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Résume

La tordeuse des bourgeons de 1’épinette (Choristoneura fumiferana) est I’insecte
ravageur des foréts de résineux le plus important d’Amérique du Nord. Les périodes
d’épidémies sont contrdlées a 1’aide d’une bactérie entomopathogéne, Bacillus
thuringiensis, qui produit des protéines cristallisées (Cry) ayant une activité insecticide.
Méme si les toxines Cry ont un spectre d’action restreint, leur toxicité est généralement
évaluée par la mort de I’insecte exposé. Des effets sous-létaux sur des insectes non-
ciblés ne sont pas apparents, mais pourraient étre détectés au niveau moléculaire. En
dressant un portrait de la réponse transcriptionnelle présente chez la larve lors d’une
exposition a une dose sublétale de toxine Cry, nous pourrons déterminer si les génes qui
présentent des profils transcriptionnels altérés pourront étre utilisés comme des
marqueurs universels de stress reliés aux toxines Cry chez des insectes non ciblés. A
cette fin, une librairie créée par hybridation suppressive soustractive (SSH) a été
obtenue en utilisant deux populations de larves (témoin et exposée a la toxine Cry LAb).
La librairie transformée a été caractérisée en séquengant et en analysant 1091 clones
ainsi qu’en attribuant des fonctions potentielles a ces génes, lorsque c’était possible.
L’analyse de ’expression différentielle chez certains clones sélectionnés par PCR
quantitative ainsi que I’analyse des fonctions des génes de la librairie soustractive nous
indiquent que la réponse transcriptionnelle présente chez la larve exposée & une dose

sublétale de toxine Cry est principalement reliée a une régulation métabolique.
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Mots clés : Bacillus thuringiensis, Choristoneura fumiferana, hybridation soustractive,

expression génique



Summary

Spruce budworm (Choristoneura fumiferana) larvae are destructive defoliators of North
American forests where epidemic episodes result in major damage to spruce and
balsam-fir trees. These episodes have been controlled by using formulations containing
the entomopathogenic bacteria, Bacillus thuringiensis which contains crystal (Cry)
proteins as the active intoxicating agent. Although Cry toxins have a relatively narrow
host range, toxicity is generally measured by death of the insect. Sublethal effects on
non-target insects are not readily apparent but could be assessed at a molecular level.
By understanding the transcriptional response of the larvae to a sublethal Cry toxin
dose, we can assess whether genes showing altered transcriptional profiles can be used
as universal Cry toxin stress markers for non-target insects. To this end, a suppression
subtractive hybridization library (SSH) was created using two larval populations
(control and CrylAb toxin treated). The transformed library was characterized by
sequencing 1091 clones and assigning putative protein functions to these genes where
possible. Differential mRNA expression analysis of selected clones, assessed by
quantitative-PCR, combined with functional gene analyses of the subtracted library,
indicates that the transcriptional response when the larvae is exposed to a sublethal dose

of Cry toxin is primarily related to metabolic gene regulation.

Keywords: Bacillus thuringiensis, Choristoneura fumiferana, subtractive

hybridization, gene expression
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SECTION I-Introduction



Recension de la littérature

1.0 Insectes en général

Parmi le grand nombre d’espéces d’insectes présentes sur terre, certaines sont
dites indispensables, comme les insectes pollinisateurs ou bénéfiques, tandis que
d’autres sont considérées comme étant nuisibles en raison de dommages économiques
en foresterie et en agriculture, ou bien des effets qu’elles peuvent avoir sur la santé
humaine en tant que vecteurs de maladie (paludisme, dengue, virus du Nil...). Ainsi au
point de vue agricole, plus du quart de la récolte mondiale est détruit chaque année par
les insectes ravageurs, que ce soit au champ ou au stockage, et plus de 10 000 espéces
d’insectes sont considérés comme étant responsables de ces dommages (Union des

Industries de la Protection des Plantes-UIPP, http://www.uipp.org).

1.1 Insectes nuisibles des plantes

Les insectes ravageurs des plantes peuvent causer des dommages directs ou
indirects. Les effets directs sont attribués aux espéces se nourrissant des feuilles
(insectes défoliateurs) ou des racines (insectes foreurs) tandis que les effets indirects
sont attribuables en grande partie aux insectes piqueurs-suceurs vecteurs de maladies
dont les agents sont des microorganismes comme des bactéries, des virus
phytopathogénes ou des parasites (Almeida et Purcell, 2003; Sylvester, 1980).

Ainsi, dans les foréts, certains insectes sont considérés comme des fléaux dus a
leur multiplication extraordinaire de fagon occasionnelle pouvant causer des dommages

énormes sur des étendues boisées. Seulement au Québec, les insectes ravageurs présents



dans les foréts entrainent des pertes de plus de 100 millions de métres cube par année,
un volume équivalent 4 plus de cinq fois la quantité d’exploitation forestiére québécoise

(Dale et al., 2001).

1.2 Méthodes de contrdle : chimiques et biologiques

Les pesticides chimiques comportent de nombreux inconvénientsdont la
persistance pour de longues périodes dans I’environnement, leurs larges spectres
d’action, la résistance de la part des organismes ciblés ainsi que leurs effets a long
terme (Kristiansen et Lewis, 1986). Les produits chimiques engendrent des problémes
au niveau de la culture mais également, ils peuvent mettre en danger 1’équilibre
écologique des cours d’eau ainsi que 1’approvisionnement en eau potable (Dugal, 1986).
C’est d’ailleurs pour ces raisons que les biopesticides et plus particulierement les
insecticides d’origines bactériennes constituent une excellente alternative a ces
méthodes de contrdle chimique.

Un insecticide biologique se doit de comporter un ensemble de qualités qui sont
difficiles a concilier : sélectivité et innocuité pour les mammiféres et autres organismes
non nuisibles, rapidité d’action, forte virulence, stabilité¢ et production industrielle
rentable (de Barjac, 1977). De ce fait, méme si plusieurs entomopathogénes ont été
utilisés dans des conditions contrdlées telles qu’au laboratoire ou dans le cadre de
certaines conditions environnementales recréées (serres), seulement quelques uns
présentent les caractéristiques requises pour une exploitation massive adéquate (Lacey

et Goettel, 1995).



Le groupe de microorganismes qui sont spécifiquement pathogénes pour les
insectes est trés varié et constitue par conséquent autant de possibilités quant a leur
utilisation comme biopesticides. Il contient entre autre un large éventail de virus (tels
que les baculovirus (Szewczyk et al., 2005)), de champignons (tels que Metarhizium
spp. (Roberts et St Leger, 2004)) et de bactéries (tels que Bacillus thuringiensis
(Aronson, Beckman, et Dunn, 1986)). Chacune de ces catégories est composée d’un
large spectre d’organismes qui se distinguent par le mode d’infection, de réplication
ainsi que par le mécanisme de pathogénicité. Les nématodes ont également un rdle
pathogéne envers diverses espéces d’insectes, agissant de concert avec certaines
bactéries. Ils sont virulents pour leurs hétes spécifiques mais ne produisent pas de

substances hautement toxiques en sot (Falcon, 1971).



2.0 Le systéme immunitaire chez les insectes

Chez les invertébrés, les mécanismes de défense et de coagulation doivent se
produire rapidement vu leur systtme circulatoire ouvert (Soderhall, Cerenius, et
Johansson, 1994). Chez la plupart des animaux vertébrés, ces mécanismes sont
maintenus par les cellules sanguines tandis que dans le cas des invertébrés ces fonctions
de défense sont assurées par des cellules appelées hémocytes (Soderhall, Cerenius, et
Johansson, 1994). Les hémocytes ont un réle important dans les mécanismes de
défense, puisqu’ils sont responsables de la phagocytose de divers agents pathogénes
(Soderhall, Cerenius, et Johansson, 1994). De plus, les insectes n’ayant pas de systéme
immunitaire acquis, leur systéme immunitaire inné est trés efficace. Trois mécanismes
de réactions semblent impliqués dans la réponse immunitaire innée chez les insectes:
’induction de cascades protéolytiques, les réactions de défenses cellulaires et la

synthése de peptides antimicrobiens (Hoffmann, Reichart, et Hetru, 1996).

Le systéme d’activation de la prophénoloxidase (proPO) en phénoloxidase (PO)
fait partie de la premiére catégorie, il s’agit d’un mécanisme de cascades protéolytiques
(Soderhall, 1982). La phénoloxidase catalyse les premiéres étapes du mécanisme de la
formation de la mélanine, qui permettra I’encapsidation finale de I’agent pathogéne
(Soderhall et Cerenius, 1998; Ashida et Brey, 1998). Le mode d’action de ce systeme a
été confirmé chez certains insectes (Ashida, Ishizaki, et Iwahana, 1983; Dularay et
Lackie, 1985; Leonard, Soderhall, et Ratcliffe, 1985) ainsi que chez d’autres invertébrés
(Jackson, Smith, et Peddie, 1993; Smith et Soderhall, 1991). Des produits bactériens

comme les lipopolysaccharides et les peptidoglycanes sont des déclencheurs du systéme



proPO (Soderhall, Aspan, et Duvic, 1990; Yoshida, Ochiai, et Ashida, 1986).
Notamment, une sérine protéase d’une taille de 36 kDa purifiée des cellules sanguines
d’une espéce d’écrevisse clive la prophénoloxidase en deux peptides de 60 et 62 kDa,
ce qui déclenche Iactivité des phénoloxidases (Aspan et Soderhall, 1991). Par contre, le
fonctionnement de ce systéme semble & ce jour plus ou moins clair. D’autres sérine
protéases ont été isolées chez I’écrevisse, ou certaines ont un rdle dans I’activation du
systtme des proPO, tandis que d’autres n’ont aucune fonction connue (Aspan et
Soderhall, 1991). Les sérines protéases ayant un role a I’amont du systéme des proPO,
les inhibiteurs de sérines protéases (SERPIN) en possédent également un qui est
d’inhiber cette cascade (Cerenius et Soderhall, 2004). En ce qui concerne les réactions
de défense cellulaires, elles consistent en général en une activité de phagocytose ou
d’encapsulation d’un microorganisme invasif.

La synthése de deux types de molécules antimicrobiennes est présente chez la
plupart des insectes: des peptides cycliques contenant des ponts disulfures et des
peptides linéaires exempts de cystéines. Ces molécules, comme les lysozymes, sont

produites par les cellules de Iintestin et les glandes salivaires (Hoffmann, Reichart, et

Hetru, 1996).



3.0 Réponse non spécifique a un pathogeéne

Plusieurs mécanismes de défense jouent un rdle important chez les insectes, sans
étre impliqués dans une réponse immunitaire spécifique. Les protéases digestives jouent
un rdle crucial dans la pathogénése des organismes microbiens (Wang, Li, et Granados,
2004). Les sérines protéases, qui sont les endopeptidases digestives majeures chez les
larves de lépidoptéres, ont été caractérisées chez un grand nombre d’insectes. Les
exopeptidases englobent les aminopeptidases et les carboxypeptidases. Leurs activités
ont bien été identifiées au niveau de [I’intestin moyen de diverses espéces de
lépidoptéres (Terra et al., 1996). Ces sérines protéases auraient donc un réle a la fois au
niveau de la réponse immunitaire (dans la cascade protéolytique) ainsi qu’au niveau de
la réponse non spécifique a un pathogene.

D’autres protéines impliquées dans un mécanisme de défense, les protéines de
choc thermiques (HSP) sont synthétisées trés rapidement au sein d’une cellule ayant
subi une perturbation aprés exposition & un agent de stress dans I’environnement
(Bendena et al., 1991; Lang et al., 2000). Une grande variété de stress
environnemental, incluant la chaleur (Schlesinger, 1990), le froid (Goto et Kimura,
1998), I’osmolarité (Kultz, 1996), les polluants organiques (Sanders ef al., 1991),
I’exposition aux rayons ultraviolets (Nepple et Bachofen, 1997) et I’anoxie (Myrmel ef
al., 1994) a été rapportée comme inducteur des HSP chez des organismes divers. Les
HSP sont groupées dans diverses familles selon la taille de leur protéine (Lewis ef al.,
1999). Les membres de certaines familles de HSP sont surexprimés lorsqu’ils sont en
présence d’un facteur de stress tandis que d’autres sont surexprimés seulement au cours

de certains stades de développement de I’insecte (Mahroof et al., 2005).



4.0 Tordeuse des bourgeons de I’épinette, Choristoneura fumiferana

4.1 Historique des invasions en Amérique du Nord

Les premiers épisodes d’infestations de la tordeuse des bourgeons de I’épinette
ont débuté en 1704 dans le Nord-est de I’ Ameérique. Sept invasions se sont produites
entre 1704 et 1877 dans cette région, ce qui fait un intervalle moyen de 29 ans (Blais,
1964; Blais, 1965; Blais, 1968). Depuis, trois autres invasions se sont produites dans
I’est de I’ Amérique du Nord. Cette espéce indigéne s’attaque a plus de 25 essences de
coniféres au Canada seulement, dont huit espéces d’épinette, six de pin, cinq de sapin,
trois de pruche, deux de méléze et une de genévrier (Martineau, 1985), et constitue le
plus grand insecte ravageur (Rose, 1994) tant au point de vue de la superficie touchée,
de la quantité d’arbres détruits ou méme de la fréquence et de la durée de I’infestation
(Blais, 1974; Smirnoff, 1983a). Des études précédentes ont démontré que les épisodes
de manifestation ne suivent pas un cycle régulier et que les intervalles entre ceux-ci
peuvent varier d’une période de 30 a 80 ans (Blais, 1968). En 1967, une nouvelle
émergence des populations dans toutes les régions de I’est du Canada a été répertoriée.
Des infestations prolongées de la tordeuse peuvent endommager les branches et les
cimes pour ainsi finir par tuer les arbres aprés plusieurs années de défoliations massives
(Martineau, 1985; Rose, 1994). Les sapins succombent en moyenne aprés quatre années
consécutives de graves défoliations et la mortalité est graduellement augmentée durant
les cinq années qui suivent et ce, méme apres la fin de I’invasion (McLintock, 1955).
Des traitements aériens ont été appliqués sur une trés grande échelle, surtout avec des

insecticides chimiques mais aussi biologiques. Cet épisode d’infestation a engendré des



pertes de plus de 14 milliards de dollars, représentant 1’équivalent de 10 années
d’exploitation forestiére (Cerezke, 1991). Il a été évalué en 1973 que depuis le début du
siecle, la tordeuse des bourgeons de 1’épinette a engendré des pertes de 154 millions de

meétre cube (Blais, 1973).

