéine codée par le segment 8 du CfCPV de lier ’ARN
génomique viral. Il est intéressant de noter que cette protéine posséde un haut
pourcentage en résidus prolines. Des analyses comparatives avec la protéine NS53 des
Rotavirus ont démontré la présence de 11 résidus proline conservés parmi les virus du
groupe A. Ces observations ont suggéré que malgré la divergence de séquences ces
résidus proline pourraient jouer un role dans le maintien de la structure de la protéine (Hua
etal. 1993).

Malgré I’absence d’homologie au niveau de la séquence primaire, il existe une
certaine similitude du point de vue de I’organisation génomique chez les cypovirus. En
effet, le séquengage direct de la portion N-terminale de la polyédrine du CfCPV purifiée, a
permis de confirmer que cette protéine est bien codée par le segment génomique viral le
plus petit, comme c’est le cas chez les autres cypovirus connus. Toutefois, a la différence
de la polyédrine des baculovirus, qui est conservée parmi un grand nombre de virus
différents (Rohrmann et al., 1981), la comparaison des séquences en nucléotides et en
acides aminés du géne codant pour la polyédrine du CfCPV avec celle des quatre autres
cypovirus disponibles (BmCPV, EsCPV, HaCPV, OpCPV), n'a pas révélé d’homologie



131

particuliére. Par exemple, il n’y a que 23% et 20% d’identité entre la séquence
nucléotidique du CfCPV et celle de BmCPV et EsCPV, respectivement. La comparaison
au niveau des autres génes n’est pas possible puisque les séquences n’ont pas été
déterminées chez tous les autres cypovirus mentionnés. Neanmoins les résultats obtenus
avec la polyédrine et la séquence du segment 9 démontrent la présence d'une différence
génétique entre les virus de différents types (cypovirus de type 1 et 5). On peut donc
conclure que les différences observées dans le profil de migration des ARN génomiques se
réflétent par des différences dans le degré d’homologie de leurs séquences nucléotidiques
ou/et en acides aminés. En plus, ces résultats sont en accord avec ceux de Galinski et
collaborateurs (1983), qui ont démontré l'absence d'homologie entre les cypovirus
BmCPV-1, OpCPV-5, MsCPV-8, trois cypovirus classés dans des électrophorétypes
différents. Par contre, ces auteurs ont également observé une homologie significative entre
les cypovirus de type 5 OpCPV, ESCPV et HaCPV. Cette ressemblance a été confirmée
par la suite en comparant la séquence du segment 10 de ces trois cypovirus de type 5.
Seuls 17 nucléotides différaient alors d'un virus a l'autre (Galinski et al., 1994). Le
séquengage des segments génomiques autres que celui codant pour la polyédrine devrait
apporté des informations supplémentaires sur les relations phylogénétiques entre les

cypovirus.

Malgré l'absence d'homologie de séquence au niveau du géne codant pour la
polyédrine, les profiles d'hydrophilicité déterminés pour ce polypeptide chez trois
cypovirus, partagent certaines caractéristiques communes dans leur portion N-terminale.
En effet, 7 régions ont été identifiées parmi les 116 premier acides aminés (Tableau 4). Ces
régions possédent des pics dhydrophilicité et hydrophobicité similaires localisés
approximativement a la méme position et ayant des structures secondaires
semblables.(Fossiez et al., 1989; Echeverry et al., 1997). 1l est possible que ce domaine de
la polyédrine soit essentiel pour la formation des corps d'inclusion. 1l serait impliqué dans
des interactions non-covalentes entre les molécules de polyédrine adjacentes pour la
formation de la matrice cristalline. Des interactions hydrophobiques et ioniques ont été
proposés pour expliquer la stabilité de la matrice cristalline chez le baculovirus (Egawa et

Summers, 1972; Whitt et Manning, 1987, 1988). Cette hypothése est supportée par les
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travaux de Jarvis et collaborateurs (1991), qui ont démontré qu'une région dans la portion
N-terminale comprise entre les acides aminés 19 a 110 de la polyédrine du virus de la
polyédrose nucléaire d'Autographa californica (AcNPV) est essentielle pour la formation

de corps d'inclusion.

En analysant la structure secondaire des polyédrines, dont celle du CfCPV, on peut
observer un trés grand nombre de structures en feuillet o et en tours. Ces structures

secondaires sont attendues puisque le polypeptide doit s’associer pour la formation des

corps d'inclusion.

