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Résumé 

Les objectifs de ce projet portaient sur la vérification de la présence des gènes 

enhancin et egt chez le granulovirus de Choristoneura fumiferana (ChfuGV) ainsi que 

le clonage, le séquençage et la caractérisation des ces gènes. Des gènes homologues à 

l'enhancin de TnGV et à l'egt d'AcMNPV ont été retrouvés chez le ChfuGV. En plus de 

posséder des homologies importantes avec le gène enhancin de TnGV, l'enhancin de 

ChfuGV possède de fortes similarités avec d'autres gènes semblables chez certains 

baculovirus. De plus, ce gène possède un motif HEXXH associé à une fonction 

métalloprotéase. Le gène egt de ChfuGV possède des homologies avec les egt de 

plusieurs baculovirus dont AcMNPV. Huit régions, où les homologies sont plus 

importantes, sont retrouvées en comparant les séquences des egt. De plus, l'egt de 

ChfuGV possède une identité plus importante (52%) avec l'egt du baculovirus LaolGV. 

Les gènes egt incluant celui du ChfuGV possèdent des similarités avec les gènes codant 

pour les UDP-glucuronosyltransférases, famille d'enzymes ayant une fonction similaire 

auxEGT. 

Les connaissances obtenues lors de ce projet ont permis d'identifier et d'étudier 

deux gènes du ChfuGV améliorant ainsi nos connaissances au niveau de la biologie 

moléculaire de ce virus, un domaine où peu d'études ont été effectuées jusqu'à 

maintenant. De plus, les données obtenues pourront éventuellement servir à 

l'amélioration du ChfuGV comme agent de lutte biologique contre la tordeuse des 

bourgeons de l'épinette. 

Étudiant 
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Introduction 

La tordeuse des bourgeons de l'épinette (C. fumiferana) est l'un des plus 

importants ravageurs des peuplements de sapins baumiers et d'épinettes blanches en 

Amérique du Nord (Base nationale de données sur les forêts, 1996). Des études 

antérieures ont démontré le potentiel insecticide du granulovirus de Choristoneura 

fumiferana (ChfuGV) contre la tordeuse (Guertin, 1995; Forté, 1999). Cependant, peu 

d'études ont été effectuées au sujet de la caractérisation moléculaire du ChfuGV. 

Ce projet de recherche portait sur l'identification et la caractérisation des gènes 

enhancin et egt du baculovirus ChfuGV. La protéine "enhancin" retrouvée chez certains 

baculovirus accélère le processus d'infection de certains nucléopolyhédrovirus (NPV) 

ou granulovirus (GV). De plus, l'enhancin d'AcMNPV est capable d'améliorer 

l'efficacité de l'endotoxine du Bacillus thuringiensis (Bt), insecticide actuellement 

utilisé dans la lutte contre plusieurs insectes ravageurs (Corsaro et al., 1993) dont la 

tordeuse des bourgeons de l'épinette. D'autre part, la protéine EGT (ecdystéroïde UDP

glucosyltransférase) causerait un délai dans la mort des insectes (O'Reilly et Miller, 

1991). O'Reilly (1995) a proposé que cette protéine ait comme fonction principale 

l'augmentation de la progéniture virale. L'identification de ces deux protéines chez 

certains baculovirus a donc permis d'imaginer des stratégies pour accélérer le temps 

d'action des baculovirus telles l'utilisation de la protéine enhancin dans les préparations 

d'insecticides et/ou la délétion du gène egt chez certains baculovirus (Corsaro et al., 

1993; D'Reilly et Miller, 1991). 

L'identification et la caractérisation des gènes enhancin et egt chez le ChfuGV 

permettront d'approfondir les connaissances au niveau du génome du ChfuGV et des 

granulovirus en général. De plus, les informations acquises pourront éventuellement 

servir à l'amélioration du pouvoir biopesticide du ChfuGV dans le contrôle des 

populations de la tordeuse des bourgeons de l'épinette. 





1.1 Tordeuse des bourgeons de 1' épinette ( Choristoneura fumiferalla 
Clem.) 

1.1.1 Généralités 

3 

Choristoneura fumiferana, le plus important ravageur des peuplements de 

coniferes en Amérique du Nord, est un lépidoptère de la famille des Tortricidae 

(Curuligham, 1985; Gray, 1998). Les deux principaux hôtes de cet insecte sont 

l'épinette blanche (Picea glauca (Moench) Voss) et le sapin baumier (Abies balsamea 

(L.) Mill) (Bonneau et al., 1999). La tordeuse des bourgeons de l'épinette peut 

cependant se nourrir de plusieurs autres espèces tels le mélèze larcin (Larix laricina 

(Du Roi) K. Koch), l'épinette rouge (Picea rubens Sarg.), l'épinette noire (Picea 

mariana (Mill.) B.S.P.) et la pruche du Canada (Tsuga canadensis (L.) Carr.) (Harvey, 

1985). 

La distribution géographique de la tordeuse des bourgeons de l'épinette suit de 

très près celle de ces hôtes principaux. On retrouve cet insecte sur un territoire qui 

s'étend des provinces maritimes jusqu'en Colombie-Britannique en passant par l'état de 

la Virginie et remontant jusqu'à la vallée de la rivière Mackenzie et au Yukon (Harvey, 

1985). Au Canada, les provinces les plus durement touchées par les épidémies de C. 

fumiferana sont le Nouveau-Brunswick, le Québec et l'Ontario (Mattson et al., 1988). 

1.1.2 Cycle de vie de C.fumiferana 

La tordeuse des bourgeons de l'épinette est un insecte univoltine, c'est-à-dire 

que son cycle de vie dure un an (Mattson et al., 1988). II comprend un stade œuf, six 

stades larvaires, un stade chrysalide et un stade papillon (Bonneau et al., 1999). Les 

œufs sont déposés par les papillons sur la surface inférieure des aiguilles des arbres 

hôtes entre la mi-juillet et la mi-août (Talerico, 1984; Bonneau et al., 1999). Après 10 à 

14 jours d'incubation, les larves de premier stade émergent et passent l'hiver dans un 

abri de soie appelé "hibemaculum" (Mattson et al., 1988). Les larves subissent une 



4 

première mue à l'intérieur de leur abri afin de passer au deuxième stade (Mattson et al., 

1988). Vers la fin du mois d'avril, les larves de deuxième stade sortent de leur 

hibemaculum et débutent leur comportement d'alimentation. Les larves se nourrissent 

principalement des nouveaux bourgeons jusqu'à leur sixième stade (Nigam, 1995). Au 

début du mois de juillet, les larves se transforment graduellement en chrysalide d'où 

émergent les adultes (papillons) à la mi-juillet. Les adultes ne vivent qu'une dizaine de 

jour, le temps de l'accouplement et de la ponte (Bonneau et al., 1999). 

1.1.3 Périodes épidémiques des populations de C. fumiferana 

Les populations de la tordeuse des bourgeons de l'épinette sont caractérisées par 

des périodes épidémiques récurrentes (Gray et a. 1998). Au cours du 20ième siècle, trois 

infestations généralisées de la tordeuse ont eu lieu dans la province de Québec, soit en 

1910, 1940 et 1967 (Lachance, 1995). Une 4ième infestation a débuté en 1992 (Bonneau 

et al., 1999). Selon Royama (1984) et Blais (1985), les épidémies de tordeuses sont un 

phénomène naturel et cyclique qui apparaît toutes les 35 à 40 ans. Selon ces auteurs, les 

cycles épidémiques de C. fumiferana seraient régis par un phénomène appelé 

"pullulation-effondrement" qui suggère qu'en vieillissant, les peuplements d'arbres 

deviennent plus susceptibles aux attaques de tordeuses, à cause notamment d'une 

augmentation des sources de nourriture (Morris, 1963; Blais, 1985). Ces épidémies 

persistent jusqu'à ce que toute nourriture soit consommée, ce qui entraîne une mortalité 

très élevée des arbres. Cependant, d'autres facteurs peuvent entraîner le déclin des 

populations de C. fumiferana et ce malgré une disponibilité de la nourriture (Régnière 

et Lysyk, 1995). Ces facteurs sont le climat, les prédateurs, le parasitisme et les 

maladies (Blais, 1985). Dans ce contexte, il faut considérer le rôle du granulovirus de 

C.Jumiferana, le ChfuGV, dans la dynamique des populations de C.Jumiferana. 
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1.1.4 Prévention et contrôle des pertes de matières ligneuses 

Durant les périodes épidémiques, les populations de tordeuses sont très élevées 

et causent des ravages importants (Gray et al. 1998). Des mortalités de 80 à 90 % ont 

été enregistrées dans les sapinières lors des épidémies de tordeuses (Blais, 1983). 

Plusieurs moyens sont mis en place afin de prévenir les pertes de matières ligneuses. 

Ces moyens sont l'identification des peuplements d'arbres à risques, la récolte des 

arbres vulnérables avant le début d'une épidémie de C. fumiferana, la modification dans 

la composition d'un peuplement au profit d'essences plus résistantes à la tordeuse ou la 

récupération des arbres morts depuis peu de temps (Bonneau et al., 1999). 

La pulvérisation d'insecticides est l'unique moyen de contrôle direct des 

populations de la tordeuse des bourgeons de l'épinette (Kettela, 1995; Nigam, 1995). 

Depuis la rationalisation de l'utilisation d'insecticides chimiques en milieu forestier au 

Québec (BAPE, 1991 ), seules des préparations de biopesticides à base de l'endotoxine 

du Bacillus thuringiensis sont utilisées dans les programmes de contrôle des 

populations de C. fumiferana. Les préparations à base de Bacillus thuringiensis 

présentent cependant certains désavantages, i) elles s'attaquent non seulement à l'insecte 

ciblé, mais aux lépidoptères en général (Cunningham, 1985) et ii) ces préparations 

pourraient éventuellement être à l'origine de l'émergence d'insectes résistants, comme 

c'est le cas de Plodia interpunctella, Ephestia caute/la (McGaughey et Beeman, 1988), 

Plutella xyloste/la (Tabashnik et al., 1990) et Heliothis vires cens (Tabashnik, 1992). 

Afin de diversifier les moyens de lutte contre la tordeuse des bourgeons de 

l'épinette, le baculovirus ChfuGV, entomopathogène retrouvé de façon naturelle chez 

les populations de l'insecte, pourrait être utilisé comme biopesticide (Guertin, 1995; 

Forté, 1999). 
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1.2 Baculovirus 

1.2.1 Généralités 

La famille Baculoviridae comprend des virus à ADN double brin, circulaire et 

super-enroulé. Leur génome est composé d'une molécule d'ADN de 88 à 153 kpb 

comprise à l'intérieur d'une nucléocapside enveloppée (Burgess, 1977). Les baculovirus 

ont un corps d'inclusion (matrice protéique) qui protège la nucléocapside enveloppée 

des rayonnements ultra-violets (Tanada et Hess, 1991; Jarvis et Garcia 1994). 

La famille Baculoviridae comprend deux genres, soit les granulovirus (GV) et 

les nucléopolyhédrovirus (NPV). Les granulovirus ont un aspect granulaire et les 

nucléopolyhédrovirus sont de forme polyhédrique. Les GV possèdent un seul virion à 

l'intérieur d'un même corps d'inclusion (Crook, 1994) tandis que les NPV contiennent 

plusieurs virions à l'intérieur de leur corps d'inclusion (Rohrman, 1986). Une sous

division existe chez les NPV. Les SNPV comprennent un seul virion par enveloppe et 

les MNPV possèdent plusieurs virions dans une même enveloppe (Fields 1996). 

1.2.2 Avantages des baculovirus en lutte biologique 

Les baculovirus sont un groupe de virus qui infecte plus de 600 espèces 

d'arthropodes (Charlton et Volkrnan, 1993). Cependant, pris individuellement, leur 

spectre d'hôte est très limité. Chaque espèce de baculovirus infecte nonnalement un ou 

quelques hôtes rapprochés phylogénétiquement. De façon plus précise, les granulovirus 

sont reconnus pour n'infecter que des espèces appartenant à la famille des Lépidoptères, 

plus particulièrement les genres Noctuidae et Tortricidae (Tanada et Hess, 1991 ). Les 

baculovirus sont appelés d'après le nom de leur hôte naturel suivi de leur genre (GV, 

SNPV ou MNPV) (ICTV, 1998). 

Plusieurs NPV ont déjà été homologués au Canada comme insecticides 

biologiques. En foresterie, on peut notamment citer l'utilisation du Lecontvirus contre 
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le di prion de Leconte, du Sertifervirus contre le diprion du pin sylvestre, du Disparvirus 

contre la spongieuse ou du Virtuss contre la chenille à houppes du Douglas (Service 

canadien des forêts, 1998). Dans le secteur agricole, plusieurs espèces de GV ont été 

utilisées avec succès dans le contrôle des populations d'insectes nuisibles, notamment 

contre Phthrimaea opercule/la (teigne de la pomme de terre) (Reed et Springett, 1971) 

ou Plodia interpunctella (pyrale indienne de la farine) (McGaughney, 1975) 

1.3 Granulovirus 

1.3.1 Morphologie et ultrastructure 

Les granulovirus inclus ont une forme généralement ovocylindrique d'environ 

300 à 500 nm de longueur par 120 à 350 nm de largeur (Bergold, 1963). La 

nucléocapside enveloppée fait de 260 à 360 nm de longueur par 30 à 60 nm de largeur 

(Tweeten et al., 1981) (Figure 1). L'enveloppe, qui pourrait être d'origine cellulaire, est 

composée de 3 couches protéiques, de 5 à 6 nm d'épaisseur (Beaton et Filshie, 1976). 

La capside est formée de sous-unités protéiques assemblées en anneaux imbriqués les 

uns sur les autres protégeant ainsi le génome viral des exonucléases (Burley et al., 

1982). 

Le processus d'infection des granulovirus, similaire à celui des 

nucléopolyhédrovirus, possède deux phénotypes: un premier phénotype avec un corps 

d'inclusion entourant la nucléocapside enveloppée (OV "virus inclus") et un deuxième 

phénotype ne possédant pas de corps d'inclusion (BV "virus bourgeonnant") 

(Rohrmann, 1992). Les OV peuvent persister longtemps dans l'environnement et les 

BV sont responsables de la propagation du virus de cellules à cellules à l'intérieur de 

l'insecte (Rohrmann, 1992). 
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Figure 1: Granulovirus de Clwristo~teurafumiferalla 

Photo prise en microscopie électronique, du granulovirus de 
Choristoneura fumiferana (ChfuGV). 

a: corps d'inclusion 
b: nucléocapside enveloppée 
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1.3.2 Protéines des granulovirus 

Les granulovirus possèdent un large génome ayant le potentiel de coder pour 

plus de 100 protéines. Plusieurs de ces protéines n'ont pas encore été étudiées, 

principalement parce que les lignées cellulaires permissives pour la réplication des GV 

sont rares (Tanada et Hess, 1991; Winstanley et Crook, 1993; Crook et al., 1997 et Léry 

et al., 1997). 

1.3.2.1 Protéines associées à la nucléocapside enveloppée 

Des analyses sur gel de polyacrylamide ont montré que les nucléocapsides 

enveloppées des GV de Pieris brassicae, Plodia inte1punctella Pseudaletia unipuncta, 

Trichoplusia ni et Spodopterafrugiperda possèdent entre 12 et 20 protéines structurales 

dont les poids moléculaires varient entre 12 et 160K. Les protéines pl6, p38 et p88 

semblent associés à l'enveloppe des nucléocapsides (Consigli et al., 1986). Hayakawa 

et collaborateurs (1999) ont démontré la présence d'une protéine homologue à la p74 

des NPV qui serait associée à l'enveloppe de la nucléocapside du phénotype des virus 

inclus (OV). La p74 serait nécessaire à l'infection in vivo car les virus dont la p74 a été 

délétée ne sont pas infectieux. Consigli et collaborateurs (1986) ont observé une 

protéine p63/64 chez les GV de P. interpunctella, P. brassicae et T ni, qui pourrait être 

responsable de l'attachement des virions à leurs cellules hôtes lors de l'infection 

secondaire, comme c'est le cas pour les NPV (Volkman et al., 1984). La nucléocapside 

serait composée de deux protéines majeures, soit la p39 et la p12 qui auraient une 

fonction similaire à celle des histones, soit la condensation de l'ADN (Burley et al., 

1982). 

1.3.2.2 Protéines associées au corps d'inclusion 

Le corps d'inclusion est une matrice protéique, composée principalement de la 

protéine granuline qui s'apparente à la polyhédrine chez les NPV, qui permet le 
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maintien de l'état infectieux du virion dans l'environnement (Akiyoshi et al., 1985). La 

granuline est une protéine hyperexprimée et produite tardivement lors de l'infection. 

Cette protéine possède un poids moléculaire d'environ 28 kDa (Russel et Consigli, 

1986). Le gène de la granuline du ChfuGV a été identifié et code pour une protéine de 

248 acides aminés avec un poids de 29 kDa (Bah et al., 1997). Des homologies 

supérieures à 80 % sont retrouvées au niveau des gènes codant pour la granuline du GV 

de C. fumiferana, T. ni, P. Brassicae et Cryptophlebia leucotreta. 

D'autres protéines comme des protéases exogènes et des protéines enhancin 

sont parfois associées au corps d'inclusion (Rohrman, 1992). Les protéases possèdent 

des propriétés similaires aux protéases isolées de l'intestin de l'insecte (Rubinstein et 

Poison, 1983). Il est possible que certaines protéases observées dans le corps 

d'inclusion puissent être acquises lors de la désintégration de l'insecte (Rohrman, 1992). 

Le corps d'inclusion est recouvert d'une fine couche d'hydrates de carbone. 

Cette enveloppe semble étroitement associée à une protéine nommée p 10 qui est 

exprimée tardivement lors de l'infection. La protéine p 10 serait responsable de la 

formation des structures fibrillaires observées dans le noyau et le cytoplasme des 

cellules infectées (Russel et al., 1991 ). Williams et collaborateurs ( 1989) ont démontré 

que la délétion du gène de la p 10 affecte la formation de l'enveloppe du corps 

d'inclusion. Le rôle exact de cette couche reste encore à élucider (Rohrmann, 1992). 

1.3.3 Infection et réplication 

1.3.3.1 Infection primaire 

Le cycle d'infection des granulovirus est biphasique (Consigli et al., 1986). 

L'infection primaire est initiée suite à l'ingestion par les insectes de virus inclus (OV). 

Dans l'environnement alcalin de l'intestin moyen de l'insecte, le corps d'inclusion est 

dissout ce qui libère les nucléocapsides enveloppées (Tanada et Hess, 1991 ). La 

dissolution de la matrice protéique permet également de relâcher la protéine enhancin 
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qui provoquerait la dégradation temporaire de la membrane péritrophique (membrane 

protectrice recouvrant l'épithélium intestinal), facilitant ainsi le passage des 

nucléocapsides enveloppées vers leurs cellules cibles (Granados et Corsaro, 1990). Une 

fusion de l'enveloppe, possiblement via la p74 (Rohrmann, 1992), avec la membrane 

des cellules cylindriques de l'intestin de l'insecte, permet à la nucléocapside d'entrer 

dans le cytoplasme de la cellule. La nucléocapside se rend alors vers le noyau de la 

cellule hôte à l'aide des microtubules (Blissard et Rohnnann, 1990). La nucléocapside 

s'attache ensuite sur les pores nucléaires afin d'insérer l'ADN viral dans le noyau. C'est 

à cet endroit que la réplication aura lieu (Hess et Falcon, 1987; Tanada et Hess, 1991). 