4.2 Cycle de vie

La tordeuse des bourgeons de 1’épinette comporte quatre différents stades de
développement (Figure 1): ’ceuf, la chenille (larve), la chrysalide et I’adulte (papillon)
(Martineau, 1985). A la fin de 1’été, les femelles déposent leurs ceufs sur les aiguilles
qui sont exposées aux rayons du soleil. Ces oeufs se regroupent a la surface de
I’aiguille, en groupe de 10 a 20. Leur incubation dure environ 10 jours. Apres
’éclosion, la chenille hiberne sur I’arbre, cachée dans les cupules, les écailles des
bourgeons, les lichens ou bien les anfractuosités de I’écorce. Ensuite, lorsque les
bourgeons sont presque ouverts au printemps, ces chenilles délaissent leur endroit
d’hivernage et migrent vers les aiguilles produites au cours de I’année précédente et
vers les bourgeons ouverts ou elles se nourrissent des fleurs staminées en quéte de
nourriture. Ces chenilles s’attaqueront aux jeunes aiguilles qui sortent & peine des
bourgeons et tout en mangeant, elles sécrétent des fils de soie pour lier les aiguilles aux
jeunes pousses. Une fois qu’elles ont complétement mangé les jeunes aiguilles, les
chenilles se nourrissent du vieux feuillage (Rose, 1994). L’infection cause une couleur
rouge aux arbres en été, due a leurs aiguilles mortes, suivie par la perte de celles-ci a

I’automne par la pluie ou le vent. Lorsqu’elles sont completement développées, les
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> Aspect d’une chenille
a maturité (sixi¢me
stade larvaire)

Jeunes chenilles en mouvement
au moment de I’ouverture des
bourgeons de sapin baumier

Aiguille de. Aspect d’une
sapin baumier chrysalide
minée par une retenue
jeune chenille au feuillage

Automne/Hiver

Masse d’oeufs sains sur . y papillon au repos
la face inférieure d’une
aiguille de sapin baumier <

Figure 1: Cycle de vie de la tordeuse des bourgeons de I'épinette
Photographie gracieuseté de Joseph O’Brien et Jerald E. Dewey, USDA Forest Service
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chenilles se transforment en chrysalides dans la cime, sur du feuillage ou sur des
branches endommagées. A son stade adulte, la tordeuse est un petit papillon brun d’une
taille d’environ 2 cm. Durant une période de deux semaines en juillet, apres
I’accouplement, la femelle peut pondre jusqu’a 200 oeufs par groupe de 15 & 50 sous les
aiguilles (Cerezke, 1991). Ces ceufs éclosent au bout de 10 jours et les larves sécrétent
des cocons en soie afin de se protéger pour I’hiver, complétant le cycle de vie d’une
année (Martineau, 1985). Le peuplement et la propagation naturelle de I'insecte se
produit a tous les stades de développement (Rose, 1994). Les dégits engendrés par la
tordeuse des bourgeons de 1’épinette se produisent au stade larvaire, lors de

I’alimentation des chenilles, et sont accentués lors du dernier stade larvaire.

4.3 Méthodes de gestion

Plusieurs facteurs naturels permettent de limiter la croissance de la population
de la tordeuse des bourgeons de I’épinette comme la présence d’entomophages
(parasites, araignées, insectes et oiseaux) qui se nourrissent d’insectes quelque soit leur
stade de développement. De plus, plusieurs micro-organismes infectent la tordeuse a
divers stades (microsporidies, bactéries, virus et champignons entomopathogénes) et
leur importance est variable selon la qualité du milieu et des facteurs climatiques. Le
climat est également un bon facteur naturel de réduction des populations (Martineau,
1985). Par contre, lors de périodes épidémiques, les populations de C. fumiferana
augmentent 4 un point tel que la répression naturelle n’est plus assez efficace pour

garder ces populations & un niveau acceptable (Anonyme, 1991).
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Par conséquent, le controle de ces populations d’insectes nécessite une
répression artificielle. Les épandages aériens de divers types d’insecticides chimiques
sont ainsi mentionnés depuis 1927 avec un contrdle a grande échelle initié dés 1940
avec le dichloro-diphényl-trichloroéthane (DDT) (Retnakaran et al., 1982). Cependant,
cet insecticide chimique s’est avéré néfaste pour I’environnement et ce malgré de
nombreux ajustements afin de réduire le dosage lors des épandages (Retnakaran ef al.,
1982). Finalement, la nature persistante de cet insecticide a mené a son remplacement
par des composés tels le fénitrothion et le matacil qui se dégradent plus rapidement dans
I’environnement (Blais, 1973; Prebble, 1976). Ainsi, le fénitrothion est devenu le
moyen de lutte chimique majeur au Canada et aux Etats-Unis contre C. fumiferana
(Blais, 1973) et ce jusqu’a trés récemment. A partir des années 70, des essais
d’épandages aériens a base d’une formulation contenant la bactérie entomopathogéne
Bacillus thuringiensis ont été¢ mis en place.

En 1974, des chercheurs du Centre de foresterie des Laurentides du Service
canadien des foréts (SCF-CFL) ont mis au point une formulation économique et
efficace de Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki, souche HD-1, le premier insecticide
biologique contre la tordeuse des bourgeons de I’épinette (Cerezke, 1991) qui est
devenu depuis lors le principal insecticide biologique utilisé au Canada (Anonyme,

1991).



13

5.0 Bacillus thuringiensis (Bf)

5.1 Historique

La découverte du bacille de Thuringe est attribuée a Ishiwata, en 1901 au Japon,
au cours d’études sur le ver a soie (Federici, 2005). Peu de temps aprés, en Allemagne,
Berliner découvre un bacille similaire capable de tuer les larves de la mouche
méditerranéenne de la farine et décrit les propriétés de cette bactérie qu’il nomme
Bacillus thuringiensis (Berliner, 1915). Egalement en 1915, aprés la publication des
travaux de Berliner, deux chercheurs japonais publient la description des
microorganismes découverts par Ishiwata en 1901 et proposent le nom de Bacillus sotto
(Aoki et Chigasaki, 1915). Depuis, de nombreuses especes de Bacillus thuringiensis
(BY) ont été répertoriées, infectant diverses familles d’insectes (Lecadet et al., 1999).
L’effet entomopathogéne de ces bactéries a été trés tot attribué a la capacité qu’ont ces
microorganismes de produire des protéines cristallisées nommées delta-endotoxines
(Heimpel, 1967). Ces toxines ont une activité tres ciblée et spécifique sur leurs insectes
hotes. Toumanoff et Vago ont probablement été les premiers a décrire les effets 1étaux
d’un bacille (Bacillus cereus) sur des larves sensibles du vers a soie (Toumanoff et
Vago, 1953). En 1954, Angus montre que des inclusions protéiques de Bacillus
thuringiensis sont toxiques pour des larves de lépidopteres, lorsqu’elles sont purifiées. Il
démontre par le fait méme [’activité entomopathogéne des toxines protéiques de Br

(Angus, 1954).
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5.2 Description

Bacillus thuringiensis est une bactérie gram positive du sol, ayant une forme de
batonnet, sporulante et aérobie facultative et qui est présente naturellement dans
Penvironnement (Dulmage, 1982). B. thuringiensis appartient a la famille Bacillus
comprenant également Bacillus cereus et Bacillus anthracis (Helgason et al., 2000). Bt
présente des similarités morphologiques et génétiques avec B. cereus (Dulmage, 1982).
Cependant, méme si le génome de B. cereus est trés similaire a celui de B.
thuringiensis, il ne posséde pas de génes codants pour des toxines insecticides,
normalement présents sur un plasmide (Helgason er al., 2000). C’est cette
caractéristique qui distingue le plus Bt des autres Bacillus : I’inclusion cristalline (ou
cristal) constituée de protéines insecticides qui sont produites & I’intérieur de la bactérie

en méme temps que la spore.

5.3 Cycle de vie du Bt

Le cycle de développement de Bf comporte deux phases distinctes, la premiére
est végétative et est suivie d’une phase dite stationnaire. Durant la phase végétative, il y
a multiplication exponentielle par scissiparité des cellules. La phase stationnaire peut
conduire a la formation de spores, ce qui assure la conservation et la dispersion de B,
avant de germer pour donner un nouveau cycle végétatif (Lacoursiére et Boisvert,
2004). Lorsque la spore se retrouve dans un milieu favorable a sa croissance, elle se
réhydrate et germe pour donner une cellule végétative en forme de batonnet (phase de
multiplication ou végétative). A la suite de cette phase, les bactéries peuvent

recommencer a sporuler (Lacoursiére et Boisvert, 2004). C’est précisément a I’étape de
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la sporulation que chaque bactérie produit des cristaux protéiques. Les endospores de Bt
sont en mesure de subsister dans des conditions environnementales défavorables. Il a
été montré que Bt est stable au moins dix ans sous forme de poudre séche (de Barjac,
1977).

Bt semble persister dans le sol sous forme de spores et démontre trés peu de
multiplications dans la nature (Akiba, 1986; West et al., 1985). L’étape de sporulation
se déroulant en période de manque de nourriture ou de situation de stress, il semble peu
probable que Bt utilise de 1’énergie durant cette période afin de produire une structure
protéique (toxines Cry) occupant 35% du poids total de la bactérie (Meadows, 1993).
Les cellules végétatives ne peuvent pas se développer dans un environnement a pH
élevé comme celui du tube digestif des insectes, mais cet environnement est cependant
indispensable a I’activation des toxines. De ce fait, plusieurs facteurs résultant d’une
infection par Bt chez les organismes affectés, comme la paralysie du systéme digestif,
les divers changements biochimiques (baisse du pH vers une neutralité) ainsi que la
perforation de la paroi intestinale induits par la toxine, permettent & la spore d’étre au
sein d’un milieu riche en éléments nutritifs qu’est le tube digestif ou la germination et la
multiplication peuvent prendre place ( Lacoursiére et Boisvert, 2004). De ce fait, sans la
structure cristalline qui provoque ces conditions favorables, le Bt ne serait pas en

mesure d’infecter un insecte sain et de se reproduire aisément (Meadows, 1993).

5.4 Les différentes toxines sécrétées par Bt
Le mode d’action des toxines varie selon I’insecte ainsi que la souche

bactérienne considérée mais nécessite toujours comme premiére €tape 1’ingestion par
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I’insecte. Bt produit un large spectre de toxines dont les plus importantes sont une
alpha-exotoxine, une béta-exotoxine ainsi qu’une delta-endotoxine (Dulmage, 1981;
Dulmage, 1982). La béta-exotoxine est produite par plusieurs variétés de Bt et posséde
un pouvoir toxique reconnu pour les vertébrés (Liithy et Ebersold, 1981). Les souches
de Bt qui produisent une ou I’autre de ces exotoxines ne sont donc pas utilisées dans les
programmes de lutte biologique.

Deux types de toxines sont considérés comme des endotoxines : les toxines Cry
et les toxines Cyt. Les protéines Cyt sont des toxines présentes dans les inclusions
cristallines de certaines souches de Bf qui sont actives sur les larves de diptéres. Elles ne
présentent aucune homologie avec les toxines Cry. Les souches de Bt produisant les
endotoxines Cry ou Cyt sont utilisables en lutte biologique.

Le mode d’action du Bt chez les larves varie énormément d’une espéce a une
autre : chez certaines, le cristal parasporal produit par le bacille cause une toxémie
tandis que chez d’autres, I’activité du bacille est le résultat d’une action couplée entre
les spores et les cristaux. Enfin, chez d’autres espéces, seules les spores sont
responsables de la pathogénicité du Bt en provoquant une septicémie (Liu ef al., 1998;

Roehrich, 1964; Smirnoff et Valero, 1972).

5.5 Mode d’action des toxines Cry

Les protéines cristallisées produites par Bt durant la phase de sporulation ont une
composante majeure de 27 a 140 kDa (protoxine) (Hofte et Whiteley, 1989). Apres
ingestion par un insecte sensible, le pH alcalin de I’intestin moyen va dissoudre les

cristaux contenant la protoxine (Figure 2). La protoxine est activée par une
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protéase intestinale de type trypsine qui permet un clivage protéolytique débutant a
I’extrémité C-terminale et allant vers I’extrémité N-terminale (Milne et Kaplan, 1993;
Nagamatsu et al., 1984; Tojo et Aizawa, 1983).

Dans le cas de la sous-classe de toxines Cryl, la protoxine a une taille comprise
entre 120-140 kDa qui est ultérieurement clivée en une toxine de 65 kDa (Masson et al.,
2002). L’activation de la protoxine semble se produire par une série de clivages
protéolytiques, commengant & ’extrémité C-terminale et allant vers ’extrémité N-
terminale jusqu’a ce qu’il y ait génération de la toxine (Chestukhina et al., 1982; Choma
et al., 1990). La toxine activée va ensuite se lier a des récepteurs spécifiques présents a
la surface de la bordure en brosse (Hofmann et al., 1988; Masson ef al., 1995;
Wolfersberger et al., 1987), créant des pores (Masson et al., 1999). Ces pores
provoquent un changement ionique et une disruption de la fonction membranaire
conduisant a la lyse cellulaire et & une septicémie due a la germination et a la
multiplication des spores bactériennes dans 1’hémolymphe de I’insecte (Knowles et
Ellar, 1987; Liebig, Stetson et Dean, 1995).

Les étapes initiales de ce processus (solubilisation et formation des pores)
constituent un mécanisme trés rapide car il a été démontré qu’il y avait arrét de
I’alimentation de 1’insecte dans les 15 premiéres minutes suivant I’ingestion du cristal

protéique (Retnakaran et al., 1982).

