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SOMMAIRE

Le virus de la polyédrose nucléaire (VPN) peut avoir une

utilitée certaine dans la lutte biologique contre les insectes
défoliateurs d'essences é&conomiquement importantes, telle la

spongieuse (Lymantria dispar L.). Consideérant le VPNLd comme

un moyen de contrdle potentiei des invasions cycliques de la
spongieuse au (Québecy, il nous a semblé pertinent d’'orienter
nos efforts sur la caractérisation de 1°'isolat du VPNLd

provenant de la région de Trois—-Rivieres, Québec (VPNLd.TR).

Des analyses de restriction de 1 ADN du VPNL4.TR, ainsi
gu’ ' une souche ontarienne (VPNLA.ONT) et une souche américaine
(VPNLd.US), ont permis de constater de 1 ' hétérogéneéité géné-
tique entre ces différents 1solats du virus. La comparaison
des séquences partielles du gene codant pour la polyédrine du
VPNLd.TR et du VPNLd.US nous a permis d’'identifier des diffe-—
rences mineures entre ces deux isclats. Nos résultats indi-
quent de plus que le gene de la polyédrine de notre isolat
est présent en deux copies inversement orientées dans 1 ADN

viral.

Nos travaux ont aussi abouti a 1l'élaboration d'une métho-
de de diagnostic spécifique et sensible a la détection de

moins de 100 molécules d’'ADN viral cible par l'utilisation



vii
d'une sonde moléculaire coupleée & des échantillons preé-—
amplifiés par 35 cycles de la reaction de polymérisation en
chaine (PCR). Enfin, la lignée cellulaire Cf-124 a permis un

premier passage du VPNLd.TR en cul ture in vitro.
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INTRODUCTION

L' idée de 1l 'emploi de micro—organismes contre les insec-
tes nuisibles a pris corps au milieu du XIX®sieécle, en
partie gr3ce aux travaux de Le Conte, Hagen, Pasteur,
Metchnikoff, et plus tard d'Herelle . Il s’agissait alors de

l'utilisation de champignons i1nférieurs et de bactéries

Vers 1920 , un certain nombre de chercheurs tels que White et
Glaser en Amérique , Paillot et Acqua en Europe et Ishimori
au Japon ont formé par leurs travaux une ébauche de la

virologie entomologique (Vago 1961) .

Depuis, 1l'essor particulier des techniques d étude des
entomopathogenes et la conscientisation populaire des pro-
blemes environnementaux, ont fait naitre une foule de projets
de recherche destinés a pallier aux inconvénients de 1 'utili-
sation abondante des pesticides chimiques. L'une des alterna-
tive proposees était l emploi des pathogenes naturels des

especes cibles d’'insectes.
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Parmi ces entomopathogenes, au sein de la famille des
Baculoviridae, le Virus de 1a Polyeédrose Nucléaire (VPN)

etait envisagé comme moyen de contrédle potentiel de plus de

500 especes d’ insectes, dont 1la spongieuse (lLymantria
dispar).

Bien que présente au Québec depuis plus d’une cinguan-
taine d’'année, la spongieuse s’'est progressivement adaptée a
nos foréts causant, en 1983 seulement, la défoliation de plus

de 8 000 ka™ du territoire situé en périphérie de Montreéal.

C'est d’'ailleurs dans la perspective de prévention des
invasions cycligques de la spongieuse au Queébec, que la carac-
térisation de 1'isolat du VPN de L. dispar de la region de

Trois—-Rivieres (VPNLd.TR) a éteé entreprise.

Au cours de nos travaux, nous avons effectué des essais
d infection sur culture cellulaire & 1'aide du VPNLA.TR afin
de trouver une lignée permissive a la réplication du virus.
Successivement, nous avaons comparé la structure génomique du
VPNLd.TR & celles d’'isolats du virus provenant de 1'0Ontario
(VPNLA.ONT) et des £tats-Unis (VPNLd.US), dans le but d’'eta-
blir 1 identité propre de 1°'isolat local. Aussi, le gene
codant pour la protéine majeure du VPNLA.TR, la polyédrine, a
été partiellement ségquencé et comparé & la séquence connue du

gene codant pour la polyédrine du VPNLd.US.
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De plus, nous avons mis au point de nouvelles techniques

de purification, a l'aide du lysozyme, et de détection de
1"ADN viral, par hybridation d ' une sonde moléculaire spécifi-
gue. Quelques extraits ont éeté amplifiés par PCR afin d ac-

croTtre 1la sensibilité de 1’ 'hybridation moléculaire. Ces

travaux serviront de premier jalon poutr procurer les outils
nécessaires 4 la production, 1l 'exploitation et la sélection
de variants du VPNLd potentiellement mieux adaptés pour

lutter contre la spongieuse.



CHAPITRE 1

REVUE BIBL IOGRAPHIRQUE

I.1 Les Baculovirus

I.1.1 Historigue: Le resume des eétapes historigues

concernant les baculovirus présenté 1ici, fait référence a
l'excellente revue du sujet publiée par Granados et Federici
(1986). A l'origine , les polyédroses observées chez les
lépidopteres étaient nommées "jaunisses" (Gelbsucht) hérite

de la description gqu’'en fit Maria Sibilla Merian en 14679 dans

son livre sur la métamorphose des chenilles *, Suivant 1la
progression des sciences et des technologies , Maestri et
Cornelia (1856) furent les premiers a observer les

corpuscules cristallins réfringents dans 1 hémolymphe et les

tissus d'une larve virosée du ver a soie (Bombyx mori) .

BN Mer-ieam M.S. Der Rawupee Wuncer-oare vYver-mamndelung P ST T | s|orncer-tbarw
blumenraFrung ., Oraft?e Naroeerg 1979 p.= "Trnw mireaculous mMetamor-phoedis of
car-ter-pillars arcs trhedr wnique Tloeser Nutsritction' (Qramados R.R. s Fecder-icdi

B.A.,198&)
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En 1873 , Boyle, un chercheur autrichien , a éte le
premier a postuler la nature protéique de ces cristaux qu'il
nomma "polyedrische kornchen" signifiant granules
polyédriques . De plus, il observa les proprietés physico-

chimiques des granules sous 1"influence de solvants

organiques, d acides forts et de solutions alcalines.
Cependant, la relation entre 1’ agent causal et la maladie n’'a
ete etablie qu'en 1893 par Washtl et Kornauth qui reconnurent

une signification diagnostique & la présence des polyedres.

A ce sujet, ce n'est qu'en 1909 gque les termes polyeédres
(polyhedron) et polyédrose (polyederkrankheit) ont éte
introduits au vocabulaire par Wahl. Ce chercheur fut le
premier a démontrer une infection systémique sur Lymantria
monacha L. & 1’ aide d'une suspension de polyedres. Il observa
aussi que ces polyedres se développent toujours dans le noyau

quelque soit la cellule infectée .

L' insuffisance de précision quant au matériel
d’identification et la méconnaissance des agents viraux
marquerent les années suivantes par la confusion. Glaser et
Chapman (1912) attribuérent la maladie du dépérissement (Wilt
disease) chez Lymantria dispar & un agent causal bacterien :
"le Gyrococcus sp.. C'est pourtant ce méme Glaser qui postula
en 1918 que la liquéfaction des tissus de larves infectees

était probablement due a 1 action cytolytique d'un virus par
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1988). Quatre sous—groupes de la famille des Baculoviridae

sont maintenant répertoriés (Tinsley, 1985; Cunningham, 1988)

Sous—groupe A: les Virus de la Polyédrose Nucléaire (VPN)

Sous—groupe B: les Granulovirus (VG) responsables de la

granulose (Vago et al., 1974; Matthews, 1980, 1982)

Sous—groupe C: virus non inclus d'0Oryctes rhincceros (0OV)

"Sous—groupe D" "calyx viruses" associés au systeme repro-—-
ducteur d’ hyménopteres parasites. Il est toutefois pos-—
sible que ce dernier soit un polydnavirus, c'est la
raison pour laquelle il n'est pas mentionné dans la

nomenclature actuelle.

1.1.2 Taxonomie et morphologie des VPN: Les Virus de la

Polyédrose Nucléaire (VPN), anciennement Borrelinavirus,
appartiennent au sous—-groupe A de la famille des Baculovi-
ridae, terme dérivant du latin "baculum'" (b3tonnet) en raison
de la forme de la particule virale (Fig.l) (Fenner, 19763

Matthews, 1982).

Les VPN sont composés d'une nucléocapside constituée d’'un
complexe ADN-protéine; la désoxyribonucléoprotéine (DNP)
(Kelly, 1985) occupant un noyau central de 32 nm de diametre
et étant associé de fagon hétérogene &4 1 ADN (Burley et al.,
1982). La nucléocapside de forme cylindrique a des dimensions

d'environ 35-40 x 200-350 nm. Cette nucléoccapside loge seule
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ou par groupe a l'inteéerieur d’'une enveloppe lipoproteéigue
(Kelly, 1982) de type membrane unitaire formant un virion
bacilliforme d'environ 40-110 x 200-400 nm (Matthews, 1980,
1982) dont 1'une des extrémités présente des treillis carac-
téristiques de capsomeres (Harrap, 1972; Beaton et Filshie,
1976; Faulkner et Carstens, 19846) . La caractéristique prin-
cipale de ce virus d’'insecte est que les particules virales
(virions) sont incluses dans une masse protéique paracristal-
line (Whitt et Manning, 1988) de forme polyédrique (Federici,
1986) entoureée d'une fine membrane d’'hydrates de carbone
(Hess et Falcon, 1978; Chung et al., 198035 Whitt et Manning,

1988), que 1 'on nomme corps d'inclusion ou polyedre.

Le polyedre est synthetiseé par le virus de facon tardive
lors du cycle d'infectioﬁ. La dimension de ces corps d ' inclu-
sion varie de 1,0 & 15 pm (Gramados, 1980). Ils peuvent con-
tenir plusieurs nucléocapsides enveloppeées de fagon unitaire
ou par groupe (Heimpel et Adams, 19&46; Tompkins et al., 1969)
définissant ainsi les morphotypes SNPV et MNPV pour '"single
nucleocapsid NPVs" et "multiple nucleoccapsid NPVs" respec-
tivement (Kelly, 1985). Enfin il a été démontré chez le VPN
de Trichoplusia ni que la charge de surface des polyedres est
negative, ce qui impligue une meilleure resistance des po-
lyédres contre 1 attague enzymatique et la dissociation du
polymere protéique (Small et Moore, 1987). Cette étude n'a

été ni confirmee ni infirmée par d autres chercheurs.



FIGURE 1:

Morphologie du Virus de la Polyédrose Nucléalre

de LLymantria dispar (VPNL4).

Polyedre en coupe transversale

(grossissement 235 3I33X)

Particules virales (grossissement 835 625X)
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Cependant, il serait plausible de croire que la charge
portee en surface des polyeédres serait négative pour tous les
baculovirus inclus, du moins au sein du mféme sous—-graoupe, car
le rdle protecteur des polyeédres des différents baculovirus

est identique.

I1.1.3 Acides nucléiques du VPN: Le VPN est un virus a ADN

bicateénaire circulaire superheélicoidal (Matthews, 1982).
Généralement, 1 ADN extrait de particules virales des VPN est
circulaire (Kelly, 1983). Cependant 11 a eté rapporte qu’ il
existe trois formes structurales de méme poids moléculaire :
la forme linéaire , circulaire reldacheée et la forme circulai-

re covalente ou superhélicoidale (Summers, 1982).

Concernant les données physico—-chimiques de 1 °ADN du
VPNLd, Smith et al. (1988) ont calculé une taille moyenne du
génome de 166,6 Kb soit une masse maoléculaire de 110 MDa .
McCarthy et al. (1979) rapportent eux gue la masse molecu-
laire approximative se situe entre 85 et 96 x 10“ Daltons
selon la méthode d'évaluation employee. Brievement, ces
derniers auteurs situent le coefficient de sédimentation de
1"ADN circulaire & &6,8 * 25 et a 56,8 * 25 pour 1 espéce
lin¢daire. La température de tramsition (Tm) de 1°ADN a ete
évaluée & 81,2 * 0,7°C et le contenu en G+C & environ 62%

compte tenu de la Tm , ce qui est d'ailleurs tres eélevé par

rapport aux autres baculovirus.
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De ces données, seule la masse moléculaire obtenue semble
démontrer une différence significative par rapport &4 la masse
obtenue antérieurement pour 1 'ADN du m@me isolat (McCarthy et
al., 1979; Kelly, 1976, Bud et Kelly 1977, Harrap t al.,

1977).

Chez les baculovirus, 1 ADN ne semble pas @tre associé a
des histones (Kelly, 1983), ce qQui expliquerait 1’ absence de
structures nucleéosomales. Concernant le mode d’'encapsidation
du genome des VPNs, Bud et Kelly (1980) proposent le replie-
ment de 1 ADN de fagon parallele & 1 axe longitudinal de 1la
nucléocapside. De cette fagon les brins de DNP seraient
parallelement orientés au sens de torsion des sous-~-unités de
la capside virale (Kelly, 198S5S) aboutissant &4 la structure

cylindrique caractéristique de la nucléocapside.

I1.1.3.1 Réitération de séquences d ADN: La présence

de seéquences réitérees a l'intérieur du génome des baculo-
virus a été démantré A4 1l'origine chez quatres VPN infectant

Spodoptera spp. (Kelly, 1977). Depuis, la presence de reégions

réepéetitives homologues (rrh) a eté observeée chez les VPN
d Autographa californica (VPNAC) et de Choristoneura

fumiferana (VPNCf) (Guarino t 1., 19863 Arif, 1986;'Kumar

et Miller, 1987). Ces reégions sont caracteéerisees par leur
richesse en sites reconnus par 1l endonucleéase EcoRI et con-

tiendraient des séquences palindromiques hautement conservées
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(Guarino et al., 1986), dont la séquence consensus pour les

rrh 1-5 du VPNAc : TTTAC(A/G)AGTAGAATTCTAC(T/G)(C/T)IGTAAA.

McClintock et Dougherty (1988) ont quant a4 eux demontre

la preésence de quatre rrh chez le VPNLd caractérisés par une

quantite plus faible de sites EcoRI. Le role des rrh est
encore mal connu. Il a été suggéré que ces régions pourraient
servir d’'origine de réplication pour 1°ADN (Cochran et
Faulkner, 1983), et qu’'elles seraient impliquées dans les
processus d’'insertion et de reduplicatidn de séquences et
d’ acquisition d’'eéléments génétiques mobiles (transposons)
lors de passages continus en culture de cellules (Faulkner et

Carstens, 1986).

1.1.3.2 gléments génetiques mobiles (transposons): A

ce sujet, c’est McClintock gqui, en 1948, fut le premier a
détecter la présence d'un elément geéenetigque mobile. 11
s’'agissait alors du tramsposon Ac (activateur) de Zea mays L.
(Hauser et al., 1988). C'est a4 la suite des travaux de Fraser
(1986) sur 1l analyse du génocme des mutants FP (few polyhedra)
que 1'on s'intéressa 4 la présence d'eéléments transposables
chez les Baculovirus (Devauchelle, 1988). Depuis, plusieurs
auteurs dont Carbonell et collaborateurs (1985) et Beames et
Summers (1988) ont émis 1’ 'hypothése que la capacité des VPN
d' intégrer et transmettre de 1 information geéenétique sous

forme de transposon pourrait contribuer autant &4 la diver-
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sification du génome viral gque du génome de 1 ' hate. Enfin, 1l
est important de souligner que plusieurs genes de reésistance

sont localisés sur des transposons (Esser et Dohmen, 1987).