1.3.3.1.1 Protéines associées à la phase précoce de la réplication 

La phase précoce de la réplication des baculovirus est caractérisée par la 

production des protéines nécessaires à l'initiation de la phase tardive. L'ADN 

polymérase virale (Ahrens et Rohrmann, 1995), l'hélicase (Hodgeman, 1988; Bideshi et 

al., 1998) et les protéines IE-1/IE-0, IE-2 et PE-38, impliquées dans la régulation des 

gènes, seront produites durant la phase précoce de la réplication (Guarino et Summers, 

1986; Fields, 1996). De plus, Clem (1991), Crook (1997) et Bideshi (1999) et leurs 

collaborateurs respectifs ont démontré que la production de protéines telles p35 

(AcMNPV), Cp-iap (CpGV) ou Xn-iap (XnGV) aurait un rôle à jouer dans l'inhibition 

de l'apoptose au niveau des cellules infectées. O'Reilly et Miller (1989) ont également 

montré que la protéine EGT d'AcMNPV, sécrétée par les cellules infectées, serait 

impliquée dans le contrôle du déroulement de la mue. Miller ( 1996) rapporte que les 

protéines /ef-1 et lef-2 d'AcMNPV sont exprimées durant la phase précoce de la 

réplication. Ces protéines seront éventuellement impliquées dans l'expression des gènes 

tardifs (Passarelli et Miller 1993 a,b; Merrington et al., 1996; Yang et Miller, 1999). 

La transcription des gènes précoces est assurée par l'ARN polymérase II de la 

cellule hôte (Hoopes et Rohrmann, 1991; Kool et al., 1995). Plusieurs promoteurs 

précoces des baculovirus possèdent des boîtes TATA et la séquence CAGT (Blissard et 

Rohnnann 1990, Blissard et al., 1992). 
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1.3.3.1.2 Protéines associées à la phase tardive de la réplication 

Chez les baculovirus, la phase tardive de la réplication consiste en i) la 

réplication de l'ADN viral ii) l'expression de protéines tardives à l'aide de lef-1 et lef-2 

et iii) l'assemblage de virions bourgeonnants (phénotype BV). 

L'ARN polymérase virale, produite durant la phase précoce, permet la 

transcription des gènes tardifs en reconnaissant le motif A/G/TT AAG (Blissard et 

Rohrmann 1990; Gross et al., 1993; Kool et al., 1995). Les protéines exprimées durant 

la phase tardive sont surtout les protéines structurales des virions bourgeonnants (BV) 

telles la p12, la p39 et possiblement la gp64 (Burley et al., 1982; Pearson et al., 1988; 

Whitford et al., 1989). L'extrémité conique des nucléocapsides, assemblées dans le 

noyau, sera recouverte de péplomères composés possiblement de la protéine gp64 qui 

servira de molécule d'attachement lors de l'infection secondaire (Blissard et Rohrmann, 

1990). 

Les virions nouvellement formés sortent par bourgeonnement du côté basal des 

cellules cylindriques de l'épithélium de l'intestin et rejoignent l'hémolymphe de l'insecte 

(Tananda et Hess, 1991). 

1.3.3.2 Infection secondaire 

L'infection secondaire est initiée par les virions bourgeonnants (BV) qui vont 

éventuellement atteindre plusieurs organes, tels que les corps gras, la trachée et 

l'épiderme (Faulkner, 1981). 

L'entrée des virions dans les cellules cibles s'effectue par endocytose (Charlton 

et Volkman, 1993). La fusion entre l'enveloppe du virion bourgeonnant (BV) et 

l'endosome permet l'entrée de la nucléocapside dans le cytoplasme. L'ADN viral sera 

éventuellement injecté dans le noyau de la cellule, lieu de la réplication. À la fin du 



14 

processus de réplication le phénotype OV est exprimé, c'est-à-dire que les virions 

produits sont recouverts d'un corps d'inclusion (Rohrman, 1992). La granuline est alors 

produite en abondance permettant la formation du corps d'inclusion qui recouvre les 

virions {Tanada et Hess, 1991 ). La fin de l'infection secondaire se culmine en la mort 

de l'insecte et la libération des virions inclus (phénotype OV) dans l'environnement 

(Consigli et al., 1986). 

1.4 Enhancin 

1.4.1 Généralités 

Tanada {1959) a démontré qu'il existait une relation synergistique entre le NPV 

et le GV de Pseudaletia unipuncta (PuNPV et PsunGV) lors d'une infection mixte. 

Cette relation se traduisait en une augmentation de la susceptibilité à l'infection suivie 

d'une mort plus rapide des larves. La synergie entre les deux virus a alors été attribuée à 

un facteur synergistique retrouvé dans le PsunGV. Plus récemment, ce facteur a été 

appelé "viral enhancing factor" (VEF) (Granados et Corsaro, 1990; Hashimoto et al., 

1991; Gallo et al., 1991) ou enhancin (Roelvink et al, 1995; Lepore et al., 1996; Wang 

et Granados, 1997 ). 

Tanada et Hukuhara (1971) ont localisé la protéine enhancin de PsunGV dans le 

corps d'inclusion du virus. La purification de cette protéine a permis d'évaluer son poids 

à 104 kDa (Tanada et al., 1973). Derksen et Granados (1988) ont identifié deux autres 

protéines ayant des fonctions similaires à l'enhancin de PsunGV chez les granulovirus 

de Trichoplusia ni (TnGV) et Xestia c-nigrum (XnGV). 

Les protéines enhancin, fréquemment retrouvées chez des GV, facilitent le 

processus d'infection de certains NPV et GV in vivo et/ou in vitro (Tanada et Hara, 

1975; Lepore et al., 1996). Les enhancin peuvent aussi augmenter la toxicité, in vivo, 

des formulations de Bt (Corsaro et al., 1993). De plus, ces protéines semblent faciliter 
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l'infection des virus possédant l'enhancin (Tanada et Hara, 1975; Granados et Corsaro, 

1990; Rohrmann, 1992; Miller, 1996). 

1.4.2 Rôle de la protéine enhancin dans l'infectivité 

Plusieurs recherches décrivent l'effet de l'enhancin des granulovirus sur 

l'infection par des baculovirus et les conclusions divergent selon les systèmes étudiés. 

Dans un cas, l'enhancin diminuait le potentiel infectieux d'un NPV (Nakagaki et al., 

1987). Dans d'autres cas, l'enhancin n'avait aucun effet (Hukuhara et Zhu 1988, 1989). 

Cependant, la majorité des études montraient un accroissement de l'infectivité des 

baculovirus lorsque combinés avec un enhancin (Tanada et Hara, 1975; Ohba et 

Tanada, 1984; Hukuhara et al., 1987; Corsaro et al., 1993). Corsaro et collaborateurs 

(1993) ont même observé que l'enhancin pouvait causer une augmentation du potentiel 

insecticide de certaines préparations à base de Bt. 

1.4.3 Mode d'action des enhancin chez les granulovirus 

Tanada et Hara (1975) ont proposé que l'enhancin de PsunGV agit comme 

molécule d'attachement entre les virions enveloppés et la membrane cellulaire des 

cellules hôtes. Cette hypothèse est supportée par des observations en microscopie 

électronique. De grandes quantités d'anticorps dirigés contre l'enhancin de PsunGV ont 

localisé la protéine près des membranes des cellules épithéliales de l'intestin de 

l'insecte. Uchima et collaborateurs ( 1988) suggèrent la présence de sites spécifiques 

pour la liaison de l'enhancin de PsunGV sur l'épithélium intestinal. Cependant, cette 

observation n'a jamais été confirmée par d'autres auteurs. 

Par ailleurs, Derksen et Granados ( 1988) proposent un second mode d'action 

selon lequel les enhancin auraient une activité enzymatique qui agit au niveau de la 

membrane péritrophique de l'intestin de l'insecte. La membrane péritrophique, 

composée de chitine et de protéines, constitue une des premières lignes de défense 
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contre l'invasion de l'insecte par les microorganismes (McFarlane, 1985). Derksen et 

Granados (1988) ont prélevé des membranes péritrophiques de larves de T. ni infectées 

par le TnGV. Sur gel de polyacrylamide, les protéines des membranes péritrophiques 

des larves infectées présentent un profil de migration différent par rapport aux témoins. 

Corsaro et collaborateurs (1993) ont repris cette expérience avec l'enhancin purifiée de 

TnGV et des membranes péritrophiques provenant des insectes T. ni, H. zea, P. 

unipuncta et S. exiga. La conclusion fut la même; les profils de migration étaient 

différents entre les membranes traitées avec l'enhancin et les témoins. Wang et 

Granados (1997) ont ensuite démontré que l'enhancin de TnGV dégrade la mucine, 

protéine majeure de la membrane péri trophique de T. ni. 

1.4.4 Gène eltlta11cin 

Un gène enhancin a été identifié chez TnGV (Hashimoto et al., 1991), PsunGV 

(Roelvink et al., 1995), HearGV (GV d'Heliothis armigera) (Roe1vink et al., 1995), 

XnGV (Goto et Maeda, 1997) et LdMNPV (Bischoff et Slavicek, 1997) . Hashimoto et 

collaborateurs (1991) ont montré que le gène enhancin de TnGV possède un cadre de 

lecture de 2703 bases codant pour une protéine de 901 acides aminés et un poids 

moléculaire de 104 kDa. L'utilisation d'anticorps polyclonaux dirigés contre les 

protéines du corps d'inclusion de TnGV a révélé la présence d'une protéine enhancin de 

101 kDa (Hashimoto et al., 1991). La séquence en acides aminés de l'enhancin de 

TnGV comprend 12 sites possibles de N-glycosylation (NXS/T) (Hashimoto et al., 

1991). Les gènes enhancin de PsunGV et TnGV présentent des identités de l'ordre de 

99% (Corsaro et Granados, 1993). Les gènes enhancin de PsunGV, TnGV et HearGV 

possèdent des motifs de promoteur tardif, G/T/ATAAG, suggérant ainsi que les 

protéines enhancin sont exprimées tard lors de l'infection (Rohrmann, 1986; Roelvink 

et al., 1995). En effet, l'ARNm du gène enhancin est détectable seulement 4 jours 

suivant l'infection (Roelvink et al., 1995). 

Hashimoto et collaborateurs (1991) ont démontré la présence d'un motif de 

liaison canonique du zinc de type HEXXH dans les séquences des gènes enhancin de 
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TnGV, PsunGV et HearGV. Ce motif caractérise les structures primaires de la plupart 

des métalloprotéases. Lepore et collaborateurs (1996) ont par la suite démontré que 

l'utilisation de l'EGTA ou la phénanthroline sont capables de prévenir la dégradation de 

la membrane péritrophique par l'enhancin de TnGV, prouvant ainsi que cette protéine 

est une métalloprotéase. 

1.5 Ecdystéroïde UDP-glucosyltransférase 

1.5.1 Généralités 

L'expression de la protéine EGT chez les baculovirus semble permettre la 

régulation du développement de l'insecte en causant un retard de mue (O'Reilly, 1995). 

Normalement, la mue provoque un arrêt temporaire de l'alimentation de la larve. La 

libération de la protéine EGT provoque la poursuite du comportement alimentaire en 

éliminant prématurément les hormones responsables de la mue, l'ecdysone et la 20-

hydroxyecdysone. De plus, O'Reilly et Miller (1991) ont observé que le nombre de 

virus produit par les cellules S. frugiperda infectées avec AcMNPV de type sauvage 

(AcMNPV legt+) est plus élevé que la quantité de virus obtenu par ces même cellules 

infectées avec AcMNPV dont l'egt a été délété (AcMNPV/egt-). Cette augmentation du 

rendement de la réplication virale est corrélée avec l'augmentation en grosseur des 

larves due à l'inhibition de la mue (les larves poursuivent leur comportement 

d'alimentation). Une des fonctions possibles de l'EGT serait donc de favoriser la 

multiplication virale (O'Reilly, 1995). 

1.5.2 Mode d'action 

Le mécanisme d'élimination naturelle de l'ecdysone et de la 20-

hydroxyecdysone implique l'association préalable de ces hormones à une molécule de 

glucose (Oberlander, 1985). Les protéines EGT des baculovirus, sécrétées dans 

l'hémolymphe à partir des cellules infectées, agissent e::1 catalysant la réaction naturelle 
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d'élimination de l'ecdysone et de la 20-hydroxyecdysone de façon prématurée, 

empêchant ainsi l'initiation de la mue (D'Reilly et Miller, 1989; D'Reilly et al., 1992; 

D'Reilly, 1995). Ceci explique le ralentissement de la mue observé chez les insectes 

Spodoptera frugiperda, Trichoplusia ni et Lymantria dispar infectés par des 

baculovirus possédant la protéine EGT soit de AcMNPV ou de LdMNPV (D'Reilly et 

Miller, 1989; Elridge et al., 1992; Burand et Park, 1992). De plus, à toutes les doses 

essayées, les insectes infectés avec des mutants egt, les larves succombent plus 

rapidement à l'infection que les insectes infectés par le virus sauvage (D'Reilly, 1995). 

Les mécanismes par lesquels le temps de mortalité est réduit ne sont pas encore bien 

compris. Cependant, des observations effectuées par D'Reilly (1995) indiquent que la 

plupart des insectes infectés avec des mutants egt- meurent durant ou juste après la 

mue, suggérant ainsi que le stress associé avec ce phénomène biologique est mal 

supporté par les insectes infectés. Une délétion du gène egt chez les baculovirus utilisés 

comme insecticide pourrait ainsi permettre une diminution du temps d'action de ces 

virus (D'Reilly et Miller 1991). De plus, des larves de S. frugiperda infectées avec 

AcMNPV egt- consomment de 30 à 40 % moins de nourriture artificielle que les larves 

infectées par le type sauvage (Elridge et al., 1992). 

1.5.3 Gène egt 

Le gène egt a été identifié pour la première fois dans le génome d'AcMNPV et il 

est considéré non essentiel pour la réplication virale (O'Reilly & Miller,1989). Le gène 

egt d'AcMNPV possède 1473 nucléotides codant pour une protéine de 491 acides 

aminés avec un poids moléculaire de 56 kDa. La séquence du gène egt a été identifiée 

chez 14 NPV et un GV (AcMNPV, O'Reilly et Miller, 1989; LdMNPV, Riegel et al., 

1994; NPV de Bombyx mori (BmNPV), Maeda, 1994; CfMNPV et CfMNPV(DEF), 

Barret et al., 1995; NPV de Mamestra brassicae (MbMNPV), Clarke et al., 1996; NPV 

d'Orgia pseudosugata (OpMNPV), Rohrman, 1996; NPV de Buzura suppressaria 

(BusuNPV), Hu et al.,1997; NPV d'Helicoverpa zea (HzNPV), Popham et al., 1997; 

NPV de Spodoptera littoralis (SpliNPV), Smith, 1997; NPV de Spodoptera litura 



19 

(SpltNPV), Croizier, 1996; NPV d'Epiphyas posvittana (EppoNPV), Graves et Ward, 

1998; NPV d'Heliothis armigera NPV (HearNPV), Chen et a/.,1998; LaolGV, Smith et 

Goodale, 1998). O'Reilly (1995) a démontré la présence de sept sites possibles de N

glycosylation dans la séquence du gène egt d'AcMNPV. Evans et O'Reilly, (1999) ont 

montré, par des expériences effectuées en présence de tunicamycine (inhibiteur de N

glycosylation), que la protéine EGT d'AcMNPV est effectivement glycosylée. 

Un signal peptidique de 18 acides aminés, communément retrouvés chez les 

protéines sécrétées, est retrouvé chez l'EGT d'AcMNPV suggérant que cette protéine 

serait retrouvée en milieu extracellulaire (O'Reilly et al., 1992). En effet, O'Reilly et 

collaborateurs (1992) ont purifié la protéine EGT à partir du milieu de culture des 

cellules de S. frugiperda infectées par AcMNPV. La séquence protéique de l'EGT 

purifiée à partir du milieu extracellulaires commence 18 acides aminés après le codon 

d'initiation prédit de la séquence en nucléotides. Le signal peptidique serait donc clivé 

avant que la protéine ne soit excrétée à l'extérieur des cellules infectées (O'Reilly et al., 

1992). In vivo, O'Reilly (1995) a également démontré la présence de l'EGT tronqué 

dans l'hémocèle des insectes infectés. 

Le gène egt du GV de Lacanobia o/eracea (LaolGV) possède une boîte TATA 

et un motif de promoteur tardif (GT AAG) (Smith et Goodale, 1998). Cependant, les 

gènes egt d'AcMNPV et de C±MNPV possèdent un motif de promoteur précoce 

(CAGT) (O'Reilly et Miller, 1990; Barret et al., 1995). Pris ensemble, ces motifs 

suggèrent que les protéines EGT sont produites tout le long de la vie de l'insecte. En 

effet, Evans et O'Reilly (1999) ont démontré que la protéine EGT est détectable à partir 

de 6 heures jusqu'à 72 heures suivant l'infection. 

O'Reilly (1995) a trouvé cinq domaines homologues entre les gènes egt de 

baculovirus provenant de C±MNPV, de LdMNPV, de SpliNPV et de OpMNPV. Hu et 

collaborateurs (1997) ont trouvé 5 régions additionnelles possédant un minimum de 70 

%d'homologie, à un endroit donné, dans les séquences des egt de BusuNPV, SplitNPV, 

MbMNPV, AcMNPV, BmNPV, C±MNPV, C±MNPV (DEF), LdMNPV et LaolGV. 
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1.5.4 Homologies des gènes egt et UDP-glucuronosyltransférases 

Le gène egt d'AcMNPV démontre des homologies avec des gènes codant pour 

des UDP-glucuronosyltransférases de mammifères tels le rat (Mackenzie, 1987), la 

souris (Kimura et Owens, 1987) et l'humain (Jackson et al., 1987) (O'Reilly et Miller, 

1989). Ces observations suggèrent que les EGT et les UDP-glucuronosyltransférases 

font partie de la même famille d'enzymes qui catalyse la conjugaison d'une variété de 

substrats lipophiliques tels les hormones avec l'acide glucuronique, le glucose ou le 

galactose (O'Reilly, 1995). Ces réactions de conjugaison sont d'une importance capitale 

dans l'élimination d'une multitude de composés et de toxines (Burchell et Coughtrie, 

1989). 

1.6 Hypothèse et objectifs 

Étant donné que le pouvoir insecticide du ChfuGV contre la tordeuse des 

bourgeons de l'épinette a été établi (Forté et al., 1999), une caractérisation des facteurs 

viraux pouvant influencer les propriétés de cette pathogénécité a été entreprise lors de 

ce projet. Plusieurs études ont démontré l'action importante de 2 protéines qui peuvent 

modifier l'efficacité des baculovirus comme biopesticides. Les gènes correspondants à 

ces protéines ont été identifiés et caractérisés chez plusieurs baculovirus. 