5.6 Les récepteurs de toxines Cry
L’élément le plus important qui détermine la spécificité d’une toxine Cry par

rapport & un insecte donné est la liaison qui doit s’établir entre la toxine active et les
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récepteurs spécifiques localisés sur la membrane épithéliale des microvillosités de
I’intestin de cet insecte. Cette observation initiale a €té faite chez plusieurs insectes
(Hofmann et al., 1988) et a conduit a la caractérisation de diverses familles de
récepteurs des toxines Cry. Ainsi, chez Manduca sexta, il semble que le récepteur
spécifique a la toxine CrylAb soit une protéine de type cadhérine d’un poids
moléculaire de 210 kDa (Francis et Bulla, 1997), tandis que les récepteurs de Cry1Ac et
de CrylC seraient des aminopeptidases chez ce lépidoptére (Knight, Crickmore, et
Ellar, 1994; Luo, Lu, et Adang, 1996; Masson ef al., 1995). Récemment il a été
démontré que des glycolipides présents uniquement dans les membranes des invertébrés
(nématodes et insectes) étaient des récepteurs spécifiques aux toxines Bt (Griffitts et
Aroian, 2005). La nature des canaux ioniques par les toxines Cry chez I’insecte est
encore trés controversée (Masson et al., 2002; Smedley, Armstrong, et Ellar, 1997; Van
Frankenhuyzen et al., 1991). De plus, malgré [’utilisation abondante de Bt dans
plusieurs sphéres de I’agriculture, il s’avére que les détails précis de la liaison de
I’endotoxine aux cellules de I’intestin menant & la mort de 1’insecte ne sont pas encore

totalement compris (Ferré et Van Rie, 2002).

5.7 Famille des génes Cry

Une premiére classification des protéines cristallisées de Bt a été proposée
(Hofte et Whiteley, 1989) afin de nommer les deux classes majeures des génes
responsables: génes cry (codant pour les protéines cristallisées Cry) et génes cyf (codant
pour les protéines cytolytiques Cyt). Cette classification a été mise a jour en 1998 et sert

toujours de référence (Crickmore ef al., 1998). Cette nouvelle nomenclature a pris pour
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exemple celle de la superfamille du cytochrome P450 (Nelson et al., 1996). Le principe
de cette méthode de nomenclature est d’assigner des noms aux membres de
superfamilles de génes en rapport a leurs degrés de divergence d’évolution, estimés par
des arbres phylogénétiques (Crickmore et al., 1998). La définition des protéines Cry est
donc devenue plus large : ce sont des inclusions parasporales de nature protéique
(cristal) de Bt qui produisent un effet toxique envers un organisme cible, ou alors toute
protéine qui a une séquence similaire a n'importe quelle protéine Cry déja connue. De la
méme facon, les protéines Cyt se décrivent comme étant une inclusion parasporale de
nature protéique (cristal) de Bt qui produit une activité hémolytique, ou toute protéine
ayant une séquence similaire a toute protéine Cyt déja connue (Crickmore ef al., 1998).
Les protéines d’un méme groupe sont généralement toxiques pour une méme catégorie
d’insectes. Les toxines sont donc classées sur une base d’homologie de séquences
d’acides aminés, ot chaque protoxine obtient un nom Cry ou Cyt ainsi que quatre rangs
hiérarchiques consistant en un numéro, une lettre majuscule, une lettre minuscule ainsi
qu’un autre numéro (ex.: Cry25Aal), dépendant de sa place dans Parbre
phylogénétique (de Maagd, Bravo, and Crickmore, 2001). De fagon générale, les
toxines Cry1 sont ainsi principalement toxiques pour les lépidopteres, les toxines Cry2
pour les lépidoptéres et diptéres, les toxines Cry3 pour les coléopteres et les toxines

Cry4 pour les diptéres (Crickmore et al., 1998; Crickmore ef al., 2005).
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6.0 Utilisations de Bt : épandage et plantes transgéniques

L’action trés restreinte de ce biopesticide est a la base de son innocuité envers
les espéces non-cibles (Retnakaran et al., 1982). En effet, plusieurs études ont démontré
le caractére inoffensif du Br envers les vertébrés (McClintock, Schaffer, et Sjoblad,
1995; Retnakaran et al., 1982; Valadares et al., 2001; Yadzani et al., 1982). Une autre
étude a exposée que Bf n’est ni pathogéne, ni allergéne pour les vertébrés (Faust et
Bulla, 1982). De plus, il semble que Bt disparaisse rapidement du tractus digestif des
vertébrés (Faust et Bulla, 1982).

Bt est ’agent biologique le plus utilis¢é pour le controle des populations
d’insectes ravageurs et est considéré comme une excellente alternative aux insecticides
chimiques (Feitelson, Payne, et Kim, 1992). Ce biopesticide est de plus en plus utilisé
grice aux nombreux progrés technologiques récents qui permettent de produire des
bactéries recombinantes contenant plusieurs génes de toxines utilisées en épandage,
ainsi qu’au développement de différentes espéces de plantes transgéniques exprimant

des génes de toxines de Bt (Koziel et al., 1992; Schnepf et al., 1998).

6.1 Epandage

Les formulations commerciales a4 base de Bt utilisées dans le domaine de la
foresterie sont essentiellement basées sur Bt subsp. kurstaki souche (HD-1) qui produit
les toxines CrylAa, CrylAb, CrylAc et Cry2Aa (Dulmage, 1970). Cette formulation
HD-1 est trés efficace et largement utilisée contre les Iépidoptéres ravageurs des foréts,
dont la tordeuse des bourgeons de I’épinette (Van Frankenhuyzen et al., 1991). En

général, les spores et les cristaux sont parties intégrantes des préparations commerciales
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de Bt (Dugal, 1986). Le fait que les cristaux protéiques soient dégradés rapidement
lorsqu’ils sont exposés aux rayons ultraviolets impose d’effectuer plusieurs épandages
différents sur un méme site pour s’assurer que cette zone ait bien été couverte (de
Maagd, Bosch, et Stieckema, 1999). De plus, I’arrosage de Bt ne couvre pas toutes les
régions, ce qui fait que ce traitement s’avére inefficace contre plusieurs types

d’insectes-cibles qui ne viennent pas en contact direct avec les cristaux.

6.2 Plantes transgéniques Bt

Plusieurs facteurs ont mené au développement de plantes transgéniques
exprimant des protéines insecticides de Bt. En effet, |’ utilisation de Bt par épandage est
sans effet sur les insectes se nourissant par minage, puisque ceux-ci ravagent les plantes
de l’intérieur. Dans le cas des plantes transgéniques, les insectes ravageurs se
nourrissant sur ces plantes sont obligatoirement en contact avec la toxine (de Maagd,
Bosch, et Stiekema, 1999). De plus, dans les plantes transgéniques, la toxine est
produite de maniére continue et n’est pas sujette a la dégradation. Plusieurs génes Cry
ont été ainsi intégrés a des génomes de plantes ayant un intérét commercial (Barton,
Whiteley, et Yang, 1987; Vaeck et al., 1987). En 1996, aux Etats-Unis, les premiéres
plantes transgéniques Bt ont été commercialisées (Estruch et al., 1997) tandis qu’a la
méme époque (1997), 27 pesticides microbiens étaient enregistrés par la U.S.

Environmental Protection Agency (Schnepf et al., 1998).
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7.0 Résistance au Bt

La résistance aux insecticides est un probléme qui n’est pas récent et I’utilisation
intensive des pesticides chimiques a créé une situation ou plus de 500 espéces
d’insectes ont développé une multitude de résistance a différents pesticides au cours des
années (Georghiou et Lagunes-Tejeda, 1991). L’utilisation & long terme ainsi qu’a
grande échelle de Br dans les champs (sous forme de spores et cristaux ou sous forme de
plantes transgéniques) a amené la communauté scientifique a s’intéresser aux divers
problémes de résistance que son utilisation massive pourrait engendrer (Tabashnik es
al., 1994). Un scénario identique a celui des pesticides chimiques pourrait bien se
développer au cours des prochaines années si aucune précaution n’est prise (Bauer,
1995; McGaughey et Whalon, 1992).

Depuis les années 80, différentes especes d’insectes ont déja révélé divers
niveaux de résistance aux protéines cristallisées de Bt (Ferré et al., 1995).
Théoriquement, les insectes peuvent développer une forme de résistance a n’importe
quelle étape du mécanisme de toxicité engendré par les toxines de Bt (de I’ingestion du
cristal a la formation de pores dans les cellules épithéliales) (Martinez-Ramirez, Gould,
et Ferré, 1999). 1l existe plusieurs options pour que I’insecte évite 1’action des toxines
Cry (Tabashnik et al., 1994; Tabashnik et al., 1997; Tang et al., 1996; Wright et al.,
1997). Ces scénarios peuvent étre une mauvaise solubilisation du cristal ingéré, une
activation protéolytique déficiente de la protoxine, une protéolyse exagérée (menant a la
dégradation compléte de la toxine), la séquestration de certaines molécules de la toxine
par des sites de liaisons non-fonctionnels, un défaut dans les sites de liaison, un défaut

dans la formation des pores ou méme une augmentation de la réparation cellulaire
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(Darboux et al., 2002; Gahan, Gould, et Heckel, 2001; Heckel, 1994; Martinez-
Ramirez, Gould, et Ferré, 1999; Oppert, 1999). La détermination et la caractérisation du
ou des mécanismes de résistance présents dans chaque espéce de ravageurs peut
s’avérer trés difficile. De plus, une compréhension des mécanismes de résistance envers
les toxines Cry doit étre élaborée pour une multitude de toxines connues avec leurs
spectres d’action distincts (Griffitts et Aroian, 2005). Par contre, des expériences
toxicologiques trés simples suggérent qu’il existe un nombre limité de mécanismes de
résistance pour plusieurs toxines Cry connues (Griffitts et Aroian, 2005). Malgré cela,
les mécanismes de résistance demeurent parfois inconnus pour des lignées de

laboratoire de plusieurs especes d’insectes (Gould et al., 1992; Maclntosh et al., 1991;

Moar ef al., 1995; Oppert ef al., 1997).
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8.0 Exposition sublétale au Bt

Lorsqu’il y a arrosage ou épandage de Bt aux champs, certains organismes
peuvent ingérer la toxine a des quantités qualifiées de sublétales. Ce phénoméne peut
¢galement s’observer dans le cas de plantes transgéniques Bt. En particulier, plusieurs
effets dus a une exposition sublétale de Bf chez la tordeuse des bourgeons d’épinette ont
déja été documentés, incluant I’arrét de I’alimentation, la diminution de la masse de la
larve ainsi qu’un temps de développement plus long (Alford et Holmes, 1986; Fast et
Régniére, 1984; Retnakaran, Lauzon, et Fast, 1983; Van Frankenhuyzen et Nystrom,
1987). De plus, il a ét€¢ montré que des populations de C. fumiferana ayant survécu dans
des zones traitées au Bt présentaient une baisse du niveau de calcium, de I’activité
phosphatase et une réduction des capacités reproductrices (Smirnoff, 1983b). La preuve
que la résistance pouvait étre induite par des faibles concentrations de préparations

commerciales de Bf (Rahman ef al., 2004) a récemment été faite.

8.1 Résistance des insectes cibles

Des recherches effectuées sur des souches Bt auxquelles le ravageur Heliothis
virescens est sensible ou résistant ont montré des changements pathologiques au niveau
des cellules en colonne dans le cas d’une ingestion de la toxine CrylAc a laquelle cet
insecte est sensible (Martinez-Ramirez, Gould, et Ferré, 1999). Ces dommages
épithéliaux s’effectuent rapidement mais également de fagon dépendante du temps
(Martinez-Ramirez, Gould, et Ferré, 1999). Malgré des dommages épithéliaux
importants, il est cependant possible pour I’insecte de se développer jusqu’a I’4ge

adulte, comme cela a déja été rapporté pour Galleria mellonella (Hoppingarner et
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Materu, 1964). La capacité des larves a remplacer rapidement les cellules et tissus
endommagés pourrait jouer un role important dans le développement de la résistance
des insectes aux doses sublétales de Bf (Martinez-Ramirez, Gould, et Ferré, 1999).

Il a été rapporté & Hawaii le premier cas de résistance aux champs, ou des
populations de Plutella xylostella ont présenté différents niveaux de susceptibilité a des
formulations de Bt (Schnepf et al., 1998). Les populations d’insectes provenant des
zones hautement traitées présentaient beaucoup plus de résistance envers Bt que les
populations traitées a des niveaux plus bas (Tabashnik ef al., 1994).

Une étude portant sur Helicoverpa zea montre que des effets sublétaux d’une
espéce de mais transgénique résultent en un développement larvaire plus long, des
larves plus petites et une réduction de la fécondité de H. zea (Horner, Dively, et
Herbert, 2003). Cette exposition a des doses modérées semble provoquer chez I’hote
des variations génétiques et physiologiques menant 4 un comportement de résistance

(Horner, Dively et Herbert, 2003).

8.2 Effets des doses sublétales chez les insectes non-cibles

Les insectes non ciblés par une toxine spécifique, mais potentiellement sensibles
a celle-ci pourraient également développer de la résistance, a cause d’expositions
répétées. En effet, ces insectes non ciblés se trouvant dans le méme environnement que
les insectes ciblés, leur exposition a la toxine est un probléme lorsqu’on sait que ceci
peut favoriser le développement de résistance ou des altérations du métabolisme. Selon

une syntheése sur le sujet, les effets du Bt variété israelensis sur les organismes cibles
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ainsi que les organismes non-cibles sont trés difficiles a prévoir (Boisvert et Boisvert,

2000).
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Problématique

La tordeuse des bourgeons de 1’épinette (Choristoneura fumiferana, famille
Lepidoptera) est I’insecte ravageur des foréts de résineux le plus important d’ Amérique
du Nord (Rose, 1994). C’est lorsque I’insecte est au stade larvaire qu’il occasionne des
dégats majeurs en se nourrissant des différentes parties de I’arbre, autant des bourgeons
que des vieilles aiguilles. La mort de I’arbre survient en moyenne cinq a sept ans aprés
le début de I’infestation et ce, par défoliations répétées année aprés année (Martineau,
1985). C. fumiferana engendre des pertes environnementales et économiques majeures,
étant donné toutes les utilités commerciales du sapin, tant pour le bois d’ceuvre que pour
les pates et papiers (Martineau, 1985). Dans le cadre des programmes de lutte contre cet
insecte nuisible, plusieurs pesticides chimiques sont utilisés, comme le fénitrothion.
Cependant, I’utilisation intensive de tels produits peut engendrer des problémes
environnementaux comme la pollution des nappes phréatiques, leur persistance dans
I’environnement, une non-spécificité d’action entrainant des effets néfastes sur des
insectes non-cibles ainsi que le développement de résistance de la part des insectes
(Burges, 1982; Lord, 2005).