L’analyse de la séquence prédite en acides aminés pour la polyédrine du CfCPV
montre que celle-ci est riche en résidus tyrosine (8.8%) tout comme celle du BmCPV
(Arella et al., 1988). Les résidus de tyrosine pourraient jouer un réle important dans la
sensibilité au milieu alcalin de la polyédrine, comme c’est le cas pour le virus de la
polyédrose nucléaire d'O. pseudotsugata NPV (Rohrmann et al., 1979). La présence de
quantités relativement abondantes en résidus aromatiques (phénylalanine 7,4%,
triptophane 3,8%) et en résidus basiques (lysine 4,3%, arginine 8,4%) dans la polyédrine
du CfCPV pourrait renforcer ses propriétés de dissolution alcaline, tel que suggéré par
Galinski et collaborateurs, 1994).

4- EXPRESSION DU GENE CODANT POUR LA POLYEDRINE

Le processus de cristallisation de la polyédrine a suscité beaucoup d'intérét dans le
milieu scientifique, mais jusqu'a présent les mécanismes impliqués restent inconnus. Nous
avons voulu déterminer si la polyédrine posséde elle-méme toute l'information nécessaire
pour la formation du cristal polyédrique. L'expression du géne codant pour la polyédrine
du CfCPV sous forme de protéine de fusion avec la protéine MBP ("Maltose binding
proteine") du vecteur pMAL-c2, n'a pas permis la production de corps inclusion avec une
matrice cristalline. Ceux-ci sont plutét apparus comme des masses amorphes de protéine.
Il est possible que la modification de la portion N-terminale de la protéine suite a l'ajout de

la protéine MBP empéche l'association adéquate des protéines entre-elles.
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Les expériences réalisées avec le vecteur d'expression pAL-781, se sont avérés plus
fructueuses. En effet, elles ont permis d'obtenir une protéine de la méme taille que celle de
la polyédrine virale purifiée et la formation de corps d'inclusion ayant une structure
cristalline semblable a celle présente dans les polyédres provenant des larves infectées
(Figure 20). De plus, les polyédrines récombinantes et natives (provenant de larves
infectées) ont été reconnues par l'antisérum préparé chez le lapin avec la protéine de fusion
MBP-Polyédrine (Figure 19). C'est la premiére fois qu'une structure cristalline est
observée lorsque la polyédrine d'un cypovirus est exprimée dans un vecteur procaryotique.
Auparavant Lavallée et collaborateurs (1993) ont pu exprimé le géne codant pour la
polyédrine du BmCPV, mais malgré la formation de corps d'inclusion, aucune structure
cristalline n'a été observée. Les résultats rapportés dans cette thése permettent de conclure
qu'effectivement, la polyédrine (CfCPV) posséde toute l'information nécessaire pour
réaliser le processus de cristallisation et qu'aucun apport provenant d’autres protéines

virales ou de facteurs cellulaires n’est requis.

5- CARTE GENOMIQUE DU CfCPV

L'analyse électrophorétique des polypeptides viraux identifiés par immunoempreinte
ou obtenus par la traduction in vifro des ARN bicaténaires génomiques dénaturés a permis
d'attribuer des protéines a certains segments du CfCPV (Figure 26). Sept polypeptides
correspondant & sept segments génomiques différents ont été identifiés. La traduction in
vitro des segments 1,2 et 3 (ajoutés ensemble dans la réaction de traduction) a résulté en la
production de 4 polypeptides ayant une masse de 135 kDa, 130 kDa, 110 kDa et 98 kDa).
La présence du polypeptide de 110 kDa pourrait toutefois étre dii & une contamination des
segments 1, 2 et 3 par le segment 4 puis qu’une seule protéine de 110 kDa a été obtenue
avec la traduction du segment 4. Ces quatre polypeptides ont été aussi traduits en trés
faibles quantités comparativement a ceux obtenus par la traduction des segments de taille
inférieure comme les segments 5, 8 et 9. La faible traduction in vitro des segments de
grande taille a déja été rapportée pour d’autres réovirus (McCrae et Joklik, 1978). Une

explication possible de ce phénomene serait la terminaison prématurée de leur synthése.
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La traduction des segments S, 8 et 9 a produit des polypeptides de 75, 73 et 39 kDa
respectivement. Par contre, aucun polypeptide n’a été détecté suite a la traduction in vitro
des segments 6 et 7. Ceci pourrait toutefois étre di a un artefact causé par leur faible

contenu en résidus méthionines, ce qui rend difficile leur détection par cette méthode.