L'identification et la caractérisation de ces deux gènes chez le ChfuGV pourraient donc 

élargir nos connaissances sur ce virus mal connu et alimenter les recherches futures 

avec des moyens d'améliorer son potentiel insecticide. 

Ce projet de recherche a donc comme hypothèse que les gènes enhancin et egt 

sont présents chez le granulovirus de Choristoneura fumiferana et qu'ils possèdent des 

caractéristiques communes avec les gènes enhancin et egt d'autres baculovirus. Les 

objectifs étaient d'abord d'isoler (amplification et clonage) et de caractériser 
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(séquençage et analyse des séquences) les gènes enhar.cin et egt de ChfuGV. De plus, 

une comparaison des séquences obtenues avec les gènes enhancin et egt d'autres 

baculovirus a permis d'identifier des caractéristiques importantes de ces gènes. 
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2.1 Production virale et extraction de l'ADN 

2.1.1 Production et quantification virale 

La production virale a été effectuée selon la technique décrite par Farté et 

collaborateurs (1999). Brièvement, le ChfuGV a été produit en infectant des larves de 

tordeuse des bourgeons de l'épinette de itme stade (provenant du FPMI; Forest and Pest 

Management Institute, Sault-Sainte-Marie, Ontario). Les larves ont été placées dans des 

godets contenant de la nourriture artificielle (Grisdale-Wilson, 1988). Les godets ont 

ensuite été entreposés dans une chambre environnementale (Growth Cabinet, Sanyo, 

Caltee scientifique). 

Un volume de 50 j .. tl d'une suspension de départ de 4 X 108 granules viraux/ml 

d'eau a été étalé à la surface de la nourriture artificielle contenue dans les godets. Les 

larves de 4ième stade ont été introduites dans chacun des godets. Douze jours suivant 

l'infection, les larves ont été recueillies et conservées à -20 °C jusqu'à la purification 

virale. 

La technique de purification virale utilisée était basée sur celle décrite par 

Tompkins (1991). Les larves infectées ont été homogénéisées dans du SDS 1 % et le 

broyat a été filtré à travers trois épaisseurs de coton fromage afin d'éliminer les débris 

larvaires. Après une incubation de 30 minutes, le filtrat a été centrifugé à 300 x g durant 

5 minutes afin d'éliminer les débris larvaires et cellulaires en suspension. Afin de 

culotter le virus, le surnageant a été transféré dans un tube et centrifugé à 1 0 000 x g 

durant 25 minutes. Trois lavages du culot ont été effectués avec de l'eau distillée stérile 

puis le virus a été resuspendu dans de l'eau distillée et placé sur un gradient de glycérol 

discontinu (de 60% à 90% VN). Une centrifugation du gradient à 80 000 x g (ultra

centrifugeuse Sorvall, rotor Beckman SW41) durant 45 minutes a permis de récupérer 

le ChfuGV, à l'aide d'une pipette pasteur, dans la fraction de glycérol 80 %. Le glycérol 

a été éliminé à l'aide de trois lavages successifs avec de l'eau distillée suivie d'une 
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centrifugation à 10 000 g durant 30 minutes. La préparation virale a été conservée à 4°C 

jusqu'à son utilisation pour l'extraction de l'ADN. 

La préparation virale a été quantifiée selon la méthode décrite par Alain et 

collaborateurs (1989). Brièvement, un volume de 100 Jll d'une dilution 1/100 de la 

suspension virale a été mélangée avec un volume égal d'une solution de 3,51 X 108 

billes de latex (S130-3 polystyrene latex, Agar Scientific). Ce mélange a été déposé sur 

une grille de cuivre recouverte d'une membrane de Formvar et de carbone par la 

technique Airfuge (Alain et al., 1989). Après trois lavages avec de l'eau distillée, les 

grilles ont été séchées sur papier buvard et colorées au PTA (acide phosphotungstique 

3 %, pH 6) durant 3 minutes. Le PT A permet la coloration négative de l'échantillon afin 

de le visualiser en microscopie électronique (Phillips 300). La concentration des 

granules de ChfuGV a été déduite à partir de la concentration connue des billes de 

latex. 

2.1.2 Extraction de l'ADN viral 

L'extraction de l'ADN viral a été effectuée selon la technique décrite par 

Sambrook et collaborateurs ( 1989). Les virions purifiés ont été digérés avec de la 

protéinase K (200 ~g/ml) en présence de SDS 1% à 37°C durant 2 heures. Les protéines 

virales ainsi digérées ont d'abord été éliminées avec un volume égal de phénol 

(USBTM), un volume de phénol-chloroforme ( 1: 1) et un volume égal de chloroforme

isoamyl alcool (24 : 1 ). L'ADN virale présent dans la phase aqueuse a été précipité en 

présence de 1110 volume d'acétate de sodium 3M, pH 5.2 (Fisher Scientifique) et 2,5 

volumes d'éthanol 100% froid pendant 1 heure à -20 °C. Après une centrifugation de 

10 minutes à 12 000 x g, le culot d'ADN ainsi purifié a été lavé 2 fois avec de l'éthanol 

70 % puis séché et dissout dans 100 j..Ll d'eau stérile. La pureté, la qualité et la quantité 

ont été vérifiées par électrophorèse sur gel d'agarose. 
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2.2 Amplification, clonage et séquençage du gène enltancin de ChfuGV 

2.2.1 Amplification par PCR de l'e1tha11cin de ChfuGV 

L'amplification par PCR a été réalisée en utilisant des amorces 

oligonucléotidiques dessinées à partir des séquences de gènes enhancin de TnGV 

(Hashimoto et al., 1991), PsunGV (Roelvink et al., 1995) et HearGV (Goto et Maeda, 

1997). Ces amorces ont été choisies de façon à permettre l'amplification du gène 

enhancin de ChfuGV en 3 fragments qui se chevauchent (Figure 2). Les amorces sens 

enh 1 F, enh2F, enh3F et an ti-sens enh 1 R, enh2R, enh3R ont été synthétisées dans le but 

d'amplifier le gène enhancin de ChfuGV des régions -24 à +2714 (Figure 2). 

Pour toutes les réactions d'amplification, 100 ng d'ADN génomique du ChfuGV 

ont été utilisés dans un volume réactionnel final de 50 j..tl contenant 5 j..tl de tampon 1 OX 

(200 mM Tris-HCl pH 8.4 et 500 mM KCl, Gibco BRL), 1.5 fll 1.5 mM MgCb (Gibco

BRL), 1 j..tl 0.2 mM de dNTP (Gibco-BRL) et 2 Jll des amorces sens enh1 F, enh2F ou 

enh3F et 2 j..tl des amorces anti-sens enh1R, enh2R ou en/dR ajustées à 50 pmol/fll. Les 

témoins positifs et négatifs comprenaient 100 ng d'ADN génomique de TnGV et 30 ng 

d'ADN de sperme de hareng respectivement en plus des autres produits décrits 

précédemment. 

Les paramètres expérimentaux au cours du cycle d'amplification ont été choisis 

comme suit: départ à chaud durant 7 minutes à 94°C, ajout d'une unité de Taq 

polymérase (Gibco-BRL) aux mélanges réactionnels, dénaturation de l'ADN matrice 

pendant 45 secondes à 94°C, appariement des amorces durant 45 secondes à 55°C et 

élongation de l'ADN par la Taq polymérase durant 45 secondes à 72°C. La 

dénaturation, l'appariement des amorces et l'élongation de l'ADN ont été effectués 45 

fois. Une élongation supplémentaire de 10 minutes a été réalisée à 72°C à la fin des 45 

cycles. L'appareil utilisé fut le Thennocycleur Perkin Elmer cetus 9600. 
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Figure 2: Stratégies d'amplification et de séquençage du gène e11hallcill 
deChfuGV 

Les amorces oligonucléotidiques utilisées pour l'amplification (flèches 

noires) ont été conçues à partir de la comparaison des séquences des gènes 

enhancin de TnGV, PsunGV et HearGV. Le gène enhancin de ChfuGV 

fut amplifié en 3 fragments qui se chevauchent. 

Les amorces oligonucléotidiques pour le séquençage (flèches grises) ont 

été dessinées à partir de la séquence d'enhancin de ChfuGV obtenue lors 

des premiers séquençages. 
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Une deuxième amplification a été effectuée dans les mêmes conditions où l'ADN 

matrice utilisé provenait des mélanges réactionnels du 1er PCR. Les produits 

d'amplification ont été analysés par électrophorèse en gel d'agarose et purifiés à l'aide 

de la trousse "gene clean" (Bio/can Scientific) selon les directives du fabricant. 

Brièvement, à l'aide d'une lame de rasoir, les bandes correspondantes aux fragments 1 

(-750 pb), 2 (-1130 pb) et 3 (-1100 pb) de l'enhancin de ChfuGV ont été excisées du 

gel d'agarose et mélangées avec une solution d'iodure de sodium (Nal) afin de 

dissoudre l'agarose. Une suspension de billes de silice a été ajoutée au mélange afin 

d'adsorber l'ADN. Une centrifugation de 10 minutes à l ü 000 x g suivie de trois lavages 

successifs du culot ont été effectués avec 300 f..ll de la solution "New Wash" 

(NaCl/éthanol/eau) froid. Afin de séparer les billes de silice de l'ADN, une incubation 

du culot a été effectuée à 55°C, durant 3 minutes, avec 10 f..ll d'eau distillée stérile. Une 

centrifugation de 30 secondes à 10 000 x g a pennis de récupérer le surnageant 

contenant l'ADN purifié. L'ADN fut quantifié par une lecture au spectrophotomètre à 

260 nm. 

2.2.2 Clonage des fragments 1, 2 et 3 de l'elllzallcill de CbfuGV 

Le clonage des fragments 1, 2 et 3 de I'enhancin de ChfuGV a été effectué à 

l'aide de la trousse "TA cloning kit" (Invitrogen, Co, San Diego, Ca). Le vecteur 

pCR®2.1, fourni dans cette trousse, a la particularité de présenter à ces extrémités 3' 

des bases déoxythymidines (T) libres (Figure 3). Puisque la Taq polymérase ajoute à 

l'extrémité 3' des fragments d'ADN amplifiés une déoxyadénosine (A) libre, 

l'appariement des bases complémentaires du vecteur et des produits de PCR permet un 

clonage rapide. 
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Figure 3: Clonage des fragments 1, 2 et 3 du gène e~tlzallcill de ChfuGV dans 
le vecteur pCR®2.1 

La carte génomique du vecteur pCR®2.1 présente le promoteur Plac, la 

séquence du fragment lacZa et les gènes de résistance à l'ampicilline et à 

la kanamycine pour la sélection des bactéries recombinantes. Le vecteur 

pCR®2.1 présente un site de clonage multiple (SCM) comprenant 

plusieurs régions de restriction dont le site EcoRI utilisé lors des 

digestions enzymatiques. Pour le séquençage de l'insert, le vecteur possède 

des sites pour les amorces sens et anti~sens Ml3, un site pour l'amorce 

universelle et un site pour une amorce anti-sens sur le promoteur T7. 

L'origine Co/El permet la réplication et la production d'un nombre de 

copies élevées de plasmides dans la bactérie E. coli. Le vecteur possède 

aussi une origine de transcription (l'origine fl ). L'orientation de la 

transcription est indiquée par les flèches. Le vecteur possède 3,9 Kb. 
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2.2.2.1 Ligation dans le vecteur pCR®2.1 

Trois réactions de ligation ont été effectuées afin de permettre la liaison de 

chaque fragment de l'enhancin de ChfuGV au vecteur pCR®2.1. Pour chacune des 

réactions, 50 ng d'ADN purifié a été utilisé dans un volume réactionnel final de 10 J.l.l 

comprenant 2 J.l.l du vecteur PCR 2.1 (25 ng/J.tl), 1 J.l.l (8U Weiss) de l'enzyme ADN 

ligase du phage T4 et 1 J.tl de tampon de ligation lOX (60 mM Tris-HCI pH 7.5; 60 mM 

MgCh; 50 mM NaCl; 1 mg/ml de BSA (bovine serum albumine); 70 mM P
mercaptoéthanol; lmM d'adénosine triphosphate (ATP); 20 mM DDT (dithiotréitol) et 

10 mM de spermidine). Les mélanges réactionnels ont été incubés à l4°C durant 16 

heures avant d'être entreposés à -20°C jusqu'à l'étape de la transformation bactérienne. 

2.2.2.2 Transformation bactérienne 

L'introduction du plasmide à l'intérieur des cellules compétentes E. coli inva.F' a 

permis la production d'une grande quantité d'ADN. Un volume de 2 J.t.l des produits de 

ligation a été ajouté à des tubes contenant 50 J.11 de cellules compétentes E. coli inva.F 

(Invitrogen). L'entrée des plasmides dans les cellules compétentes a été réalisée en 

soumettant les cellules à un choc thermique: les tubes ont été incubés dans un bain de 

glace durant 30 minutes, transférés à 42°C durant 30 secondes et déposés dans un 

second bain de glace durant 2 minutes. Après l'ajout de 250 111 de milieu nutritif SOC 

(2 % p/p tryptone (Difco ), 10 mM NaCl (produits chimiques américains, Montréal, 

Canada), 2,5 mM de MgCh. 6H20 (Sigma), 20 mM de glucose (Difco) pH 7.0), les 

tubes ont été incubés à 37°C sous agitation constante (125 rotations par minute) durant 

1 heure. Cette étape avait pour but de régénérer les parois bactériennes endommagées 

lors du choc thermique. Des volumes de 50 J.l.l et 200 J.l.l des produits de transformation 

ont été étalés sur des plats de pétri contenant 20 ml de milieu nutritif2xYT (1.6% p/v 

de tryptone (Difco), 1% d'extrait de levure (Difco), 0,5% plv de NaCl pH 7,0, 1,5% 
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agar (Sigma)), 50 J.Lg/ml de l'antibiotique kanamycine (Boehringer Mannheim, 

Allemagne) et 40 mg/ml du substrat chromogène bromo-4-chloro-3-indolyl-~-D

galactopyranoside (X-gal, Diagnostic Chemicals Limited, USA). Les pétris ont été 

placés dans un incubateur à 37°C durant 18 heures. 

2.2.2.3 Sélection des colonies recombinantes 

La sélection des colonies recombinantes s'est fait par a-complémentation. 

Seules les colonies transformées ont pu croître sur les géloses contenant de la 

kanamycine puisque le vecteur pCR®2.1 possède un gène de résistance à cet 

antibiotique. De plus, le X-gal a permis une sélection phénotypique; les colonies 

recombinantes étaient blanches par rapport aux colonies non-recombinantes qui étaient 

bleues. En effet, l'insertion d'un fragment d'ADN dans le vecteur pCR®2.1 interfere 

avec la production de la ~-galactosidase dans les bactéries contenant le vecteur et 

l'insert (colonies blanches). Par contre, les bactéries comprenant le vecteur seul peuvent 

produire la p-galactosidase et dégrader le X-gal en un produit bleu (colonies bleues). 

2.2.2.4 Mini-préparation de l'ADN recombinant 

L'ADN des colonies blanches a été extrait par la technique "Boiling miniprep" 

décrite par Sambrovk et collaborateurs (1989). Les colonies blanches recombinantes 

ont été repiquées dans 3 ml de milieu nutritif 2xYT (pH 7, 1.6% p/v de tryptone 

(Difco ), 1% d'extrait de levure (Difco ), 0,5% p/v de NaCl (Difco )) contenant 50 !J.g/ml 

de kanamycine (Boehringer Mannheim) et incubées 18 heures à 37°C sous agitation 

constante (250 r.p.m.). Les cultures bactériennes ont ensuite été centrifugées à 10 000 x 

g durant 2 minutes afin d'éliminer le milieu de culture. La lyse des cellules bactériennes 

a été effectuée en ajoutant aux tubes 0,3 ml de milieu STET (0.5% v/v de Triton X-lOO 

(Sigma); 50 mM d'EDTA pH 8,0; 50 mM Tris-HCI pH 7,5), 20 J.Ll de lysosyme (10 

mg/ml dans 50 mM Tris-HCl pH 8,3; GibcoBRL) et 5 J.ll de ribonucléase A (1 mg/ml 

d'eau stérile; Boehringer Mannheim). Les tubes ont alors été incubés pour une période 

de 5 minutes à la température de la pièce avant d'être placés dans un bain-marie à 
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1 00°C durant 2 minutes. Après centrifugation à 10 000 x g durant 5 minutes, les débris 

cellulaires ont été enlevés à l'aide d'un cure-dent stérile. Afin de précipiter l'ADN 

plasmidique, une solution à -20°C de 0,3 ml d'isopropanol 75% et de 2,5 M d'acétate 

d'ammonium dans des proportions de 3:1 a été ajoutée aux sumageants. Une 

centrifugation à 10 000 x g durant 5 minutes a permis de récupérer l'ADN plasmidique 

dans le culot. Deux lavages successifs du culot ont été effectués avec 0,3 ml d'éthanol 

70 % froid (-20°C). L'excès d'éthanol a été évaporé à l'aide de la ventilation sous une 

hotte chimique durant 20 minutes. Le culot a alors été dissout dans 50 fll d'eau distillée 

stérile. 

2.2.2.5 Digestion enzymatique des colonies recombinantes 

La présence des inserts a été confirmée par une digestion enzymatique avec 

l'endonucléase de restriction EcoRI (GibcoBRL). Pour chaque réaction de digestion, un 

volume de 2 ).11 d'ADN plasmidique a été ajouté à 1 fll de tampon de réaction 10X (0,5 

M Tris-HCl pH 8,0; 0,1 M MgCh; 1 M NaCl; GibcoBRL) et 0,5 ).11 (5 unités) d'enzyme 

EcoRI (GibcoBRL). Le volume du mélange réactionnel a été ajusté à 10 ).il avec de 

l'eau distillée stérile et le tout a été incubé à 37°C durant 1 heure. 