I1.1.3.3 Réqulation des qgénes des VPN: Friesen et

Miller (1983) ont suggéré gquatre phases temporelles distinc-
tes de 1l 'expression génétique chez les baculovirus : la phase
précoce immédiate (a), la phase précoce (B) accompagnant le
debut de 1 'etape de réplication de 1 'ADN viral, et les phases
tardives gamma (%) et delta (§) référanmt, pour chagque type de
genes impliqués, & des temps d expression de 2, &, 12 et plus
de 12-15 h respectivement. De plus, 1l activité d'une ARN
polymérase-ADN dépendante du VPNAcC a été mise en évidence par
les travaux de Fuchs et collaborateurs (1983), laguelle
serait responsable de la transcription des genes tardifs.
Chez certains virus a ADN, dont les baculovirus, 1l expression
des genes tardifs dépend de deux facteurs simultanés : 1 ac-
tivation trans des protéines précoces, et_l’activation cis
des séquences d’'ADN dans la région du promoteur des genes
tardifs (Guarino et Summers, 1988). Il a éte démontré, a
l'aide d’'expériences de transcription du promoteur TK-HSV
chez 1 ococyte de Xenopus, que 1 effet cis est indépendant de
l'orientation mais dépendant de la distance au promoteur
(Koltunow et al., 1987). Il semble que les genes precoces

immédiats (a) sont exprimés en absence de synthese protéique
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virale de novo . 5Selon les mé@mes auteurs (1986, 1987) la
présence du gene précoce IE-1 (Immediate—early gene) est
prérequise pour 1l 'expression de certains génes précoces de
type B. Lorsque le produit de IE-1 est limitanmt, un facteur

nommeé IE-N interviendrait comme stimulateur du géne IE—-1 afin

d'en augmenter son expression (Carson et al., 1988). Crawford
et Miller (1988) ont quant a eux découvert qu’'une proteine de
28 kDa, codée par le gene ETL (Long Fragment EcoRI T), est
directement ou indirectement nécessaire a l’'expression de
plusieurs geéenes chez VPNAC. Ils ont aussi observé une simi-
larite significative entre la région promotrice du produit de
transcription de ETL et la séquence "leader" du gene IE-1 du

VPNAC .

1.1.3.4 Modifications post—-transcriptionnelles: I1 a

éete démontré que les ARNm du VPNAc sont épissés lors de
l'infection (Chisholm et Henner, 1988). De plus, la syntheése
des ARNm viraux tardifs se distinguent de la synthese des
ARNmMm précoces par sa dépendance a la réplication virale de
1"ADN (Thiem et Miller, 1989). Ceci implique que la cascade
des eévenements conduisant a la production des protéines
tardives est directement liée a la syntheése nucléotidique et
qu’'en présence d'un inhibiteur de la synthese d’'ADN, 1" aphi-

dicoline par exemple, la synthese proteique serait inhibeée.
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1.1.3.95 Hamologie: L’ hétérogénéité génotypique des
baculovirus semble treés répandue lorsque sont comparés diffe-
rents isolats de terrain (Smith et Crook, 1988; Burges, 198&)
sur la base de leurs profils de restriction ou de leurs
sequences nucléotidiques. Kelly (1977) a rapporté une homolo-
gie variant de 15 a 73%4 entre les génomes de quatre VPN
specifiques de Spodoptera sp.. De plus, 1l a été observé une
homologie entre de longs segments de génomes du VPNAc et du
VPNOp (Leisy et al., 1984),du VPNAc et du VPNCf (Arif et al.,
1985) et entre le VPNAc et le VPNHz (Knell et Summers, 1984).
Les résultats de Jewell et Miller (1980), rapportés par Smith
et Summers (1982), ne démontrent qu’'une homologie d’'environ
17 entre 1°ADN du VPNAc et celui du VPNLdA. Il est reconnu que
des régions codantes pour la polyédrine et la protéine P10
sont trés bien conservees chez le groupe de VPN infectant les
lepidopteres (Faulkner et Carstens, 198635 Rohrmann, 1986). A
1 opposé, le pourcentage d’'homologie entre les Baculovirus de
type S et M est faible , il est de 0,2% dans le cas des
polyédroses SNPV et MNPV de Trichoplusia ni (Jewell et
Miller, 1980). Mis & part 1l 'homologie intra—-groupe, il a éte
démontré que le VPNAc et le virus de la Granulose de Pieris
rapae (PrVG) présentent un faible degré d homologie (Dwyer et
Granados, 1988). Le VPNAc aurait de plus une sequence de 250
pb correspondant a 50,1% d'homologie avec le gene (L) codant
pour 1 ARN polymérase du virus de la stomatite vesiculeuse

(Crawford et Miller, 1988).
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Arella et al. (1988) ont, quant a eux, demontré 1 absence
d'homologie de séquences entre celle de la polyédrine du

Virus de la Paolyédrose Cytoplasmique de Bombyx mori (BmCPV)

et celles de différents VPN.

I.2 Cycle de réplication viral: La litteérature fait état,

pour la reéplication du VPNAc, de deux modéles principaux dont
l1'un triphasique (Granados et Federici, 1986) et 1l autre

biphasique (Luckow et Summers, 1988).

I.2.1 In viva: Le cycle se déroule ainsi: 1 hote a 1'état
larvaire ingurgite les polyedres imprégnant une source ali-
mentaire. Ces polyeédres sont dissous dans le tube digestif au
contact des sucs alcalins (Whitt et Manning, 1987) accom—
pagneés de l'activité proteéolytigque d'une enzyme lice a 1la
polyédrine (Maskel et DiCapua, 1988), la protéase alcaline,
codee par 1°ADN viral (McCarthy et DiCapua, 1979). La solubi-
lisation de la matrice protéique libeére les virions. Ces
derniers penetrent les cellules de 1l épithélium gastrique
interne par fusion & la membrane plasmique (Volkman et al.,
1986) et sont décapsidés lors de leur pénétration dans le
noyau au travers des pores de la membrane nucléaire. La
période de peéneétraticn du VPNLd lors de 1 infection de larves

de Lymantria dispar est eévaluée a 120 minutes (Granados et

Federici, 1986).
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L 'etape suivante est représentée par le stade réplicatif
du virus (transcription—-traduction) et 1 apparition d’une
region nucleaire dense aux électrons, similaire 4 un réseau
de chromatine, que 1°on nomme stroma virogeéne et qui est
associe au site d assemblage de la nucléocapside (Granados et
Federici, 1986). Le phénoméne de réplication chez les baculo-
virus impliquerait 1’ induction d’une ADN polymérase—ADN
dependante de type gamma produite par le virus méme (Flore et
al., 1987). La nature de la régulation temporelle du géne
précoce de 1°ADN polymeérase des baculovirus impliquerait une
regulation complexe en partie liée a la reéeplication de 1'ADN
viral ou a 1l'activité meéme de son ADN polymérase (Tomalski et
al., 1988).

Les nouveaux virions encapsidés acquierent une enveloppe
par synthése de novo et une portion de ces derniers est
incluse dans un polyedre (Stoltz et al., 1973). D’ autres
particules virales émergent du noyau par bourgeonnement de la
membrane nucleéaire et acquierent une enveloppe protéique par
bourgeonnement a travers la membrane plasmique des cellules
basales de 1 épithelium externe du tube digestif (Granados,
198035 Granados et Lawler, 1981; Miller, 1981). Quelquefois,
des virions sont observés a l'intérieur de vacuoles, ce quil
démontre la possibiliteé de viropexie lors du phénoméne d’in-
fection secondaire (Kelly, 1982). Le virus ainsi libéré dans

1l hemocoele de 1 insecte héte sera responsable de 1 infection
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secondaire. L 'infection virale provoque une trés forte éléva-
tion de 1'activité glycolytique et du processus de dégrada-
tion et de restructuration des tissus (Laliberte, 1978). De
plus, certains travaux ont suggéreée 1 'intensification de 1la

peroxydation des lipides membranaires de cellules infecteées

permettant la perméabilisation des membranes a 1 'envahisseur
(Shternshis, 1987). Les tissus 1infectés sont 1lysés et 1la
cuticule fragilisée de 1l insecte se brise par le poids des
liquides, permettant 1la dissémination du virus inclus dans

l'environnement.

I1.2.2 In vitro: La cinétique réplicative du VPN en cul-
ture de cellules est similaire A& celle décrite pour les
larves. A 1'origine 1 'infection est causee par la presence de
particules virales libres non-incluses. Les polyedres in-
solubles a4 pH neutre ne sont pas infectieux pour les cellules
en culture maintenues 4 des pH de 6,5-7,0 (Vago et Bergoin,

1963) .

Parmis les facteurs affectant la reéplication du VPN in

vitro, on note: la température (Kelly, 1981; Knudson et al.,
1974), le pH (Dougherty et al., 1981), la composition du
milieu de culture (Dougherty et al., 1981; Goodwin et Adams,

1980), le type de cellules (Lynn et Hink, 1980), la densite
de cellules (Knudson et Tinsley, 1974) et le taux de division

cellulaire (Volkman et Summers, 1975).
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Il a été observé que la pénétration des baculovirus a
l"intérieur de cellules de L. dispar et de T. ni est effec-—
tuee par 1 attachement de 1 'enveloppe a des sites récepteurs
membranaires des cellules et que 1'entree se fait par viro-
pexie (Miltenberger, 1980). L apparition de structures fi-
brillaires associées au stroma virogene et aux nuclégcapsides
dans le noyau des cellules infectées a aussi ete observe (Gao
‘Shang-Yin, 1981). Il est postulé que ces structures seraient

impliqueées dans le procedé d'enveloppement du virus.

Plusieurs auteurs ont observé une augmentation de 1'ac-
tivité de 1'ADN polymérase, de la thymidine kinase, de la
desoxyribonucléase et de la protéine kinase dans les cellules
infectées par des baculovirus (Kelly, 1981; Miller et al.,

1981; Wang et Kelly, 1983; Wang et al., 1983; Moore et al.,

1987).

Certaines aberrations de 1°'ADN des baculovirus sont
citées dans la littérature comme étant dues a 1l insertion de
sequences d ADN d’'origine cellulaire a 1l’'intérieur du genome
viral lors de la réplication en culture de cellules (Miller
et Miller, 1982; Fraser et al., 1983; Carstens, 1987). Cela
provoquerait un changement phénatypique exprime lors de la
formation des corps d' inclusion suite a des passages continus
en culture (Mackinnon et al., 1974; Potter et al 19763

al. al g

Fraser et Hink, 1982).
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La decroissance du nombre de polyedres prodults par noyau

de cellule infectee serait associée, selon plusieurs auteurs,
a ce type d'alteration (Croizier et Quiot, 1981; Miller et
Miller, 1982; Fraser et al., 1983). Fraser et Hink (1982)

rapportent a ce sujet un mutant FP (few polyhedra) du VPN de

Galleria melonella (VPNGm) deéfectif lors de la synthese des

protéines de la nucleéccapside. Ces mémes auteurs suggerent
que l"étape d'encapsidation du virus est prérequise pour
1" inclusion. Woaod (1980) guant a lui, a 1isolé un mutant
defectif du VPNAc incapable de syntheétiser efficacement la
polyedrine. Cependant, quelques mutants FP présentent 1" avan-—-
tage de produire plus de virions libres que 1 espece sauvage
{(Kumar et Miller, 1987). Récemment, 1l a été démontré que le
gene codant pour une protéine de 25 kDa chez le VPNAc est

absent chez le mutant FP (Beames et Summers, 1989).

Selon le spectre d'héte du virus et de 1 isolat utilise,
les 1ligneées cellulaires seront consideérées permissives a
l'infection, semi—-permissives (démontrant des signes d infec-
tion sans apparition de polyedres, dd a un cycle de reéplica-
tion virale abortive) et non—-permissives en absence de
quelqu ' effet cytaopathique ou de -production des proteines

majeures du VPN (revue : Granados, 1980).
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I.3 Proteines structurales des VPN : Le profil é&lectrophoré-—

tique des proteéines de différents baculovirus suggere une
composition complexe mais unique pour chacun d‘eux (Summers
et Smith, 1978) wvariant de 35 & 100 peptides différents, dont
?3 reépertorieés chez le VPNLd (Singh et al., 1983). Selon Vlak
et Rohrmann (1985), plusieurs de ces peptides seraient des
produits de la décomposition causée par la protéase alcaline.
Maskel et DiCapua (1988) ont d'ailleurs observé la capacite
de la protéase du VPNLd de briser les liens maintenant la

p—nitroaniline a la phénylalanine. Aussi, cette multiplicite

pourrait @€etre due au traitement différentiel d une méme

proteine (Pearson et al., 1988).

Il a été démontre la preéesence de 29 protéines structura-
les differentes chez le VPNLd 1isolé en absence d ' activité de
la protease alcaline (Stiles B. t al., 1983; McClintock et

al., 1986). Ces polypeptides sont synthétisés plus lentement
et sur une période prolongée par rapport & ceux du VPNAC
(McClintock et al., 1983, 1986). La masse moleculaire ap-
proximative de ces peptides varie de 16,6 a 133,0 kDa dont un
predominant de 30,3 kDa correspondant & la polyédrine. Dix-—
huit d'entre eux sont rapportés comme étant glycosyles et/ou
phosphoryles (McClintock, 1986). Chez les baculovirus,
approximativement S50% des polypeptides sont associeés a la

nucléocapside et 1 autre moitié & 1'enveloppe (Tinsley,

1985).
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Des polypeptides structuraux d’'intérét chez les VPN, nous

en retrouvons un de 25 kDa caractérisant le type sauvage du
VPNAc cultivé sur des cellules de Spodoptera frugiperda
absent chez le mutant FP du mé@me virus (Beames et Summers,

1989). La p26, dont la partie codante est localisée en amant

du géne exprimant la plO (décrit & la section I.3.1.2) et en
aval de 1’'une des rrh, pourrait @tre impliquée dans le phéno-
mene de stimulation de 1'expression des genes preécoces
(Bicknell et al., 1987).

La phosphoprotéine p34 ainsi que la p3I2 sont des protei-
nes uniques, différentes de la protéine majeure du corps
d'inclusion (Polyeédrine), associeées par des liaisans thiol a
la membrame d’'hydrates de carbone entourant le polyédre
(Whitt et Manning, 1988). En relation avec ces dernieres, une
lipoprotéine de 93-126 kDa preésente dans la matrice (granule)
du VG de Pseudaletia unipuncta contiendrait un facteur syner-
gique (SF) responsable de 1 attachement speécifique du virus
aux reécepteurs cellulaires (Nakagaki et al., 1987). Dans le
méme ordre d’'idée, Volkman et Goldsmith (1985) repris par
Volkman (1986), suggérent qu’'une phosphoglycoprateine de 65
kDa similaire, par ses proprietés physico-chimiques, aux
peploméres appartenant & d'autres virus Jjouerait un rale
prépaondeérant dans les mécanismes d’'infection 1i.e., dans

1 adsorption et/ou pénétration du VPNAc .
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Pearson et al. (1988) ont dernierement observé la reéac-
tion croisée d'un anticorps monoclonal dirigé contre la p39

du VPN d'Orgyia pseudotsugata a des protéines associées aux

chromosomes condenseés de cellules h&tes en phase mitotique.
Les auteurs suggerent qu’en plus d'@tre un composant majeur
des formes incluses et non—incluses des baculovirus, la p39
serait impliquée dans 1 'organisation de la structure con-

_densée de 1°ADN cellulaire.

Thiem et Miller (1989) ont observé un polypeptide de PM
identique chez le VPNAc constituant la protéine majeure de la
capside virale qu';ls ont nommé vp3? pour ‘“"virus structural
protein 39". Enfin, Whitford et collaborateurs (198%9) ont
recemment identifié une glycoprotéine abondante en surface de
l’enveloppe du VPNAc, la gpé&7, pour laquelle on suppose

l1"ancrage a 1’ aide de terminaisons C acetylés.