Une bactérie entomopathogéne présente dans le sol, le bacille de Thuringe
(Bacillus thuringiensis, Bt) permet également de réduire de fagon significative les
populations de C. fumiferana. Bt produit plus de 35 sous-classes de protéines
intracellulaires cristallisées (Cry) qui ciblent un large éventail d’insectes. L’absence de
toxicité de ces protéines chez les vertébrés et leur grande spécificité d’hotes rendent leur

utilisation attrayante comme agent de lutte biologique commercial contre les insectes
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ravageurs. En effet, a la différence des pesticides chimiques, Bt réduit au minimum les
effets néfastes sur I’environnement. Ainsi une formulation commerciale de B a été
développée et commercialisée (Dulmage, 1970) pour lutter contre plusieurs ravageurs
forestiers dont la tordeuse des bourgeons de I’épinette (Van Frankenhuyzen, 1993). Ce
biopesticide qui contient plusieurs protéines Cry est largement utilisé dans les foréts
nord américaines. En particulier depuis 1987, cet insecticide appliqué par voie aérienne
constitue la méthode de lutte principale contre la tordeuse des bourgeons de 1’épinette

dans la province de Québec (Anonyme, 1989).

Hypothése

Méme s’il est largement établi que les toxines Cry ont un spectre d’action
restreint, il est cependant nécessaire de s’assurer de leur innocuité vis-a-vis des insectes
non-cibles présents dans le méme environnement que C. fumiferana. Dans cette optique,
la majorité des études antérieures se sont généralement limitées & mesurer la mortalité
des insectes sans tenir compte d’effets plus subtils sur P’oviposition ou le
développement morphologique des insectes non ciblés. Cependant, ces effets qui ne
sont pas visibles immédiatement sont des facteurs importants pouvant affecter
I’écologie et la dynamique des populations de ces insectes. Sur cette base, notre
hypothése est la suivante : I’intoxication sublétale d’un insecte détermine des
changements spécifiques d’expression de certains genes. Ces changements méneront, au
moins dans certains cas, a des variations mesurables (hausse ou baisse) des quantités

d’ARN messagers (ARNm) correspondants a ces génes. En retour, la mesure des
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niveaux de ces ARNm chez des insectes non-cibles pourra éventuellement servir a

détecter une réponse sublétale, mais potentiellement nocive, chez ces insectes.

Le _premier objectif de notre étude consiste a créer une banque d’ADN

complémentaire d’expression différentielle par hybridation suppressive soustractive de
deux populations de larves de C. fumiferana (témoin et exposée a une dose sublétale de
la toxine CrylAb) afin d’évaluer les effets plus subtils de la toxine au niveau
moléculaire. Avec cette banque, on s’attend & mieux comprendre les effets de la toxine
sur ses hotes cibles.

Le deuxiéme objectif de notre étude consiste a identifier les génes clés qui sont

influencés négativement ou positivement par des doses sublétales de toxines afin de les
utiliser dans le cadre d’études ultérieures comme marqueurs universels dans un
programme de détection des effets sous-létaux sur des insectes non ciblés par ces

toxines.
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ABSTRACT

Bacillus thuringiensis is a microbial control agent active against Choristoneura
fumiferana, a lepidopteran defoliator of North American forests. Although the B.
thuringiensis insecticidal crystal protoxins have a relatively narrow host range, there is
concern about their impact on non-target species where intoxication effects may not be
overt. Larval toxicity effects can be assessed at the molecular level by determining
altered transcriptional profiles in response to sublethal toxin exposure in sensitive
insects. Subtraction hybridization libraries were created using two larval populations,
control and toxin-fed and were characterized by sequencing 1091 clones. Differential
mRNA expression of selected clones, as measured by quantitative-PCR, identified a
number of metabolic and stress-related genes that were either transcriptionally enhanced

or repressed after toxin exposure.
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INTRODUCTION

The entomopathogenic bacterium, Bacillus thuringiensis (Bt), produces a variety
of insecticidal crystal (Cry) proteins toxic to a number of lepidopteran, coleopteran and
dipteran larvae. Bt is an efficient insect control agent; it has been developed
commercially for the control of various agronomical insect pests (Saade et al., 1996,
Moar et al., 1990) and represents an important alternative to chemical insecticides
(Feitelson et al., 1992). After ingestion by a susceptible insect, the protoxin crystal is
solubilized in midgut digestive fluid and the soluble protein processed to an active Cry
toxin by gut proteases. After activation, toxins bind to specific receptors on the midgut
brush border epithelial cell surface, aggregate (van Rie ef al., 1990, Masson ef al., 1995,
Rausell ef al., 2004) and integrate into the cell membrane where they create specific ion
channels (Masson et al., 1999, Schwartz et al., 1997, Gazit, 1998, Slatin and Abrams,
1990) causing osmotic imbalance, cell swelling and ultimately lysis (Knowles and Ellar,
1987).

Although Cry toxins are known to have a narrow host range, their effects on
non-target insects remain a controversial environmental issue (Losey et al, 1999,
Hilbeck, 2001, Romeis et al., 2004). However, apart from overt effects like mortality,
sublethal effects resulting in potential decreased fitness such as altered oviposition or
reduced fecundity can easily be overlooked. An assessment of the transcriptional
response of toxin sensitive cells exposed to sublethal Cry protoxin levels would aid in
our understanding of both the Cry toxin’s mode of action and potential insect resistance

mechanisms to intoxication. In terms of non-target insect effects, a survey of genes
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showing altered transcriptional profiles could potentially be used as universal Cry toxin
stress markers for non-target insects.

In North American forests, insect outbreaks are the major agents of natural
disturbances (Logan et al., 2003) having a commercial negative impact approximately
five times greater than forest fires (Dale et al, 2001). In particular, one major
lepidopteran forestry pest, the spruce budworm (Choristoneura fumiferana) is a severe
defoliator of conifers with damages evaluated in the billions of dollars (Rose, 1994). B.
thuringiensis strain HD-1 is a commercial formulation containing a variety of Cry
protoxins including Cry1Ab and is currently used in the field to control C. fumiferana
populations (van Frankenhuyzen, 1993). The present study describes the construction
and partial characterization by sequencing and mRNA quantification of a suppression
subtraction hybridization library between a non-protoxin exposed control larval

population of C. fumiferana and a Cry1Ab protoxin exposed population.



RESULTS

Subtractive library analysis

A cDNA subtractive library enriched in clones differentially expressed from C.
Sfumiferana after treatment with CrylAb protoxin was created. A total of 1091 clones
derived equally from forward and reverse subtractions were fully sequenced from which
623 clones were determined to be unique clones, while the remaining 468 clones
represented either replicates or contiguous sequences. At this level of redundancy it is
reasonable to assume that sufficient clones were sequenced to provide fairly complete
coverage of the library. GenBank nucleotide homology searches (BLASTN) on all 623
clones to determine gene identification was not fruitful due to poorly conserved
nucleotide sequences between insect species (in particular between lepidoptera and
diptera). Alternatively homology at the protein level in GenBank was determined using
BLASTX. In order to reduce the number of non-insect matches, an arbitrary E-value
threshold (¢"'°) was chosen. A majority of the clones did not have a known function
attached to them but showed significant homology to various sequences from Anopheles
gambiae, Drosophila melanogaster and D. pseudoobscura (data not shown). Of the 623
clones, 171 sequences (27%) had a significant BLASTX match associated with a
function (< €'°) and were further analyzed using the Gene Ontology Consortium
software (Ashburner et al, 2001) which describes gene function corresponding to
activities from any organism (Table 2). Among the 171 sequences, 156 sequences
presented a significant match (E-value < e”) for a known molecular function or
biological process. As shown in Figure 1, 54% of the clones with a significant match

had a molecular function related to a catalytic activity (kinases, helicases,
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endopeptidases, etc.). The two other major functions represented in the subtractive
library were proteins involved in binding functions (ABC transporter, gelsolin,
troponin, etc.) (15%) or involved in structural functions (ribosomal proteins, actin
related proteins and ubiquitin) (15%). Four clones, representing 3% of the subtractive
bank, play a role in the stress response of the insect. Several genes coding for proteins
associated with the insect midgut were also identified. For example, two clones showed
a significant BLASTX score with two different chitin binding proteins from
Trichoplusia ni, which are major components of the peritrophic membrane
(Supplementary Material Table S1). Moreover, proteolytic enzymes specific to the
midgut (e.g. carboxypeptidases) and involved in digestion were also found. Several
proteins involved in potential Cry toxin recognition and putative binding receptors such
as aminopeptidase and cadherin proteins were identified. Among 14 clones sequenced
having significant homology with aminopeptidases of Manduca sexta, Spodoptera
litura, Lymantria dispar and Epiphyas postvittana, four different isoforms of
aminopeptidases were defined using the PolyDot software. Moreover, four clones
having a significant homology with larval trypsin-like proteases were detected. These
enzymes are involved in the proteolysis of the Cry protoxins and lead to the activation
of the toxin (Milne and Kaplan, 1993). Eight clones having sequence homology with
various serpins, which are a superfamily of serine protease inhibitors, and eight clones
with sequence homology to another superfamily of catalytic enzymes, the cytochrome

P450 family, were detected (Supplementary Material Table S1).
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Q-PCR analysis

To examine altered transcriptional patterns resulting from protoxin exposure in
two different biological replicates, 17 clones, reflecting the distribution of molecular
functions in the subtractive library, were randomly selected for quantitative PCR
analysis. Each pair of oligonucleotide primers (Table 1), designed to amplify a specific
clone, was tested for target specificity by PCR and was found to produce the predicted
sized fragment (data not shown). The expression levels of each selected gene were
measured simultaneously with the house keeping genes (PLPA2, 1.32). Since it was
found that both house keeping genes gave similar normalization results, consequently,
all expression data was normalized only to PLPA2.

Based on Q-PCR analyses, the 17 clones were classified into three different
groups according to the type of expression observed (Table 3). Nine clones were
considered as over expressed compared to the control after protoxin exposure (Table 3).
In particular, gene expression of the two selected serine protease inhibitors appeared to
be the most enhanced after Cryl Ab protoxin treatment (2.5 to 10.4-fold change). Four
more clones showed an over expression profile after protoxin exposure in both
biological replicates: a clone having sequence homology with an antifreeze protein of
C. fumiferana, a cytochrome P450 protein of Depressaria pastinacella, an esterase from
Plutella xylostella, and a protein involved in DNA-repair. Three clones with homology
to the growth factor related protein (IDGF), an initiation factor and a gene of unknown
function showed an enhanced expression profile in one replicate but showed little or no

increase in transcription in the other replicate (Table 3).
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Among the selected group of genes, five clones showed a stable expression
profile i.e. there was no change in their expression between the control groups and the
insects exposed to the protoxin (Table 3). More specifically, a clone with sequence
homology to an aminopeptidase N, a known receptor protein for Bt toxin, was not
affected by the protoxin treatment (0.9 and 1.1 differential expression ratio). Similar
expression profiles were observed for clones having homology with a chitin receptor,
with a hydroxydehydrogenase related protein, an ATPase protein and an ATP binding
cassette (ABC).

In contrast to genes showing enhanced or stable transcription after CrylAb
treatment, one clone showing sequence homology with a lipase from Antheraea
yamamai and another clone with homology to a metalloprotease precursor both showed
decreased transcriptional activity in both biological replicates (0.1-0.1-fold and 0.4-
0.13-fold) respectively. In addition, a clone showing homology to a heat shock protein

of Antheraea yamamai was also significantly repressed (Table 3).
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DISCUSSION

One major difficulty in assessing the ecological impact of a biopesticide is that
the lack of an immediate effect on a particular insect (e.g. death or cessation of feeding)
does not necessarily correlate with a lack of a response at the molecular level. Sublethal
effects, particularly during long term Cry toxin exposure from transgenic plants, could
potentially lead to important changes in insect physiology such as reduction in overall
size, a slower maturation or an altered oviposition (i.e. decreased fitness) that can, in the
long term, alter the population dynamics (Harwood et al, 2005, Moreau and Beauce,
2001). One possible approach to determine potential susceptibility to intoxication would
be to conduct toxin binding assays to midgut epithelial cells, however this in itself may
not be conclusive. Although toxin binding is required for toxicity, binding does not
necessarily result in actual toxicity (non-functional binding). Therefore there is a need
for other molecular indicators of toxicity. In order to study the molecular response of C.
Sfumiferana larvae when exposed to a sublethal dose of CrylAb protoxin, a subtracted
library was created in order to directly focus on genes showing altered transcriptional
responses (Diatchenko ef al., 1996). For this purpose, a large number of cDNA library
clones were sequenced.

One striking observation from our data was large number of unmatched
sequences, however given the current bias in the insect databanks towards dipteran
sequences, this result was expected. Putative functionality could be attributed to only
171 or 27% of the 623 unique sequenced clones. In this group, 156 were directly
matched to a molecular function or biological process using Gene Ontology software

which divided these clones into three major and four minor groups. Genes showing
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catalytic activity were most represented group (54%) while those having homology with
binding functions or with structural functions were equally represented (15% each).
Interestingly, this pattern of functional distribution for catalytic and binding functions is
similar to that found in Diabrotica virgifera virgifera midguts using an expression
sequence tag (EST) approach (Siegfried et al., 2005). These groups are what would be
expected of proteins that would be potentially expressed in insect guts.