2.2.2.6 Isolement de clones positifs en vue du séquençage 

L'ADN plasmidique des clones choisis a été isolé par une technique de lyse 

alcaline avec la trousse "High Pure Plasmid Isolation Kit" (Roche) selon la méthode 

décrite par le manufacturier. Les colonies recombinantes ont été ensemencées dans 1.5 

ml de milieu nutritif LB à un pH de 7 (l% tryptone (Difco), 0,5% d'extrait de levure 

(Difco) et 1% de NaCI (Difco)) comprenant 50 flg/ml de kanamycine (Boehringer 

Mannheim). Après une incubation à 37°C durant 18 heures sous agitation de 250 r.p.m., 

les cultures bactériennes ont été centrifugées à 12 000 x g durant 2 minutes. Les culots 

bactériens ont été resuspendus dans un volume de 250 fll d'une solution composée de 
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100 Jlg/ml de RNase A, 50 mM de Tris-HCI et 10 mM d'EDTA à un pH de 8.0. Les 

parois bactériennes ont été brisées en présence de 250 Jll d'une solution de lyse (0,2 M 

de NaOH et 1% de SDS). Un volume de 350 Jll d'une solution comprenant 4 M 

d'hydrochloride de guanidine et 0,5 M d'acétate de potassium à pH 4,2 a ensuite été 

ajouté au mélange réactionnel. Les tubes ont alors été mélangés par inversion et incubés 

sur glace pour 5 minutes avant d'être centrifugés à 13 000 x g durant 10 minutes. Les 

sumageants contenant l'ADN plasmidique ont été récupérés et transférés dans des tubes 

comprenant un filtre composé d'une résine de fibres de verre. Ces tubes ont été insérés 

dans des contenants collecteurs de polypropylène de 2 ml et centrifugés à 13 000 x g 

durant 40 secondes. La résine ayant fixé l'ADN a été lavée avec 700 Jll d'une solution 

composée de 20 mM de NaCl, 80% éthanol (v/v) et 2 mM de Tris-HCl à pH 7,5. Une 

centrifugation à 13 000 x g durant 40 secondes a permis d'éliminer le tampon de lavage. 

L'ADN purifié a été élué dans un tube eppendorf avec 100 Jll de TE (10 mM Tris-HCl 

et 1 mM d'EDTA, pH 8,5) par centrifugation à 13 000 x g durant 30 secondes. La 

qualité et la quantité de l'ADN ont été évaluées par électrophorèse en gel d'agarose. 

2.2.3 Séquençage des plasmides recombinants 

Le séquençage de l'ADN plasmidique a été réalisé à l'aide d'un séquenceur 

automatique "ALF" (Automated Laser Fluorescent DNA sequencer; Pharmacia 

Biotech) selon la méthode de Sanger et collaborateurs (1977). Cette technique est basée 

sur l'ajout de didéoxynucléotides avec l'ADN polymérase du phage T7 (Pharmacia 

Biotech) pour la synthèse de la chaîne d'ADN. L'amorce universelle sens (5'

GT AAAACGACGGCCAG-3'), située en amont du site de restriction Eco RI du vecteur 

pCR®2.1, ainsi que l'amorce anti-sens M13 (5'-CAGGAAACAGCTATGA-3'), située 

en aval, ont été utilisées pour le séquençage. Plusieurs amorces internes 

supplémentaires sens et anti-sens, dessinées à partir des séquences obtenues avec les 

amorces universelle et M13, ont également été utilisées afin de compléter la séquence 

du gène enhancin de ChfuGV (Figure 2). 
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L'analyse des séquences, la traduction en acides aminés ainsi que la comparaison de 

cette séquence avec les gènes enhancin déjà publiés ont été effectuées à l'aide du 

logiciel "Geneworks 2.4" (Intelligenetics lnc., Mountain View, CA,USA). 

2.3 Amplification, clonage et séquençage du gène egt de ChfuGV 

2.3.1 Amplification par PCR de l'egt de ChfuGV 

L'amplification par PCR du gène egt de ChfuGV a été effectuée grâce au 

séquençage préalable de l'ORF 891 situé en amont de l'egt. Bah et collaborateurs (1999) 

avaient proposé la présence, en sens inverse de l'ORF 891, du début d'un gène ayant des 

similarités avec l'egt de LaolGV. L'ORF 891 avait été séquençé à l'aide d'un clone 

provenant de la génothèque BamHl du ChfuGV. Lors de ce projet, une amorce sens, 

egtF1s, a été dessinée à partir de la séquence inverse et complémentaire du promoteur 

de l'ORF 891 (Figure 4). À chaque séquence obtenue, une nouvelle amorce était 

dessinée afin de continuer le séquençage du gène egt putatif à partir du clone. Les 

amorces sens egtF2s et egtF3s et anti-sens egtRls, egtR2s et egtR3s ont été utilisées 

pour le séquençage du brin positif et négatif de l'egt putatif (Figure 4). Les séquences 

obtenues ont permis de dessiner les amorces EXPF et EXPR en vue de l'amplification 

par PCR du gène egt à partir du génome complet du ChfuGV (Figure 4). De plus, ces 

amorces comprennent les sites de restriction Ndei (EXPF) et Smai (EXPR) en vue du 

clonage éventuel de l'egt de ChfuGV dans le vecteur d'expression, Impact™T7 

(Biolabs® Inc., New England). 

Le gène egt a été amplifié par PCR dans un volume final de réaction de 50 J..ll 

comprenant 13 ng d'ADN génomique de ChfuGV, 5 J..ll de tampon lOX (200 mM Tris

HCl pH 8.4 et 500 mM KCl, Gibco BRL), 1.5 J..lll.S mM MgCh (Gibco-BRL), 1 J..ll 0.2 

mM dNTP (Gibco-BRL), 2 J..ll de l'amorce sens (EXPF) 50 pmol/~.tl et 2 J.d de l'amorce 

anti-sens (EXPR) 50 pmol/j.!l. Le volume réactionnel a été complété à 50 J..ll avec de 

l'eau distillée stérile. Les témoins positifs et négatifs comprenaient les réactifs décrits 

précédemment à l'exception de l'ADN, qui a été remplacé par 3 ng d'ADN du 
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Figure 4: Amorces oligonucléotidiques utilisées pour l'amplification et le 
séquençage de l'egt de ChfuGV 

Les amorces oligonucléotidiques sens et anti-sens utilisées pour 

l'amplification ou le séquençage de l'egt de ChfuGV sont représentées par 

des flèches bleues et vertes respectivement. La première amorce, à être 

synthétisée (egtFls) fut dessinée à partir de la séquence du promoteur de 

l'ORF 891 du ChfuGV. 

Les amorces oligonucléotidiques utilisées pour le séquençage de I'egt à 

partir de la génothèque BamH 1 de ChfuGV sont identifiées egtF 1 s, 

egtF2s, egtF3s, egtRis, egtR2s et egtR3s. Les amorces 

oligonucléotidiques utilisées pour l'amplification de l'egt sont identifiées 

EXPF et EXPR. 



BamHI 

..... 5'-GTITGGAGACCGCACITGTA-3' 

MMNt' S'-CCGAGGCATATGITCGTGCAACT AATACTC-3' 

S'-GTIT AACCCTAGCAGTGTITG-3' 

S'-GTGGTGCCCGOGATATITAITATITCTCAACAC-3' ti\lijfl 

5'-CAAATITCGTCCATAGC-3' -~
S'-GGGTGTGCGATACAAATG-3' ~Q· 

BamHI 
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clone provenant de la génothèque BamHl de ChfuGV (clone #606) ou 30 ng d'ADN de 

sperme de hareng, respectivement. 

Les tubes ont été déposés dans le support du thennocycleur PerkinElmer cetus 

9600 et un départ à chaud a été effectué à 94°C durant 7 minutes. Une unité de Taq 

polymérase a ensuite été ajoutée au mélange (Gibco-BRL). Les tubes ont alors été 

soumis à 35 cycles d'amplification. Chaque cycle était défini par une dénaturation de 

l'ADN génomique à 94°C durant 45 secondes, l'appariement des amorces à 57°C 

durant 45 secondes et l'élongation de l'ADN à 72°C durant 45 secondes. À la fin des 35 

cycles, une élongation supplémentaire a été effectuée à 72°C durant 10 minutes. Les 

produits d'amplification ont été analysés par électrophorèse en gel d'agarose et purifiés 

avec la trousse "gene clean" (Bio/can Scientific) selon les recommandations du 

manufacturier. 

2.3.2 Clonage de l'egt de ChfuGV dans le vecteur pCR®2.1 

Des teclmiques similaires à celles utilisées lors du clonage de l'enhancin ont été 

employées. Une ligation dans le vecteur de séquençage pCR®2.1 (voir section 2.2.2.1) 

et une transformation bactérienne (2.2.2.2) ont été effectuées avec les produits 

d'amplification. À la suite de la teclmique de transformation bactérienne, les plasmides 

recombinants ont ét~ extraits des colonies recombinantes blanches. 

2.3.2.1 Extraction des plasmides recombinants 

Une extraction plasmidique ultra-rapide par lyse alcaline a été effectuée à l'aide 

de la teclmique décrite par Cormack et Somssich (1997). Les colonies blanches ont été 

repiquées dans 3 ml de milieu nutritif LB (1% tryptone (Difco), 0,5% d'extrait de levure 

(Difco) et 1% de NaCI (Difco) à un pH de 7) contenant 50 J..lg/ml de kanamycine 

(Boehringer Mannheim) et incubées à 37°C sous agitation à 250 r.p.m. durant 18 

heures. Un volume de 0,2 ml des suspensions bactériennes a été transféré dans des 
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tubes contenant 0,2 ml d'une solution de lyse constituée de 1% de SDS (GibcoBRL) et 

0,2 N de NaOH (Fisher Scientifique). Afin de précipiter l'ADN plasmidique, 0,2 ml 

d'une solution d'acétate de potassium (Fisher Scientifique) 3 M à pH 5,5 a été ajoutée 

au mélange réactionnel. Les tubes ont alors été mélangés par inversion et une 

centrifugation à 14 000 x g a été effectuée durant 2 minutes dans le but d'éliminer les 

débris cellulaires. Les sumageants contenant l'ADN plasmidique ont alors été mélangés 

avec un volume de 0,5 ml d'isopropanol 100 % avant d'être centrifugés à 14 000 x g 

durant 1 minute. Les culots comprenant l'ADN plasmidique ont été dissous dans 50 J.!.l 

d'une solution TE (10 mM de Tris-HCI à pH de 8,0 (GibcoBRL), 1 mM d'EDTA 

(Mallinckrodt) et 10 J.tg/ml de ribonucléase pancréatique A (Boehringer Mannheim)). 

Les tubes ont été conservés à 4°C jusqu'à la digestion enzymatique. 

2.3.2.2 Digestions enzymatiques des colonies recombinantes 

Une digestion enzymatique avec les enzymes de restriction Ndei et Smai a été 

effectuée sur les plasmides recombinants dans le but de vérifier la présence des inserts. 

Un volume de 2 J.tl d'ADN plasmidique a été ajouté à 1 J.tl de tampon lOX (100 mM 

Tris-acétate, pH 7,5, 100 mM d'acétate de magnésium et 500 mM d'acétate de 

potassium (Pharmacia), 0,5 J.tl (5 unités) d'enzyme de restriction Ndel, 0,5 J.tl (5 unités) 

d'enzyme de restriction Smal (4 unités) et 4 J.tl d'eau distillée stérile. Le mélange 

réactionnel a été incubé à 37°C durant 1 heure. 

2.3.3 Purification des colonies positives et séquençage 

Deux clones provenant de réactions d'amplification différentes ont été choisis 

pour le séquençage. L'ADN plasmidique a alors été purifié par une technique de lyse 

alcaline avec la trousse "High Pure Plasmid Isolation Kit" (Roche) selon la méthode 

décrite à la section 2.2.2.6. La composition en nucléotides de l'ADN plasmidique a été 

révélée à l'aide d'un séquenceur automatique "ABI PRISM 310 Genetic Analyser 
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(Perkin Elmer)" selon la méthode de Sanger et collaborateurs (1977). Cette technique 

est basée sur l'ajout de didéoxynucléotides avec la Taq polymérase pour la synthèse de 

la chaîne d'ADN. Les amorces anti-sens M13 et universelle du vecteur pCR®2.1 ainsi 

que les amorces internes sens egtF2s, egtF3s et anti-sens egtRls, egtR2s ont été 

utilisées pour le séquençage du gène egt de ChfuGV. Ces amorces sont les mêmes que 

celles utilisées lors du séquençage de l'egt à partir de la génothèque BamHI de ChfuGV 

(voir section 2.3.1). 
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3.1 Production virale et extraction de l'ADN 

La production du virus in vivo a permis d'obtenir des concentrations de 10
11 

granules/ml. Un volume de 300 J.ll de cette suspension purifiée a généré des 

concentrations d'ADN génomique viral variant entre 100 et 300 ng/J.ll. 

3.2 Caractérisation moléculaire du gène enha~zcin 

Amplification par PCR: Les paires d'amorces enhl F et enhl R, enh2F et 

enh2R ainsi que enh3F et enh3R ont permis l'amplification des fragments 1 (756 pb), 2 

(1133 pb) et 3 (1101 pb) couvrant l'ensemble du gène enhancin de ChfuGV (Figure 5). 

L'utilisation des mêmes paires d'amorces a permis d'amplifier des fragments similaires 

en utilisant comme ADN matrice le génome de TnGV. Les conditions de PCR 

excessive utilisées sont possiblement reliées au nombre restreint de virus ChfuGV 

possédant le gène enhancin. En fait, il est possible que 2 ou plusieurs souches de virus 

ChfuGV soient présentes dans la préparation virale. 

Clonage et séquençage: Trois clones recombinants correspondant aux 

fragments de 756 pb, 1133 pb et 1101 pb ont été séquencés afin de couvrir 

complètement le gène enhancin de ChfuGV (Figures 6 et 7). La séquence 

nucléotidiques du gène enhancin de ChfuGV comprend un cadre de lecture de 2703 

bases codant pour une protéine de 901 acides aminés et d'un poids moléculaire prédit 

d'environ 100 kDa (Figure 7). Ces données correspondent à la longueur et au poids de 

l'enhancin de TnGV (Hashimoto et al., 1991). Un pourcentage de 47 % de GC est 

observé dans la séquence en nucléotides. La protéine enhancin de ChfuGV est 

relativement abondante en résidus non polaires tels des leucines (9,41 %) et des valines 

(8,42 %), et en résidus polaires non chargés tels des asparagines (7,86 %) et des 

thréonines (6,20 %). Ces données sont similaires à celles publiées par Hashimoto et 

collaborateurs (1991) au sujet de l'enhancin de TnGV. 
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Comparaison des séquences des gènes e111taucbt et de leurs protéines 

déduites chez les baculovirus: Les séquences déduites en acides aminés à partir des 

séquences nucléotidiques des gènes enhancin des granulovirus varient entre 898 et 901 

acides aminés. La séquence correspondante chez le nucléopolyhédrovirus de L. dispar 

est de 782 acides aminés (Tableau 1). Les études comparatives des séquences en acides 

nucléiques et en acides aminés des enhancin de ChfuGV, TnGV, PsunGV, HearGV et 

XnGV ont montré des pourcentages d'homologies variant entre 77% et 99%. Ce sont 

les séquences des gènes enhancin de ChfuGV, TnGV et PsunGV qui ont montré les 

plus grandes similarités (98 % à 99 %). Les enhancin de HearGV et de XnGV forment 

un groupe dont l'homologie est de 79% en acides aminés avec l'enhancin de ChfuGV. 

Les niveaux d'identité chutent entre 14 et 22 %lorsque les séquences des enhancin des 

granulovirus sont comparées avec celle du nucléopolyhédrovirus de L. dispar 

(Tableau 1 ). 

À l'intérieur de la séquence prédite en acides aminés de l'enhancin de ChfuGV, 

plusieurs similarités sont retrouvées avec les enhancin des autres granulovirus. Un 

motif de liaison canonique du zinc de type HEXXH est conservé en position 244 et six 

sites potentiels de N-glycosylation (NXS/T) sont retrouvés en position 65-67, 306-308, 

339-341, 540-542, 595-597 et 621-623 (Appendice A). 

Profil d'hydrophobicité de l'enhancin de ChfuGV: Le profil d'hydrophobicité 

de l'enhancin de ChfuGV a permis de déterminer 40 régions distinctes (Figure 8). À 

l'exception des régions 7, 8, 13, 18 et 30, les profils d'hydrophobicité sont conservés 

chez les enhancin des granulovirus. Cependant, l'enhancin de LdMNPV présente 

plusieurs différences (Figure 8). 

Arbre phylogénétique: Un arbre phylogénétique a été généré en comparant les 

6 séquences déduites en acides aminés à partir des séquences nucléotidiques des 

enhancin de ChfuGV, TnGV, PsunGV, HearGV, XnGV et LdMNPV. Cet arbre 

comprend trois branches, l'une regroupant les séquences des enhancin de ChfuGV, 

PsunGV et TnGV, l'autre, les enhancin de HearGV et de XnGV et la dernière 
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comprenant l'enhancin de LdMNPV (Figure 9). Ces données ont permis de suggérer le 

niveau de parenté entre les différents virus. Le ChfuGV, PsunGV et le TnGV sont 

apparemment plus rapprochés phylogénétiquement que le HearGV et le XnGV. De 

plus, les différences majeures retrouvées entre les séquences des enhancin des 

granulovirus et celle de LdMNPV suggèrent un éloignement phylogénétique plus 

important de ce dernier avec les granulovirus. 
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Figure 5: Amplification par PCR des 3 fragments couvrant l'ensemble du 
gène e~thancin de ChfuGV 

A: Fragment 1 

a: amplification du fragment 1 de l'enhancin de ChfuGV (756 pb) 

b: témoin négatif 

c: amplification du fragment 1 de l'enhancin de TnGV; témoin positif 

rn: marqueur de poids moléculaire 1 kb 

B: Fragment 2 

e: amplification du fragment 2 de l'enhancin de ChfuGV (1133 pb) 

f: témoin négatif 

g: amplification du fragment 2 de l'enhancin de TnGV; témoin positif 

rn: marqueur de poids moléculaire 1 kb 

C: Fragment 3 

i: amplifications du fragment 3 de l'enhancin de ChfuGV (1101 pb) 

j: témoin négatif 

k: amplification du fragment 3 de l'enhancin de TnGV; témoin positif 

rn: marqueur de poids moléculaire 1 kb 
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Figure 6: Sélection de plasmides comprenant le fragment 1, 2 ou 3 du gène 
enlta~tcilz de ChfuGV 

A: Fragment 1 
a: clone positif digéré par EcoR1 libérant l'insert de 756 pb correspondant 

au fragment 1 de l'enhancin de ChfuGV 

rn: marqueur de poids moléculaire 1 kb 

8: Fragment 2 

b: clone positif digéré par EcoRI libérant l'insert de 1133 pb correspondant 

au fragment 2 de l'enhancin de ChfuGV 

rn: marqueur de poids moléculaire 1 kb 

C: Fragment 3 

c: clone positif digéré par EcoRI libérant l'insert de 1101 pb correspondant 

au fragment 3 de l'enhancin de ChfuGV 

rn: marqueur de poids moléculaire 1 kb 
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Figure 7: Séquence nucléotidique et en acides aminés déduits du gène 
codant pour la protéine enhancin du ChfuGV 

Rouge: Codons d'initiation (ATG) et de terminaison (TAA) 

Italique: Régions 5' et 3' non-codantes 

Bleu: Motif de liaison canonique du zinc 

Orange: Cystéines conservées chez les enhancin de baculovirus 

Vert: Sites possibles de N-glycosylation conservés chez les enhancin de 
baculovirus 



GCAGCCGAATTCTGCATTAATTATAAGACTATG 

ATGTCGTACAAAGTGATTGTACCCGCTACCGTGCTACCGCCGTGGCTCAGAGTCGGTGAGAATTGGATAT 70 
M S Y K V I V P A T V L P P W L R V G E N W I F 24 