I1.3.1 Polyédrine et protéeine pil0: Dans la perspective

d'emploi de portions geénomiques pour la fabrication de vec-
teurs d’'expression efficaces de genes etrangers, deux genes
fortement exprimés font 1 'objet d' intenses recherches: soit
les génes codant pour 1la polyédrine et pour une protéine de
10 kDa, nommee plo. L'intérét de ces genes reéside surtout

dans la puissance de leurs promoteurs respectifs .
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I.3.1.1 Polvedrine: lLLa polyédrine est une protéi-

ne majeure codeée par le virus méme (Van Der Beek et al.,
1980; Rohrmann, 1986). Ce polypeptide structural des corps
d'inclusion est exprimé tardivement lors du cycle d ' infection
par un gene unigue ininterrompu (Rohrmann, 1984) non—-essen-—
tiel a la réplication virale (Smith, 1983) et d 'une taille de
735 pb chez le VPNLD (Smith et al., 1988). I1 a été rapporte
qu’'une seéquence conservee située a4 8 pb en aval du signal de

transcription était essentielle a 1'expression de ce géne

(Rankin et al., 1988).

D"apres les travaux de Possee et Howard (1987), le promo-
teur du gene codant pour la polyédrine serait loge dans un
fragment d’'une longueur maximale de 49 pb s’ étendant de 20 pb
en amont jusqu’'ad 49 pb en aval du site CAP de 1 'ARN. Malgreé
1" importance de la reégion promotrice, peu d’ informations sont
disponibles sur les facteurs impliqués dans le taux de trans-
cription elevé observé pour ce gene (Howard et al., 1986). On
sait cependant que le promoteur puissant du gene de la poly-
édrine, tout comme celui de la pl0O, est riche en nucléotides
A-T, en ce point conforme aux autres promoteurs eucaryotes

(Hooft Van Iddekinge t al., 1983; Kuzio et al., 1984 ;

Libbert et al., 1981). Il semhle de plus que le taux d'ex-
pression des geénes substituant la polyédrine dans le vecteur
d expression est fonction de cette region (Matsuura t al.,

1987).
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Concernant 1 'intégrité structurale de la polyédrine, Vlak

et Rohrmann (1985) postulent que la cristallisation de la
protéine dépend de la formation de liens entre les résidus
acides (Asp et Glu) et basiques (Arg et Lys) representant
chacun 135% des acides aminés constituant la polyeédrine. Egawa
et Summers (1972) et Whitt et Manning (1987, 1988) proposent
respectivement 1’ implication d interactions hydrophaobes,
électrostatiques et ioniques (cations bivalents) dans le

procede d’ organisation de la matrice.

1.3.1.2 Protéine pl0: En plus de la polyédrine,

les VPN ont la capacité d'exprimer fortement une protéine de
10 kDa nmnommeée pl0O (Rohrmann, 1986). Cette protéine non struc-—
turale aurait une fonction liée a 1 'apparition de structures
fibrillaires viroinduites dans les celluies virosées
(Croizier et al., 1987) et pourrait @tre impliquée dans
l'élaboration des structures du cytosquelette des cellules
hétes (Quant-Russell et al., 1987). Le géne codant pour cette
protéine est localisé a4 1l intérieur du fragment EcoRI P de
1°'ADN du VPNAc (Vlak et al., 198B8; Kuzio et al., 1984). La

sequence du gene codant pour plO et des régions adjacentes

(Kuzio et al 1984; Leisy et

al., 19865 Aifu Liu et al.,
19846) démontre une inteégrité des régions riches en nucleo-

tides A-T et une séquence consensus retrouveée aussi sur le

gene de la polyédrine (Weyer et Possee, 1988).
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Il apparait enfin, gue le promoteur du géne codant pour
plO peut €tre inactiveée par la meéthylation spécifique du site

5" -mCCGG—-3° (Doerfler, 198&).

Gonnet et Devauchelle (1987) ont démontré par leurs travaux
que le promoteur du gene codant pour la protéine plO peut
etre utilisé, comme le gene de la polyeédrine, pour permettre
1l expression d'ADPN étranger. Chez le VPNLd, aucune proteéine

de PM similaire n'a été observeée (McClintock et al., 198&b).

I.4 Modifications post—traductionelles: Les modifications des

proteéines synthétisées par les baculovirus en culture de
cellules d insectes sont tres similaires a4 celles observeées
sur cellules de mammiferes et sur cellules veégeétales, avec
cependant quelques différences au niveau de la glycosylatiaon
(Miller 1988, Bustos et al. 1988). Selon Furlong et al.
(1988), 1 absence d’'acide sialique et les quantités neégligea-
bles de galactosyltransférase et de sialyltransférase dans
les cellules d'insectes seraient en partie responsables de

ces différences. Chez les baculovirus en cellules d'insectes,

les modifications post—traductionelles <gsuivantes ont été

observeées: (1) la proteéolyse, (2) la glycosylation, (3) la
phosphorylation, (4) la formation de complexes oligomeriques
(Miller, 1988), (5) la myristylation et (&) la palmitylation

(Devauchelle, 1988).
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I.5 Utiliteé et utilisations potentielles des baculovirus:

Traditionnellement, les baculovirus sont considérés comme des
agents trés utiles pour le contrdle des pestes agricoles et
sylvicoles (Shieh et Bohmfalk, 1980; Alam et al., 1987;
Payne, 1987). En principe, 30% des insectes ravageurs peuvent
8tre controlés a4 1'aide des baculovirus (Huber, 19883 Tramper
et Vlak 1987). Aussi, 1l a été évalué qu’'en theéorie 807 des
insecticides couramment utiliseés en agricul ture pourraient
ftre remplacés par 1'emploi des baculovirus (Tramper et Vlak,
1987). Dans la perspective de commercialisation du baculo-
virus, il a été démontré toute 1’ importance de maTtriser les
methodes de production du virus afin d’' améliorer et de stabi-

liser 1 ' aspect gquantitatif et qualitatif du produit et per-

mettre 1 amenuisement des colts de production (Groner, 1987).

L'utilisation des baculovirus comme vecteurs d’'expression
de genes étrangers est 1'un des attraits du virus 1les plus
documentés. Depuis la mise sous brevet du vecteur d' expres-—
siaon (Summers, 1984) et de la méthode de production de poly-
peptides exogenes & 1 aide de ce vecteur (Miller, 1983),
nombre de génes ont été exprimés par un baculovirus recom-
binmant en culture de cellules d'insectes (lLuckow et Summers,

1988) .
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Parmi les génes insérés en aval du promoteur du gene de

la polyédrine et exprimés par le virus recombinant, notons;
les génes codant pour 1l interferon B, 1 interferon a (Smith

et al 1983; Maeda et al., 1985), la B-galactosidase

== =

(Pennock et al., 1984), la protéine c-myc humaine (Miyamoto

et al., 1985), l'interleukine 2 humaine (Smith et al., 19835),
1" hémagglutinine et le complexe polymeérase du virus de 1'in-—-
fluenza (Kuroda et al., 19846; Possee, 1986), la nucléoproteéi-—
ne de 1 arena-virus causant la chorioméningite lymphocytaire

(Matsuura et l., 1986, 1987), les antigenes de capside d’'un

rotavirus (Doerfler, 1986), la TPA humaine (Tissue Plasmino-
gen Activator) (Furlong et al., 1988), la phaseoline du coty-
ledon de Phaseolus vulgaris (Bustos et al., 1988), diffe-
rentes protéines du HIV (Luckow et Summers, 1988), la protei-

ne de capside VPl du HAV (Harmon et al., 1988) et de 1 'enve-
loppe du HBV (Price et al., 1988), la GRP humaine (Gastrin-
Releasing Peptide)(Lebacqg—-Verheyden et al., 1988) et 1la v-
s1s5/PDGF-B (Platelet-Derived Growth Factor-B chain)(Giese et
al., 1989).

Les raisons majeures d’'une telle utilisation du vecteur
"baculo™” reférent a la quantité des protéines produites,
pouvant atteindre plusieurs milligrammes par litre de culture

cellulaire, et la qualité satisfaisante des proteines modi-

fides (Devauchelle, 1988) par rapport aux protéines natives.
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Les baculovirus sont également wutiles a la recherche
fondamentale sur les mécanismes moléculaires des cellules
d'insectes (Doerfler, 19846) et présentent un potentiel d'uti-
lisation comme moyen d'évaluer la stabilité dans 1l 'environne-—
ment de genes manipulés genétiquement (Newmark, 1986;

Doerfler, 1986).
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I.6 L'hete — Lymantria dispar {Lepidoptera : Lymantriidae):

La souche virale visee par cette étude infecte naturelle-
ment certaines populations d'un lépidoptere polyphage actif
au sud du Québec depuis 1924 (Agriculture Canada, 1985). La

spongieuse, Lymantria dispar anciennement Porthetria dispar

L., est d'origine européenne. Elle a éte introduite &4 Midford
dans le Massachusetts en 1869 par le naturaliste frangais
Léopold Trouvelot (Jobin, 1979). L' 'insecte ravageur devait
accidentellement s’ échapper en 1870 pour atteindre une aire
de distribution de plus de 8 000 kaf en 1985 principalement
en bériphérie de Montreéal (Martineau, 1985).Au Quebec la
spongieuse, bien adaptée & nos conditions climatiques, pour-
suit lentement 1 'extension de son aire de distribution, de
1l ouest depuis la frontiere ontarienne, jusqu’'a La Pérade au

nord-est (M.E.R. Queébec, 1987).

Ignoffo et al. (1983) rapportent des differences morpho-
logiques et géneétiques entre les ligneées européenne et asia-
tique de 1 'insecte. Des différences similaires ont été ac-
quises par la lignée occidentale originant de France, depuis
son introduction et sa dispersion en Ameérique du Nord, suite

a des croisements interspécifiques avec d autres Lymantriidae

tels: Euproctis chrysorrhoea (brown tail moth) et Leucoma

(Stilpnotia) salicis (satin moth). Ces différences reésulte-

raient en une perte de susceptibilité de 1 insecte envers

certains entomopathogenes.
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I.7 Conditigns d'épizootie au VPN: Principalement, deux

hypothéses sant évoquées pour tenter d expliquer le develop-
pement d’'épizooties virales au VPN: (1) la présence d’un
virus latent active par un stress externe et (2) la persis-—-
tance d'un virus dans une population larvaire dont 1’ 'impact
serait fonction de la densité de 1’ héte (Hébert, 1983). La
premiére hypothése cependant demeure encore trés contro-

versee.

Il a toutefois été vérifié que les paramétres structu-
raux, tels la hauteur et l'aire d’'expension du feuillage par
rapport au reservoir de virus, ont un effet sur la suscep-
tibilité de 1’ hote envers le VPN (Richter et al., 1987).
Ainsi, la mobiliteé des larves et le choix des sources alimen-—
taires affecterait 1la fréquence de l'épizootie au VPN
(Rossiter, 1987). En relation avec ces données, lLance et al.
(1987) rapportent que la mobiliteé des larves de spongieuse et
la variété de leur source d'alimentation augmentent avec la
densite de la population. Ces derniers ont aussi observe
qu’'une densité de population larvaire eélevée entralTnait une
augmentation du taux d’'ingestion. Cette observation deémontre
1" importance de la transmission horizontale & 1 'intérieur
d une population virosée. Conséquence de la complexiteé des
épizooties causées par le VPN, Entwistle et al. (1988) propo-

sent de cerner les deéeplacements et la transmission spatio-

temporelle a 1'aide d'un virus genétiquement marque.



CHAPITRE I1I

MATERIEL ET M£THODES

II.1 Production de 1 inoculum viral: LLa production de 1 iso-

lat du virus de la polyédrose nucléaire provenant de larves
virosées de la région de Trois—-Rivieres (VPNLd.TR) est effec-
tuée par 1’ inoculation de larves saines de Lymantria dispar
pour lesquelles 1 observation de signes pathologiques et la
détection du virus par microscopie optique des échantillons

larvaires se sant avérées négatives.

II.1.1 échantillonnage et traitement des larves :

Une premiere partie des échantillons nécessaires pour les
étapes subségquentes est constituée de larves, de cocons et de
masses d ' oeufs preéleveés des sites d échantillonnage de Cap-
de—-la-Madeleine, Trois—Rivieres (46°22°30°'N 2 720936740 'Q),
de Repentigny, 1 Assomption (45°43°'0&6°'N : 73°29'12'°'0), et
des régions du Québec ayant été répertoriées par le M.E.R.
(Ministere de 1’'énergie et ressources, Québec, 1986, 1987)

comme foyer endémigque depuis 1985 (fig.l).
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FIGURE 2 : Sites d'échantillonnage des larves, cocons et

masses d’'oeufs de Lymantria dispar.

1) Cap de la Madeleine (Trois—-Rivieres)
¥ Peupliers
Cheénes rouges
2) Berthier
3) Repentigny
4) Montebello
S) Papineauville
6) Gatineau
7) Sault Ste—-Marie
8) Mont St-Hilaire

?) £tats—-Unis (New York)



ONTARIO
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Les larves sont échantillonnées dans les différentes
regions sur une base hebdomadaire de la mi-mai & la mi-juin,
correspondant a la période d’'émergence et de wmaturation des
larves de 1 insecte. Les prélevements sont effectués sous des

abris artificiels de papier noir fixés a4 1,5 m du sol aux

troncs des essences preférées de 1 ' insecte, tels le peuplier,
le bouleau et 1'érable, selon la méthode préconisée par (0dell

et Godwin (1979) et utilisée par Hébert (1983).

Jusqu’'au troisieme stade, les larves sont entretenues en
boTte de Petri de 35 mm (IAF Production Inc.,Laval,Québec)
par groupe de dix ou en cage (Frigoseal) par groupe de cent
en conditions de température, d humidité et photopériode
respectives de 25°C, 407% et 146:8 (Hébert et al., soumis pour
publ.). A tous les jours des feuilles fraiches de peupliers

ou des cubes de diete (Vasiljevic et Injac, 1971), d’un

- . .
volume de 1 cm™ pour dix larves, leur sont fournis.

A partir du troisieme stade, les larves sont isolées en
pilulier de verre et replacées dans les conditions énumérees
ci-haut pour wune période d’ observation de 24 heures . De
fagcon ponctuelle, gquelgues larves sont broyées individuelle-
ment a l'intérieur de microtubes Eppendorf de 1,3 ml(Elkay
Products Inc.,Shrewsbury,USA) contenant 500 ul d'eau dis-
tillée et déionisée, & 1’ aide d'un piston de plastique stéri-

le. Un volume de 10 pl de chaque broyat est preéleveée et dépose
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sur une lame de verre propre. Les frottis sont ensuite séchés
a l'air libre puis colorés par immersion sur plaque chauffan-—
te a 40°C pendant S min. a 1'aide de Buffalo black
(Sikorowski et al., 1971; Elleman et al., 1980) préparé selon

la procédure décrite 4 1 annexe 3.

Apreés un lavage rapide a 1 'eau distillée, les lames sont
séchees a l1'air et observées a immersion en microscopie
photonigue (Laborlux 12,Leitz,Wetzlar,Allemagne) afin de
déetecter la présence caractéristique de polyedres. Les larves
saines sont rapidement inoculées avec le VPNLd.TR selon les
meéthodes décrites a la section II.1.3 . Des coupes ultrafines
sont effectuées, selon la meéthode décrite a la section 11.3,
sur les larves présentant des signes pathologiques, tels le
noircissement de la cuticule, la diminution d ' appeétit ou la

paralysie.