In order to gain insight into the actual transcriptional response of C. fumiferana,
we used a Q-PCR method to analyze the expression profile of 17 clones representative
of the overall functional distribution within the library. Among the clones selected, five
did not show any transcriptional changes after protoxin treatment (Table 3). Most of
these clones are involved in binding functions and are components of cellular
membranes within the gut such as aminopeptidases. Both cadherins and
aminopeptidases are proteins involved in the binding of the CrylA toxin of the midgut
epithelial cell layer in lepidopteran species (Vadlamudi et al., 1995, Yaoi et al., 1997).
Thus alterations (masking) in toxin receptor levels does not seem to be a response of the
larvae to intoxication, however it would be important to test other aminopeptidases
present in our subtractive library as other isoforms could react differently. Another
clone similar to the peritrophic membrane chitin binding protein 1 from Trichoplusia ni
(Wang et al., 2004) did not show any differential expression after protoxin treatment.
This protein is present in the peritrophic membrane, which covers the insect gut and
acts as a protective barrier to all microorganisms present in the gut lumen (Peters,
1992). Two other clones with functions related to a binding activity (ATPase and an

ATP-binding cassette) were not affected by the protoxin treatment. The ATP-binding
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cassette (ABC) transporters are part of a family of transmembrane proteins which have
two ABC motifs containing two adenosine triphosphate (ATP) binding sites. They were
identified in a large variety of organisms including Drosophila melanogaster (Kuwana
et al., 1996, Higgins, 1992, Ames and Lecar, 1992), and are implicated in a wide range
of functions, including multi-drug resistance (Chen et al., 1986). The presence of some
clones in the subtractive library showing unaltered transcriptional profiles is not
surprising since even though the suppression subtractive hybridization technique is a
method to enrich in rare transcripts (Diatchenko et al.,, 1996) between two populations,
some common genes still make it through the selection process.

Results of the Q-PCR analysis showed that six of the selected clones had an
enhanced expression after the protoxin treatment in both biological replicates (Table 3).
The transcriptional activity of two clones similar to serine protease inhibitors (serpins)
of Bombyx mori and Lonomia obliqua were strongly enhanced after protoxin treatment.
Serpins are involved in the defense immune system of insects (Bode and Huber, 1992,
Zou and Jiang, 2005). Indeed, phenoloxidases, implicated in defense response, are
regulated via a serine protease pathway, which is activated by microbial surface
molecules (Soderhall et al., 1994). It has been shown that a serine protease from
Bombyx mori acts as an antiviral agent against nucleopolyhedrovirus (Nakazawa et al,
2004) and that reduced levels of gut serine proteases may play a role in resistance to a
B. thuringiensis toxin (Griffitts and Aroian, 2005). It is not clear at this point whether
the two over expressed serpins were actions elicited by the Cry protein itself to block a
serine protease modulated host defense response (e.g. decreased phenoloxidase

conversion) or an attempt by the insect to reduce protoxin proteolysis/activation.
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Another interesting result was the enhanced expression of the C. fumiferana
antifreeze protein. Antifreeze proteins are present in cold-adapted organisms, protecting
them from low temperature freezing (Du ef al., 2003), and are found primarily in polar
fish (Raymond and DeVries, 1977). However, this protein has also been isolated
primarily from coleopterans but has been found in a few lepidopteran insects including
C. fumiferana (Liou et al, 1999, Tyshenko et al, 1997). The transcriptional
enhancement of this gene after the protoxin treatment is presumably a result of a
generalized response to stress by this insect. One clone having a strong protein
homology with a cytochrome P450 of the parsnip webworm, Depressaria pastinacella
(Li et al., 2004) was also enhanced after treatment when analyzed by Q-PCR (Table 3).
Cytochrome P450 is a superfamily of ubiquitous proteins known to be involved in a
variety of metabolic processes including insecticide metabolism and consequently
insecticide resistance (Feyereisen, 1999). Two clones enhanced in both biological
replicates, having sequence homology with an esterase of Plutella xylostella and
another clone similar to a protein first identified in the zebra fish Danio rerio (Allende
et al., 1996) showed increased expression. The superfamily of esterases are involved in
a wide range of reactions, including detoxification (Ranson e al, 2002) and play a
crucial role in the insect’s defense mechanism after exposure to natural chemical
insecticides (Feyereisen, 1999). Recently, a novel Cry toxin resistance mechanism in
Helicoverpa armigera was proposed involving the overproduction of toxin binding
esterase (Gunning et al, 2005). Interestingly, the clone present in the zebra fish has a
strong homology (E-value =5¢**) with a nucleus-associated protein involved in DNA

damage repair in mammals (Lerch-Gaggl er al, 2002). Its overexpression in C.



45

Sfumiferana suggests that a DNA repair response is induced when the larvae are exposed
to protoxin.

Three additional clones (two having homology with proteins involved in cell
growth i.e. growth factor and translation initiation factor) were overexpressed in one
biological replicate but not in the other when analyzed by Q-PCR (Table 3). The reason
for this discrepancy between the two biological replicates is unclear but may be due to a
variation in the temporal expression of a gene (the downside of a spike in expression).
Indeed, a time course study of protoxin exposed insect larvae would confirm this
hypothesis.

Three clones, among the 17 tested by Q-PCR, were considered as repressed
(Table 3). The most striking was the strong transcriptional repression of the lipase
homologous clone (Table 3). Lipases are implicated in lipid degradation during an
apoptotic response (Lu ef al., 2005). Recently, it was shown that a Bombyx mori lipase
could inhibit viral activity of a Bombyx mori nucleopolyhedrovirus suggesting its
potential as a physiological barrier against viruses (Ponnuvel ef al, 2003).
Paradoxically, in a sensitive insect like C. fumiferana, protoxin exposure may inhibit
lipase expression thus preventing its use in a defense mechanism. It would be
interesting to analyze lipase gene expression insects resistant to Cry toxins to see if
lipase levels play a role in toxin resistance.

A clone similar to a heat shock protein of Antheraea yamamai, which is
synthesized in cells after exposure to environmental stress was also repressed (Bendena
et al, 1991). Furthermore another clone associated with a metalloprotease precursor

showed decreased transcription (Table 3). Metalloproteases are part of the protease
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(hydrolase) family. In the tsetse fly, the vector for African trypanosome, the zinc-
metalloprotease is associated with pathogen establishment (Yan et al,, 2002). It was
shown that its level of expression was not affected by the presence of the pathogen in
the insect and that this enzyme was probably related to digestive functions and does not
apparently exhibit an immune response profile (Yan et al., 2002).

In conclusion, our study shows that the cellular stress response elicited by
sublethal CrylAb protoxin ingestion, as determined at the transcriptional level, is
related primarily to alterations in metabolic activities in the insect. Many enzyme-
related genes were either enhanced or repressed while various putative binding proteins
did not show altered expression levels after protoxin exposure. Expression profiling of
homologues of the genes showing altered transcriptional expression in this study is
needed using other susceptible lepidopteran larvae to assess whether the observed
responses are universal. In that way potential stress markers can eventually be exploited

to examine the effect (if any) of Cry toxins in non-target insects.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Insects and infection treatment

Choristoneura fumiferana larvae were fed on a modified McMorran
Grisdale diet and maintained at 22+3 °C with a photoperiod of 16:8 (light:dark).
Cry1Ab protoxin was produced and purified as described elsewhere (Masson ef
al., 1995). A population of 4™ instar larvae were subdivided into two groups. All
larvae were starved for four hours then one group was given a small bolus of
diet containing 1 ul of buffer + 25mM sucrose + 35 ng CrylAb protoxin
(protoxin-fed). Larvae from the second (control) group was fed 1 ul of buffer +
25mM sucrose only. Only those larvae which ate the entire bolus were separated
and put back on diet for 18 hours. Midguts from diet fed larvae were removed

by dissection and immediately stored at —-80°C.

RNA extraction

Messenger RNA (mRNA) was extracted from frozen midguts using an Oligotex
Midi kit (Qiagen) and further purified using a RNeasy MinElute Cleanup kit (Qiagen)
following manufacturer’s instructions. The quality and quantity of mRNA was
determined by spectroscopic measurements at 230, 260 and 280 nm (NanoDrop ND-
1000 Spectrophotometer). In addition, quality and integrity of mRNA was verified on a

2% agarose gel.
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Suppression subtractive hybridization

In order to enrich for differentially expressed populations of
mRNA, RNA subtraction libraries were created using a PCR-select cDNA Subtraction
Kit (Clontech). Two libraries were made: a forward (enriched in overexpressed or
induced mRNA by the protoxin treatment) and a reverse (enriched in under-expressed
or suppressed mRNA by the protoxin treatment) cDNA library. Briefly, double-stranded
DNA was prepared from 2 pug of mRNA isolated from protoxin-fed and control
populations. To create the forward library, mRNA from protoxin-fed larvae was used as
the tester population and control mRNA as the driver. The same initial quantity of
mRNA material was used to create the reverse library, but with the tester and driver
populations reversed. After the second strand synthesis, the cDNA was digested with
Rsa 1 (15 units/sample). For each library, two separate ligations were made: tester
cDNA was ligated to adaptors 1 and 2R (provided in the Clontech kit). A first
hybridization was made using an excess of driver and either group of tester at 68°C for
eight hours. After mixing both samples together (tester with 1% and 2" adaptors with
fresh denatured driver), a second hybridization was performed at 68°C overnight.
Differentially expressed cDNAs were amplified by a first PCR using primers
complementary to both adaptors 1 and 2R. PCR was performed using following
conditions: 75°C for 5 min followed by 27 cycles at 94°C for 30 sec, 66°C for 30 sec
and 72°C for 1.5 min. In addition, nested PCR was performed as followed: 12 cycles at
94°C for 30 sec, 68°C for 30 sec and 72°C for 1.5 min. Product lengths of both PCRs

were verified on a 2% agarose gel.
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Subtracted library construction

After purification of PCR amplicons (QIAquick PCR Purification kit,
Qiagen), digestion with Not I (specific for adaptor 1) and Eag I (specific for adaptor 2R)
was performed following manufacturer’s instructions (Amersham-Pharmacia). The
digested fragments were subsequently ligated into the QuanTox vector (Q-Biogene)
followed by electroporation into TOPO competent Escherichia coli cells (Qiagen).
After selection on LB agar plates containing ampicillin (100 mg/ml) and IPTG (100
mM), individual colonies were picked and grown overnight at 37°C in LB broth
containing ampicillin (100 mg/ml). Recombinant plasmid DNA was prepared using a
mini-prep kit (Qiagen) and the presence of an insert was verified by PCR using the T3
and T7 promoter sequences on either side of the cloning site of the vector followed by

electrophoresis in a 1% agarose gel.

Sequencing and analysis

DNA sequencing of the cloned subtracted cDNA inserts was done using the
universal T3 and T7 primers on 1091 clones. After removal of duplicate sequences, 623
unique sequences were further analyzed (Genbank accession numbers DY453024 to
DY453646). Sequence analyses were performed using ABIlview (Carver, T.,
Cambridge, UK) and Vectorstrip softwares (Curwen, V., Cambridge, UK) followed by
BLASTN and BLASTX analysis (Altschul et al., 1990). Sequence fragments showing

similarities with aminopeptidase N were compared using PolyDot from the EMBOSS

software suite (Rice et al., 2000).
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Single-stranded cDNA synthesis

After a DNase [ treatment (Deoxyribonuclease I, 1U/500 ng of mRNA,
Invitrogen, California, USA), purified mRNA samples from either the protoxin-fed or
control populations were reverse transcribed with 0.5 ug of oligo(dT)2-19 (SuperScript
First-Strand synthesis system for RT-PCR, Invitrogen) according to the manufacturer’s
instructions. The cDNA product was treated with RNase to remove remaining RNA.
From the final volume reaction, 2 pl were removed and electrophoresed through a 1%
agarose gel to check for cDNA synthesis. The reverse transcriptase product was
adjusted to a 200 pl final volume for use in Q-PCR analysis. A negative and a positive

control (provided with the kit) was used for each RT reaction.

Single-stranded cDNA quantitation

Specific primers used in Quantitative-PCR (Q-PCR) were designed (Sequence analysis
program, Informagen, SA) and synthesized (Integrated DNA Technologies, USA) in
order to amplify a 100-150 base pair (bp) PCR product (Table 1). All primers used in
Q-PCR (on cDNA) had a melting temperature between 48-50°C and were initially
tested on C. fumiferana genomic DNA to confirm their specificity. Primer optimization
was performed using four primer concentrations (0.2 to 0.8 mM) for both forward and
reverse primers. One primer concentration (0.6 mM) for the lower threshold cycle value

(Ct) was selected for all experiments. With the latter concentration, no primer-dimer
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formation was observed. DNA master SYBR Green I Mix (including Taq DNA
polymerase, dNTP, MgCl, and SYBR Green I dye, Roche Molecular Biometricals) was
used to quantify cDNA relative expression. Each 20 pl reaction contained 10 ul of
master mix, 0.6 uM of each specific primer (forward and reverse), 2.6 pl of RNase-free
water and 5 pl of diluted cDNA.

Initial denaturation was performed in a real-time cycler (Rotor-Gene 2000;
Corbett Research, Sydney, Australia) at 95°C for 15 min followed by 45 cycles of
amplification at 94°C for 15 sec, 48-50°C for 15 sec and 72°C for 15 sec. Fluorescence
was measured at the end of each extension step at 72°C. Subsequently, a melting curve
was recorded between 65°C and 95°C with an initial hold of 45 sec, followed by a hold
of 5 sec. A negative control (no cDNA) was performed for each run to check the quality
and specificity of the amplification. In addition, melting curves analyses were done after
each run to give the annealing temperature of every product (Table 1). There were no
unspecific products or primer-dimers formation after 45 cycles of amplification and

efficiency of the reaction for each specific product was calculated using the Rotor-Gene

3000 software (Table 1).

Data analysis

Quantification of the relative mRNA levels was performed with the Rotor-gene
quantification software. A mathematical model was used to calculate the relative
expression ratio between the two populations (protoxin-fed and control) (Pfaffl, 2001).
The crossing point (Cp) of each sample included in the run was determined. The Cp is

defined as the point at which the fluorescence rises appreciably above the background
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fluorescence (Pfaffl, 2001). The expression of each clone was normalized
(Vandesompele et al., 2002) against two housekeeping gene sequences (Feng et al.,
unpublished) obtained from the C. fumiferana genome: acidic calcium-independent
phospholipase A2 (PLPA2; accession number: DQ238110) and 60S ribosomal protein
L32 (L32; accession number DQ238111) .