TCGCAAGACACAGACGCACCGAGGTGGGAGTCGTTCTACCGGCGAACACGAAATTTCGTGTACGAGCAGA 140 
A R H R R T E V G V V L P A N T K F R V R A D 47 

TTTCTCTAGGGCGGGCTTCACCCGACCCGTAATAGTGCGCCTCTTGAACAACAACCGTAGCACTGAACGA 210 
F S R A G F T R P V I V R L L N N N R S T E R 70 

GAAATCAACTTGAACAACGACCAATGGATGGAGGTGGAGCATGCCCACGAGAGTGTGCCGTTTGTCGATT 280 
E I N L N N D Q W M E V E H A H E S V P F V D W 94 

GGCCGGTGGACGAAAGGAACACTATGGTCGAAGTGTATTTTGAAATCGACGGACCACACATACCGCTACC 350 
P V D E R N T M V E V Y F E I D G P H I P L P 117 

CGTGTACGTGTTCAACACGAGACCCGTCGAACACTTTAAGAGCGAGTATCGCCAAAGTTCGTCTGGCTAC 420 
V Y V F N T R P V E H F K S E Y R Q S S S G Y 140 

TGCTTTCTATATTTGGACCTGGTCTGTATGTTGGTACCGCCCGCTAGCAAAAACGCTTTATTGGACGTGA 490 
~ F L Y L D L V Q M L V P P A S K N A L L D V N 164 

ACATTTTCGAGCTTCATCAATTTTATAACGAAATCATTAATTACTATGATGACCTGTGCGGCTTGGTCGA 560 
I F E L H Q F Y N E I I N Y Y D D L ~ G L V E 187 

GGATCCATACGCAGACACTGTCGATTCGAATTTACCCAACAAGGCTGCTTTCGTGAAAGCTGATGCTGGC 630 
D P Y A D T V D S N L P N K A A F V K A D A G 210 

GGTCCGGGTGGTGCGTATTATGGACCATTTTGGACGGCACCGGCGAGCTCAAACCTTGGTGATTACCTCA 700 
G P G G A Y Y G P F W T A P A S S N L G D Y L R 234 

GAATATCGCCGACCAACTGGATGGTAATTCACGAGCTGGGTCATGCATACGATTTTGTGTTTACCGTCAA 770 
I S P T N W M V I A Y D F V F T V N 257 

CACTATACTCATTGAAATTTGGAACAACTCTTTATGCGATCGCATCCAATACAAGTGGATGAACAAAACC 840 
T I L I E I W N N S L ~ D R I Q Y K W M N K T 280 

AAAAGACAACAACTGGCTCGCGTCTATGAAAATAGACGACCGCAGAAAGAGGCGACCATTCAGGCGCTGA 910 
K R Q Q L A R V Y E N R R P Q K E A T I Q A L I 304 

TCGACAATAACAGCCCGTTCGATAATTGGGGCTTTTTTGAGAGGCTGATAATATTCACGTGGCTGTACAA 980 
D N N S P F D N W G F F E R L I I F T W L Y N 327 

CCCGCAAAGAGGACTAGACACATTGCGTAACATCAACCATTCGTACAGGGTGCACGCCACCCGCAACTCT 1050 
P Q R G L D T L R N I N H S Y R V H A T R N S 350 

TCTATACCGTACCCGCAAATATGGTCATGGCTAACGACTTCTGCTTACGACAACTTTTGGTTATATTTTA 1120 
S I P Y P Q I W S W L T T S A Y D N F W L Y F N 374 

ATTTGGTAGGCGTGTACCCGGCAGACTTTTACGTAAACGAACACAACAAAGTTGTTCATTTCAATCTACA 1190 
L V G V Y P A D F Y V N E H N K V V H F N L H 397 

CTTAAGAGCTCTGGCGTTGGGGCAGAGTGCGCGTTATCCCATTAAATATATAATTACAGACTTTGATCTG 1260 
L R A L A L G Q S A R Y P I K Y I I T D F D L 420 

TGGAGCAAAAACTACGACATTAAACAGTATTTAGAGAGTAATTTCGATCTGGTTATACCAGAAGAATTGC 1330 
W S K N Y D I K Q Y L E S N F D L V I P E E L R 444 

GGCAGACCGATTTGTTGGCAGACGTGAGGGTGGTTTGTGTGATTGACGATCCGTCGCAGATTGTGGGCGA 1400 
Q T D L L A D V R V V ~ V I D D P S Q I V G E 467 



ACCGTTTAGCGTGTACGACGGTAACGAGCGAGTGTTCGAGAGTACGGTGGCCACGGACAGAAACATGTAT 1470 
P F S V Y D G N E R V F E S T V A T D R N M Y 490 

CTGGTGGGCGTGGGTCCGGGAGTGTACACGTTGCGTGCGCCACGCGGCAAAAACAAACGCTACAAACTCC 1540 
L V G V G P G V Y T L R A P R G K N K R Y K L H 514 

ATTTGGCACATTCGCCCAGAGAGCCCGTTCATCCGGCCAACGACCACATGTATCTGCTCGTGACGTATCC 1610 
L A H s P R E P V H P A N D H M Y L L V T Y P 537 

CTACTACAATCAAACGTTGACATACACACCGAACGTAAATTCTGACCTAGCCGTCGACATGGCTCATTTG 1680 
Y Y N Q T L T Y T P N V N S D L A V D M A H L 560 

TTCGGCAGCAACGATCGTAGGTATGTAGCCACGATATATTTCAATCCATTCGAACAAACAGTCACCGTAC 1750 
F G S N D R R Y V A T I Y F N P F E Q T V T V H 584 

ATCTAAACAATATTCGTGCCGGTCGTGAAAACAACACTACCCTGTACTTTGAAATGGTAATTAGCAACCC 1820 
L N N I R A G R E N N T T L Y F E M V I S N P 607 

GTTCAACGGGCAGAGCCAAACTTTCACTATACTCGAAGACAATCCCACTTTACGACAAGGCTACTACAAA 1890 
F N G Q S Q T F T I L E D N P T L R Q G Y Y K 630 

TTTGACGCGGTCACGTACAGCTCCATAAGGCTGAATATGAGCGTCGCGGGTCGGCTATTATTTGGCGATA 1960 
F D A V T Y S S I R L N M S V A G R L L F G D T 654 

CATTTTTGCCGGAGGGTACCACCACGCTGACCATGTTCCCAAATCAAGTACTTGAGCCCAATTTGTTTCC 2030 
F L P E G T T T L T M F P N Q V L E P N L F P 677 

AGACGGTTCCGCCTTGAATAGGACATTGGCACGACTAAGAGAACAGGCCGCCTTCCTAGATAATTATTCA 2100 
D G S A L N R T L A R L R E Q A A F L D N Y S 700 

CAACTTATGTATATTGAAAACGAGTTGCGCGACAGCATTTATTTGGCCTCCCAGTTGGTAGATCCTGCGT 2170 
Q L M Y I E N E L R D S I Y L A S Q L V D P A S 724 

CAGACGAATTTGTAAAGTATTATCCAGACTACTTCAGAGATCCGCACACGTACGTGTACCTGTTTCGTTT 2240 
D E F V K Y Y P D Y F R D P H T Y V Y L F R F 747 

CAGAGGTCTGGGTGATTTCGTGTTATTAGACTTGCAGATTGTACCATTGCTAAATTTGGCCACTGTACGT 2310 
R G L G D F V L L D L Q I V P L L N L A T V R 770 

ATAGCCAACATCCAAAACGGTCCCCACTCGTACTTCGATACTTTGTATTTTAAAGTGGGGTTGCGCGACA 2380 
I A N I Q N G P H S Y F D T L Y F K V G L R D T 794 

CAAACGGTGCGATTGTGTTTTCGTGTTCGCGCCGTGGCAACGAGCCGACGACACCCGAACACCATAAATT 2450 
N G A I V F S C S R R G N E P T T P E H H K F 817 

TGAAGTGTACAGTGGTTACACCGTAGAATTGTTCATGCGGGAACCCGGTAATCGATTACAATTGATTGTG 2520 
E V Y S G Y T V E L F M R E P G N R L Q L I V 840 

AACAAAATGCTTGACACAGCGTTGCCGTCTACTCAAAACATTTTCGCTCGCATCACCGACACTCAATTAG 2590 
N K M L D T A L P S T Q N I F A R I T D T Q L V 864 

TGGTGGGGGATACGAGCATTGAAGATAACCTTGTAACGAGTATTAATGTAGATTGTGGCGACGACGACAA 2660 
V G D T S I E D N L V T S I N V D S G D D D N 887 

CCAAAAGATAAGAGTTGTGGAAACGTTAAAAATGATAGCGTTC~TAACGTTCAACAGTCAGTTATCGA 2730 
Q K I R V V E T L K M I A F 901 

CTGTCTAGAGGCTGC 2745 
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Figure 8: Profils d'hydrophobicité des séquences en acides aminés des gènes 
eJtltaJtcill des baculovirus selon Kyte et Doolittle 

Les valeurs indiquées en abscisse représentent la position des acides 

aminés dans les différentes séquences des enhancin de ChfuGV, TnGV, 

PsunGV, HearGV, XnGV1 et LdMNPV. 

1
: ORF 154 
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Figure 9: Arbre phylogénique généré à partir des séquences déduites en acides 
aminés des enbancin des baculovirus 

La longueur des lignes horizontales reliant une séquence à une autre indique 

la distance génétique estimée entre ces deux séquences (Neim, 1987). 



HearGV 

XnGV 

.- PsunGV 

'-- ChfuGV 

._ TnGV 

LdMNPV 



Tableau 1: Comparaison des séquences en nucléotides (nt) et déduites en acides aminés (aa) des gènes enhancin 
des baculovirus 

Nombre d'aa 901 901 901 902 898 

% nt• VIS% aa• %nt %aa %nt %aa %nt %aa %nt %aa %nt 

ChfuGV 99 98 99 98 77 79 78 79 * 
PsunGV 99 98 72 77 78 77 * 
TnGV 77 76 78 79 * 

HearGV 84 87 * 
XnGV * 

LdMNPV 

1
: ORF 154 de XnGV 

782 

%aa 

22 

22 

22 

25 

14 

*Les séquences nucléotidiques des enhancin de GV étaient trop différentes de la séquence d'enhancin de LdMNPV pour qu'il soit possible de les comparer. 
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3.3. Caractérisation moléculaire du gène egt du ChfuGV 

Amplification par PCR: Les amorces EXPF et EXPR ont perm1s 

l'amplification d'un fragment de 1344 pb à partir de l'ADN génomique du ChfuGV 

correspondant à la longueur attendue du gène egt de ChfuGV (Figure 1 0). 

L'amplification à partir d'un clone de la génothèque BamH1 a permis d'amplifier un 

fragment de grandeur comparable au gène egt provenant de l'ADN génomique. 

Clonage et séquençage: Le séquençage des clones positifs a permis de 

déterminer les caractéristiques de l'egt de ChfuGV qui possède un cadre de lecture de 

1344 bases codant pour une protéine prédite de 448 acides aminés et d'un poids 

moléculaire prédit d'environ 50 kDa (Figures 11 et 12). Un pourcentage de 35% de OC 

est observé au niveau de la séquence nucléotidique. Les acides aminés prédominants 

dans la séquence en acides aminés sont des valines à 11,38%, des leucines à 9,42%, des 

asparagines à 9,15%, des isoleucines à 8,26% et des lysines à 6,20%. La séquence du 

gène egt de ChfuGV possède 7 sites possibles de N-glycosylation (N-X-Sff). Le site 

possible de N-glycosylation en position 99 est cor:servé dans les séquences en 

nucléotides de tous les egt de baculovirus. Un signal peptidique de 17 acides aminés est 

retrouvé au niveau de la région aminée de la séquence prédite en acides aminés de l'egt 

deChfuGV. 

Comparaison des séquences des gènes egt chez les granulovirus: La région 

promotrice du gène de l'egt de ChfuGV possède trois motifs de boîtes TATA aux 

positions - 38, - 72 et - 77 de la séquence nucléotidique (Figure 12). La majorité des 

séquences des gènes egt possèdent un motif de boîte TATA et/ou un motif CAGT 

associé aux promoteurs précoces des protéines des baculovirus (Tableau 2). Le nombre 

d'acides aminés déduits des séquences des gènes egt est de 448 pour le ChfuGV et de 

460 pour le LaolGV. Pour ce qui est des NPV, le nombre d'acides aminés déduits des 

séquences des gènes egt varient entre 489 à 560 acides aminés (Tableau 3). La 
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comparaison des séquences prédites en acides aminés entre les gènes egt de ChfuGV et 

de LaolGV montre une homologie de 52% alors que les pourcentages d'homologie 

retrouvés avec les séquences des egt de NPV varient entre 30% et 36%. Les 

comparaisons effectuées entre les egt de NPV varient entre 35% et 99% (Tableau 3). 

L'alignement de toutes les séquences d'egt répertoriés permet de distinguer huit régions 

homologues où les similarités sont plus importantes (Appendice B, Tableau 4). 

Un alignement des egt de baculovirus avec plusieurs UDP

glucuronosyltransférases de poisson (Pleuronectes platessa, Leaver, 1999) ou de 

mammifères (le rat, Rattus rattus, Lazard et al., 1991, Rattus norvegius, Coffinan et al., 

1995; la souris, Mus musculus, Koiwai et al., 1995; le lapin, Oryctolagus cuniculus, 

Tukey et al., 1996; le bovin, Bos taurus, Yokota, 1997; le chat, Felis catus, Yokota, 

1998; le mouton, Ovis aries, Kobayashi et al., 1999; le macaque, Macacafascicu/aris, 

Belanger et al., 1999 et l'homme, Homo sapiens, Erps et al., 1994) a permis de montrer 

des homologies au niveau des séquences en acides aminés. Trente-quatre acides aminés 

sont positiormés de façon identique dans 77 % des séquences étudiées des UDP

glycosyltransférases (EGT et UDP-glucuronosyltransférases) (Figure 13). Les régions 

V, VI, VII, VIII sont celles présentant le plus de similarités. 

Arbre phylogénique: Un arbre phylogénétique a été généré après comparaison 

du gène egt du ChfuGV avec 15 gènes egt de baculovirus et 10 séquences d'UDP

glucuronosyltransférases de mammifères et de poisson (Figure 14). L'analyse de l'arbre 

phylogénique a permis de définir un lien entre les ecdystéroïdes UDP

glucosyltransférases (EGT) et les UDP-glucuronosyltransférases. Au niveau des egt, 

deux groupes sont présents soit, les egt de GV comprenant les séquences d'egt de 

LaolGV et de ChfuGV et les egt de NPV (Figure 14). 
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Figure 10: Amplification par PCR du gène egt de ChfuGV 

a: témoin négatif 

b: amplification du gène egt à partir de l'ADN génomique du ChfuGV 

c: amplification du gène egt de ChfuGV à partir d'un clone provenant de 

la génothèque BamHI de ChfuGV; témoin positif 

m: marqueurs de poids moléculaire 1 Kb 
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Figure 11: Plasmides recombinants comprenant le gène egt de ChfuGV 

rn: marqueur de poids moléculaire 1 kb 

a-b: clones positifs digérés avec l'enzyme de restriction EcoR1 
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Figure 12: Séquences nucléotidique et en acides aminés déduite du gène 
codant pour la protéine EGT du ChfuGV 

Rouge: Codons d'initiation (ATG) et de terminaison (TAA) 

Italique: Régions non-codantes 5' et 3' 

Gras: Boîtes TATA 

Ombragé: Signal peptidique 

Orange: Cystéines conservées chez les protéines EGT 

Vert: Sites possibles de N-glycosylation conservés chez les protéines EGT 

La séquence du gène egt de ChfuGV a été déposée dans "Genbank 

nucleotide sequence database" sous le numéro d'accession AF058690. 



Q I E K W L F Q T R L D I M < début de l'ORF 891 
TTGAATCTCTTTTGACAAAAATTGTGTCCTCAAATCTATCATTTTGAAAATGACCCAAAATCATCTGCGC 70 

AACAAACATT~~TTTCTGCATTTTAAACAGGTTAGTTGGCTA~CGTTGCGCTTAACTA 140 

TCACCTCATTCGTTATCATOTTCGTGCAACTAATACTCGTCGTCCTGGCGCCGTGTTTTGTTTGTTCGTC 210 
s 16 

AAATATTTTGTGTGTGTTTCCCACACCGGCGTTGAGTCATCAGTCTGTGTTTGCAGCGTACGTCGATAAG 280 
N I L f V F P T P A L S H Q S V F A A Y V D K 41 

TTAGTTATTGCTGGACACAACGTTACCGTGATCACACCTATGCCGCGTGGAGTTCAGCATGTTACGGAAA 350 
L V I A G H H V T V I T P M P R G V Q H V T E I 65 

TAGATTGTTCAACTAAAAACGTATTCGTGAATTTGGTGAAAAATTCGACATCATTGAAAAAACGAGGTCT 420 
D f S T K N V F V N L V K ~ S T S L K K R G L 88 

AGTAGCCGACGAATTGACAGTAACTGCTGAAAATTATACACCAATAATAGATATGGTGGTGGAGCAGATA 490 
V A D E L T V T A E ~ Y T P I I D M V V E Q I 111 

AAAAGTTACAATGTTACGAATTTGTTAAAAAACAAAGATAATAATTTTGATTTGGTTGTATGTGAAGCAT 560 
K S Y N V T N L L K N K D N N F D L V V C E A Y 135 

M -

ACCTTGATATAATTTTAATATTTGGTCATTTGTATCGCACACCCATAATAAAATTTTCATCCGGCTATGG 630 
L D I I L I F G H L Y R T P I I K F S S G Y G 158 

TACCAACGAAAATTTTAAAACAATGAACGCGGATGTGAAATACAATTCGGTGGTGTATCCCAACCTGTGG 700 
T N E N F K T M N A D V K Y N S V V Y P N L W 181 

CGGTCAAACTTTTCAAATGAAAATATTGAACAAGCGCTGAATACCGAATGGCAAAAGTTGAAACAAATAC 770 
R S ~ F S N E N I E Q A L N T E W Q K L K Q I Q 205 

AGAATATTCGATTACAAAAATTGTTTGGAGACCGCACTTCTACTATTTCTGTAATGCAGCAAAGTGTGAA 840 
N I R L Q K L F G D R T S T I S V M Q Q S V K 228 

ATTGTTATTTGTCAATGTACCCCACGTGTTTGACAGCGACAGACCTGTTGGCGAAAACGTGCAATATTTG 910 
L L F V N V P H V F D S D R P V G E N V Q Y L 251 

GGTGGTATTCATTTAAAAAAACCACGACCGGTGCGCGATATAAAATTAATAGAATTTTTGAATCAAAAAA 980 
G G I H L K K P R P V R D I K L I E F L N Q K T 275 

CGAATATAATTTATGTTAGCTTTGGATCTATTTTGGACGCCGCTGCTATGGACGAAAGTTTGTTGACAGA 1050 
N I I Y V S F G S I L D A A A M D E S L L T E 298 

ATTTGTGAAAGTGTTTACTAAATTTAATGTGCTGTGGAAGATAGACAATGTTGTTAGTTCAAAATTCAAT 1120 
F v K v F T K F N v L w K I D N v v s s K F M 321 

TTATCCGATAATATTTTGACTAGAAATTGGTTTCCTCAAAGAGATATTTTAAATCATCCCAATGTAAAAT 1190 
L S D N I L T R N W F P Q R D I L N H P N V K L 345 

TATTTATAACACAAGGAGGTGTTCAATCTGTGGACGAAGCTGTCGATAGCGAAATACCGCTTATTTGTAT 1260 
F I T Q G G V Q S V D E A V D S E I P L I C I 368 

TCCAATGGTTGGGGATCAATTTGTCAATTGTCGTAGAATAGATCAATTAAATATTGGTGTGGTCGTAAAT 1330 
P M V G D Q F V N f R R I D Q L N I G V V V N 391 

ATTTTAAAGTTAGAAAGCGAAAATTTGTATAAAAAAATTAACGACGTAATGAACGATACTACTATTGTGG 1400 
I L K L E S E N L Y K K I N D V M ~ D T T I V D 415 

ATAAAATTCACGCTTTAAAGAAAAATATTCACGACGCACCTATGAAACCATTGCATAAAGCTTTGTGGTA 1470 
K I H A L K K N I H D A P M K P L H K A L W Y 438 

TACCCAAAAAGTGTTGAGAAATAATAAATATTGATTTATAAAATAGTGTTTTATTTAAATTTTGTTTTGT 1540 
T Q K V L R N N K Y - 448 

TTTTACGATACCTTAAAACAATAGCGATTATTATTAGAGTCCCCAATACAAACACTGCTAGGGTTAAACA 1610 



Tableau l: Comparaison des promoteurs des différents gènes egt répertoriés. 