I1.1.1.1 Eéchantillonnage et traitement des masses

d'oeufs: Les masses d'oeufs sont échan-
tillonnées a4 la mi-aodt, correspondant a4 la fin de la période
de ponte de 1la spongieuse. Ces masses d’'oeufs, ancrees a
1l écorce des arbres, sont préleveées a 1 aide d'un couteau a
lame fine et déposées dans des contenants propres pre—-iden-—
tifiés par les dates et le nom des régions d’'échantillonnage.
Elles sont ensuite conservées a 4°C pour une diapause obliga-

toire de cingq mois (Vasiljevic et Injac, 1971).
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Quelques—unes sont conservées a —-20°C jusqu’a leur utili-
sation lors de 1l 'évaluation de la dispersion geéographique, de
la latence et de la persistance du VPNLd (sections 1II1.7 et

11.8).

Suivant 1la période de diapause, 1l excedent de poils
abdominaux de la femelle couvrant les masses d’' oeufs est
soustrait a l'aide d’'un petit pinceau humidifié d’'eau dis-
tillee steérile. Cette eéetape est effectuée sous la loupe

binoculaire a4 un grossissement de 10X .

La stérilisation de surface des oeufs est effectuee par
immersion d'une durée maximum de 3 min. dans une solution
d' hypochlorite de sodium 1% (Léonard et Doane, 19646). Cette
étape est suivie de trols lavages successifé a 1l'eau dis-
tillee stérile. Les oeufs sont ensuilite deéposés en boltes de
Petri par groupe de cent et sont conservés a 1l incubateur de
type Conviron (Controlled Environments Ltd.,Manitoba,Canada)
dans des conditions se rapprochant le plus fidelement pos-
sible aux conditions naturelles de tempeérature (24°C), d’ hu-
midite (30-50%) et de photopeéeriode (14:10) jusqu’'a éclosion,
selon les parametres établis par Hebert (1983). Les larves

écloses sont soumises a l'infection experimentale.



39

I1.1.2 £levage et production alternative: Afin de produi-

re la plus grande quantité possible de virus, nous avons
prevu de constituer un élevage temporaire de larves a partir
de masses d'oeufs qui nous ont généreusement été fournies par
le Dr. David Perry du Centre de recherche en Foresterie des
Laurentides (C.F.L.) de Québec. Les masses d oeufs, débarras-
sées des poils abdominaux et pré—-stérilisées 4 la formaldeée-
hyde (Odell et al., 1983), sont déposées a 1 ' incubateur de
type Conviron (Controlled Environments Ltd,Manitoba,Canada),
jusqu’'a éclosion, dans les conditions deéja énumérées a la
section II.1.1 . Apres eéclosion, les larves sont transférees
sur diete artificielle de Bell (Odell et al., 198%5) fournie
par le C.F.L. . Les larves de premier et deuxieme stade,
manipulées a 1 'aide d'un petit pinceau, sont transférées une
fois la semaine sur une diéete fralIchement préparée. Enfin,
les larves de troisieme stade sont traitées dans les condi-

tions sus—deécrites et sont rapidement inoculées a 1"'aide du

VPNLd.TR .

I1.1.3 Infection expérimentale des larves: Afin d obtenir

une infection optimum des larves a 1l aide de quantités res-—
treintes d’'inoculum viral, quatre facteurs doivent &tre pris

en considération :

(1) la concentration minimale de 1 inoculum viral utilise

pour 1 'obtention d'un rendement d infection optimum.
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(2) les voies d’'infection (per os ou injection).

(3) les barrieres naturelles d infection telles les sucs
digestifs insuffisamment alcalins et la membrane péri-
trophique (Gramados, 1980).

(4) les facteurs endogenes de 1 'hate ayant une influence sur

la réplication virale.

I1.1.3.1 Préparation de 1 'inoculum viral: Un volume

de 5 ml d‘une solution contenant 10° polyedres/ml de VPNLd
purifiés a4 partir de larves viroseées, provenant de la région

de Trois—-Rivieres, constitue notre stock de virus initial.

Un premier volume de 1 ml de cette solution est preéleve
stérilement sous la hotte a flux laminaire (Baker Company
Inc.,Maine,USA). Le titre de polyedres est ensuite ajusté a
7,5 x 10%/ml par 1 addition de 12,3 ml d’une solution de
chitinase 1% (Shapiro et al., 1987) et d’'acide borique 14 a
pH 5,0 (Shapiro et Bell, 1982) pour un volume final de 13,3
ml. La préparation est conservée &4 —-20°C par aliquotes de 1

ml Jjusqu'a 1'utilisation lors de 1’ infection per os des

larves.

Un second volume de 1 ml est préleve steérilement et
centrifuge dans un microtube de 1,3 ml sur centrifugeuse de
table Eppendorf modele 5415 (Brinkmann,Westbury,USA) a

13 000 g pendant 10 minutes. Le culot de polyeédres déebarrasse
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du surnageant est solubilisé pendant 30 min. & 37°C dans 100
pl de tampon DAS modifié (Dilute Alkaline Saline: Whitt et
Manning, 1987) constitué de NaHCO_-Naf0O 100 mM, NaCl SO mM,

et Na,-EDTA 2 mM (Anachemia,Montréal, Québec) a pH 10,5.
L' 'alcalinité de la préparation de virions est ensuite neutra-

lisée par 1'ajout de cing volumes (3500 pl) de tampon Tris-—-HCL
100 mM & pH 7,0 (Whitt et Manning, 1987). La suspension est
enfin diluée dans un volume finmal de 10 ml, répartie en
aliquotes et conservée a -20°C jusqu’'a son wutilisation lors

de 1'infection par microinjectiomn (section I1I.1.3.3) .

11.1.3.2 Infection par voie orale (per os): Sur la

base du taux de croissance tissulaire des larves, et sachant
que le taux de division cellulaire a une influence sur la
réplication virale, tous les individus de 1'élevage et de
l"échantillon de la région de Trois-Rivieres ayant atteint le
troisiéme stade larvaire ou ayant un poids moyen de 300 mg
sont infectés par voie orale selon le procédé décrit par

Hedlund et Yendol (1974).

Les larves sont déposées dans des boTtes de Petri par
groupes de cing en présence d'un cube de diéte de 0,3 cm™
imprégné a 1 'aide de 10 pl de la suspension de polyédres
préparée précédemment, pour une concentration finale de 1,5 x
10° polyédres/cé‘ (Hedlund et Yendol, 1974, Shapiro et

Robertsan, 19864).
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Tout au long de la période d'observation, les excréments

sont recupéres et conserves a —-20°C.

Suite a 1 apparition des premiers symptémes pathologi-
ques, l1"hémolymphe de cingquante larves est prélevée par

ponction intrahemocoelique individuelle a 1'aide d’ une serin-—
gue de 1 cm™ et d'une aiguille fine de type 30G% (Becton-
Dickinson & Co.,Rutherford,USA). Les fractions d’ hémolymphe
sont recueillies dans des tubes Eppendorf de 1,5 ml. Le
nombre de polyedres/ml est déterminé en microscopie photo-
nique (Leitz,Wetzlar,Allemagne) a un grossissement de 400x, a
l'aide d’'un hématimétre Neubauer (Reichert Scientific Instru-
ments,Buffalo,USA). La suspension est finalement ajustée a
1P polyedres/ml dans 1 eau distillée et déionisée stérile et

conservee a -70°C .

11.1.3.3 Infection par microinjection: Les larves de

quatrieme et cinquieme stade ou ayant un poids moyen supe-
rieur a 300 mg sont infectées par injection intrahemocoelique
de 100 pl d’'ume suspension de virions prépareée telle qu’ indi-
quée & la section 1I1.1.3.1, & 1’'aide d'une seringue a tuber-

culine de 1ecm™

et d’'une aiguille fine de type 30G% . Elles
-sont ensuite retournées en conditions d’'elevage, isoleées des
larves saines, jusqu’'a 1 apparition des symptémes pathologi-

ques (e.g. 4 jours), et sont congelées a -20°C jusqu’'a utili-

sation.
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I11.1.3.4 Récolte du virus inclus et non—inclus: Deux

lots de 25 larves infectées expérimentalement per os sont
homogeneises dans 25 ml de tampon NaHCO_-NaCpb 100 mM a

pH 10,3 , pendant 2 min. (Zethner et l., 1979; Lynn et

Hink, 1980) dans une chambre & homogénéisation Sorvall de

type 0Omni-Mixer 17105 (Dupont Instruments,Newtown ,USA).
L' homogénat est filtré sur trois épaisseurs de coton fromage
stérile puis centrifuge 1 min. a basse vitesse (1000 g) dans
des tubes Corex de 30 ml sur centrifugeuse Sorvall RC3C

(Dupont Instruments,Newtown,USA).

Débarrassées des débris larvaires, des fractions de 2 ml
de surnageant sont déposées sur gradients linédaires de su-
crose 25-607% dans des tubes de polycarbonate de 40 ml
(Beckman Instruments Inc.,Palo Alto,USA) et centrifugees a
?9 000 g pendant 180 min. sur ultracentrifugeuse Beckman

modele LC-50, utilisant un rotor SW 27 (Harrap et al., 1977).

Les virions situés approximativement au tiers de la surface
du gradient sont récoltés par ponction verticale a 1"aide
d’'une seringue de 10cc, dilués dans cing volumes d’'eau dis-—
tillée stérile et sédimentés a 80 000 g pendant 20 min.,
Cette =zone contient les virions libres (Fig.3b). Les
polyedres non-solubilisés sont récoltés au culot a 1 aide
d'une spatule stérile et conservés & -20°C dans un volume

eégal de tampon Tris-HC1 100 mM, Na_,—-EDTA 25 mM, pH 7,0 pour

une étape de solubilisation subséquente (Fig.3a).
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FIGURE 3 : Microphotographies d’'un corps d’ inclusion intact
du VPNLd.TR et de particules virales libres puri-
fiées sur gradient lindaire de sucrose 25-60 %

apreés solubilisation.
A . Virions polyploides du VPNLdA (115 776 X)
Particules virales bacilliformes (137 000 X}

)
et Extremité en forme de capuchon caracteéeristi-

gue
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Les culots de virions purifiés sont enfin resuspendus par
aliquotes de 1 ml d’'eau distillée et deéionisée stérile et
conservés en microtubes a -20°C jusqu’'a 1'étape d'extraction

et de purification de 1°ADN viral et d’'infection in vitro.

I1.2 Cultures cellulaires: lLes lignées etablies de cellules

ovariennes des lépidopteres : Lymantria dispar (Ld-1335 :

Quiot 1976) et Euxoa scandens (IAFEs—-1 : Belloncik et al.,

1982), ainsi que les cellules fibroblastigues de

Choristoneura fumiferana (Cf—-124 Ti : Bilimoria et Sohi,

1977), sont entretenues par sous—cultures réguliéres aux cing
jours dans du milieu de Grace stérile & pH 6,2 (GBrace, 1962;
Annexe 2) supplémenteé de 107 de sérum foetal de veau
(SVF) (Watanabe, 1987) et de 0,2% de Gentamycine. Pour les
cellules CTf, le milieu est additionné de 0,25% de tryptose
(Gibco Laboratories,Madison,USA) steéerilisé par filtration sur
membrane de 0,2 pum Uniflo (Schleicher & Shuell,Keene,USA). La

lignée cellulaire de Bombyx mori (Bm—-3&6 : Hink, 1979) est

quant 4 elle entretenue dans du milieu TC-10 & pH 6,2
(Gardiner et Stockdales, 1975) en présence de 104 SVF et 0,2%

Gentamycine (Annexe 3).
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I1.2.1 évaluation des taux de viabilité/mortalité des

cellules: A tous les jours, sur une périocde de 15
jours avant les essais d’'infection in vitro, le dénombrement
des cellules viables et mortes est effectué pour chacune des
lignées selon 1" épreuve d'exclusion du colorant (Payment et

Pavilanis, 1980).

Un volume de 0,4 ml de suspension homogene de cellules
est prélevé et mélangé par aspiration a 0,1 ml de colorant
vital Trypan bleu (solution a 1%4). Le mélange colore est
dépose sur heématimetre Neubauer (Reichert Scientific
Inst.,Buffalo,USA) et observé 4a un grossissement de 400x en
microscopie photonique. Le comptagé des cellules viables
(incolores) et des cellules mortes (colorees) est effectue
en parallele 4 1l'aide d'un pointeur manuel. Le comptage est

realisée en triplicata.
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I11.2.2 Infection in vitro: La premiére étape consiste a

identifier 1les 1lignées cellulaires permissives ou semi-
permissives a une infection au VPNLd. Pour ce faire, des
volumes de 100 pl de suspension cellulaire de chaque lignée,
dont le nombre est ajusté & 5 x 10® cellules viables/ml, sont
déposés dans dix puits a fond plat de plateaux & microtitrage
stériles de 96 puits (Linbro,Flow Laboratories Inc.,McLean,
USA). Trois plateaux, chacun comprenant une série de neuf
puits pour chaque lignée cellulaire testée et un puits te-
moin, sont utilisés pour la mise en culture. Une fols le
transfert accompli, les plateaux sont laissés sous la hotte
laminaire pour une période de 15-30 min. afin de permettre
aux cellules d'adhérer au fond. Suivant cette etape, les
plateaux sont déposeés a 1°'incubateur (Hotpack,Philadelphie,
USA) & 28°C Jusqu’'a environ 1 heure avant la périocde de
dedoublement des cellules eévalueée sur la courbe de

viabilitée/mortaliteée cellulaire (Annexe 7).

Approximativement 24 heures apres la mise en cul ture des
cellules, le milieu de culture est soustrait des series de
neuf puits et substitue par 100 ul des dilutions respectives
de 1:10, 1:100 et 1:1000 d’'hémolymphe extraite de larves
virosees et preéparée comme suit: (1) héemolymphe de larves
viroseées (2) hémolymphe de larves virosees filtree sur mem-

brane Millipore 0,45 p (Quiot, 1975)



49
(3) hemolymphe de larves virosées mélangée a4 volume &gal avec
un tampon Na_CO. -NaHCO 100 mM, pH 10,5, et filtrée. Les
plateaux sont fixés et agités a4 30 rotations par minute sur
une plaque agitatrice (TekPro, American Dade,Miami,USA) a
28°C pour une peériode de contact "cellules—-virus" de 60
minutes. L' inoculum viral est soustrait de chacun des puits
et remplace par 200 pl de milieu de culture frais. Les pla-
teaux sont conservés a 28°C pour des observations quotidien-

nes sur une peériode de 7 jours,

I1.2.3 &Evaluation de la permissivité cellulaire au VPNLd:

A tous les jours, durant une semaine, les cellules
infectées sont observées en microscopie photonique inversée a
320 X sur microscope Leitz modeéle Labovert (Leitz,Wetzlar,
Al lemagne) avec et sans contraste de phase. Au cours des
observations, les facteurs suivants sont relevés et comparés
aux caractéristiques des cellules témoins:

.la forme et la taille des cellules .infectées comparees a
celles des cellules témoins.

.le ratio noyau/cytoplasme en termes de volume.

.les conditions inhabituelles des cellules (granulation,
vacuolisation, accumulation de deébris cellulaires).
.l apparition de masses refringentes (polyedres) a 1’ in-

térieur des noyaux cellulaires.
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Au septieme jour, la mise en évidence des cellules démon-—
trant la présence de polyedres est réalisée par la coloration

de Vago et Amargier (Vago et al., 1969).

Des coupes ultrafines sont effectuees, selon la méthode

decrite a la section II.3, sur les cellules preésentant des
anomalies structurales ou pour lesquelles on a relevé des

effets cytopathiques caractérisant 1l infection au VPN.