Serial dilutions were made to create standard curves for each cloned amplicon
including the housekeeping genes. Accordingly, dilutions (1:5, 1:25, 1:125, 1:625 and
1:3125) of cDNA from the control population were used to build a relative standard
curve of the control cDNA population. A 1:125 dilution of cDNA from both treated and

control populations were used to quantitate the relative mRNA levels.
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Table 1. List of primers used in Q PCR

e e N S T B e e e

Clones GenBank hit Sequence” Product PCR
size (bp) efficiency+1
1A-DI Serpin F-5’'GCTTCCGCTAACACTATCAATA 161 1.95+0.03
R-5'GTCGCCCTCGTCCGAAAT
1B-A6 Translation initiation | F-5‘AGAGGAATCGCCTATGG 101 2.03+0.02
factor R-5’GACTGAGCCTGAGCTATAACG
1B-El Unknown function F-5'CAATCCACGCACTAACTGGA 168 2.04+0.03
R-5'ACCGCGATTTTACGCATATC
1C-A6 Esterase F-5'GTCATGTTCCTCGTGTGG 131 2.00+0.00
R-5'ACACCACCTGCTCAATACC
1C-B8 Hydroxydehydrogena | F-5*GTTACCACCACTGTCTCACC 102 1.98+0.01
se R-5’GAATTCTCTCGGCATTGG
1C-C2 Cytochrome P450 F-5’CGTCCGTTACTTGTTTGTTTA 125 2.08+0.02
R-5'CTCGAGCCGCGTGACTAT
1C-C8 Growth factor F-5'CCGAGATTCTTAGACTTGACG 110 2.02+0.01
R-5’'TACGCCTTCCGTCTTCC
1C-D3 Antifreeze protein F-5'CAGGACGCTAGCCTATTCT 164 2.00+0.01
R-5’'GCATCGCATGCTCAGTTTC
ID-C8 ABC receptor F-5'CACTTGCTTCAGTTAACACG 122 2.02+0.01
R-5'CTTAGCCACGGACAACG
1D-DI11 Heat shock F-5’ACCGGCAGTAGACTTGACC 197 1.97+0.02
R-5’ATGCCGGTGCAATAGCC
1D-E7 DNA repair F-5'GGCCTGTCCACAATTTGAT 103 2.02+0.02
R-5'ATCCGCTGTTTTGGTGGT
1E-C1 Aminopeptidase F-5'GTAGTTGAGGATCTGCATACG 120 1.95+0.00
R-5’'GATGAGTTCAACGCCTACC
1G-F1 Serpin F-5’'GGAATGTATTCCAGTCAAGC 139 2.05+0.03
R-5'TCTTCACTCATCATGTCAGG
3A-F11 Lipase F-5'CTGTCTGACCAACATCTGC 143 1.86+0.01
R-5'CCATGTGCAGTGAGTTACC
3B-E!l Chitin binding F-5 ' TTACTGCAGTCCTGATTGG 154 2.04£0.00
protein R-5’GAGGCACAGAGTTCAACG
3C-D7 Metalloprotease F-5'ACACCTGGCCTAACACC 133 2.02+£0.01
precursor R-5‘AACTTGATGCAGGTGTGC
3E-Gl ATPase F-5'GAGTTCCTGACCAAGTTCG 124 2.02+0.04
R-5'GCTTGAGCATCTCCTTGG
PLPA2 | DQ238110 F-5'CTGCATGGAGTCCAGAACA 173 1.99+0.02
R-5’'CTGACCAACTGGGAATGGT
L32 DQ238111 F-5'GAGCCTTCTCTGGAAGGT 155 1.93+0.03
R-5'CCATGAACGAGGGCGACTT

*F= Forward primer, R= Reverse.




Table 2. Molecular function distribution®

Function No. of Function No. of
sequences sequences

Catalytic activity 84 total Binding activity 24 total
1,4-alpha-glucan branching enzyme 1 Actin binding 5
Acetyl-CoA C-acetyltransferase 1 ATP binding 1
Acyl-CoA desaturase 1 Calcium ion binding 5
Alcohol dehydrogenase 1 Cooper ion binding 1
Alpha-amylase 1 DNA binding 1
Aryl/estrone sulfotransferase 1 Fatty acid binding 2
ATP dependent helicase 2 Polysaccharide/chitin binding 2
ATPase 4 RNA binding 5
Carboxylesterase/cholinesterase 4 Cell adhesion molecule activity 2
Cytochrome-c oxidase 2
Cytokine 1 Structural molecule activity 24 total
Dehydrogenase 2 Cytoskeletal constituent 4
DNA polymerase processivity factor 1 Ribosomal constituent 20
DNA-directed RNA polymerase 1
GTPase 3 Translation regulator activity 6 total
Hydrolase 10 Translation elongation factor 3
Lipase 5 Translation initiation factor 3
Methionyl-tRNA aminoacylation 1
Monooxygenase 4 Transporter activity 6 total
Oxidoreductase 4 Creatine:sodium symporter 1
Peroxidase 1 Protein transporter 2
Phosphoserine phosphatase 1 Transporter 3
Protein disulfide isomerase 1
Protein kinase 2 Stress response 4 total
Protein-tyrosine kinase 1 Defence 2
Stearoyl-CoA 9-desaturase 1 Chaperone activity 2
Sterol carrier 1
Transferase 2 Enzyme regulator activity 8 total
ubiquitin activating/conjugating 1 Serine proteinase inhibitor 8
Peptidase 23

? As designated by the Gene Ontology Consortium (http://www.geneontology.org)



Table S1. GenBank Characterization of the SSH library (E-value < ¢”'%)
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Clones  GenBank accession E-Value Homology Organism

3E-C10  AAW40900 4% 1,4-alpha-glucan branching enzyme Cryptococcus neoformans
3B-D5S  CAA67343 3636 40-kDa V-ATPase subunit Manduca sexta

3A-G6  CAA47610 g¢-32 H(+)-transporting ATPase Manduca sexta

3E-Gl1 CAA45706 o4 H(+)-transporting ATPase Manduca sexta

3B-G12 CAD27758 129 Putative V-ATPase Anopheles gambiae
3A-FI0  CABS55499 547 Vacuolar ATPase subunit H Manduca sexta

1G-Bl NP_004291 5e 3 Acid phosphatase 1 isoform ¢ Homo sapiens

IB-E12 AAV84201 2622 O-phosphoserine phosphatase Culicoides sonorensis
1A-E10  AAS90632 4842 Actin Cydia pomonella

3E-C12 AAAB2604 1624 Actin Diphyllobothrium dendriticum
IC-HI1 CAA50674 1929 Actin related protein Drosophila melanogaster
1B-H8 AAP36272 1633 Actin related protein Synthetic construct
3E-F12  AAF44709 519 Acyl-CoA delta-9 desaturase Argyrotaenia velutinana
1F-C4 AAF71515 529 AiC2 chymotrypsinogen Agrotis ipsilon

1E-G2 AAC36149 4% Chymotrypsinogen-like protein Plodia interpunctella
3B-C4 AAARB4423 1637 Trypsin Choristoneura fumiferana
3E-D11  AAF24228 ge-36 Trypsin-like PiT2c¢ precursor Plodia interpunctella
1E-B3 NP 584674 1696 Alanyl tRNA synthetase Encephalitozoon cuniculi
1C-Gl NP_058968 oc17 Aldehyde dehydrogenase Rattus norvegicus

3A-H6 AAP97394 4533 Alpha-amylase 3 Diatraea saccharalis
3A-D7  AAF37558 pe48 Aminopeptidase 1 Helicoverpa punctigera
1E-D4 AAKG69605 182 Aminopeptidase N Spodoptera litura

1D-C12 CAAG66466 3¢-62 Aminopeptidase N Manduca sexta

1IE-C1  BAA33715 433 Aminopeptidase N Bombyx mori

1E-DI1  CAAG66466 433 Aminopeptidase N Manduca sexta

3B-D2 CAAG61452 7¢27 Aminopeptidase N Manduca sexta

1E-F10  AD31184 3¢-18 Aminopeptidase N 2 Lymantria dispar

1D-B6 AAD31184 3e-18 Aminopeptidase N 2 Lymantria dispar

1D-B12  AAF99701 2¢-48 Aminopeptidase N Epiphyas postvittana
1C-A9  AAF99701 ge-36 Aminopeptidase N Epiphyas postvittana
1B-F3 AAF99701 ¢35 Aminopeptidase N Epiphyas postvittana
1A-F8 AAF99701 ge1s Aminopeptidase N Epiphyas postvittana
1G-B7 AAY54259 1623 Carboxylesterase Bombyx mori

3E-Al1l  AAY54259 4?7 Carboxylesterase Bombyx mori

3A-E6 AAYS54259 527 Carboxylesterase Bombyx mori

1C-A6 BAC10285 4522 Esterase Plutella xylostella
1D-A10 AAF86612 2¢17 Antifreeze protein precursor Choristoneura fumiferana
1C-D3 AAF86612 317 Antifreeze protein precursor Choristoneura fumiferana
IF-D2 P14297 g¢-68 Arylphorin beta subunit precursor Manduca sexta

3E-G3 AAA29305 652 Arylphorin beta subunit precursor Manduca sexta

3C-B11  AAC06038 2¢-64 Beta-glucosidase precursor Spodoptera frugiperda
3D-G8  AACO06038 €60 Beta-glucosidase precursor Spodoptera frugiperda
3C-H9 AAC06038 3¢-36 Beta-glucosidase precursor Spodoptera frugiperda
3JA-E12 AAC06038 427 Beta-glucosidase precursor Spodoptera frugiperda
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Beta-glucosidase precursor
Glucosidase
Glucosidase

Cadherin-related protein receptor B-
R1
Similar to DE-cadherin

Calreticulin -binding protein
Carboxypeptidase
Carboxypeptidase
Carboxypeptidase precursor
Midgut carboxypeptidase A1l
Midgut carboxypeptidase Al
Casein kinase Il alpha subunit
Cellular retinoic acid binding protein
Cellular retinoic acid binding protein
Chitin synthase

Cytochrome oxidase subunit |
Cytochrome oxidase subunit I11
Cytochrome P450

Cytochrome P450

Cytochrome P450

Cytochrome P450

Cytochrome P450

Cytochrome P450

Cytochrome P450

Cytochrome P450

Diapause associated protein 2
Ecdysone oxidase

Elongation factor 1 delta
Elongation factor 1-alpha
Translation elongation factor 2
Eukaryotic translation initiation
Similar to eukaryotic translation
initiation

Translation initiation factor eIF4A
Ferritin

Gelsolin, cytoplasmic

Gelsonin

Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase
H3 histone family 3A

Heat shock protein hsp20.4
Heat shock protein Hsp70
Hexamerin 2
12-hydroxydehydrogenase
IDGF like protein
Inebriated protein
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Tenebrio molitor
Bombyx mori
Bombyx mori
Manduca sexta

Apis mellifera

Galleria mellonella
Helicoverpa armigera
Helicoverpa armigera
Helicoverpa armigera
Trichoplusia ni
Trichoplusia ni
Spodoptera frugiperda
Manduca sexta

Plutella xylostella
Spodoptera frugiperda
Molippa nibasa

Samia cynthia ricini
Depressaria pastinacella
Depressaria pastinacella
Depressaria pastinacella
Depressaria pastinacella
Depressaria pastinacella
Depressaria pastinacella
Depressaria pastinacella
Depressaria pastinacella
Choristoneura fumiferana
Spodoptera littoralis
Bombyx mori

Holorusia rubiginosa
Spodoptera exigua
Homo sapiens

Apis mellifera

Spisula solidissima
Manduca sexta

Homarus americanus
Drosophila melanogaster
Plutella xylostella

Felis catus

Bombyx mori
Antheraea yamamai
Corcyra cephalonica
Oryctolagus cuniculus
Bombyx mori
Manduca sexta
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1E-H2
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ID-F4
3E-Cé6
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1E-H9
1A-A8
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1G-D5

3D-F6
ID-F8
1C-B5
1A-H4
3D-E9
1E-B9
3C-D4
3D-A9
3B-H6
1F-B2

3C-E4

1A-H7

AAO85806
AAF19266

CAD23378
AANI17506
BAD22559
BAD22559
BAD22559
BAC00960
AAV84257
AAKI19154

BAA03016

AAV91412
AAH04587
AAR06265
AAR06266
NP 571105
NP_776994
XP_216517
AAC24190

AAU84942
AAT99314
XP_394715
BAD13316
NP_491995
AA092284
BAB33421

AAP93585
NP_957222
AAHS85270

AAH20654

AAC47136
AATO01911

AAV91388
AAV91469
AAV91386
AAMS53949
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AAV34849
AAV34815
AAV34819
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Integrin beta |

Juvenile hormone binding protein
36kDa
Juvenile hormone diol kinase

Laccase |

Lipase

Lipase

Lipase

Lipase-1
Triacylglycerol lipase

Macrophage migration inhibitory
factor

Mitochondrial acetoacetyl-CoA
thiolase

Myosin 2 light chain

Pabpcl protein

Peritrophic membrane chitin binding
Peritrophic membrane chitin binding
DNA repair

Poly(A) binding protein, nuclear 1
Similar to poly(A)-binding protein
Potassium coupled amino acid

transporter
Probable transport protein Sec61

Profilin

Profilin

Proliferating cell nuclear antigen
Protein disulfide isomerase
Putative beta thymosin

Putative senescence-associated

protein
Putative thioredoxin perxidase

RAB family member rab-7

RABI1B, member RAS oncogene
family

RAB8B, member RAS oncogene
family

Retinol dehydratase

408 ribosomal protein S27A
Ribosomal protein 17

Ribosomal protein 31

Ribosomal protein L1

Ribosomal protein L13A

Ribosomal protein L18A

Ribosomal protein L27

Ribosomal protein L36A

Ribosomal protein L36A

Ribosomal protein L6

Ribosomal protein L9
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Pseudoplusia includens
Bombyx mori

Manduca sexta

Manduca sexta
Antheraea yamamai
Antheraea yamamai
Antheraea yamamai
Bombyx mori

Culicoides sonorensis
Amblyomma americanum

Rattus norvegicus

Lonomia obliqua
Mus musculus
Trichoplusia ni
Trichoplusia ni
Danio rerio

Bos taurus

Rattus norvegicus
Manduca sexta

Toxoptera citricida
Bombyx mori

Apis mellifera
Hyphantria cunea
Caenorhabditis elegans
Dermacentor variabilis
Pisum sativum