Gènes egt Motifs de promoteurs Motifs de promoteurs 
précoces tardifs 

ChfuGV TATA (4 fois) 

LaolGV TATA (2 fois) GTAAG 

EcobNPV TATA,CAGT 

BusuNPV TATA (4 fois) 

LdMNPV GTAAG 

MbMNPV TATA 

EppoNPV TATA (2 fois) 

Cf'.MNPV(DEF) TATA 

OpMNPV TATA 

Cf'.MNPV CAGT 

BmNPV TATA (2 fois), CAGT 

AcMNPV TATA, CAGT 

HzNPV CAGT, TATA ATAAG 

HearNPV TATA (2 fois) ATAAG 



Tableau 3: Comparaison des séquences déduites en acides aminés (aa) des gènes egt des baculovirus 

1 Nombre d'aa 1 448 460 515 515 506 509 520 515 492 560 513 506 528 493 489 491 1 

ChfuGV 

LaoiGV 

HearNPV 

HzNPV 

AcMNPV 

SpltNPV 

EcobNPV 

SpliNPV 

EppoNPV 

LdMNPV 

BusuNPV 

BmNPV 

MbMNPV 

CfMNPV(DEF) 

OpMNPV 

CtMNPV 

52 36 

38 

36 

38 

99 

36 

35 

42 

43 

34 

40 

48 

48 

39 

33 

33 

50 

50 

42 

45 

33 

37 

33 

36 

47 40 

47 40 

39 63 

87 39 

45 40 

37 

32 

34 

44 

44 

36 

40 

44 

41 

37 

32 

36 

53 

53 

44 

49 

60 

49 

49 

44 

32 

36 

32 

35 

42 48 

42 48 

95 45 

39 45 

41 53 

38 45 

38 45 

36 45 

43 56 

45 

32 

35 

31 

33 

30 

33 

40 37 37 

40 38 37 

41 58 60 

39 38 36 

38 30 36 

38 37 35 

38 37 71 

38 39 29 

41 

60 

41 

40 

57 

42 

74 

33 

59 

43 

73 

80 



Tableau 4: Comparaison des séquences en acides aminés du gène egt de ChfuGV avec les séquences en acides aminés des 
gènes egt des baculovirus 

Régions homologues I II III IV v VI VII VIII 

Nombre de résidus par 37 52 57 35 10 6 56 12 

région 

GV LaoiGV 76 54 54 63 60 67 64 67 

EcobNPV 46 42 42 57 60 67 52 58 

BusuNPV 57 40 44 54 60 33 55 75 

LdMNPV 59 44 47 60 60 67 50 67 

MbMNPV 54 40 51 57 70 50 46 67 

EppoNPV 57 46 47 49 70 67 52 42 

CfMNPV(DEF) 64 40 47 54 60 67 52 42 

OpMNPV 59 44 40 49 60 67 46 42 
NPV 

CfMNPV 57 40 46 54 70 67 46 42 

BmNPV 54 40 51 54 70 50 48 50 

AcMNPV 54 46 51 54 70 50 52 50 

SpltNPV 49 37 40 54 60 67 57 67 

SpliNPV 49 37 47 54 50 67 57 67 

HzNPV 51 31 49 60 50 67 54 58 

HearNPV 51 31 49 60 50 67 54 58 
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Figure 13: Comparaison des régions V, VI, VII et VIII entre les EGT et certaines 
séquences d'UDP-glucuronosyltransférases 

Les séquences montrant une homologie d'au moins 77 % sont indiquées par 

des régions ombragées. Les flèches verticales représentent 35 acides aminés 

conservés à l'intérieur de 77% des séquences d'UDP-glycosyltransférases 

(UDP-glucuronosyltransférases et les EGT). Les tirets indiquent l'insertion 

d'un espace pour maintenir l'alignement. Les chiffres romains représentent 

quatre des 8 régions conservées chez les EGT. 



ChfuGV 
LaolGV 
EcobNPV 
BusuNPV 
LdMNPV 
MbMNPV 
EppoNPV 
CfMNPV (DEF) 
OpMNPV 
CfMNPV 
BmNPV 
AcMNPV 
SpltNPV 
SpliNPV 
HzSNPV 
HearNPV 
M.musculus 
H. sapiens 
R. norvegius 
F . catus 
B. taurus 
O.aries 
O. cuniculus 
M.fascicularis 
R.rattus 
P.platessa 

QI-AP----
TI-KP----
RA-EP----
RP-DS----
QP-QN----
PP-QR----
LP-QR----
PS-HK----
APLTK----
APLTK----
TTAYAEE--
VTSVADE--
NDVDEQQ--T 
NDINEQQ--T 
INCVT--KK
INCAN--GK
INCLQ--KK
INCAG--KN
SSCKK--QG
INCQKLIQK
LHCKP--AQ
LHCKP--AK
LHCKP--AK
INCAEKKKNA 

-----v-----
----- --EFL NQ--KTNIIY VSFGSILDAA AMDESLLTEF 
-------SFM EK--HHIIVY ASFGSGIDVL NMDANLIAEF 
-LSSYVAWIL NNS-TKGAVY VSFGSTIKVA DMDYDFLQML 
-MSNYVQNFL DNS-TRGVVY VSFGSSITSK NMAPEFLSMI 
-LSEAVARFL DES- RRGVVY VSFGSGLATE DMDADMAAAL 
-MYGMVREFL DNA-TTGAIY VSFGS~SSE DMEPEFIEML 
-LQKTLERQL NAS-VNGIVY VSFGSSIDTK SIHDEFLQML 
-LDIELEKRL NAS-VNGTVY VSFGSSIDTN SIHAEFLEML 
-LDAPLERRL NES-VDGAVY VSFGSGIDTN SIHAEFLQML 
-LTAALERRL NES-VDGAIY VSFGSSIDTN SIHAEFIQML 
-LSPVIDAKM NKS-KSGAIY VSFGSSIDTK SFANEFFYML 
-LSPVINAQM NKS-KSGTIY VSFGSSIDTK SFANEFLYML 
-IDDDLAEFL ENS-TMGVVY VSFGSSVRVS DMDSNMLDVF 

·' -IDNDLAEFL ENS-TMGVVY VSLG§ SVRVS DMDSNMLNVF 
-MDYNLMQFL NNS-TNGVVY VSFGTSIRVS DMDDEFLFEF 
-MDYNLMQFL NN~-TNGVVY VSFGTSIRVS DMDDEFLFEF 
PLSQEFEAYV NASGEHGIVV FSLGSY-VSEI PEKKAM--EI 
PLSQEFEAYI NASGEHGIVV FSLGS.Y-VSEI PEKKAM--AI 
ALSQEFEAYV NASGEHGIVv FSLGSY-VSEI PEKKAM--EI 
PLSQEFEAYV NASGEHGIVV FSLGSY.VSEI PKEKAM- - EI 
VLSQEFEAYV NASGEHGiyY FSLGSY.VSEI PEQKAM--EI 
PLSEEFEAYV NASGEHGIYI FSLGSY.VSEI PEQKAM-- EI 
PLPKEMEEFV QSSGEEGVVV FSLGSY-ISNL TEERAN--VI 
PLPKEMEEFV QSSGDNGVVV FSLGSHVSNM SEERAN--VI 
PLPKEMEEFV QTSGEHGVVV FSLGSY-VKNL TEEKAN- - LI 
SLPADLEEFV QGSGDDGFII FTLGSY-LPDM PQEKAQ--HF 

t tt ttt 
---VI--- -------------VII--------

299 
304 
326 
317 
369 
335 
313 
314 
311 
313 
314 
314 
321 
324 
320 
320 
322 
323 
324 
322 
318 
321 
318 
324 
322 
324 

ChfuGV VKVFTK---F NVLWKIDNVV S-SKFNLSDN ILTRNWFPQR DI-------L 338 
LaolGV VRVFNSI-PY AVLWKvnSSI H-LKHNISSN VHTQSWFPQR DV-------t 345 
EcobNPV LRTFTKL-PY NVVWKYD- GD T-ENIHIPQN VYLQTWFDQY SL-------~ 366 . ; 

BusuNPV IETFKLV-PY DIAWKFD-IV P-EVNNLPEN VLIQDWYDQY SV-------L 357 
LdMNPV LDAFKMM-PY DVLWKHD-GR V-DGLTIPAN VFVQKWFAQF EV-------L 409 
MbMNPV LRVFEKL-PY SILWKYD-GY M-NRM--PAN VFVQSWFEQY NL- - -----rl 373 
EppoNPV VNTFTGLNNR TVLWKVDDAV V- DSIKLPPN VITQ~~NQR AV- ------L 355 
CfMNPV(DEF) LDTFAKLDNR TVLWKVDDAV A-KSVVLPRN VIAQKWFNQR AV-------L 356 
OpMNPV LDTFANLNNY TVLWKvnDAV A-ASVALPRN VLAQKWFSQT AV-------L 353 
CfMNPV LESFVQLNNY TVLWKVnDTV P-ASVKLPSN VVTQKWFD9R AV-------L 355 
BmNPV INTFKALDNY TILWKIDDEV V-KNITLPAN VITQNWFNQR AV----- --L 356 
AcMNPV INTFKTLDNY TILWKIDDEV V- KNITLPAN VITQNWFNQR AV-------L 356 
SpltNPV IETFRSI-PY RVLWKVDKSD T-IIDNLPSN VLIQR~PQR RV-------L 362 
SpliNPV VETFRSI-PY RVLWKVDKSD K-IFDNIPSN VLIQRWFPQR RV-------L 365 
HzSNPV ITAFKQL-PY NILWKTD-GM P-MEHVLPKN VLTQTWLPQH HV-------L 360 
HearNPV ITAFKQL-PY NILWKTD-GM P-MEHVLPKN VLTQTWLPQH HV-------L 360 
M.musculus AEALGRI-PQ TVLWRYTGTR P-SNLAKNTI --LVKWLPQN DL----- --L 361 
H.sapiens ADALGKI-PQ TVLWRYTGTR P-SNLANNTI --LVKWLPQN DL--- ----L 362 
R.norvegius AEALGRI-PQ TVLWRYTGTR P-SNLAKNTI --LVKWLPQN DL-------L 363 
F . catus ADALGKI-PQ TVLWRYTGTP P-PNLAKNTI --LVKWLPQN DL-------L 361 
B. taurus ADALGKI-PQ TVLWRYTGTP P- PNLAKNTK --LVKWLPQN DL-------L 357 
O.aries ADALGKI-PQ TVLWRYTGTP P-PNLAKNTK --LVKWLPQN DL-------rl 360 
O. cuniculus ASTLAQL-PQ KVLWKFDGKK P- DNLGTNTQ --LYKWIPQN DL-------L 357 
M. fasc icularis ASALAKI-PQ KVLWRFDGNK P- DTLGLNTQ --LYKWLPQN DL-------L 363 
R.rattus ASALAQI-PQ KVLWRYKGKI P-ATLGSNTR --LFDWIPQN DL-- -----L 361 
P.platessa LDAFRQI-PQ RvVWRHAGDP RCVEIRRSPT QGFTQKRQTD EVATSERTPW 373 m tt t 



ChfuGV 
LaolGV 
EcobNPV 
BusuNPV 
LdMNPV 
MbMNPV 
EppoNPV 
CfMNPV (DEF) 
OpMNPV 
CfMNPV 
BmNPV 
AcMNPV 
SpltNPV 
SpliNPV 
HzSNPV 
HearNPV 
M.rnu.sculus 
H.sapiens 
R.norvegius 
F. catus 
B. taurus 
o.aries 
O. cuniculus 
M.fascicularis 
R. rattus 
P.platessa 

ChfuGV 
LaolGV 
EcobNPV 
BusuNPV 
LdMNPV 
MbMNPV 
EppoNPV 
CfMNPV(OEF) 
OpMNPV 
CfMNPV 
BmNPV 
AcMNPV 
SpltNPV 
SpliNPV 
HzSNPV 
HearNPV 
M.musculus 
H.sapiens 
R.norvegius 
F.catus 
B. taurus 
O.aries 
O.cuniculus 

NHPNVKLFIT QGGVQSVDEA VDSEIPLICI PMVGDQFVNC RRIDQLNIGV 
NHPHIKVFIT QGGVQSTDEA VNSGVPMIGI PIMGDQFYNV RRYTELGIGE 
HHKNVKAFVT QGGVQSIDEA IDAGVPLIGL PMMGoQSFNT NKFVELEIGC 
HHVNVKVFVT QGGVQSTDEA IDALVPLVGV PMMGDQFFHT NKYAELSIGC 
QHKNVKAFVT QAGVQSTDEA VENLVPLVGV PLMGDQAFNA HRYVELGIGV 
HHKNVRAFVT QGGVQSTDEA VEAIYPMVGM PMMGDQAYNM NKIVELGLGK 
HHKNTVAFVT QGGLQSSDEA LHAQVPMVCL PMMGDQFHHA NKLQEFKVAR 
NHRNVVAFVT QGGLQSSDEA LHARVPMVCL PMMGDQFHHS AKLEQFGVAR 
RHKNVVAFVT QAGLQSSDEA LQARVPMVCL ~MMGDQFHHA RKLQQFGVAR 
HHKKVVAFVM QAGLQSSDEA LESRVPMVCL PMMGDQFHHA RKLQQFGVAR 
RHKKMAAFIT QGGLQSSDEA LEAGIPMVCL PMMGDQFYHA HKLQQLGVAR 
RHKKMAAFIT QGGLQSSDEA LEAGIPMVCL PMMGDQFYHA HKLQQLGVAR 
KHRNVKVFJI~ QGGVQSTDEA IDAGVPMVGV PIM~DQFYNV NMYETHGIGR 
KHRNVKVFIT QGGVQSTD~ IDAGVPMVGV PIMGDQFYNV YMYETYGIGR 
KHSNWAFVT QGGMQSTDEA IDACVPLIGI PFMGDQAYNT NKYEELGIGR 
KHSNWAFVT PGGMQSTDEA IDACVPLIGI PFMGDQAYNT NKYEELGIGR . ' GHPKTRAFIT HSGSHGIYEG ICNGVPMVMM PLFGpQMDNA KRMETRGAGV 
GHPMTRAFIT HAGSHGVYES ICNGVPMVMM PLFGDQMDNA KRMETKGAGV 

' ' ' GHPKARAFIT HSGSHGIYEG ICNGVPMVMM PLFGDQMDNA KRMETRGAGV 
GHPKARAFIT HSGSHGIYEG ICNGVPMVML PLFGDQMDNA KRMETRGAGL 
GHPKTRAFIT HSGSHGIYEG ICNGVPMVMM PLFGDQMDNA KRMETRGAGV 
GQPKTRAFIT HSGSHGVYEG ICNGVPMVMM PLFGDQMDNA ERMETRGAGI 
GHTVSKAFIT HGGANGVFEA IYHGIPMVGL PLFApQHDNL AHMRAKGAAI 
GHPKTRAFIT HGGANGIYEA IYHGIPMVGV PLFADQPDNI AHMKAKGAAV 
GHPKTRAFIT HGGTNGIYEA IYHGIPMVGV PMFADQPDNI AHMKAKGAAV 
SHPEARLFLT HGGSHSVYEG ICNAVPMLMF PLFAE~DNG LRMVTRGAAE 

t tt t t ~ t tt 
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ChfuGV ALWYTQKVLR N--------- ---------- ---------- ---------- 445 
LaolGV ÀLWFTNYVLR NK--- - ---- - --------- ---------- ---------- 453 
EcobNPV AIWYTEHVI- N-G--KNNYS ---LK----P KAANVSYGTY AMIHILVPFT 501 
BusuNPV AIWYTEHVI- RHG--KNDNT --WLK-- --T KAANVGYSDY FMMYILFPLV 494 
LdMNPV AVWYTEHAL- RRD--GDA-- ---LK----T KAANVDYAEY CMSDLLAPLL 543 
MbMNPV AVWYTEHVIE SRR--RVVPT --MLK----T RAANVNYSDY IMSYVFVPFI 511 
EppoNPV ' AIKFTERVIK FGH- -DITYP ARSLK----S PAANLDQSNY FI---SFPL- 492 
CfMNPV (DEF) AIKFTERVIR FGH--DITRS ECSLK----5 PSANTDYSDY FV---RFPL- 493 
OpMNPV AVKFTERVIK FNN--DVNWP ARSLK----T TAANMAYSDY FV---RFPL- 489 
CfMNPV AVKFTERVII FKH--DMTRP ARTLK----T TSANIAYSDY FL---RFPL- 491 . 
BmNPV AIKFTERVIR YRH- -DISRR LYSLK----T TAANVPYSNY YMYKSVLS-- 497 
AcMNPV AIKFTERVIR YRH- - DISRQ LYSLK----T TAANVPYSNY YMYKSVFS-- 497 
SpltNPV ~VWYTEHV~ RKG--AKKH- ---LG----T RAANVTYSKY AMFDLVLPIL 498 
SpliNPV AVWYTEHVAR RKG--AKKH- ---LG----T RAANVTYSKY AMFDLILPML 501 
HzSNPV AIWYTEHVID N-G--KNPI- ---LK----T KAANVSYSKY YMSDIIVPVI 497 
HearNPV AIWYTEHVID N-G- -KNPI- ---LK----T KAANVSYSKY YMSDIIVPAI 497 
M.musculus AVFWVEYVMR HKGAPHLRPA AHDLTWYQYH SLDVIGFLLA IVLTVVFIVF 507 
H. sapiens AVFWVEFVMR HKGAPHLRPA AHDLTWYQYH SLDVIGFLLA VVLTVAFITF 508 
R.norvegius AVFWVEYVMR HKGAPHLRPA AHDLTWYQYH SLDVIGFLLA IVLTVVFIVY 509 
F . catus AVFWVEFVMR HKGAPHLRPA AHDLTWYQYH SVDVIGFLLA IVLGIVFITY 507 
B. taurus AVFWVEFVMR HKGASHLRPA AHDLTWYQYH SLDVIGFLLA VTLTVIFITF 503 
o. aries AVFWVEFVMR HKGASHLRPA AHDLTWYQYH SLDVIGFLLA VTLTVIFITF 506 
O. cuniculus AIFWIEFVMR HKGAKHLRVA AHDLTWFQYH SLDVIGFLLA CLTITTYLVI 5 03 
M. f ascicul ari s AVFWIEFVMR HKGAKHLRVA AHDLTWFQYH SLDVIGFLLA CVATVIFIIT 509 
R. rattus AVFWIEFVMR HKGAKHLRVA AHDLSWFQYH SLDVIGFLLA CMASAILLVI 507 
P. platessa AIFWTEFVIR HKGASHLRVA AHELNWIQYH SLDVFGFILL ILLTVLWVTL 
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4.1 Généralités 

Bien qu'il n'existe pas encore de culture cellulaire pour la production du 

ChfuGV et des granulovirus en général, la production in vivo demeure un excellent 

moyen d'accumuler des quantités suffisantes de virus pour leur étude génomique. De 

plus, la production in vivo présente l'avantage de conserver l'intégrité du génome viral, 

tandis que les passages sériés en culture cellulaire provoquent presque invariablement 

des mutations génomiques. Enfin, l'ADN extrait du ChfuGV produit in vivo était 

convenable pour les études sur les gènes enhancin et egt. 