La taille des polypeptides obtenus par traduction in vitro correspond dans tous les
cas avec la masse moléculaire déterminée pour chaque segments génomiques (Figure 8),

sauf pour le produit obtenu avec le segment 8. La taille calculée pour ce segment est de

1,13 x 108. 1l pourrait donc coder pour un protéine d'environ 63 kDa alors que la protéine
synthétisée in vitro a une taille de 73 kDa. De plus, si on consideére la taille estimée a partir
de ’ORF déterminée pour le segment 8, la protéine devrait avoir une masse de 59 kDa.
Cette divergence pourrait étre causé par la migration anormale de la protéine en SDS-
PAGE due a I’abondance de résidus prolines (8%) retrouvés dans cette protéine. En effet,
la structure particuliére de cet acide aminé ralentirait la migration des protéines en gel de
polyacrylamide (Ferguson et al. 1984). L'immunoprécipitation du produit de 73 kDa
provenant de la traduction in vitro du segment 8 avec un antisérum anti-CfCPV et un anti-
g8 (obtenu par immunisation génétique chez la souris) a permis de confirmer que cette
protéine correspond bien au segment 8 (Figure 25). Récemment, Hagiwara et
collaborateurs (1998) ont rapporté que la protéine codée par le segment 8 du BmCPV
(P44) présente aussi une migration anormale en SDS-PAGE. La P44 du BmCPV posséde
une masse moléculaire prédite de 44 kDa, ce qui différe significativement de la masse

apparente observée en gel de polyacrylamide (55 kDa).

L'analyse électrophorétique des produits synthétisés a permis de construire une carte
génomique partielle du CfCPV (Figure 26). Des donnés supplémentaires devront toutefois
étre obtenues afin de confirmer l'identité de chacun des produits de la traduction in vitro.
Néanmoins, des études comparatives avec d’autres virus 8 ARNbc ont indiqués que la
comigration des polypeptides est un bon indicateur pour I'association des protéines virales
aux différents segments génomiques (McCrae et Joklik, 1978; Mertens et Dobos, 1982;
Arias et al., 1981).
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6- QUANTIFICATION DES ARNm DU CfCPV (SEGMENTS 10 ET 8)

Les mécanismes impliqués dans la régulation de I'expression du géne codant pour la
polyédrine chez les cypovirus restent encore mal connus. Une augmentation constante du
taux de synthese de la polyédrine entre 36 et 96 heures pi a été observée in vitro avec le
cypovirus EsCPV (Arella ef al, 1984). Ces auteurs ont suggéré la présence d'un
mécanisme de régulation de la transcription ou de la traduction de ' ARNm codant pour ce

polypeptide.

Dans le présent travail nous avons voulu vérifier si un taux de transcription plus
élevé du géne codant pour la polyédrine, par rapport au géne codé par le segment 8,
pourrait étre en partie responsable de I'expression accrue de cette protéine pendant la
réplication virale. Pour ce faire, nous avons d’abord mis au point un systéme RT-PCR-QC
qui a permis d'analyser l'expression des ARNm codant pour ces deux génes a partir de
larves infectées au laboratoire par le CfCPV. L'ajout d'un standard interne d'ARN a
I'échantillon d'ARN larvaire total avant la transcription inverse a permis de réduire la
variabilité associée a la synthése des ADNc provenant par exemple de I’appariement des
amorces, ou de ’efficacité de la transcriptase inverse, puisque le standard interne était

soumis aux mémes conditions que I'échantillon.

Dans cette étude, nous avons pu démontré qu'une régulation de I'expression du géne
10 doit avoir lieu puisque ce géne est présent en faible quantité lors des premiers jours
suivant l'infection, alors qu'une augmentation de son expression d'environ 45 fois a été
observée a 8 jours pi. L'expression du géne 8 au contraire, diminue sensiblement au cours
de l'infection. A partir de ces résultats on pourrait expliquer la modulation tardive du taux
d'expression de la polyédrine observée chez EsCPV, mais la présence d’une quantité plus
élevée du géne 8 suggere que des facteurs liés a la traduction, plut6t qu’a la transcription,
seraient responsables de l'efficacité de l'expression de ce polypeptide. La modulation
possible de !’intiation de la transcription chez les cypovirus est rapportée ici pour la
premiére fois. Des travaux réalisés in vitro en utilisant la polymérase virale ont montré que

le taux de transcription est similaire pour tous les segments génomiques et que leur
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rapport molaire est inversement proportionnel a la taille du segment (Smith et Furuichi,
1980).