Apis mellifera ligustica
Danio rerio
Mus musculus

Homo sapiens

Spodoptera frugiperda
Lonomia obliqua
Lonomia obliqgua
Lonomia obliqua
Lonomia obliqua
Lonomia obliqgua
Plutella xylostella
Bombyx mori
Plutella xylostella
Bombyx mori
Bombyx mori
Bombyx mori



1F-E3
1G-B9
3C-Gl
3D-B2
1A-H6
3A-D6
1A-C5
IB-F2
1F-G12
3A-C5
1B-D9
1A-G1
1F-F10
1C-All
1B-B12
1G-Fl1
1G-C5
1E-H4
1A-D1
I1B-HI11
IF-C8
1D-B1
3A-E10
1E-A2
1F-E10
1F-AS
1C-H8

3C-C12
1D-ES
1B-D4
1D-G6
1G-G6
3A-H12
I1D-C8
1E-D5
1A-DI11
1G-B4
3C-D7

3E-Bl

1G-All
1E-F4

AAMS3951
AAV34876
AAV34881
AAV34881
AAV34888
AAB06459
AAK92178
AAL62472
BAD26659
CAHO04121
AAA28603
NP 597437
CAD70701
AAV91432
AAD40672
AAV91429
AAV91429
AA021506
AAF61252
AAF61252
AAF61252
BAB33293
XP_392776
AATT72922
AAT72922
AAQ88395
BAC99978

AAV91416
AAH44032
AAL91103
BADG66842
NP_998632
AAN39701
BAAS83106
NP_507118
AAF42917
SNFF5K
AAKO07478

AAKO07478

XP_517933
NP_005413
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Ribosomal protein S13
Ribosomal protein S18
Ribosomal protein S24
Ribosomal protein S24
Ribosomal protein S30
Ribosomal protein S6

Ribosomal protein S7

Ribosomal protein S8

Ribosomal protein S8

Ribsomal protein S2e

RNA helicase

RNA helicase

RNA polymerase Il large subunit
Serine protease 1

Serpin

Serpin 2

Serpin 2

Serpin 3b

Serpin-2

Serpin-2

Serpin-2

Serpin-like protein (SEP-LP)
Similar to glutamate dehydrogenase
Sterol carrier protein

Sterol carrier protein

Synaptic vesicule 2-like protein 2

Translationally controlled tumor

protein
Troponin C 2

U2af2-prov protein

Ubiquitin

Ubiquitin-like protein
Ubiquitin-activating enzyme E1C
Z9-desaturase

ABC transporter

Acyltransferase 3 family
Apoptosis-related protein PNAS-2
Proteasome endopeptidase complex

Putative zinc-metalloproteinase
precursor
Putative zinc-metalloproteinase
precursor

S-phase kinase-associated protein
Tectorin alpha precursor
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Choristoneura parallela
Bombyx mori

Bombyx mori

Bombyx mori

Bombyx mori

Manduca sexta
Spodoptera frugiperda
Spodoptera frugiperda
Plutella xylostella
Papilio dardanus
Drosophila melanogaster
Encephalitozoon cuniculi
Drosophila guanche
Lonomia obliqua
Hyphantria cunea
Lonomia obliqua
Lonomia obliqua
Manduca sexta

Bombyx mori

Bombyx mori

Bombyx mori

Bombyx mori

Apis mellifera
Spodoptera littoralis
Spodoptera littoralis
Ctenocephalides felis
Bombyx mori

Lonomia obliqua
Xenopus laevis
Acanthocheilonema viteae
Antheraea yamamai
Danio rerio
Choristoneura parallela
Drosophila melanogaster
Caenorhabditis elegans
Homo sapiens

Drosophila melanogaster

Glossina morsitans morsitans

Glossina morsitans morsitans

Pan troglodytes
Homo sapiens




Table 3. Relative expression ratio normalized with PLPA?2 in each

biological replicate.

Clones® BR1° BR2
Enhanced

Serpin (1A-D1) 7.72+0.00 6.20+1.78
Serpin (1G-F1) 10.38+0.29 | 2.49+0.73
Antifreeze protein (1C-D3) 7.55+0.08 4.61+0.00
Cytochrome P450 (1C-C2) 7.17+0.05 3.87+0.00
Esterase (1C-A6) 2.78+0.31 4.29+0.38
DNA repair (1D-E7) 2.29+0.01 3.06+0.00
Growth factor (1C-C8) 3.54+0.08 1.84+0.29
Translation initiation factor (1B-A6) 2.27£0.12 1.15+£0.08
Unknown function (1B-E1) 1.41+0.13 3.74+0.24
Stable

Chitin binding protein (3B-E1) 1.24+0.15 1.62+0.38
Aminopeptidase (1E-C1) 0.89+0.05 1.08+0.14
Hydroxydehydrogenase (1C-B8) 0.64+0.09 0.67+0.06
ATPase (3E-G1) 0.41+0.09 0.76+0.04
ABC (1D-C8) 0.34+0.17 1.08+0.00
Repressed

Heat shock (1D-D11) 0.48+0.01 0.20+0.01
Metalloprotease precursor (3C-D7) 0.42+0.01 0.13+0.01
Lipase (3A-F11) 0.11+0.02 0.09+0.02

" A gene was considered differentially expressed if its relative expression or the reciprocal
(1/R) is twofold or greater. Each value represents the average of two to three experiments

and the * sign indicates the standard error of the mean.

® BR= Biological replicat
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Enzyme regulator
activity

5%
Stress response - -
3% Binding activity

Transporter activity 15%

4%

Translation regulator
activity
4%

Structural molecule
activity
15%

Catalytic activity
54%

Figure 1. Breakdown of the different known molecular functions in the subtractive library as
assigned by the Gene Ontology software
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Discussion

Lors de I'utilisation de toxines Bf aux champs comme biopesticide, il existe une
forte probabilité pour que des insectes dits non-cibles entrent en contact avec ces
toxines bactériennes a des doses sublétales. Ce probléme a été récemment discuté dans
le cas particulier des larves du papillon monarque (Danaus plexippus), une espeéce non-
ciblé par les toxines Bz, mais qui pourrait étre affectée indirectement par la présence aux
champs de mais transgénique Bt (Losey, Rayor, et Carter, 1999). Cependant, méme si
les conséquences de ces expositions ne sont pas directement visibles (car ne résultent
pas en la mort de ’insecte), il existe des effets plus subtils tels qu'un temps de
développement plus long des larves (Siegfried, Spencer, et Nearman, 2000; Van
Frankenhuyzen et Nystrom, 1987) associé 4 des changements métaboliques (Smirnoff,
1983) qui peuvent conduire & des changements de dynamique de populations
(Kempton, Lowe, et Bintcliffe, 1980; Pery, Mons, et Garric, 2004).

A ce jour, la majorité des études concernant I’évaluation de la sensibilité d’un
insecte a une toxine Cry se fait par la mesure du taux de la mortalité (Lambert ef al.,
1992; Schnepf et al., 1990; Tabashnik et al., 2000). De plus, les spectres d’hotes des
diverses classes de toxines Cry ont été étudiés au niveau de I’interaction entre la toxine
et des récepteurs de ’insecte (Ferré et al., 1991; Haider et Ellar, 1987; Van Rie et al.,
1989). En effet, cette interaction spécifique entre une toxine donnée et un récepteur
présent sur la membrane épithéliale de I’intestin de I’insecte est considérée comme €tant
déterminante dans la mise en place du spectre d’héte et donc, de la sensibilité d’un

insecte vis-a-vis de cette toxine (Van Rie er al., 1990). Cependant, méme si la
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susceptibilité d’un insecte a une toxine Cry dépend obligatoirement d’une liaison de la
toxine au récepteur de cellules épithéliales, cette liaison ne cause pas obligatoirement
cette susceptibilité. Hormis des expériences de bioessais et les travaux d’interactions
toxine-récepteur afin de déterminer la toxicité d’une protéine Cry envers un insecte
donné, il existe peu d’études sur la réponse transcriptionnelle de l’insecte suite a
I’ingestion d’une toxine Bt. Il n’existe présentement aucune donnée quantitative quant a
la réponse transcriptionnelle chez I’insecte lorsqu’il est exposé a une dose sublétale de
toxine Cry.

Nous avons ainsi choisi d’étudier la réponse transcriptionelle de 17 génes chez des
larves de C. fumiferana aprés une exposition sublétale & la toxine CrylAb de Bf en
utilisant la technique de la PCR en temps réel a quantification relative. Au vu des
résultats obtenus, les études pourront €tres étendues & d’autres insectes sensibles ou
résistants a la toxine CrylAb afin de voir si les mémes geénes répondent de fagon
similaires. Ces génes pourraient étre alors utilis€és comme marqueurs universels chez
des insectes non-cibles dans un programme d’évaluation des risques liés a 1’utilisation

de Bt aux champs.
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1.0 Protocole experimental
1.1 Choix de la dose de toxine

11 existe différentes unités de mesure permettant d’évaluer I’effet d’une molécule
toxique sur un insecte donné. Les deux unités les plus utilisées sont la LD50 qui est la
dose de la molécule appliquée tuant 50% de la population testée, et la ED50 qui est la
dose requise pour produire un effet spécifique sur 50% d’une population testée. Dans le
cas de C. fumiferana, la ED50 de la toxine CrylAb (mesurant une dysfonctionalité du
systeme intestinal de I’insecte) est estimée entre 13-17 ng de toxine Cry1Ab active/larve
(van Frankenhuyzen et Nystrom, 2002). Dans notre étude, nous avons ainsi choisi
d’utiliser une dose de 35 ng de protoxine CrylAb/larve ce qui correspond a environ une

concentration de 17 ng de toxine active/larve (apres clivage protéolytique).

1.2 Administration du traitement

Les expériences de Q-PCR ont été réalisées sur au moins deux réplicats
biologiques avec six réplicats techniques par réplicat biologique pour chaque géne
étudié. Les expériences sont réalisées sur des larves de C. fumiferana au stade L4 (c’est-
a-dire le dernier stade avant la transformation en chrysalide) car elles sont sensibles a la
toxine a ce stade de leur développement (van Frankenhuyzen et Nystrom, 2002) et les
dissections des intestins sont plus faciles en raison de leur taille. Les larves sont mises a
jeliner pour quelques heures afin de faciliter I’ingestion rapide de la toxine. Celle-ci est
administrée sous forme soluble dans un tampon nourricier. Aprés ingestion, les larves
sont placées sur un milieu nourricier pendant 24h avant d’étres disséquées. L’intestin

(lieu principal ou s’effectuent les différentes étapes de reconnaissance, liaison de la
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toxine et réactions enzymatiques) est prélevé afin d’en extraire I’ARN messager pour

les analyses ultérieures.
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2.0 Banque d’ADN complémentaire

Afin de bien comprendre les processus biologiques dirigés par I’expression
différentielle de certains génes chez un organisme précis, il demeure essentiel de
comprendre la régulation moléculaire de ceux-ci (Diatchenko ef al., 1996). Les génes
qui sont différentiellement exprimés se doivent d’étre identifiés, clonés et puis étudiés
en détail par la suite. Les méthodes de soustraction d’ADN traditionnelles permettent
d’isoler et d’identifier des génes exprimés différentiellement de fagon efficace (Duguin
et Dinauer, 1990; Hara et al., 1991; Hendrick ef al., 1984). Par contre, ces méthodes ne
permettent pas d’obtenir des transcrits présents en faibles quantités (rares) dans une
population donnée. De ce fait, elles passent & coté de plusieurs changements
d’expression trés subtils au niveau cellulaire, mais non négligeables quant aux
processus biologiques qui en découlent. C’est pourquoi nous avons utilisé I’hybridation
suppressive soustractive (SSH) afin d’identifier tous les acteurs de la réponse
transcriptionnelle (Diatchenko et al., 1996) engendrée par le traitement a la toxine
CrylAb de Bt. Cette méthode permet de sélectionner les fragments amplifiés ciblés qui
sont différentiellement exprimés, tout en supprimant de fagon simultanée les ADN
amplifié non ciblés. La banque d’ADN complémentaire SSH, créée a partir de deux
populations de larves (témoin et exposée a une dose sublétale de la toxine CrylAb),
nous a permis d’isoler et de caractériser 1091 séquences. Ces séquences proviennent a
proportions égales des deux librairies que nous avons créées :«Forward» (enrichie en
génes surexprimés aprés exposition a la toxine) et «Reverse» (enrichie en genes sous-
exprimés aprés exposition a la toxine). Les 1091 séquences analysées comportent 623

séquences uniques ainsi que 468 qui sont des réplicats ou des séquences faisant partie
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de mémes contigs (séquences se recoupant entre elles). Le fait d'obtenir une certaine
redondance dans la banque nous indique que nous avons analysé suffisamment de
clones pour avoir une idée précise de la composition de cette banque (Diatchenko et al.,
1999). Afin de faciliter les analyses ultérieures et d’augmenter le niveau de spécificité
des séquences, nous avons été contraints d’éliminer certaines séquences en raison de
leur petite taille. Les séquences d’insectes que nous avons analysées avaient donc une
taille minimale de 100 pb afin de pouvoir étre utilisées ultérieurement en PCR

quantitative.
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3.0 Analyse des séquences

L’analyse des séquences s’est réalisée en plusieurs étapes. Nous avons d’abord
procédé a des alignements d’acides nucléiques (BlastN) dans une banque publique
(GenBank) (Altschul ef al., 1990). Cette méthode n’a pas été trés fructueuse puisque le
niveau de conservation des séquences d’acides nucléiques entre les diverses especes
d’insectes est trés faible. En procédant a un alignement par acides aminés (BlastX) avec
un seuil de criblage élevé (E-value < e'°), nous avons obtenu de meilleurs résultats,
méme si seulement 171 des 623 séquences uniques ont pu étre caractérisées avec ce
seuil de criblage. Nous avons pu classer 156 de ces 171 séquences en différents
groupes, griace au logiciel Gene Ontology (Ashburner et al., 2001). Nous avons pu ainsi
remarquer qu’une majorité des geénes présents & I’intérieur de notre librairie, auxquels

une fonction a pu étre assignée, est relié a des activités catalytiques.
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4.0 Profils d’expression

Afin d’établir un lien entre I’exposition sublétale de la toxine de Bt et la réponse
métabolique chez I’insecte, il importe de connaitre le profil d’expression des genes clés.
Les expériences de PCR quantitatives sont de mise lorsqu’il est question de
quantification rapide et précise d’un géne spécifique (Heid et al., 1996). De plus, cette
méthode requiert une quantité minimale de matériel de départ. Les génes sélectionnés
ont été classés en trois catégories en fonction du profil d’expression obtenu: génes
surexprimés, génes stables ainsi que les génes réprimés lorsque ’insecte est mis en

contact avec une dose sublétale de la protoxine CrylAb.