I1.2.3.1 Titrage de 1 incculum viral: Un volume de

3 ml des virions purifiées précedemment (section 1I1.1.3.4),
ajuste a 5,5 ml, est centrifugée a 80 000 g pendant 20 min.
(Harrap et al., 1977) sur ultra-centrifugeuse (Beckman L3-50)
dans des tubes de polycarbonate de 6 ml (Beckman Instruments
Inc.,Palo Alto,USA) utilisant un rotor SW-50.1 . Le culot de
virus est resuspendu dans 3 ml de milieu de Grace (Annexe 2).
Des dilutions de 10° a 10 " sont effectuées sur la suspension
virale. Chacune de ces dilutions est employee pour 1’ infec-
tion in wvitro des cellules Cf-124 pour lesquelles les effets

cytopathiques sont les plus évidents.

Pour chague dilution, une infection est realisée en tri-
plicata, selon la méthode décrite en II.2.2, sur une plagque &
microtitrage stérile contemnant 5 X 107 cellules/puits qui

sont mises en culture depuis 24 heures.
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A cing Jjours past—-infection, la DICT., (Dose Infectieuse
sur Culture de Tissus) est évaluée selon la méthode de Reed

et Muench (1938) décrite par Summers et Smith (1987).

Le nombre d'unité formant des plages/ml (PFU/ml) est
quant a lui calculeée a l"aide de 1la conversion suivante:
DICT.,/ml X 0,69 (McCarthy et al., 1980; Summers et Smith,

1987)

11.2.3.2 Variation des parametres physiques: Afin

d’'induire un stress climatique (Hébert, 1983), gquatre séries
de chaque 1lignée cellulaire d'une densite de S5 X 10%
cellules/ml sont conservées dans 5 ml de milieu frais dans
des fioles ayant une surface de 25 cm~ (Corning Lab. Sciences
Co.,New York,USA) &4 des températures respectives de 4°, 28°
et 37°C pendant 24 heures. Les trois premieéres séries sont
infectées a 1'aide de I ml d’'inoculum viral titrant a 2 X 10*

PFU/ml selon les conditions décrites a4 la section 11.2.2 .

Suite a la période d’'adsaorption, le surnageant infectieux
est élimine et le tapis cellulaire laveé a 1'aide de 5 ml de

milieu de cul ture.

Les cellules sont ensuite décollées a 1l'aide de 3 ml de
milieu frais et transférées en tubes Leighton par aliquotes

de 1 ml.
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Les tubes places sur des portoirs identifiés selon les
temperatures preé-infection sont conservés a 28°C pour les
cing Jjours suivants, durant lesquels des observations sont

effectuees.

Au terme de 1 expérience, les lamelles de chaque tube,
auxquelles les cellules infectées ont adhére, sont préleveées
puis fixees au Carnoy {(Annexe 4) a 4°C, et colorees selon la
methode prescrite & la section I1.2.3 . La quatriéme série de
chaque lignée cellulaire est utilisée comme témain non in-—-

fecte.

Une seconde expeérience caonsiste a veérifier 1 effet de
stimulation par un stress climatique en conservant trois
autres séries de ligneées cellulaires infectées au préalable
dans les conditions standards (60 min d adsorption a 28°C) et
transferées en tubes Leighton a des températures de 4°, 28°
et 3I7°C pour les cing jours suivants. Une série témoin de

chaque lignée cellulaire non—infectée est conserveée aux mémes

températures. La méme expérience est reprise en faisant
varier les temps d’'adsorption dans 1l ordre suivant : 60 min.,
120 min., et 35 Jjours. Des observations sont effectuees en

microscopie photonique 1nversee et des colorations sont

realisées au terme de la période de cing jours.
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I1.2.3.3 Variation des parametres chimigues: Une

densité de S X 10? cellules/ml/puits de chaque lignée cellu-
laire est mise en culture sur plague 4 microtitrage stérile
et placeée 4 1l 'incubateur a 28°C pour une période de 24 a 36
heures avant infection. La période de pré—-culture des cel-
lules avant infection dépend du temps de dédoublement de
chague lignée. Les cellules sont ensuite infectées a 1 aide
de l'inoculum viral titrant 2,0 X 10 PFU/ml ou transfecteées
avec 100 ng d'ADN viral nu (section II.4) dilué dans le
milieu de culture correspondant aux besocins nutritionnels de
chague lignée (Grace ou TLC-10), auguel nous avons ajoute
différentes concentrations de stimulateurs chimiques de
l"infection virale. Les details et les concentrations des
stimulateurs utilisés sont résumés a la figure 4. Apres un
temps de contact de 60 min. en agitation douce a 2B°C, le

surnageant est substitué par du milieu frais.
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FIGURE 4

Description schématique de la disposition des
stimulateurs chimiques utilisés lors de 1 ' infec~-
tion in vitro des lignées cellulaires Ld, Es, Cf,
et BmN4 sur une plagque de microtitrage de 96

puits.

Le groupe d’'essai est deéefini par le type d inocu-

lum utilisé (ADN ou virion), la concentration

ou la quantité de stimulateur ajouté au milieu

de culture (a,b,c) et le type de stimulateur :

l Stimulateurs de 1’ incorporation des acides
nucléiques (Mclntosh, 19753 Chishaolm et Symonds,
1988)

% Stimulateurs insolubles du contact virus-—

cellules (Dubes et al., 1964)

raed
L

Polycations (Kaplan et al., 192&67; Vaght, 19&7;
Nguyen, 1968)
i Acide aminé (Goodwin et Adams, 1980)

| Stimulateur d’'échange ionique transmembranaire.

Les cellules infectees en présence de stimulateurs
chimiques (groupe essai) sont comparees aux
cellules non infecteées et entretenues dans du
milieu contenant un stimulateur (s) et aux
cellules temoins non infectées(t) et infectées(t.)

entretenues dans du milieu sans stimulateur (ss).
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DMSO 2 a a a . . a t. ot ' ADN
MgSO 3 b . b b . b t. t I ADN
Bentonite 4 a a a . . a .t m VIRIONS
Cas0o 5 b . b b . b t. t w VIRIONS
DEAE-Dextran 6 a a a . . a . ot VIRIONS
L-Glutamine 7 ¢© c© ¢ . . c ot ot i VIRIONS
KC1 8 b . b b . b .t l VIRIONS
CaCl_ 9 . b b . . bt t R ADN

CaCl 10 . b b . . b t. t I VIRIONS
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Le taux d’'infection par cellule infectée ou transfectee

en presence de stimulateurs est évalué et comparé a celui des
cellules temoins 1nfectées ou transfectees en absence de

stimulateurs. Le nombre moyen de cellules infectées ou trans-

fectées est évalué par comptage sur hématimetre (Hink et
al., 1977) et calculé selon la formule prescrite par Sohi et
al (1981):

Polyedres/cellules = (Polyedres/ml)/(cellules infectées/ml)
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I1.3 Microscopie ¢électronique: Plusieurs tissus de larves

présentant des symptémes de viraose au VPN sont fixes a la
glutaraldeéehyde et au teétroxyde d osmium dans un tampon phos-
phate de sodium & 0,06 M s PH 7,2 a la température ambiante.

LLes coupes wultrafines sont préparees suilivant les procédures

employées par Charpentier et al. (1987), aprés inclusion a
l1"Araldite 302, puis colorées a 1l1'acetate d'uranyle et au
citrate de plomb (Reynolds, 1963). Les observations sont

effectuées au microscope electronique Philips modele 300

(Philips,Eindhoven,Hol lande).

D autres coupes ultrafines sont reéaliseées, selon 1la
meéthode deécrite par Alain (1985), sur les cellules infecteées
experimentalement en conditions in vitro. Suivant le cin-—

quiéme jour d'infection, des coupes sont realisées aprés une
double fixation des cellules. La premiere fixation est effec-
tuee & 1 aide de la glutaraldehyde 2,3% dans un tampon caco-
dylate 0,03M & pH 7,2 pendant 120 min. a la température de la
pieéce. Les cellules sont ensuite décollées des contenants de
culture par grattage a 1'aide d'un policeman, puis porteées au
culot par centrifugation a 1000 g pendant 10 minutes. Cette
etape est suivie de trois lavages des culots solides avec un
tampon - cacodylate contenant 3% de saccharose. La seconde
fixation est effectuée & 1 'aide d'une solution de tetroxyde
d osmium & 1,5% dans un tampon collidipe O0,07M & pH 7,4

contenant 3% de saccharose, pendant une & deux heures a la
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température ambiante. Aprés une deéshydratation croissante
dans des bains d'acétone 25-100% , les culots de cellules
sont i1mprégnés pendant wune nuit dans un mélange acétone-
Vestopal W utilise en présence de perbenzoate de butyle
tertiaire 1% (p/p), servant d’'initiateur, et de 14 (p/p)
d'une solution &% de naphténate de cobalt dans du styrene,
servant d'activateur. Suivant cette étape, les culots sont
imprégnés dans un nouveau bain de Vestopal W pur pendant deux
heures, puis divisées en blocs de imm~ , et placés a 60°C
pendant 40 heures afin de permettre la polymérisation du

Vestopal W.

Les coupes sont enfin reéalisées sur microtome Ultrotome
ITI (LKB, Stockholm—-Bromma 1, Suede) et colorees a 1 acetate
d'uranyle 5% dans l'éthanél, puis au citrate de plomb. Les
echantillons sont observeés au microscope #@lectronigue modele

EM 200 (Philips, Eindhoven, Hollande).
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II.4 Purification de 1 ADN viral: Deux méthodes sont emplo-

vees. La premiére consiste & liberer 1'ADN des virions puri-
fies precédemment (section I1.1.3.4) 4 1'aide de protéinase
K. La protéinase K (BRL,Gaithersburg,USA) est ajoutée 4 la
solution de virions purifiés a une concentration finale de
200 pg/ml ainsi que 1/10 vol. de dodécyl-sulfate de sodium a
5% (89DS), le tout est briévement passé au vortex et incubé a
37°C pendant 60 min.. L 'échantillon d'ADN est ensuite deébar-
rasse des protéines par des extractions respectives a volume
©&gal de phenol satureé en Tris-HC1 O,01M pH 7,4, de phenol-
chlaoroforme 1:1 saturé en Tris—-HCl, et de chloroforme—alcool
i1soamylique 24:1 . L'"ADN est finmalement précipitée & -70°C
pendaqt 30 min. en preésence de 1 vol. d’ acetate d’ ammonium

3 M. (NH OAc) et de 2 vol. d’'éthanol froid 100%4 (IBI,New
Haven,USA), suivi d'une centrifugation & 15 000 g pendant 30
min sur microcentrifugeuse de table Eppendorf modele 54135.
Apres des lavages a 1’'éthanol froid 704 , 1°"ADN viral est
resuspendu dans 100 pl d’'eau distillée et deéionisée stérile
et dialysé dans une membrane Spectra/Por de 10 mm (Spectrum
Medical _Industries Inc.,Los Angeles,USA) contre 200 ml de
tampon Tris—-HCl 25 mM, pH 7,5, EDTA 10 mM, en agitation sur

plaque magnétique a 4°C pendant 12 heures.
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La seconde méthode consiste au remplacement de la protéi-
nase K par 200 ug/ml de lysozyme (Sigma Chemical Co., S5t-
Louis,USA). L 'échantillon est incubé sur glace 13 min. avant

d €tre incube & 37°C en preésence de S5DS.

I11.4.1 Praofil électrophaorétique comparatif de 1 ADN: Des

quantités de 0,5 — 1,0 pg d"ADN  purifie des isolats de VPNLA
provenant des g&tats-Unis, de 1'0Ontario et de Trois-Rivieres
(Québec) sont complétement digerées a4 1" aide des endonucleéa-
ses de restriction EcoRI, HindIII, BamHI, BglIl et Pstl
(BRL,Gaithersburg,US5AR), lesquelles sont couramment utilisées
pour 1l analyse des sites de restriction du VPNLA (Stiles et
al., 1983; McClintock et Dougherty, 1988; Smith et al.,
19288). L 'ADN est incube & 37°C pendant 60 min. en presence de
2 U. d'enzyme et de 2 pl de tampon correspondant (Annexe 8),
pour un volume reactionnel final ne dépassant pas 20 ul. Les
echantillons digeres sont déposés dans les puilts d'un gel
horizontal d’'agarose 0,8% - TEA 1X en présence de tampon de
chargement &6X (Maniatis et al., 1982). La migration electro-
phoreétique des fragments d'ADN sur gel est réalisée sur un
appareil a4 eélectrophorése de type submerge de 2,5 1. (IBI,
New Haven,USA) pendant 6 heures a 50 mA. Le gel est ensuite

coloré 15 min. dans un tampon TEA 1X contenant 350 pl de

bromure d ethidium concentre.
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Enfin, le profil des ADN fragmentés est observé aux U.V.
(U.V. Transilluminator: Fotodyne Inc.,New Berlin, USA) a 254
nm et photographié sur pellicule monochrome Polaroid type 663
(Polaroid Corporation,Cambridge,USA). Le profil des fragments

d" ADN obtenu pour chaque enzyme est comparé entre les diffe-

rents isoclats en utilisant comme référence les marqueurs de
taille appropriés, dont 1le marqueur 1Kb (BRL,Gaithersburg,-
USA) et le marqueur du bactériophage Lambda digérée par

HindIII (P-L Biochemicals,Milwaukee,USA).
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I1I1.3 Clonage moléculaire du géne codant pour la polyédrine du

VPNLd.TR: Le clonage moléculaire du géne codant pour la
polyédrine de 1’'isclat du VPNLd de la reégion de Trois-
Rivieres (VPNLdA.TR) est reéaliseé selon le principe d’ inactiva-
tion insertionnelle d’'un geéne situé sur le plasmide bactérien
utilisé comme vecteur de clonage, tel que décrit par Maniatis

et collaborateurs (1982).

I11.5.1 £tablissement de banques de fragments de restric—

tion de 1°ADN du VPNLd: Des quantités de 500 ng

d"ADN viral sont digérées séparément a 1'aide des endonu-
cleéases HindIII, BgllIl et Pstl (BRL) dans des conditions
identigques a celles utilisées a la section II.4.1 . Paralle-
lement, des quantités de 500 ng du plasmide bactérien pIBI31
(IBI ,New Haven,USA) sont entiérement digéreées, par reactions
individuelles, a 1'aide des enzymes de restriction HindIII,
BamHI et Pstl dans 1les mémes conditions (Fig.5). Afin d évi-
ter la recircularisation du vecteur lors de 1 étape de liga-
tion, les plasmides ouverts sont déphosphorylés selon le
protocole standard (IBI, 1987) par reéaction avec 1 U. de
phosphatase alcaline bactérienne (BAP). Le clonage sélectif
des fragments d'ADN viraux généres par chaque enzyme sera
réalisé apres séparation de ces derniers par electrophorese
sur gel d"agarose 0,47 TEA, ayant une température de fusion
inférieure a celle de 1’ agarose O,8%,>suivi d une élution par

l'utilisation de la méthode GENECLEAN (Bio 101 Inc.,Califor-
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FIGURE 5 : Représentation schématique du plasmide pIBI31.

ORI origine de reéplication

AMP gene de résistance a 1 ampicilline

LacZ operon Lac de E. coli (gene de la f3—galactosidase)
TF

;::>promoteurs de 1 'ARN polymérase des phages T3 et T7
7

T
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nie,USA). Les fragments g#nérés par Bglll sont clonés &4 1 in-—

térieur du site compatible BamHI du plasmide pIBI3l.

La reaction de ligation des fragments €lués au plasmide

ouvert et déphosphoryle est effectuée par la combinaison de

ces derniers a4 un ratio vecteur:insert de 2:1 pour une con-
centration finale d'ADN de 2,5 pg/ml ou plus (IBI, 1987). La
ligation est réalisée dans un volume final de 20 pl en preé-
sence de 0,01 U. de T4 ADN Ligase (Pharmacia LKB Biotechno-
logy,Dorval ,Québec) et de 2 pl de tampon réactionnel 10X
correspondant. Le milieu reéactionnel est i1ncubé & 4°C pendant

16 heures.