4.2 Caractérisation du gène enhancin de ChfuGV 

L'amplification d'un gène de la taille recherchée avec les amorces dessinées à 

partir des gènes enhancin de TnGV, PsunGV et HearGV suggérait déjà la présence de 

l'enhancin chez le ChfuGV. L'alignement de la séquence obtenue avec les autres 

enhancùz connus de granulovirus, tant au niveau des acides nucléiques qu'au niveau des 

acides aminés correspondants, a renforcé le fait que le ChfuGV possède un gène 

enhancin. En effet, des identités très élevées, atteignant même 99 %avec les séquences 

de PsunGV et de TnGV, ont été obtenues. Avec les données précédentes, le profil 

d'hydrophobicité a confirmé la nature de la protéine déduite du gène enhancin chez le 

ChfuGV, qui présente un graphique presque identique à celui des autres enhancin de 

granulovirus. 

Lors de l'étude de la séquence déduite en acides aminés du gène enhancin de 

ChfuGV, plusieurs motifs d'importance post-traductionnelle ont été retrouvés. Le motif 

de liaison canonique du zinc de type HEXXH généralement associé aux 

métalloprotéases y est présent. Ce motif est également retrouvé aux mêmes endroits sur 

les autres enhancin, et on lui attribue une activité enzymatique zinc-dépendante. Cette 

ressemblance suggère que l'enhancin du ChfuGV ait la même activité que les autres 

enhancin, soit de catalyser la dégradation de la membrane péri trophique, facilitant ainsi 

l'infection des cellules épithéliales par le virus (Derksen et Granados 1990). Par 



73 

ailleurs, il y a six motifs de N-glycosylation (NXS/T) chez l'enhancin de ChfuGV, qui 

sont aussi conservés chez les autres enhancin de granulovirus. Cette observation vient 

suggérer l'importance possible de la glycosylation de l'enzyme pour sa fonctionnalité. 

Bref, la découverte et la caractérisation de l'enhancin chez le ChfuGV viennent 

supporter l'hypothèse que ces protéines sont hautement conservées chez les 

granulovirus. 

Puisque les enhancins ont de si fortes similarités, il est probable que le 

promoteur de l'enhancin de ChfuGV soit du type G/T/ AT AAG, comme c'est le cas chez 

les autres virus. Ce motif est celui d'un promoteur tardif, qui concorde bien avec le fait 

que les enhancin sont des protéines structurales du corps d'inclusion, et donc produites 

tardivement durant l'infection. 

Beaucoup moins de connaissances ont été accumulées sur les enhancin chez les 

NPV car seule la séquence d'un enhancin putatif chez LdMNPV a été décrite. Une 

explication pour cette divergence est dévoilée lors de la construction d'un arbre 

phylogénétique. Bien qu'il soit possible de faire des regroupements avec certains 

granulovirus, il devient apparent que les granulovirus semblent avoir évolué séparément 

des nucléopolyédrovirus. La comparaison des profils d'hydrophobicité vient supporter 

cette hypothèse, car celui de l'enhancin du LdMNPV est nettement divergent de ceux 

observés chez les granulovirus. Il demeure possible que les NPV ne possèdent 

généralement pas d'enhancin, mais qu'une autre protéine pourrait jouer le même rôle. 

4.3 Caractérisation du gène egt de ChfuGV 

La séquence du gène egt de ChfuGV montre la présence de 7 sites possibles de 

N-glycosylation dont un de ces sites est conservé à l'intérieur des 15 séquences d'egt de 

baculovirus. Evans et O'Reilly (1999) ont en effet démontré que la protéine EGT est 

glycosylée et que cette glycosylation augmente la masse moléculaire de l'EGT 

d'AcMNPV de 11 kDa. Toutes ces données suggèrent que la protéine EGT de ChfuGV 

est glycosylée. 
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L'étude de la région promotrice de l'egt de ChfuGV a révélé de fortes similarités 

avec celles des gènes egt chez d'autres baculovirus. Les boîtes TATA sont retrouvées 

chez presque tous les promoteurs des gènes egt, et l'egt de ChfuGV en possède trois. Le 

motif TATA est reconnu par l'ARN polymérase II eucaryotique (Blissard et al., 1992) 

et est donc considérée comme un promoteur précoce. Quelques gènes egt ont également 

d'autres motifs précoces, tel CAGT, et/ou tardifs, tel A/G/TAAG. L'egt de ChfuGV ne 

possède cependant pas ces motifs supplémentaires. Ces données pourraient suggérer 

que les protéines EGT seraient transcrites tôt dans l'infection par l'ARN polymérase II 

de la cellule hôte et, dans certains cas, pourraient également être transcrites tardivement 

par l'ARN polymérase virale. Une production continue de la protéine EGT pourrait 

ralentir le développement de l'insecte tout au long de l'infection et ainsi permettre une 

augmentation de la multiplication virale. Cette hypothèse serait en accord avec les 

observations de Evans et D'Reilly (1999) qui ont démontré que la protéine EGT 

d'AcMNPV est détectable à partir de 6 heures et jusqu'à 72 heures suivant l'infection. À 

la lumière de ces observations, les baculovirus ayant un gène egt ne contenant que des 

motifs précoces dans leurs promoteurs pourraient sembler désavantagés, car ils ne 

produiraient l'EGT qu'au début de l'infection. Cependant, l'EGT pourrait être produit 

tout au long de la maladie par une succession de cellules qui serait dans la phase 

précoce de l'infection. De plus, l'absence d'un motif tardif dans le promoteur de l'egt de 

ChfuGV ne certifie pas un arrêt de la production de la protéine chez des cellules en 

phase tardive de l'infection. 

Un signal peptidique de 17 acides aminés se retrouve dans la région aminée de 

la protéine déduite du gène egt de ChfuGV ce qui suggère que la protéine produite 

serait sécrétée. O'Reilly et Miller (1990) ont détecté un signal peptidique chez l'EGT de 

AcMNPV, et les études in vivo et in vitro ont démontré que la protéine se retrouve dans 

l'hémolymphe des insectes infectés et dans les fluides extracellulaires. De plus, l'EGT 

de AcMNPV isolé à l'extérieur des cellules infectées ne possédait plus de signal 

peptidique suggérant ainsi que la protéine est sécrétée et qu'elle perde son signal 
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peptidique. La présence des signaux peptidiques dans les séquences d'EGT d'AcMNPY 

et de ChfuGY laisse croire que le scénario d'excrétion et de la perte du signal 

peptidique seraient également retrouvés chez l'EGT de ChfuGY. 

La séquence du gène egt de ChfuGY présente 8 régions possédant de fortes 

homologies avec la séquence de l'egt chez LaolGY (région 1: 76 %, région 2 et 3: 

54%, région 4: 63 %, région 5: 60 %, région 6: 67 %, région 7: 64 % et région 8: 

67 %). Ces mêmes 8 régions sont également retrouvées dans les séquences des egt de 

NPY répertoriées, quoique les pourcentages d'identité soient plus faibles (région 1: 

46 %-64%, région 2: 31 %-46%, région 3: 42%-51 %, région 4: 49%-60%, région 5: 

50-70%, région 6: 33 %-67 %, région 7: 46%-57% et région 8: 42 %-75 %). La 

conservation de ces régions chez les egt suggère que le site actif de l'enzyme pourrait 

être formé par un ou plusieurs de ces domaines. Chez les egt de NPY, il existe 

également une 9ième région conservée à la fin du gène qui demeure absente chez les GY. 

Ces données permettent de faire des rapprochements entre les deux gènes egt de GY, 

qui pourraient former un sous-groupe à l'intérieur des egt de baculovirus. Cette 

ségrégation est supportée par l'alignement des séquences prédites en acides aminés; 

l'EGT du ChfuGY est identique à 52 % avec celui de LaolGY, et ce pourcentage 

diminue entre 30 et 36% avec les EGT de NPY. 

Le premier alignement d'une séquence de gène egt et de 3 UDP

glucuronosyltransférases avait permis de distinguer 7 acides aminés conservés, menant 

à la constatation éventuelle que les deux enzymes auraient des rôles similaires, soit la 

conjugaison d'une hormone et d'un sucre (O'Reilly et al., 1991). L'importance des ces 7 

acides aminés a plus tard été appuyée par une abolition de l'activité enzymatique lors de 

la substitution du premier de ces acides aminés dans l'UDP-glucuronosyltransférase de 

la bilirubine humaine (Erps et al., 1994). Ainsi, la présence des ces mêmes 7 acides 

aminés chez l'EGT prédit de ChfuGY (position 283, 331, 334, 351, 357, 364 et 369) 

soutient le rôle essentiel qui serait joué par ces acides aminés dans l'activité de l'enzyme 

et confirme une fois de plus la nature du gène séquencé. 
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Un alignement plus complet incluant l'EGT de ChfuGV, l'EGT d'autres 

baculovirus, et plusieurs UDP-glucuronosyltransférases (26 séquences au total) a 

permis de reconnaître les 8 régions conservées chez les EGT, et 35 acides aminés 

conservés dans la plupart des séquences. Ces 35 résidus conservés se retrouvent 

principalement dans les régions 1, V et VII, communes à toutes les séquences d'EGT et 

d'UDP-glucuronosyltransférases de mammifères et de poisson. Les régions Il, III, IV, 

VI, VIII semblent être spécifiques aux EGT des baculovirus. Ces observations 

suggèrent que la liaison des sucres serait effectuée par les régions communes (1, V et 

VII), car cette activité est partagée par les deux familles d'enzyme (EGT et UDP

glucuronosyltransférase). Les régions propres aux EGT pourraient, pour leur part, être 

impliquées dans la reconnaissance de l'ecdysone et/ou de la 20-hydroxyecdysone. 

L'identification et la caractérisation de la séquence de l'EGT de ChfuGV aux séquences 

déjà connues permettent donc de solidifier la théorie que les EGT et les UDP

glucuronosyltransférases ont une activité comparable et que le site d'attachement du 

sucre est probablement le même. 

L'arbre phylogénétique construit avec les 26 séquences mentionnées ci-haut 

schématise et supporte très bien les hypothèses avancées lors des alignements. La 

présence des deux familles d'enzyme, soit les EGT et les UDP

glucuronosyltransférases, est apparente. À l'intérieur de la famille des EGT, la séquence 

obtenue chez le ChfuGV a permis de concrétiser l'éloignement phylogénétique relatif 

des GV et des NPV. Des arbres phylogénétiques avec d'autres protéines permettront 

possiblement de confirmer un embranchement donnant lieu aux NPV et un autre aux 

GV. 

Un retard de développement significatif a été observé chez des larves de C. 

fumiferana infectées avec le ChfuGV. Des observations similaires ont été notées chez 

d'autres insectes infectés par des baculovirus où l'implication de l'EGT a été confirmée 

(O'Reilly et Miller, 1989; Burand et al., 1996). Il est donc probable que l'EGT de 

ChfuGV est exprimé et est responsable du retard de développement observé chez C. 

fumiferana. 
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L'étude de la région promotrice, l'alignement des séquences, la construction de 

l'arbre phylogénétique et l'effet sur la croissance larvaire ont tous pennis de confinner 

la présence et l'identité d'un gène egt chez le ChfuGV. La comparaison de l'EGT de 

ChfuGV avec d'autres enzymes similaires a aussi pennis de le situer dans la grande 

famille des UDP-glycosyltransférases. 
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La réalisation de ce projet a permis un avancement des connaissances de la 

biologie moléculaire du ChfuGV, un domaine où peu d'études ont été faites jusqu'à 

maintenant. Ce projet de recherche portait spécifiquement sur l'identification et la 

caractérisation des gènes enhancin et egt du ChfuGV. Les séquences obtenues ont 

permis de conclure que le ChfuGV contient les gènes codant pour les protéines 

enhancin et EGT. Des comparaisons avec des gènes homologues chez d'autres 

baculovirus ont permis d'observer que le gène enhancin de ChfuGV possède des 

identités importantes avec les gènes enhancin des granulovirus répertoriés jusqu'à 

maintenant. La présence du motif HEXXH a permis de suggérer que l'enhancin de 

ChfuGV, si elle est exprimée, est une métalloprotéase tout comme l'enhancin de TnGV 

(Lepore et al., 1996). Dans le cas des egt, bien que les homologies observées sont 

relativement faibles, il a été possible d'identifier 8 régions conservées. De plus, 

certaines de ces régions possèdent des similarités avec les gènes d'une autre famille 

d'enzyme soit, les UDP-glucuronosyltransférases. 

Les connaissances acquises au sujet du gène enhancin de ChfuGV pourront 

aussi servir à l'amélioration du Bt ou du ChfuGV en lutte biologique dans le contrôle de 

la tordeuse des bourgeons de l'épinette. En effet, en désorganisant une des premières 

lignes de défense de l'insecte, l'enhancin recombinante de ChfuGV pourrait être 

conjointement utilisée avec l'endotoxine du Bt. La dégradation temporaire de la 

membrane péritrophique par l'enhancin recombinante du ChfuGV pourrait favoriser 

une augmentation de la toxicité du Bt. De plus, de nouvelles approches telles la 

production de plants transgéniques comprenant le gène enhancin de ChfuGV pourrait 

continuellement dégrader la membrane péritrophique de l'insecte. Cela permettrait aux 

pathogènes naturels de traverser la membrane protectrice des cellules épithéliales de 

l'intestin et de causer une infection et éventuellement la mort de l'insecte. 

L'étude des egt!EGT a deux utilités: une amélioration du temps d'action des 

baculovirus et l'élaboration d'un modèle d'étude des UDP-glycosyltransférases. D'après 

les expériences effectuées par O'Reilly et Miller (1989), Eldridge et collaborateurs 

(1992) et Burand et Park (1992), les larves infectées aux baculovirus (AcMNPV ou 
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LdMNPV) dont regt a été délété meurent plus rapidement par rapport au témoins. 

Donc, lorsqu'une culture cellulaire permissive au ChfuGV sera disponible, la délétion 

du gène egt pourra être effectuée dans le but d'accélérer le temps d'action du ChfuGV. 

D'autre part, les homologies existantes entre les gènes egt et les gènes d'UDP

glucuronosyltransférases, enzymes de la même famille, pourraient permettre 

l'élaboration d'un modèle d'étude de cette famille d'enzymes. Des mutations au niveau 

du gène codant pour certaines UDP-glucuronosyltransférases chez Jlhomme sont 

impliquées dans des maladies graves telles le syndrome de Crigler-Najjar (Erps et al., 

1994). Étant donné que les EGT sont possiblement sécrétés, il serait plus facile de les 

étudier que les UDP-glucuronosyltransférases qui agissent et demeurent à Jlintérieur des 

cellules (Evans et O'Reilly, 1998). 
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Appendice A: Comparaison des séquences prédites en acides aminés des enhancin 
de granulovirus 

Bleu: Motif de liaison canonique du zinc 

Orange: Cystéines conservées 

Vert: Sites possibles de N-glycosylation conservés 

Régions ombragées: Acides aminés identiques dans 60 %ou plus des 
séquences 

Tirets: Acide aminé non présent à un endroit donné 
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Appendice B: Comparaison des séquences prédites en acides aminés des EGT de 
baculovirus 

Régions ombragées: Acides aminés identiques dans au moins 50% des 
séquences 

Tirets: Acides aminés non présents à un endroit donné 

Chiffres romains: 
1 à VIII: régions conservées chez les EGT de GV et de NPV 
IX: région conservée chez les NPV seulement 
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ChfuGV RFVQ------ ---------- ---------- ---------- ---~I---- - 6 M - 6 LaolGV FIS------ ---------- ---------- ---------- ---IL-----
EcobNPV MSSS------ ---------- QIR------- -----F---- ---~F----- 10 
BusuNPV a;;;;~~;; ~~;;;~;~~ ;~;~~;;;~ ;~~~~~~;;~ ;;;~~~;;; 4 
LdMNPV 50 
MbMNPV MGHL------ ---------- HIV------- ----HW---- --R TMNGA- 16 
EppoNPV fiHFA------ ---------- ---------- ---------- ---~----- 6 
CfMNPV (DEF) MIFI------ ---------- ---------- ---------- --- D----- 6 

~ -OpMPV FL------ ---------- ---------- ---------- ---II----- 6 .. 
CfMPV MASL------ ---------- ---------- ---------- ---~----- 6 ... 
BmNPV ~TILC----- ---------- ---------- ---------- ---W ----- 7 
AcMNPV MTILC----- ---------- ---------- ---------- ---W~----- 7 
SpltNPV 

~=~~===== ========== ========== ========== ===i~===== 
5 

SpliNPV 6 
HzSNPV MYKQIITM-- ---------- ---------- ---------- ---Uü----- 10 
HearNPV MYKQIITM-- ---------- ---------- ---------- ---Eü----- 10 

------------1-----------------
ChfuGV ---LVVLAPC --------FV CSSN~~crF~ PAL HQSME AAYY.DKùVIA 45 
LaolGV ---L~VE --------RI LCANŒtCWF;P. PAY~ QS~ S~D~WA 45 