CONCLUSION
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Les résultats obtenus au cours de ce travail ont permis de mieux comprendre certains
aspects de la biologie moléculaire du CfCPV. D'abord, I'analyse du profil électrophorétique
et la détermination de la masse moléculaire des différents segments génomiques ont permis
de faire un rapprochement entre le CfCPV et les membres de I’électrophorétype 7 de la
classification actuelle. En plus du geéne 10 codant pour la polyédrine, les séquences
déterminées pour les segments S, 8 et 9 du CfCPV ont aussi permis les premiéres
comparaisons du genre cypovirus avec d'autres membres de la famille des Reoviridae.
Aucune homologie significative n’a été relevée avec les autres réovirus, mais ceci apparait
toutefois comme un atout pour l'utilisation du CfCPV dans un programme de lutte

biologique contre la tordeuse des bourgeons de I'épinette.

La comparaison des séquences en nucléotides et acides aminés du géne codant pour
la polyédrine du CfCPV avec celles d'autres cypovirus disponibles, n'a pas non plus révélé
d'homologie particuliére. Malgré tout, certaines caractéristiques communes des protéines
dans leur portion N-terminale ont été observées. En effet, 7 régions ont été identifiées
parmi les 116 premiers acides aminés. Il est possible que ce domaine de la polyédrine soit
essentiel a la formation des corps d'inclusion, mais des expériences supplémentaires

seraient nécessaires afin de confirmer cette hypotheése.

Lorsque la polyédrine du cypovirus du CfCPV a été exprimée dans un vecteur
procaryotique, une structure cristalline a été observée. Ceci permet de conclure que la
polyédrine posséde toute linformation nécessaire pour réaliser le processus de
cristallisation et qu'aucun apport provenant d'autres protéines virales ou de facteurs
cellulaires n'est requis. De plus, le systéme d'expression développé dans cette theése,

pourrait étre utilisé pour l'encapsidation éventuelle d'autres agents pathogénes.

Le systéme RT-PCR-QC que nous avons mis au point a permis d'analyser de fagon
quantitative. I'expression des ARNm codant pour la polyédrine a partir de larves infectées
en laboratoire par le CfCPV. Les résultats obtenus démontrent que la modulation de

l'initiation de la transcription est probable et suggérent que des facteurs liés a la traduction,
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plutét qu'a la transcription, seraient responsables de l'efficacité de l'expression de la

polyédrine.

La recherche fondamentale sur les cypovirus a beaucoup progressée, mais il reste de
nombreux points a éclaircir, notamment en ce qui concerne les étapes de la multiplication
virale, les mécanismes impliqués dans la réplication du génome et I’assemblage de la
particule virale. L'analyse génomique a contribué a la clarification du processus évolutif
des virus (Van Regenmortel, 1990). Pour cette raison, l'analyse des séquences d'autres
cypovirus pourrait apporter des informations sur I'évolution a l'intérieur de ce groupe de
virus, de méme que sur I'ensemble de la famille des Reoviridae. De plus, le séquengage du
génome de différents cypovirus devrait permettre d'établir une classification des souches
virales plus précise et plus représentative des relations phylogénétiques entre les isolats

viraux.

Du point de vue de la recherche appliquée, l'obtention des outils moléculaires et
sérologiques spécifiques au CfCPV développés au cours de ce travail vont permettre de
suivre la présence du virus dans des populations de tordeuse, de déterminer la stabilité du
virus et son impact écologique dans un éventuel programme de lutte biologique contre la
tordeuse des bourgeons de I'épinette. Bien que les cypovirus provoquent une maladie
chronique plutdt que létale, ils possédent certaines caractéristiques intéressantes pour leur
utilisation dans des programmes de lutte biologiques. Le développement de bio-
insecticides améliorés par le génie génétique, en mettant I'emphase sur les génes impliqués

dans la spécificité d'hote et la virulence sera donc nécessaire.
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