Les produits des reactions de ligation sont ensuite uti-
lisés pour transformer des cellules competentes de E. coli
traitéees au Call., selon la méthode deécrite par Maniatis et

al.(1982).

Les bactéries transformeées sont étalées sur gelose con-
tenant le substrat X-Gal (S5—-bromo—4-chloro—-3-indolyl B-D-—
galactose), et de 1'IPTG (isopropyl—-f3—-D thiocgalactopyranaosi-

de), un inducteur.
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Le vecteur contient une région de sites de restriction
uniques située a 1l'interieur de la région codant pour la fB-
galactosidase. Advenant 1’ insertion d'un fragment d'ADN &
l"intérieur de cette région, le gene de la B-galactosidase
sera 1nactive. Les colonies recombinantes sont reconnues par

leur coloration blanche sur une gélose contenant le substrat.

Les colonies recombinantes sont criblées et repiqueées
dans 3 ml de bouillon LB, contenant 125 pg d'Ampicilline/ml.
Le bouillon est agitées a 250 rpm en incubation & 37°C pour
la nuit. Les plasmides recombinants ainsi amplifiés sont
libeéres par la lyse alcaline des bactéries (Maniatis et al.,
1982), purifiés par extractions au phénol, phénol-chloroforme
et chloroforme, et précipités & 1l éthanol froid 100% tel que
décrit preécedemment. La taille des fragments inseéreés dans les
plasmides est veérifiée par eélectrophorese sur gel d' agarose

0,8% apreés clivage enzymatique de 1 ADN plasmidique.

I11.5.1.1 Transfert de type "Southern"” de 1 ADN

plasmidique: La méthode de Scouthern (19735)

modifiée selon le protocole de Schleicher & Schuell (1987)
est utilisé afin de transférer efficacement 1 ADN plasmidique
sur membrane de nylon. Les fragments d'ADN coupe sont separe
par electrophorese sur gel d agarose. Le gel est rince a
l'eau distillée puis trempé dans une solution de NaCl 1,0M,

NaCOH 0,5M pendant 15 min. afin de dénaturer 1 ADN.
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Le transfert de 1"ADN est effectueé par capillariteé sur

une membrane de nylon Biotrans (ICN,Pall Biosupport,East
Hills,USA) utilisant un tampon de transfert salin composée de

citrate de sodium (55C 10X) & pH 7,0 (Mamiatis et al., 1982).

I11.5.2 Amplification enzymatique du géene ceodant pour la

polvédrine du VPNLd.TR: Le gemne codant pour la

polyédrine du VPNLd.TR est amplifié par la reéaction de poly-

mérisation en chaine (PCR) a l'aide de la Tag polymérase
(Perkin Elmer Cetus,Norwalk,USA), une enzyme thermophile
isolée de Thermophilus (Thermus) aquaticus. La reéaction est

effectuée de fagon telle qu indiguée au protocole GeneAmp
(Perkin Elmer Cetus, 1988). Brievement, un cycle d amplifica-
tion est compose de trois étapes permettant de reéaliser
successivement la dénaturation de 1"ADN matrice a 94°C,
1 appariement des amorces oligonucléotidiques entre 3I7°C et
35°C correspondant &4 une température de 5°C sous la Tm de
l"amorce la moins stable, et 1 extension des brins d'ADN a
l"aide de 1la Taq polymérase dont 1l activiteé est optimale a

72°C.

Dans le cas présent, des échantillons purifiés d’ADN des
VPNLAd.TR et VPNLJ.US (souche Américaine) sont amplifiés
individuellement par 35 cycles de PCR, sur un appareil auto-
matisé de type DNA Thermal Cycler (Perkin Elmer Cetus,

Norwalk, U.S.A.), en présence de 2,5 U. de Taqg polymerase et
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de 1,0 pM des amorces 1 et 2 (Fig.46). Les amaorces utilisées
ont eté sélectionnées a partir d'une région conservee entre
la souche US et TR du VPN. Ces amorces ont éte synthetisées
par Research Genetics (Huntsville, U.S.A.). La tempeérature

d appariement des amorces a la matrice est calculée selon la

formule: Ta = 4(G+C) + 2(A+T) — 5°C

I1.5.2.1 Clonage des fragments sous—molaires: Les

fragments surnuméraires et sous—-molaires amplifiés ne corres-
pondent pas a&a la taille du fragment amplifié du gene de la
polyedrine du VPNLd.TR ou de celui du VPNLd.US teéemoin. Ces
fragments sont eluées des gels d'électrophorese utilisés pour
la verification et la quantification des fragments obtenus
par amplification PCR, et clonés dans le site Hincll du
vecteur de clonage plasmidique pIBI31 (IBI,New Haven,USA). Au
préalable, le plasmide (pIBI31l) est linéarisé par la coupure
franche de 1 'endonucléase Hincll. L' insert (fragment sous-
molaire), théoriquement non—-phosphoryle en 57, est ligature
au plasmide coupe et non-déphosphoryleée dans 1les conditions
decrites en II1.5.1 modifiées par 1 ajout de 0,01 U. de T4 ARN

ligase (Sugino et al., 1977).

Les étapes de seégreégation et d amplification des plas—
mides recombinants sont effectuées selon la méthode decrite a

la section II1.5.1 .
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La selection des clones, ayant comme inserts des frag-
ments de tailles similaires aux fragments sous—molaires, est
effectuee par une analyse electrophoreéetique des plasmides

recombinants coupés simul tanément a 1" aide de Pstl et Xbal.

L homologie entre 1les clones de bandes sous-molaires
(BSM) et le fragment amplifié du gene de la polyédrine du
VPNLd.TR est évaluée par hybridation avec le fragment ampli-
fié et marqué du gene de la polyédrine du VPNLA.TR (sonde TRé

section I11.7.2) dans les conditions énumeérées a la section

I1I1.5.4
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FIGURE 6 : Repreésentation schématique de la Reaction de

Polymeérisation en ChaiIne (PCR).

courbe de tempeérature utilisee pour

1l amplification d ADN purifie

———————— courbe de tempeérature utilisee pour

l'amplification d échantillons bruts.
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11.5.3 Margquaqge radicactif de 1°ADN : Les fragments cor-

respondants aux genes de la polyédrine du VPNBm et du VPNLd

de souche Canadienne (TR) et Americaine (US), auparavant
obtenus par eélution ou par amplification enzymatique, sont
marqués par l'incorporation du dCTP™a (ICN Biochemicals
Division,California,USA). Le marquage est effectue selon la
méthode des amorces aléatoires (Feinberg et Vogelstein,
1983), en utilisant une trousse commerciale (Prime Time "C'",
IBI, New Haven, U.S.A.). Brievement, 1 échantillon d'ADN est

incubé & 25°C pendant 14 heures en présence de 10 uCi P a-
dCTP/m1l, 5 U. du fragment Klenow et d'un mélange des
nucléotides froids (IBI, New Haven, U.S5.A.). L 'ADN marque est
debarasse des nucléotides marques non—-incorporeés par chroma-
tographie en utilisant la technigque des '"Spun—-columns"

(Maniatis et al., 1982).

Des aliquotes de 1pl sont précipitées a4 1 acide trichlo-
roacéetique 5% (TCA) sur filtre Whatman GF/C (Whatman Interna-
tional Ltds,Maidstone,Angleterre) puils séchées sous une lampe.
Apres séchage, les papiliers sont placés dans 5 ml de mélange
scintillant (4g. PP0O-2,5 diphényl—-ozanole, O0,1g de Popop
2,2 —-p—-phénylene—-tris 4-méthyl 5 phénylozanole). La radio-
activité de chaque échantillon est mesurée par un spectropho-
tometre a scintillation liquide de type Beckman LS7300

(Beckman Instruments Inc.,Palo Alto,USA).
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11.5.4 Criblage des plasmides recombinants : Les banques

de clones transféerees sur membrane de nylon (section
IT.5.1.1) sont cribleées par hybridation au fragment amplifieée

et marqueé du gene de la polyeédrine du VPNLA.TR (sonde TRé&).

Les membranes sont tout d abord traitées par immersion
dans une solution de pré-hybridation contenant de 1'ARN_. &
0,23 mg/ml. Les membranes sont 1incubeées & 42°C pendant &
heures afin de permettre la saturation des sites non-spéci-
fiques. Elles sont ensuite incubées, en conditions strictes,
pendant 12 heures & 42°C dans une solution contenant 307 de
formamide en présence de 10° CPM/ml de la saonde préparée tel

que décrit a la section preécédente.

Les membranes sont ensuite lavées dans des bains succes-—
sifs d'une premieéere solution de SSC 2X & 50°C pendant 30Omin.,
puis dans une seconde de S5C 0,2X contenant 0,2% SDS (sodium
dodecyl sulfate) pendant 30 min. a 23°C. Elles sont enfin
sécheées et expaseées pour autoradiographie sur pellicule X-
Omat TM.AR ({Eastman Kodak Co.,Rochester,USA) pendant 12
heures a -70¢°C. Les pellicules autoradiographiques sont
reveleées sur un appareil de type X-0Omat M20 (Eastman Kodak
Co.,Rochester,USA). Les clones d ADN plasmidique, ayant comme
insert la portion d'ADN complémentaire au fragment de 1la
sonde utilisee, sont identifiés sur auvtoradiographie et

isolés des banques pour 8tre amplifiés individuellement.



74

Chaque clone est identifié et conservé dans une solution

de 407 de glyceérol stérile & -70°C jusqu’'a utilisation.

La vérification des plasmides recombinants du gene

polyédrine du VPNLd.TR (clones positifs & 1 hybridation

sonde TRé) est effectuée apres la déshybridation des

de la

de la

meémes

membranes a 95°C pendant 10 min. et leur réhybridation suc-—

cessive au fragment amplifié et marqueé du gene de la

polye-—

drine du VPNLd.US (sonde US), dans les conditions déja decri-—

tes.
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11.6 Caractérisation du geéne de la polyédrine du VPNLd.TR:

L' héetérogengité geénotypique du VPNLd est veérifiée par 1la
comparaison du profil de restriction et de la séquence nu-
cleéotidique du gene codant pour la polyédrine du VPNLd.TR
principalement avec notre 1isolat du VPNLA.US et la séquence
du VPNLd publiée par Smith et al. (1988).

I1.6.1 Profil électraphoreéetique comparatif des fragments

du gene codant pour la polyvédrine des VPNLd.TR et

VPNLd.US: Des quantités de 300 ng d"ADN amplifié
des souches Canadienne et Américaine du VPNLd sont digeérees a
l1"aide de plusieurs endonucleéases de restriction dans les
conditions deéja décrites a la section I[1.4.1 . Les produits
de la reéaction sont soumis a une eélectrophorése sur gel
d’ agarose 0,8%-TEA 1X (annexe B8) a 100 v. pendant &0 min. .

La migration terminée, le gel est coloreé et observe aux U.V.

, de la fagon deécrite precedemment, puls transfeéeré sur mem-—
brane de nylaon par transfert de type "Southern” (section
I1I.5.1.1). La sonde wutilisée pour cette hybridation est le

fragment amplifié du geéne codant pour la polyedrine du
VPNLd.TR (section I1.5.4) . Les fragments de restriction
s’ ' hybridant avec cette sonde sont révélés par autoradiogra-

phie.
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I11.6.2 Séquencage du qgene de la polyvédrine du VPNLA.TR:

Apres production massive du gene codant pour la polyé-
drine du VPNLdA.TR dans les conditions standards (Maniatis et
al., 1982), 1"ADN  plasmidique est purifié par extraction
alcaline. L 'extraction est effectuée selon les méthodes

décrites par Birnboin et Doly (1979) et Maniatis et al.
(1982) et modifiées par Mierendorf et Pfeffer (1987), utili-
sant une précipitation au polyethyléne glycol 13% (PEG : PM
8000, Sigma Chemical Co.,S5t-Louis,USA) suivi de trois ringa-
ges a 1'éthanol 70%4 froid. L "ADN purifiéeé ainsi obtenu est

solubilise dans 1 'eau distillée et déionisee stérile, puis

gquantifié sur gel d’ agarose 0,8% TEA.

La reaction de séquencage du gene de la polyeédrine du
VPNLA.TR est effectuée par la reaction wutilisant des
didesoxynucleéotides (ddNTPs), basée sur la reaction de se-

quencage de Sanger (1977).

Les quantiteés de 2 pg a 3 pg d ADN plasmidique dans 8 pl
d eau sont dénaturées pendant 30 min. a 3I7°C en présence de 2
pl  de NaOH 2M. L ADN dénaturé est précipitée a 1’ éthamol 100%
froid, puis lyophilisé. Les culots d'ADN sont resuspendus de
fagon & obtenir une concentration finale d"ADN d’'environ
lpg/ul dans un volume de 10 pl d'eau distillee et deéionisee

sterile.



77

Quatre tubes contenant des quantités équivalentes de 1 ug
d'ADN pour chaque 1000 nucléotides du clone sont mis en
reaction en présence de 10 ng de chacune des amorces S5'-3°
utilisées pour la réaction PCR (section I11.5.2) et de 2 uyl du
tampon de réaction (Tris-HC1 70 mM (pH 7,3), MgCl., 70 mM,
NaCl 500 mM) pour un volume final de 12 pl. Chaque tube est
agite brievement, incubé a 3I7°C pour 20 min., puis refroidi a
la température ambiante (30 min). Ces tubes sont identifies
par la lettre du dideésoxynucléotide (ddNTP) employée pour la

réaction de séguengage, soit: A, C, G, T.

Dans chacun de ces tubes de mélange plasmide—amorce, nous
ajoutons respectivement O,1mM ddATP (tube A), 0,3 mM ddCTP
(tube C), 0,5 mM ddGTP (tube G) et 1,0 mM ddTTP {(tube T). Des
volumes de 3 pl de dATP[a—-"8] (ICN, Biochemicals Division,
Irvin,Californie), 1 pul de DTT 0,1 mM et 3 U. de 1l'enzyme T7
ADN polymeérase (Sequanase 2: Pharmacia LKB Biotechnology,
Dorval ,Queébec) sont ajoutés a chaque tube de reéaction. Les
tubes sont agités a 3I7°C pendant S min.. La reéaction est
arrétée par 1l 'ajout de 4 pul d'une solution d'arrét (0,1% de
xyléne cyanol, 0,1% de bleu de bromophenol, Na_EDTA, et 93%

de formamide déionisée).

Des volumes de 2 upl d'échantillons sont deéposés sur gel
en gradient d’acrylamide &% (Biggin et al 1983) pour une

. |

migration a 30 mA se poursuivant jusqu’'a ce gue le bleu de
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bromophénol atteigne le bas du gel. Le gel est fixeé pendant
20 min. dans 2 L d'un mélange d acide aceéetique 5S% et de
méthanol 57, reéecupéreé sur une feullle de papier Whatman 3IMM,
recouvert d'une pellicule plastique et séché a4 B80°C pendant
30 min.. Le gel est ensuite exposée pendant 16 a 3I&h. & 1 abri
de la lumiere & -70°C sur pellicule X-Omat RP (Eastman Kodak
Co., Rochester, UsAa). La sequence est lue et analysée a
l"aide du programme d’analyse IBI/Pustell (IBI/Pustell DNA
and protein sequence analysis system, cat. 81501, version PC,

198635 IBI,New Haven,USA).

Afin de completer et verifier la séquence obtenue, les
18mer S5' TCGACCGGTACTTGGTGG 3 et 5 ACGAGGGCTACGTGCCGC 3° pour
le brin contenant le cadre de lecture ouvert du gene de la
polyedrine et les 18mer 5 GTGGAGGGCTCCACGATG I et 17mer
S 'GRTCTCTTTGAAGARGAG 3 pour le brin complémentaire ont éteé
synthetisés (F. Shareck, Laboratoire de synthese d’'oligonu-—

cléotides, I.A.F.).
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I1I.7 Méthaode de diagnastic: La méthode de detection que nous

avons mise au point utilise le fragment amplifié du gene de
la polyeédrine comme sonde, laquelle est hybridée a des échan-
tillons pré—amplifiés par la reéaction de polymérisation en

chaine (PCR).