- ·· ~~~ I<W EcobNPV --GIIV'f.CVV QYI----DNV GG~K~'LA!· - ~S·;§]QS~ ~~IEGJ!~EK 54 
BusuNPV ---IIF<WLA K-------QC HGAK<LA;t r~~SHQSI(§ KV~IES ... R 44 - " rr "' ' tl - li Ld.MNPV RNDTMTAYLI VFCLCCWSAA RS8N• !At .~~ PS ~s..._qL~~ ~'TJ,EL . R 100 
MbMNPV -IAAL~CLV MV-----HQQ HA;:R, LAV.f~~ _Pl~.YSfil\SY~ K~E· R 60 
EppoNPV ---LTL~-A --------QA HAAN~LAVLP. ~AYSHHLÙY KAYVQALA K 44 

~ •. -~ ~ ... & ,. ' 1l 1 CfMNPV (DEF) ---TTL~VG --------GA QTAN~LAVL PAYSHHL .y QAYV,Q ~DK 45 
1 ,.... ~ ~ - ... _.,__ t- - *W' 

OpMNPV ---ALT~LAT --------GA ~S· ~L rAYS~J:!VfY ~~H~ VKN 45 
CfMNPV ---AL~ LAA - - ------DA OTaN üAV~ P.AJ:~~y ~~H~KN 45 
BmNPV ---ALLSTLT --------AV NA~N~LAVFE ~~~SHCHIW K~IE~EK 46 
AcMNPV ---ALL~TLT --------AV N"l!Ni!_LAVF~ rJ!.Y'!.HiJI~ ~~EK 46 
SpltNPV ---LVVLLHA LRNS------ AAVR~~P. ·PS~SHQT E NV~ · ~KR 46 
SpliNPV iiJ 1 ~ ~. ~ ' :'";'! 46 ---VVS -HV LRNS------ AAVRViLCME:Ej ~S SHQT!JE D~ LRR - ~ ~·· ...... ..... .-= ·~ AnA HzSNPV ---LVLFLSV L--------- DGAR'ILC1JFP VljlS~S~ EAYTN · · SR 48 

!· Ill • ~ "-.' ~ HearNPV ---LVLFLSV L--------- DGARILC~FP vgs, SHHAY]J EAYTNALASR 48 

--------- ----------------------------
ChfuGV -----MPRGV ---QHV[EID CS-TK-NVFv N~VKNSTSLK 84 
LaolGV -----MPRAV ---DHVHQVV SSLBV-HY~N N~IKNSTMIK 85 

-- ~ iL. .. ,.. - 99 EcobNPV TE-IIYEVSR Y--P~I~!~ ATL R-HY~ Q~VRD§AV~ 
BusuNPV TR-VFYDDRF S--DNiœE~D ATMSE-FY~S E~FTNASVFR 90 

m ~ .- ~ - -.::.t 143 LdMNPV TR-VDFN-RN A--G~L~~g LDG~G-LLL- -~MKA§TT~ 
MbMNPV DR-INYANRN GLRGNVS ID ASLSQ-EYYG R~MRHAGVFR 108 
EppoNPV LL-NYVDSNA HWCGHIEQ~ ADM~S-EQYK KLVSSSGA~ 92 "' ... ,.. CfMNPV (DEF) LL-DYAAANK QRCGRIEQ •O ADM~S-QQYK KDVASSGAFR 93 
OpMNPV LL-DYAVQDE --CGRVE~ ADM~A-QQY~ K~AS~GVFR 91 
CfMNPV LL-DYALLNE --CG~IEQi ·D ADM~L-EQYg K~MAG G~ 91 
BmNPV LF-AYSTKTY --CGtii EVN SDMSV-KQYK KINTN!AMFR 92 s .. - ~ AcMNPV LF-AYSTKTY --CGNI ·~]N ADM V-EQ~ KtiVANSAM!i 92 
SpltNPV I--HNHSRHN HHHE~L .• Jllil VGLiiTNNF· .K K LQDrS 94 
SpliNPV IHNHNHGHRH HRHENL~E~D VGSVTNNF~ R~LQD KVSfi 96 

.a ~ . ~ " HzMNPV -----FPTKK NDSS!iV .ovs VSLSK-DY, ·. SINDR RL~K 91 
HearNPV .. .... -- ~ . 

91 -----FPTKK NDSSHVIDDVQ VSL§K-DY~ S~VDR .RL .K 
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-----------!!--------------- -------
~GLYAOELID ~E!~TPII oHvvEQIKSY N~TNL~-KNK DNN!gg~CË 
l<RGt~ETJ!j ~E~. · 'M. Gia. NLVAHEIKSP N~TRL~-RNK GNKFDili~CË 
kRGL~ADTMS~ · A.~ KMISE~KLP QIKNLIEMRT IMN~LIT~ 
~r qs - s~L LV. HBrsN · FKLP A2KOLIEHRH RLQ~L!T~ 
~I ADT '_rAD!Y~ ~· .J RtflD IHSE P~QRH[l-KSA RRGYDIJLgv~ ~.~~.~.· q •S~ ~.A. H~~~~ ~S~DLP IMKSFIEEAH KHKF~L!TE ~~zy~E~m ~~.-.S! DMFf<2Q§NNV NjUQQrn- -LC ~F9VyWË 
FR. ~·'l!lm·!!'"'"ü'~ ·E~DNA HM~RS~--AT ~. RF Il~WW§ 
~VVADETI T~DNYMG I EMF · ~DNA NjRR~--ST ~~~E 
~~Yv~ET T.lliD- MS I E FKgO!jDNA N,.RHFt!--AS ~R~A~i ~G~S D · f'T~1.LG I EÜFK2rulDNI N~RNLI--AN t!o'rFDil~~ 
KRG~S TD T~ I EMFKPO ·DNI N~RNLI--AN N •. FDDVBVE 
k.!\qïlls ' AS ~Rv!!i., R!jrs~HE OI;KRL~--KS g~l!Ii 
~q~Ms SS ~RV!~L ~ISA · EEHE Q~KRL~--RS e~IMI~ 
Kl!G~ISETSS ~A~IS · ~ H!:!LI Q .SVE S~RQLI--ES f!NVFDI!LMTm 
KRGV.ISETss ~A~rstz HBLIRQF,SME SMRQLI--Es ~v~LgT~ 

SNË----SNE NI~Q~NT§W QK---- -DKQ IQNI~QKLF GD-RÏST~SV 
sot----sKs NFEQLMTEN.Y LK-NEWAÛLE KEQENM~RD FG-YHHDMCQ 
NNÏ -NLNIW QTVNEIM~L RLYNEFADLK AEQEKMMKIQ FGNDVPELDT 
DR· -NLNVW ETINEI · M RLQNEFs· LA EEQNKUIAHQ BrGv~TVQK 
FNEG-PLSVW DGVRE~T~L RLQREFG~LA DRQD~KRR FGPEAPGLRE 
D~S-GLNVW KQSMKCTLSW RYRMNLVNWP DEQN~~RQ ~ES~T~QE 
STWGGTAGA LSÊWR~ÊF EL-----i- RYSDKŒ'!~~· FGPT~T·I•RE 
SSSIGNADGA LrEWRLYNEF EL-----. - RRSD~.IJK,L~ ~PN~T~RQ 
AALT-RRGGA LSIWR~NEF EL----- - RRSDE~~ . ~KS~T~RQ 
SSFSGEAAGA LS WR~N F EL-----· AS QRSNEtllKQ FGLDTP.T~RQ 
NN!DDTKANL MT MR~~F KI-----~- NMSN~oQ ~PD~TWEE 
SN~EDDTEANV MT~MRLiKEF KI-----~A- NMSN~LKQQ FG. PN~P.T. ~EK 

e::.-.....- - - ~ -- ~~ D KD-LSVW QTVRQV~T~I RLYREFSQLD ADQNAMM~R ~TKV~DVDV 
DR ·KG-LSVW QTVRQVFTEI RLYMEFSQLD ADQSAMM!SR . · SKV DVDA 
N~!QN-LNVW EIITEI~TffiL VLYLEFARLA DEQTKM~RHS ~PN·~SVEE 
N~QN-LNVW EIITEI~T~L VLYLEFARLA DEQT~RHQ ~PN[gSVEE 
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-VR----DIK 
-VR----DSR 
-AP---LSSY 
-KP---MSNY 
-EP---LSEA 
-DS---MYGM 
-QN---LQKT 
-QR---LDIE 
-QR---LDAP 
-HK---LTAA 

- ----V---- --VI--
LIEFLNQKTN -II~F~SI LDAAAMDESL ~TEFVKV~K ---FN~I 
tLSFMEKHHI -I2X FG]G ~DVLN~DANL ÏAEFVRVENS IP-~~ 
VAWILNNSTK GA~~ ~KVADMDYDF ~QMÈLR~TK ~-PRN~ ~y 
VQNF~N~TR ~v~~SFGSS ~TSKN~P~F ~s8JrE~KL v-P~D~F 
VARFLDE§RR GV~SFG~G LATED~DADM AAADLDA§KM M-P~D~~H 
YRE~DNA. TT fiA~ ~SlrG~~ ISSEOMEPEF IEMTILR~EK ~-POCS~.~y 
~ERQLNASVN tirriYY:StGM •DTKSIHD~F ~Q~Njr,EjTG ~NRTf!LWKV 
~EKRLN~VN ~T~S_tG_s~ •DTNSIHAEF ~EMLLD[f.AK ~DN~T~LWI$V 
~ERRrnE~VD ~\TYV .. ,. SFGSG IDTNSIH~F ~oMiJ.LD~N ~NN~Tf!L~WJ 
~ERR~E~VD gAr~~(GS~ •DTNSIHAEF IQFflLE~Q ~NN~T~ 
IDAKMNK~KS ~AIV.VSFGS~ •DTKSFANiiF FY~INi!JKA ~DN~Til~r 
INAQMNKSKS ~TlrŒSFG,~ •DTKS!:ANgF ilY~IN!f!KT ~DN~Ti.~ '\mi 
~EFUËNSTM ~V SFGSS VRVSDMDSNM ~DVFIEl~RS I-P~~ 
DAEF~ENSTM Gv~v L ss VRVSDMDSNM LNVFVE[§Rs I-P~R~~ 
~QF' 'NN~TN ~V~SF~T œRVSDMDDÊF ~FEFIT~KQ frl-P~NI . ~T 
~QF· ·NN§TN ~VMYY.SFGT i!,RVSDMDDgr ~FEFITA~KQ ~-P[NilWKT 

-----------------VII----------- - ---------
gNVVSSKFN~ SD~LTRN!§ PâRDI~NÜPH gKLfiT~GGV 9~vp~~VDSE 
JaSSIHLKHNI .ê_Smi . . · HTQS~ PgRD~Nl!PH !KVFJ!T~ psTDE~VNSG 
e-Go·:.::NIHI P.QNVYLgTfllj D~YSL!IŒHKN ~KA~TQGGV !:)SIDEAID~G 
2-IVPEVNN~ ~ENVLIQD~ o§Ys~Hfivfl MK~~i'F~·Gv, ~~E~ID~L 
s-GRVDGLTI f~FV§KWEJ AqFE.Y~QHf<!'! t'KAW.Tp~~V QST~~VENL 
0-GYMNRM-- fANV.1SkF Ep~NL· ·HH~ V~TQGGV. QSTDEAVE~I 
§oAVVDSIK~ EPI;rT ·NJi.tJF. NS .. HHI<lj TV~TW S(s'oEA. LHRQ 
~DAVAKSVV~ IP.R~IA KW~ N~~DN~~ WV~T~L ~S~LH~R 
QDAVAASVAÏJ ' RNV.L KHE s T llR Kt! 'r.:~Fij~L ~s E~LQ~R 
i5.oTvPAsvKiil . s~VT !I<W o. WH KK ~ . . . Afk ~s · EALESR ~DEVVKNIT~ ~~IT§'N~ N ~RHKK ~~L ~~S~LEIG 
~DEVVKNIT~ ANUIT·NWF. N RAYnRRKK MAKF.ITQGGL QSSDEALE G 
... ~ ~ r.c.. • l'::t .. - - .,., .......... ;~ 
DKSDTIIDN~ .S~LI RW~ P R~~nKH~ KV ~ITpGG~ &TD~ID ~ 

IKSDKIFDNI ~S~V.._ ;LI~R~ P~~R~V.].KBRN ~K~~T~G~ ~ID~G 
-GMPMEHV~ PKN~LTQTHL p HH~KtJSB f{\'1\FVTQGGM QSTD~ID c 
-GMPMEHV~ ~K~LTRTHL P HH~KtlSH gv~tiT~M QSTDËÀID C 
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266 
271 
292 
283 
335 
301 
279 
280 
277 
279 
280 
280 
287 
290 
286 
286 

312 
319 
341 
332 
384 
350 
329 
330 
327 
329 
330 
330 
336 
339 
335 
335 

362 
369 
390 
381 
433 
397 
379 
380 
377 
379 
380 
380 
386 
389 
384 
384 



ChfuGV 
Lao1GV 
EcobNPV 
BusuNPV 
LdMNPV 
MbMNPV 
EppoNPV 
CfMNPV (DEF) 
OpMNPV 
CfMNPV 
BmNPV 
AcMNPV 
SpltNPV 
SpliNPV 
HzSNPV 
HearNPV 

ChfuGV 
LaolGV 
EcobNPV 
BusuNPV 
LdMNPV 
MbMNPV 
EppoNPV 
CfMNPV (DEF) 
OpMNPV 
CfMNPV 
BmNPV 
AcMNPV 
SpltNPV 
SpliNPV 
HzSNPV 
HearNPV 

ChfuGV 
Lao1GV 
EcobNPV 
BusuNPV 
LdMNPV 
MbMNPV 
EppoNPV 
CfMNPV ( DEF) 
OpMNPV 
CfMNPV 
BmNPV 
AcMNPV 
Sp1tNPV 
SpliNPV 
HzSNPV 
HearNPV 

I~LICirV~ ~§vBCRRID OLN$MVVVNI LKLESEN~YK K~ND~NDTT 
M,PMIGI .!MG Ej VRRYT ELG ·GEKVNI LRLEEEG!i'IDR ~KNLVHNKS 
~_!GL,~ -. S~TNKFV ELE~CT~T LTMTSD~ÎVT ~,2jVATVENPK 
~L~GV~ _;.=.;FHTNKYA ELS;GCA~ LT~SL· R i\~VDAATSAK 
ft&L~GV~ . ~AHRYV ELG ·GV~ TRLTAAD ~EQBTSDRA 
~~G·~-~s ~YHMNKrv ELG ~Kv~ v~AE~rE A~vo~AEsPK 
Y:P~. c _M}1G .QEHHANKLQ EFKVARTllillf. VDMSAS lilL r.~TD~IVNKK 
~~c ~q · :JHHSAKLE QFGV N VTMSAA I.JAL ~GD~IADRL 
&~ciJ MM~ QEHHARKLQ QFGVA o AASSAP. · IlQL A·~RE~IADGE 

~C~~· G QEHHARKLQ QFGVART 'D A~SAA~TL ~GEMIADAE 
C d - ~HAHKLQ QLGVA D VT SS ~LL ~IND~LFNAS ~cL .. , . d · EYHAHKLQ QLGVA ·D'J.\ VT ss~ÎlLv ÀINDMLFNAP 

~~G ~ QEYtlVNMYE THG~RS T. LT~DAR~IE IVMD~ANNVK 
fœM~?;GVEitiS .Q..mYWYMYE TYG~RG '1\ LT~DARQl!TE IVMDYADNEK 
~LIGig~~ ~Y~TNKYE ELG~~RN ·op VTLTSHI~VS ~LD~TVNNK 
&gLIGIÉ~ · .. Y~TNKYE ELG[§RN~P VTLTSHrtvs BVLDMTVNNK 

-----VI II----
--IVDKI~ KKNIHDAPMK --P:ilHKALWY- ~QKVLRN--- -NKY------.:; ~ r ..,_e__ ~ .. "" 
--~ELNIKRI NLFISDTPVK --~·KKALWF WNYVLRNKDA IDK-------..... :.1 -..::. t.ld ;r;: 
--FRHNLKN· . RHTMRHQPIT -- 1 NMIHY: f.ËE!H~I-N-GK NNYS---LKP 
--MRNGLRH RQIINHQPMT -- I::H~I 't ·EHV.I-RHGK NDNT--WLKT ~ lt~ .... - I.:J ,_,. 

--~RENLER~ RRLLRHQCAS --gTHKA~~ ~HAL-RRDG DA-----~T 
-- -RKRLRE RHMIHHQPMT --PBQkÀ Y, WEH~IESRRR VVPT--MLKT 

;1 ~-.:- 1- ~ J:'i .... 
-I~QTRMAEI· RAVIDYDEIA --PADfAIKF ~RMIKFGHD ITYPARS~S 
-M'iQLRMTN• LNVVAFDEAT --.~ADKA·. IKF ~R~IRFGHD ITRSECS~S 
-~RARID~ RAVVE-HDAA --§DE~VKF ~ERMIKFNND VNWPARS~JST 
-~RARIDD RAVLE-HDAA -- ~E~VKF ERMIIFKHD MTRPART~T 
-T~KKHMAE YALINNDKAT FP I::DKÀIKF ER~IRYRHD ISRRLYSLKT 
-T~KKHMAE YALINHDKAT FPr~o~I~ ERXIRYRHD ISRQLYSLKT 
YK-TETL~-. RDAIMDQPMR --~E~~~.y, ~H~~RKGA KKH----~T 
YK-NGTLW-~ RDAIMDQPMR --fïJEKAVW'4 !fJH~~RKGA KKH----ËGT 
S~TDNI • NRSTNYRTRK --~ME~!~ ~H~E>N-GK NPI----LRT 
SROOTDNIKAL NRSTNYRTRK --~ME~I~ ~H~!JN-GK NPI----~T 

-----IX------
---------- ---------- ---------- --------- 448 
--------- F K------ - -- ------- --- ------ --- 4 60 
~S~T~ ARIHILVPFT AIFVMNNLQQ LLRST.VSI 520 
~~~ , +YILFPLV SVTAMNQLQQ LMRLT?FSM 513 
- , · CMSDLLAPLL SVSLMSHLHS LIRMF'JW-- 560 

. . SD 4 IMSYVFVPFI MFTVMNHLRQ LLKMNHV-- 528 
- --------- 492 

P~D~ FV---RFPL- - --------- --------- 4 93 
T · - D FV- --RFPL- ---------- --------- 489 
TS I · D • FL---RFPL- ---------- --------- 491 
T P SN • YMYKSVLS-- ------- --- IVMNHIAHF 506 

1 ~· :j ... 

~p · N Y~YKSVFS-- ---------- IVMNH~THF 506 
· .. 1K ~FDLVLPIL ITIFSMYL-- --0-K"-- - 509 
~T SK • •FDLILPML ITIFSTYL-- --Q-KILSI 515 
KAAN~S Y~SDIIVPVI TFLVMTHLGQ AIR-RLVVI 515 
~S~KOO YMSDIIVPAI TFLVMTHLGQ AIR-RLVVI 515 
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412 
419 
440 
431 
483 
447 
429 
430 
427 
429 
430 
430 
436 
439 
434 
434 

448 
458 
481 
474 
523 
4 91 
476 
477 
473 
475 
479 
479 
478 
48 1 
477 
47 7 
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