4.1 Génes surexprimés

Six des clones sélectionnés ont présenté une augmentation de leur niveau de
transcription lorsque analysés en Q-PCR 24h suivant la fin du traitement par la toxine
CrylAb. Deux de ces clones, présentant des homologies de séquences avec des
inhibiteurs de sérines protéases (SERPIN), ont montré le plus grand niveau de
surexpression. Les sérines protéases font partie du mécanisme de régulation des
phénoloxidases qui sont impliquées dans une réponse de défense lorsqu’il y a présence
d’un corps étranger (Soderhall, Cerenius, et Johansson, 1994). La détection de ces corps
étrangers se fait via des molécules de reconnaissance dans le sang (hémolymphe) chez
les invertébrés (Kanost et Jiang, 1997). Ces molécules provoquent une induction du
systéme d’activation des prophénoloxidases (proPO), ce qui peut mener a I’activation
de divers systtmes de défense au sein de I’organisme (Soderhall et Cerenius, 1998).

Apreés ’activation du systéme des proPO, la bactérie est noircie dans I’hémolymphe de
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I’héte par un dépdt de mélanine due a I’action méme des phénoloxidases qui sont des
oxidoréductases (Soderhall et Cerenius, 1998). Ces sérines protéases, qui activent les
proPO, ont déja été identifiées chez plusieurs insectes dont Drosophila melanogaster
(Chosa et al., 1997) ainsi que B. mori (Ashida et Dohke, 1980) et ont un poids
moléculaire de 30 kDa. Le fait que les SERPIN soient surexprimées lors du traitement
laisse suggérer une inhibition de la cascade des phénoloxidases déclenchée par la
présence de la toxine dans l’intestin de l’insecte. Par contre, il se peut que ce soit
également une fagon pour I’insecte de réduire ’activation protéolytique (réalisée
également par des sérines protéases intestinales) de la toxine et ainsi diminuer son
pouvoir pathogéne. Malgré tout, les données de surexpression de ces deux SERPIN
potentielles nous montrent clairement 1’importance d’une régulation enzymatique lors
du traitement par la toxine. Il a été rapporté récemment chez Bombyx mori I’induction
d’une activité antivirale, dirigée contre un nucleopolyhedrovirus, par une sérine
protéase présente dans le suc digestif (Nakazawa ef al., 2004). La sérine protéase aurait
donc un rdle antiviral et la SERPIN aurait comme effet de ralentir cette réponse chez
I’insecte.

Un autre gene ayant des homologies avec la séquence nucléotidique d’une
protéine antigel décrite chez C. fumiferana (Liou et al., 1999; Tyshenko et al., 1997)
présente lui aussi une surexpression de sa transcription apreés le traitement par la toxine.
Cette protéine est présente habituellement chez des organismes adaptés aux
températures trés basses, les protégeant des températures inférieures a 0°C (Du, Liu, et
Hew, 2003). Les protéines antigels ont déja été isolées chez des poissons (Fletcher,

Hew, et Davies, 2001), des plantes (Breton ef al., 2000), chez certains coléoptéres mais
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également chez des lépidopteres, dont C. fumiferana (Liou et al., 1999; Tyshenko et al.,
1997). Ces protéines ont pour effet de diminuer le point de congélation des fluides
extracellulaires, permettant a la larve de survivre a ces conditions (Doucet ef al., 2002).
Le fait que ce géne soit surexprimé lors de I’exposition a la toxine peut correspondre a
une réponse de stress et méme de défense généralisée chez I’insecte.

Faisant partie d’une superfamille de génes, les cytochromes P450 sont impliqués
dans une multitude de processus métaboliques incluant la réponse métabolique aux
insecticides (Feyereisen, 1999). Cette famille est probablement la mieux connue des
geénes impliqués dans une réponse environnementale (Berenbaum, 2002). Ces genes ont
de nombreuses fonctions: ils catalysent des transformations oxydatives comme les
monooxygénations, des oxidations de type NO-synthase, des déhydrogénations ainsi
que des oxydations de type péroxydases (Mansuy, 1998). De ce fait, cette superfamille
d’enzymes participe a une trés grande variété de transformations, incluant la
biosynthése ainsi que les réactions de détoxification. L’expression du cytochrome P450
est régulée par une multitude de facteurs, passant des stades de dévelopement aux
expositions a des substances endogénes ou exogeénes (Berenbaum, 2002). Dans notre
librairie, un clone présente une forte homologie avec un cytochrome P450 de
Depressaria pastinacella (Li et al., 2004). Chez cet organisme, le cytochrome P450 est
médiateur de détoxification de composés présents dans les plantes tel que le
furanocoumarin (Li et al., 2004). Chez les insectes, les réactions catalysées par les
cytochromes P450 sont d’une grande importance pour la détoxification des pesticides.
(Berenbaum, 2002; Feyereisen, 1999; Scott, 1999). Plusieurs clones similaires au

cytochrome P450 de Depressaria pastinacella ont été identifiés dans notre librairie.
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L’analyse en Q-PCR d’un de ces clones montre une surexpression transcriptionnelle
lors du traitement par la toxine.

Un clone similaire a une estérase a également présenté une augmentation de son
profil de transcription suite au traitement. La superfamille des estérases est également
impliquée dans les mécanismes de détoxification (Ranson et al., 2002) et joue un rdle
crucial dans les mécanismes de défense des insectes aprés une exposition aux pesticides
chimiques (Feyereisen, 1999). Ceci nous montre qu’une réponse de détoxification
semble se mettre en place lors de I’exposition a une dose sublétale de la toxine chez la
larve.

Une surexpression d’un clone associé a un mécanisme de réparation de I’ADN
se produit aussi aprés le traitement. Sa séquence nucléotidique posséde une forte
homologie avec un géne du poisson zébre (Lerch-Gaggl et al., 2002). Il semblerait donc
qu’une réponse impliquée dans la réparation de I’ADN serait induite aprés le traitement.

Trois clones ont montré une surexpression du niveau de transcription dans un
seul des deux réplicats biologiques étudiés. Ces résultats non-similaires nous ménent a
certaines hypotheéses : une efficacité du traitement moins optimale dans un réplicat
biologique que dans I’autre, les larves n’étaient pas exactement au méme stade dans les
deux réplicats, ou méme la présence d’une variation temporelle au niveau de
Pexpression de ces geénes. Des études complémentaires incluant des temps de
prélévements de I’intestin plus courts (<24h) aprés le traitement avec un suivi en Q-
PCR de ces génes pourraient nous éclairer sur ce point. En effet, la majorité des étapes
importantes de I’interaction toxines-cellules intestinales s’effectue dans les premiéres

heures apres ingestion (Angsuthanasombat, Crickmore, et Ellar, 1991; Segura ef al.,
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2000). Il est donc possible que le pic de transcription se soit déja produit dans certains
cas et que la phase de ‘récupération’ apres ce traitement sublétal soit enclenchée comme
il a été démontré dans d’autres cas (Loeb et al., 2001; Spies et Spence, 1985). Ces trois
geénes ont les fonctions suivantes: deux sont impliqués dans divers mécanismes de
croissance cellulaire et un est associé 4 un facteur d’initiation de la transcription. Etant
donné que les réplicats biologiques ne produisent pas les mémes résultats, aucune
conclusion ne peut étre tirée quant a leur role dans le mécanisme de stress ou de défense

chez I’insecte.

4.2 Génes stables

Sur les 17 clones analysés en Q-PCR, cinq n’ont démontré aucun changement
transcriptionnel aprés exposition a la toxine. Ils sont tous associés ou reliés a des
fonctions d’adhésion ainsi qu’a des composantes membranaires. Les aminopeptidases et
les cadhérines sont impliquées dans la liaison (récepteurs) des toxines CrylA sur la
membrane épithéliale des 1épidoptéres (Vadlamudi et al., 1995; Yaoi et al., 1997). On
observe donc que malgré la présence de toxine CrylAb dans I’intestin, il n’y a aucune
altération quant a la régulation des récepteurs spécifiques a cette toxine. Un autre clone
similaire 4 une protéine de liaison de la membrane péritrophique de Trichoplusia ni
(Wang, Li, and Granados, 2004) ne semble pas étre régulé différentiellement en
présence de la toxine. La membrane péritrophique couvre I’intérieur de 1’intestin et agit
comme une barriére de protection contre divers microorganismes présents dans la
lumiére intestinale (Peters, 1992). Deux autres clones ne semblent pas affectés non plus

par le traitement et sont tous deux impliqués dans une activité de récepteur: une V-
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ATPase décrite chez Manduca sexta (Novak et al., 1992) et une transporteur ABC. Les
ATPase sont des pompes situées dans les membranes plasmiques. Ces pompes sont
impliquées dans la formation des canaux protoniques (Zheng et al., 1992). Les protéines
ABC, quant a elles, font partie d’une famille de protéines transmembranaires ayant deux
motifs ABC qui contiennent chacun deux sites de liaisons & adénosine triphosphate
(ATP). Elles ont été identifées chez divers organismes et sont impliquées dans un trés
large spectre de fonctions, dont la résistance multi drogue (Chen ef al., 1986).

La présence au sein de notre librairie de clones n’ayant aucune altération
transcriptionnelle a été surprenante. En effet, un des buts de faire une librairie par
hybridation suppressive soustractive est d’obtenir des fragments différentiellement
exprimés dans deux populations données, soit I’une ayant subi un traitement et 1’autre
étant la population témoin. Mais quoique cette méthode tende a enrichir une librairie en
des fragments rares (Diatchenko et al., 1996), il est bien possible que certains génes

communs aux deux populations puissent étre quand méme sélectionnés.

4.3 Génes réprimés

Nous avons observé trois clones présentant une diminution de leurs niveaux de
transcriptions lorsque I’insecte était en présence de la toxine CrylAb. Le géne
présentant la plus forte répression de son niveau de transcription correspond a un clone
ayant des homologies de séquences avec une lipase. Les lipases sont impliquées dans
divers processus cellulaires, dont la dégradation des lipides lors de réponses
apoptotiques (Lu et al., 2005). Il a été également démontré chez Bombyx mori que les

lipases pouvaient exercer une activité antivirale contre les nucléopolyhedrovirus
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(Ponnuvel et al., 2003). Cette étude suggére que les lipases pourraient avoir un rdle
comme barriére physiologique contre certains virus. Comme observé avec la SERPIN,
il semble y avoir une inhibition de cette activité lors de I’exposition & la toxine étant
donné que le taux de transcription des lipases est diminué. Il pourrait donc y avoir une
inhibition de I’expression de la lipase par la toxine afin de contourner un des
mécanismes de défense de I’insecte.

Il semble également qu’un clone, associé aux protéines de choc thermique de
Antheraea yamamai, soit sous-exprimé aprés le traitement. Cette protéine est
synthétisée par les cellules aprés une exposition a un stress environnemental (Bendena
etal., 1991).

Un clone associé a un précurseur d’une métalloprotéase présente également un
niveau de transcription plus faible suite au traitement par la toxine. Il a été montré que
les métalloprotéases (hydrolases) étaient associées a I’établissement du pathogéne chez
la mouche tsétsé, le vecteur du trypanosome africain (Yan et al., 2002). Cette étude a
montré que le niveau d’expression de ce geéne n’était pas affecté par la présence d’un
pathogéne chez D’insecte et que cette enzyme était d’abord reliée a des fonctions

digestives (Yan et al., 2002).
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Conclusions

Notre étude portant sur l’exposition de larves sensibles de Choristoneura

Sfumiferana a la toxine CrylAb de Bacillus thuringiensis administrée a une dose

sublétale nous permet de tirer les conclusions suivantes :

1.

Un total de 1091 clones ont été isolés grace a la construction d’une librairie
d’ADN complémentaire créée par hybridation suppressive soustractive.
Plusieurs clones étaient présents en réplicats dans cette banque, ce qui laisse
croire que la majorité de la réponse transcriptionnelle a été couverte par cette
procédure.

Plusieurs génes semblent étre surexprimés ou réprimés suite au traitement par la
toxine CrylAb. Les génes différentiellement exprimés se situent en majorité
dans le cadre d’une fonction enzymatique catalytique. Plusieurs clones ayant
des homologies de séquences avec des génes impliqués dans la réponse
immunitaire des insectes semblent activés suite & 1’ingestion de la toxine par
I’insecte. En ce qui & trait aux récepteurs spécifiques a la toxine, aucun
changement transcriptionnel n’a pu étre mis en évidence. Notre étude réalisée
sur un échantillon de 17 clones tirés de notre librairie a donc montré que la
réponse cellulaire créée par 1’administration d’une dose sublétale est d’abord
relié¢e a des modifications transcriptionnelles au niveau des activités

métaboliques chez I’insecte.
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Dans ’avenir, il serait intéressant de prolonger cette recherche chez des organismes
ciblés et non ciblés par cette toxine bactérienne. De ce fait, il pourra étre évalué si ces
génes peuvent étre utilisés comme marqueurs universels d’une réponse génique de
I’insecte lorsque celui ci est en contact avec la toxine. Un des défis de ce travail sera la
recherche de séquences d’ADN spécifique a ces marqueurs chez des insectes possédant
un génome qui n’est pas encore séquencé. Bien entendu, plus le temps avancera, plus il
y aura des séquences identifiées et associées a des fonctions spécifiques, ce qui rendra
cette tache plus facile.

De plus, I’utilisation des biopuces d’ADN permettrait d’obtenir une vue plus
globale de la réponse transcriptionnelle présente chez I’insecte lors d’un tel traitement

en permettant I’analyse d’un grand nombre de génes de fagon simultanée.
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