I11.7.1 Préparatioan des échantillons de terrain: L ADN

viral est purifié a partir d'échantillons de larves, d oeufs
et d' excréments recoltés dans différentes régions du Queébec,

de 1'0Ontario et du nord—est des &£tats-Unis.

Les eéchantillons sont homogéneisés individuellement en
presence de 500 pl de tampon DAS modifie (section II1.1.3.1),
pulis deébarasses des proteéines a 1'aide de protéinase K — SDS
suivi d'extractions phénol et chloroforme, tel que deécrit a
la section II1.4 . Un volume de 10 pupul de chaque eéchantillon
est conserve Aa —20°C pour la reaction d amplification par
PCR, le reste est immobilise en triplicat sur membrane de
nylon Biotrans (ICN,Pall Biosupport,East Hills,US5A) a 1 aide
d'un appareil "slot-blot" de type Minifold II (Schleicher &
Schuell, Keene, U.5.A.). Les membranes sont ensulite secheées
sous vide & 80°C pendant &0 minutes dans un four a vide
(National Applianceé Co.,Portland,USA) permettant une meil-
leure fixation des échantillons aux membranes. Ces dernieres
sont enfin scellées sous vide et hybrideées dans des sacs de

polyester/polyéthylene (Gibco/BRL,Burlington,Canada).
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I1.7.2 Préparation des sondes et hybridation: Une quan-—

tite de 1 pg des clones H2 et H3, correspondant & de courts
inserts (<2,0 Kpb) provenant de la digestion complete de
1"ADN total du VPNLA.TR par 1 endonucleéase HindIlII, sont
marques par déplacement de coupures (nick translation) &
1 aide du nucléotide dCTP (P™™ «a). Le margquage d une durée de
90 min. & 16°C est effectué selon les proceédures decrites par
Amersham (1984). Le fragment amplifié du géne.codant pour la
polyedrine du VPNLA.TR est radiomarqué de la méme fagon et

constitue la sonde TRé6.

II1I.7.3 £valuation de la spécificité des sondes: Jne

quantite de 30 ng d acides nucléiques purifiés de différentes
souches de Virus de la Polyédrose Nucleéaire (VPN), de Virus
de la Granulose (VG) et du Virus de la Polyédrose Cytoplasmi-
que (VPC), ainsi qu’'un échantillon des oligonucléotides
amorces utilises pour la reaction PCR, sont fixes sur membra-—-
ne de nylon, selon.la procédure déja deécrite, et hybridés aux
sondes H2, H3 et TR& dans des conditions identiques a celles

énumeérees a la section 11.5.4 .

I11.7.4 ¢£valuation de la sensibilité de la méthade: Des

dilutions allant de 10**a 1 molécule d'ADN, correspondant au
gene amplifié et & une guantité égquimolaire d'ADN total du
VPNLdA.TR, sont fixées sur membrane de nylon et hybridées aux

sondes H2, H3 et TR& comme preéecedemment.
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Les dilutions d ADN comprises sous la limite de deétection

de la sonde TR& sont amplifiées par 35 cycles PCR (section
11.5.2), fixées et hybridées 4 nouveau a4 la sonde TR&6 dans

les conditions énumérées a4 la section I1I.5.4

La limite de sensibilité de la méthode est évaluee selon
la reponse aobtenue sur autoradiogramme apres une exposition

de 12 heures a -70°C.

11.7.5 Evaluation de la dispersion géographique du VPNLd

dans les populations de spongieuses reéepertoriges:

Les echantillons de larves, d oeufs et d'excréments fixes sur

membrane de nylon (section I1.7.1) sont hybridés aux sondes
H2, H3 et TR& dans les conditions décrites a la section
I11.5.4 . Les membranes sont exposéees au noir a -70°C sur

pellicule X-0Omat TM.AR (Eastman Kodak Co.,Rochester,USA).
Apres 12 heures d'exposition, les infaormations recueillies
sur autoradiogrammes sont compileéees puis annotees sur une
carte geéographique relatant les reégions du Quebec ou la
densite des populations larvaires est elevee et mettant en
evidence la présence du VPNLd potentiellement epizootique

dans ces populations.
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11.8 &valuation de la latence et de la persistance du VPNLd:

Les echantillons négatifs lors de 1'hybridation aux sondes
H2, H3 et TR6 sont maintenant amplifiés par PCR avant d 8tre

fixés et hybridés 4 la sonde TR6.

11.8.1 Chez les larves: Des volumes de 10 pl des broyats

purifiés sont amplifiés par 35 cycles de PCR dans un volume
reactionnel de 100 ul, selon la procedure deéecrite a la sec-—
tion I1.5.2 . Des échantillons amplifiés, des aliquotes de

10 pl sont deposés sur gel d'agarose 0,8% TEA pour le dia-
gnostic visuel des bandes d ADN fluorescent apres électropho-
rese. Le reste est fixé et hybrideée a la sonde TR& dans les

conditions deja décrites.

11.8.2 Chez les geufs: Des masses d oeufs des différentes

reégions d' échantillonnage sont divisées en deux & 1’ aide de
lames de scalpel stériles. La premieére demie est broyée et
fixeée de la fagon décrite & la section IT1.7.1 . La surface
des oeufs de la seconde demie est steéerilisée par immersion
dans 1 ' hypochlorite de sodium, tel gque décrit a la section
I1T.1.1.1 , suivie de trois lavages a 1 'eau distillee steérile.
Ces masses d oeufs sont ensuite broyées et fixées de la méme
fagon que les premieres.De plus, un volume de 10 pl de chaque
echantillon purifié d'oeufs stérilisés et non—-sterilises est
amplifié par 35 cycles de PCR, comme deécrit a la section

11.5.2.
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Les éechantillans amplifiés sont enfin fixés sur membrane

de nylon dans 1 'ordre de carrespondance des échantillons nan
amplifiés. Les échantillons sont finalement hybridés a la
sonde TR6 dans les conditions décrites a la section 11.3.4 ,

puis exposés au noir pendant 12 heures a —-70°C sur pellicule

X-0mat TM.AR. L autoradiogramme est deéeveloppe a 1’ aide d’'un
processeur automatigque de type X-0Omat M20 (Eastman Kodak Co.,

Rochester ,USA).



CHAPITRE III

RESULTATS

III.1 Infection in vitro et permissiviteé cellulaire :

III.1.1 Mise en évidence d une infection virale intra-—

cytoplasmique chez les cellules Es—263:Des

echantillons d’ ' hémolymphe filtrées sur membrane a porosite de
0,45 pm ont donne lieu a 1l apparition d'une infection virale
cytoplasmique chez les cellules de la lignée Euxoca scandens
(Es=263). La figure 7A met en évidence 1l 'envahissement du
cytoplasme cellulaire par des particules virales paraspheéri-
ques. D'autres particules sont accolées a4 la peripherie de la

membrane cytoplasmique externe ainsi qu’ au pourtour de struc-—

tures extracellulaires. Des vacuoles intracytoplasmiques
contenant le petit virus ont également éte retrouvees
(Fig.7B).

La plupart des particules virales ont une forme parasphe-
rique, alors que certaines sont icosaéedriques ou polymorphes

et presentent des argdtes (Fig.7C), et ont une taille appraoxi-
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mative de 25 nm de diametre. Il est possible d’'observer, a
l"intérieur du cytoplasme cellulaire, des rangées de parti-
cules virales denses aux electraons sépareées par des particu-—

les moins denses, vides ou incompletes (Fig.7A et 7C).

L 'electrophoregramme de 1 ADN du VPNLdA purifié & partir
de broyats de larves virosées de la région de Trois—-Rivieéres,
desquels 1" hémolymphe a eété extraite, est preésenté a la
figure 8. Nous pouvons vy abserver, en plus de la bande d’ ADN
du VPNLd, la présence de deux fragments contaminants absents
dans 1l 'échantillon d ADN purifié & partir de larves virosées
provenant des £tats-Unis (VPNLd.US). Ces fragments, dégrades
par 1l action enzymatique apreés traitement des éechantillons a

la RNase A, correspondent & deux fragments d’'ARN
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FIGURE 7

Microphotographies d un virus contaminant le

cytoplasme des cellules de la lignée E.s.263.

Infection in vitro obtenue a l'aide d ' hemolymphe
prelevee de larves de L. dispar de la région de

Trois—-Rivieéres, atteintes de polyédrose nucleaire.

Coupe tiransversale d'une cellule infecteée
(grossissement 41 040X).

Vacuole intracytoplasmique (=) contenant des
paracristaux de particules virales (30 700X).
Particules virales parasphériques d environ 25nm
de diamétre (115 776X).

P : particule pleine, dense aux électrons

V : particule vide
— particules polymorphes présentant des aretes.

.. ranges de particules denses aux electrons
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FIGURE 8 : &lectrophorégramme des bandes d'ARN contaminant la
preparation d ADN du VPNLd purifié a partir
d échantillons de larves virosées de la reégion de

Trois—-Rivieéeres.

1 ADN témoin du VPNLA.US

2 ADN teémoin du VPNLA.US traité a la RNase A.
3 ADN purifié du VPNLA.TR traité a la RNase A.
4 ADN purifié du VPNLA.TR .

M Margqueur de taille 1Kb (paires de bases : pb)



RNaseA

M 1 2 3 4
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IIT.1.2 Permissivité cellulaire et conditions d'infection

in vitro au VPNLd: De notre collection de

lignees cellulaires infectées & 1'aide du VPNLd , seule la
lignee Cf-124 a semblé démontrer un certain degré de permis-—
sivite & l'infection du VPNLd. La figure 9 démontre une

infection caomplete des cellules Cf—-124 & 1'aide d'un inocu-
lum, constitué de virions libres purifiés sur gradient de
sucrose 25-60%, titrant 2,2 X 10° PFU/ml(section I1I.2.3.1).
I1 est possible d'y observer 1l'évolution temporelle des

symptomes caractéristiques d'une infection a VPN.

Les cellules de la lignée cellulaire Cf-124 sont de
petites tailles (10-135 pym X 20-25 um) et caractériseées par
une forme fuseleée (Fig.%A). Apres 72 heures d’'infection, les
cellules s'arrondissent et augmentent de taille (en moyenne
22-30 pym de diametre). Le noyau devient plus évident et
contient de petites masses cristallines refringentes en
microscoplie photonigque & contraste de phase (Fig.9B). Enfin,
apres un temps post—-inoculation de 96 heures, les cellules
conservent leur forme arrondie, la membrane nucleaire est
accolee a la membrane cytaplasmique et le noyau contient des
masses cristallines réfringentes de tailles moyennes variant

entre 1 et 3 um
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Les résultats obtenus lors de la variation des parameétres
physiques et chimiques au cours des essais d infection in
vitro sont resumés au tableau I. Seules les cellules de la
lignee Cf-124 ont démontré une 1infection complete, avec
production de polyedres, dans 1les conditions d'infections
experimentales suivantes: une température d’adsorption et
d'entretien de 28°C; et des temps d’'adsorption du virus en
contact de 60 min., 120 min et 5 Jjours avec les cellules.
Apres cing jours d'infection, une proportion de plus de S0%
des cellules Cf-124 contenaient des masses cristallines

refringentes (polyedres).

Les autres reésultats obtenus indiquent 1 ocbservation
d effets cytopathiques sur les cellules Ld et Es infectées a
28°C et pour un temps de contact virus-cellules de cing
jours, ainsi que sur des cellules Ld et Cf transfectées avec
1"ADN nu en presence de CaCl. (stimulateurs 9 et 10 : Tableau
I. et Fig. 4 de 1la section I1I1.2.3.3). Avec tous les autres
stimulateurs potentiels (voir Fig.4) on note aucune appari-

tion de polyedre ou aucun effet cytopathiqgue.
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FIGURE @ : &volution in vitro de 1 infection du VPNLd.TR chez

les cellules de la lignée Cfl124 (grossissement

320X).

A Cellules Cf124 témoins (72 heures en culture).

B Cellules Cfl124 hypertrophiges (72 heures post-
infection).

c Cellules Cf124 envahies de masses cristallines

(965 heures past—infection).

Les observations et photographies aont é&té réali-

sees en microscopie photonique a contraste de

phase (B et C).

trait = 5 pum






TABLEAU I.

VARIATION DES PARAMETRES PHYSIQUES

ET CHIMIQUES DES CONDITIONS

D" INFECTION IN VITRO AU VPNLA

1l igrsras Paramdedtres
Prrysiques Crhimiqueas
cavmnpr-acur-es (°C) (temps d’ acdmsor-ptiam stimulatesar-s

9 =3 =7 SOMIm 1Z2Omim f=J 1 2 T 4 93 & 7 89 10
Lo - = - - - E | === === = = £ E
== - = - - - E | @ — == = = = = = = -
= - - - - - B e e e E =
E 1 effets cytopathiques
-~ 1 dinfTectiocon compléte avec productiom de polyedres

atimulateurs 1—10 1 me refdéerer 4 la Tfigure 4 (p.33) .
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I11.2 Caractérisation de 1 ADN du VPNLd.TR:

II1.2.1 Profils de restriction de 1°'ADN wviral: Les pro-

fils de restriction des génomes d°'ADN du VPN de Lymantria

dispar de souches Ameéricaine (VPNLd.US), Ontarienne

(VPNLd.ONT) et Québécoise (Trois—Rivieres : VPNLA.TR) sont
presentés aux figures 10 et 11. La digestion complete des
trois ADN en réactions séparées a l ' aide des endonucléases de
restriction EcoRI, HindIII et BamHI a donneé des électrophoreé-

grammes ldentiques entre eux.

Les profils comparatifs obtenus apres digestion des trois
ADN a 1" aide des enzymes Bglll et Pstl ont cependant permis
d' observer 1’'apparition de bandes surnuméraires ainsi gque de
Nnouveaux positionnements électrophoretiques de bandes exis-—
tantes (Fig.11). L' électrophorégramme des ADN coupés par
BgllIl démontre une similarité des profils génétiques du
VPNLd.US et du VPNLd.TR. Par ailleurs, le profil Bglll obtenu .
pour 1°ADN du VPNLA.ONT démontre 1l apparition d'un fragment
surnuméraire d'environ 4 &00O pb et le repositionnement des
fragments de 8 500 pb et de 8 200 pb, initialement retrouves
sur le profil des deux premiers ADN, a 8 200 pb et 8 100 pb.,
Le profil d" ADN du VPNLA.TR ne differe des autres ADN que par
1" apparition d’'une bande surnuméraire Pstl de 4 100 pb

(Fig.11).
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FIGURE 10:

Profil électrophoretique des fragments d’ ADN apres
digestion entieére & 1 aide des endonucléases de
restriction EcoRI et HindIII, du VPN de Lymantria

dispar de souches US (1), TR (2) et ONT (3).

Les echelles de taille (en paires de bases : pb)
sont basées sur les fragments HindIII de 1 ADN du
phage Lambda (i) et sur les fragments du margueur

(M) 1Kb de BRL (Gibco/BRL,Burlington,Canada).



STANDARD EcoRI Hinolll STANDARD EcoRI
= e

23130 ___

9416 — _

6 557 ____

4361

2322 —
2027 —

564 .

L [ I




58

FIGURE

11:

Profils electrophorétiques des fragments d ADN du
VPNLd de souches US (1), TR (2) et ONT (3), apres
digestion entiere a4 1'aide des endonucléases de

restriction BamHI, BglIl et Pstl.

Les échelles de taille (en paires de bases : pb)
sont basées sur les fragment HindIII de 1 ADN du
phage Lambda (A) et sur les fragments du marqueur

(M) 1Kb de BRL (Gibco/BRL,Burlington,Canada).

Fragments surnuméraires =

Fragments repositionnés -
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I11.3 Caractérisation du géne de la polyédrine du VPNLdA.TR:

IIT.3.1 Comparaison du géne codant pour la polyédrine du

VPNLA.TR et du VPNLA.US amplifiés par PCR: La

taille des fragments amplifiés par 35 cycles de PCR, cor-
respond a la taille du cadre de lecture de la région codante
du gene de la polyédrine des VPNLd.TR et VPNLJ.US. De plus,
i1ls ne démontrent aucune dissimilariteé entre eux (Fig.12). La
taille des fragments obtenus est évaluée & environ 78C pb par

comparaison a4 la migration des marqueurs de taille.

Le profil de restriction comparatif des genes amplifieés
et coupés par les endonucléases Alul, Apal, Avall, Haelll,
HincII, Sau3A et Xhol deémontre cependant la différence de
positionnemeﬁt des sites reconnus par les deux premieres
enzymes a l'intérieur du geéne de chacune des souches de VPNLA
(Fig.13). Les doublets présents & la base du gel colore
pourraient correspondre aux oligonucléotides amorces utiliseés
lors de 1l amplification PCR. Il est possible d’'observer une
faible quantité d ' ADN non coupé dans les puits 1 et 2 de Alul
et Apal donnant 1la référence de migration de 1°ADN témaoin
absent sur la photographie du gel. Les differences, diffici—
lement observables sur electrophoregramme sont mises en
évidence sur autoradiogramme apres transfert de type
"Southern" des ADN coupeées et leur hybridation au fragment

amplifieé et radio-marqué du gene de la polyedrine du
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VPNLd.TR. Les fragments Alul apparents sont respectivement de
400 pb et 300 pb pour le VPNLA.TR &t de 600 pb et 100 pb
environ paur le VPNLd.US. De mé@me, les fragments Apal sont de
500 et 200 pb paur le VPNLd.TR et de 630 pb et 350 pb (pre-

sume) paur le VPNLd.US.
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FIGURE 12: Amplification du géne codant pour la polyeédrine
des VPNLd.TR et VPNLA.US par 35 cycles de reéaction

de polymérisation en chaIne (PCR).

TRé& Fragment amplifié & partir de 1 'ADN purifie du

VPNLd.TR

us Fragment amplifie & partir de 1 ADN purifié du
VPNLd.US

M Marqueurs de taille (paires de bases : pb)

La spécificite des oligonucléotides amorces est
verifiee a 1l aide d'une reéaction contréle sur le
plasmide utilisé pour le clonage moléculaire

(pIBI31) ainsi que sur 1 ADN du phage Lambda (k).
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FIGURE 13:

TR&

780

Y

Autoradiogramme et électrophorégramme correspon-—
dant du profil de restriction comparatif entre les
fragments du gene de la polyédrine des VPNLA.TR et

VPNLd.US amplifiés par PCR.

Fragment amplifié du gene de la polyédrine du

VPNLd.TR

Fragment amplifié du gene de la polyedrine du

VPNLd . US

Fragment amplifié et non—-coupé du gene de la
polyedrine du VPNLA.TR (n apparait pas sur la
photographie du gel coloreé).

Position des fragments d’'ADN non-coupés

Marqueur de taille 1lkb (BRL,Gaithersburg,USA)
apparaissant aussi sur 1l autoradiogramme apres
hybridation avec le plasmide pBR322 marqgqué au
dCTP-P a. Le marqueur 1kb contient les séquences

homologues au pBR322.

Marque la migration différentielle des fragments
généreés par la coupure des échantillons 1 et 2 a

l"aide des enzymes de restriction Alul et Apal
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I11.3.2 Clonage moléculaire du geéene codant pour la

polyédrine du VPNLd.TR: Les résultats du cri-

blage du fragment correspondant au géne de la polyédrine du
VPNLd.TR, effectué par hybridation des fragments amplifiés
utilises comme saondes (TR&é6 et US) a 1"ADN du VPNLA.TR coupe
par 1 'endonucleéase Pstl, sont présentés a la figure 14. Les
deux sondes s’ hybrident fortement a un fragment Pstl de 3 300
pb et faiblement A& un fragment de 2 1753 pb. L' hybridation
multiple de la sonde TR4 s'explique par la présence de sé-
quences adjacentes au gene de la polyedrine a 1 intérieur de
notre clone, ce qul n'est pas le cas du gene cloné du
VPNLd.US. Ces séquences pourraient reconnaitre d'autres
regions homologues de 1" ADN viral due & la grande variabilite
genetique et a la preésence de régions reépétitives chez le

VPNLd.

Les plasmides recombinants ont été vérifiés par hybrida-
tion au fragment amplifié et radio-marqueé du geéne de la
polyedrine du VPNLA.TR (Fig.195). Nous constatons gque seuls
les clones du groupe 354 (C 34-1 a 3) donnent un signal d’'hy-
bridation. La taille des clones linearisés par coupure Pstl
est de B8 300 pb et correspond a 1 insertion de fragments
identiques de 35 300 pb a 35 400 pb a 1l ' intérieur du vecteur de

clonage (pIBI31l) d'une taille de 2 %00 pb.
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Les fragments de hauts poids moléculaires restant sont

des fragments d'ADN chromosomique obtenus lors de la lyse
alcaline des bactéries recombinantes. Les inégalités d ' obser-
vation entre l'électrophorégramme et 1 autoradiogramme cor-

respondent aux inégalités des limites de deétection de chaque

methode. En effet, la coloration de 1"ADN sur gel par le
bromure d ' éthidium permet 1 observation d'une guantité mini-
male d'environ 20 ng d'ADN, alors que la limite de detection
d ' une hybridation moléculaire est de 1 ordre de 1 pg d’'ADN
homologue. La taille du clone 54 a été confirmée par une
analyse de restriction et 1'évaluation du total des tailles
moyennes des fragments générés par les enzymes Accl, Apal,
EcoRI, Hincll, PstlI, Pvul, Sall et Xhol ne reconnaissant
qu 'un site wunique & 1'intérieur du vecteur de clonage

(Fig.16).

La figure 15 démontre aussi 1 ' absence d hybridation de la
sonde TRé avec le clone 39 (C 59} contenant un insert de
& 900 pb et 1’ absence d ' hybridation avec les clones BSM24 et
BSM34 de 700 pb et 500 pb respectivement, correspondant aux
bandes sous—-molaires quelquefois observées apres amplifica-

tion PCR du géne de la polyeédrine du VPNLA.US.
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FIGURE 14: Criblage du fragment correspondant au geéene de la

polyedrine sur 1 ADN total du VPNLd.TR coupé par

1l "endonucléase de restriction Pstl (A).

s Marqueur de taille (pailres de bases : pb)
apparaissant aussi sur autoradiogramme apres hy-—
bridation avec 1'ADN entier du phage lambda marque

A 1’ aide du dCTP-P .

A ADN total du VPNLA.TR coupé par Pstl

TR& Fragment polyédrine du VPNLA.TR amplifié par PCR

et radiomarqué a 1 aide du dCTP-P Ta.

us Fragment polyédrine du VPNLH.US amplifié par PCR

et radiomarqué a 1’'aide du dCTP-P *a.



SONDES

TR6 US

9 ~=5 300 pb

- -x2 175 pb




110

FIGURE 15:

TR&

us

Criblage des plasmides recombinants du gene codant

pour la polyédrine du VPNLA.TR

Les clones (C et BSM) non-coupes et coupés par les
enzymes Pvul, Pstl et PstlI-Xbal ont été transféreés
sur membrane de nylon par "Southern blot" et

hybrides a la sonde TRé.
Marqueur de taille (Kilopaires de bases : Kpbh)

Fragment polyédrine du VPNLA.TR amplifié par PCR
et signal correspondant sur 1l autoradiogramme.
Fragment polyeédrine du VPNLA.US amplifié par PCR

et signal correspondant sur 1 autoradiogramme.
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FIGURE 16 : Profil de restriction du clone 54 (CS54-1).

Ce clone est coupé par huit enzymes de restric-—

tion ne reconnaissant gqu'un site unigue dans le

vecteur de clonage pour chague enzyme utilisee.

pb : paires de bases
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IIT.3.3 Positionnement et orientation des constituants du

clone CS54 : Les reésultats de 1l amplification

effectuee par 35 cycles de PCR sur le clone €34, utilisant
une reaction d amplification pour chaque orientation possible
des amorces 1 et 2 (respectivement homologues a une portion
du brin positif et du brin négatif de 1 insert), sont présen-—

tés a4 la figqure 17.

L'electrophaorégramme des fragments obtenus déemontre
l'amplification a partir des amorces situées & 1l intérieur du
gene (amarces 1 et 2) dans les deux orientations possibles.
Les distances séparant 1 'amorce universelle F des oligonu-
cléotides amorces 1 et 2 sont respectivement de 1 330 pb et
2 500 pb, alors que pour 1 amorce universelle R ces distan-—-

ces sont respectivement de 1 100 pb et 2 700 pb .

Enfin, nos reésultats déemontrent que 1 insert libére par
clivage & 1l aide des enzymes Pstl et BamHI, situe en aval du
site Pstl sur le plasmide, présente une taille d’ approximati-

vement 5 300-5 500 pb.
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FIGURE 17

F1

F2

R2

C354 1

C34 2

Positionnement et orientation du fragment d’ADN

contenant le gene de la polyédrine du VPNLA

inseére au site Pstl du pIBI31

Le positionnement et 1l 'orientation sont determi-
nes par le rapport des distances approximatives
(pb) et 1le sens d’'élongation entre des amorces

universelles (F:forward, R:reverse) et les oligo-

nucleéotides amorces 1 et 2 (voir Fig.é).

Marqueur de taille (paires de bases : pb)

Amplification de 1 'amorce F vers 1 amorce 1
Amplification de 1 amorce F vers 1 amorce 2
Amplification de 1 amorce R vers 1 amorce 1

Amplification de 1 amorce R vers 1 'amorce 2

Clone 54 non—-coupe
Clone 54 coupé par les endonucleases Pstl et

BamHI .

= Plasmide pIBI31l linearise
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II1.3.4 Séquence partielle du géne codant pour la polyé-—

drine du YVPNLd.TR: Le seéquencage du gene codant pour

la polyeédrine du VPNLA.TR effectué sur le plasmide recom-
binant C54~-1 a permis d'élaborer la séquence partielle pré-
senteée a la figure 18. La séquence du cadre de lecture ouvert
de 740 nucléotides (nt) présumés pour le gene de la polyedri-
ne du VPNLdA.TR présente plus de 98% d’'homologie avec 1la
séquence alignée du geéene codant pour la polyédrine du

VPNLd.US publiée par Smith et al.(1988).

Il est évident que la comparaison définitive de la com-
position en acides aminés entre le produit du gene de la
polyédrine du VPNLd.TR et celui du VPNLA.US sera seulement
possible lorsgque le seéquengage du géne aura éeété reéalisé sur

les deux brins.
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FIGURE 18

Sequence nucléotidique partielle du géne de la

polyeédrine du Virus de la Polyédrose Nucléaire

de Lymantria dispar

(VPNLD.TR) .

, souche Trois—-Rivieres

Les boItes représentent la position des amorces

utilisgées pour le séquencage.

TR séquence
drine du
us sequence

drine du

du gene codant pour la polye-
VPNLd.TR
du gene codant pour la polyé-

VPNLd.US (Smith et al., 1988)

»* positionnement des différences de

séquences nucleéotidiques.

Pertion non-séquengée du VPNLA.TR

Les bases supplémentaires de la

seéquence

US sont représenteées sous

le nucleéotide le preéceédent.
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I11.4 Méthode de diagnostic utilisant une sonde spécifigue

couplee a des echantillons cibles pre—-amplifiés :

III.4.1 Spécificité des sondes moléculaires utilisées: La

figure 19 déemontre la spécificité de la sonde TRé6 envers la
portion du gene codant pour la polyedrine du VPNLd, les
signaux d ' hybridation n’'étant positifs que pour 1"ADN total
du VPNLd et le clone C354 contenant le gene de la polyedrine.
Nous notons cependant un faible bruit de fond lors de 1 hy-
bridation croisée entre la sonde TR&é et le plasmide pIBI31,
retrouve lors de 1 'hybridation du plasmide (pIBI31) wutilise
comme sonde avec 1 ADN total du VPNLA. Les signaux obternus au
niveau de 1 ADN du VPNLd et du clone CS5S4 & 1 aide du pool des
sondes TRé, H2 et H3 (POCL) sont amplifies par rapport aux
signaux obtenus a4 1 aide des sondes uniques. Les sondes H2 et
H3, constituees de fragments HindIII du VPNLA.TR (Fig.20),
s 'hybrident spécifiquement avec 1 'ADN total du VPNLd, avec le
clone (C54 et avec 1 ADN du vecteur dans lequel 1ls ont ete

clones (pIBI31l).
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FIGURE 19

TRé&

H2-H3
POQOL
VPC
VGPr
VGCf

VPNCv

VPNBm
VPNMm
VPNCf
VPNLd
CS4
cs?

Oligo A

gvaluation de la spécificité des sondes molecu-
laires utiliseées pour le developpement d’une

methode de diagnostic

Fragment amplifié et radio—marque du gene de la
polyedrine du VPNLd.

clones HindIII radio—marqués.

meélange équimolaire des sondes TR&, H2 et H3
Virus de la Polyédrose Cytoplasmique

Virus de la Granulose de Pileris rapae

Virus de la granulose de Choristoneura fumiferana

Virus de la Polyeédrose Nucléaire de Cryptothelea

varigata (Chine)

VPN de Bombyx mori

VPN de Mamestra sp.

VPN de Choristoneura fumiferana

VPN de Lymantria dispar

Clone 54 (contenant le gene polyédrine du VPNLA)
Clone 59 (fragment Pstl de & 000 pb)

Mélange d'oligonucléotides amorces 1 et 2 (p.71)
Une quantité de 30 ng de chaque échantillon a éte
fixée sur membrare de nylon et hybridée aux

sondes.
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FIGURE 20 : £lectrophoregramme des plasmides H2 et H3

utilisés comme sondes contrdles lors des essais

de diagnostique.

M marqueur de taille (paires de bases : pb)

H2-H3 plasmides recombinants coupés par HindIII (H)

H2 contient deux inserts dont les tailles

respectives sont de B850 et 1 300 pb.

H3 contient un seul insert de 1 850 pb.

pIBI31 vecteur de clonage linéarisé par coupure HindIII
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I11.4.2 Sensibilité de l1a méthode couplée : Les signaux

de detection obtenus apres hybridation des sondes TR&, H2Z, H3
et du pool des trois sondes (POOL) & des dilutions loga-
rithmigues d'ADN total du VPNLdD, compareés aux signaux obtenus
apres hybridation de la sonde TR6 & des dilutions équimolai-
res non—amplifiées du fragment polyedrine et amplifiées par
35 cycles de PCR &4 partir de la limite de deéetection de la

sonde TR&, sont présentes a la figure 21A.

En comparant les méthodes (hybridation a des sondes
employées seules ou couplées & des échantillons pré—ampli-
fiés), nous observons une amélioration d’'environ 10 fois de
la limite de détection, qui passe de 10® molécules a 10
molécules lorsque 1 'ADN est pré—-amplifié avant 1 ' hybridation

a la sonde TRé.

La limite de détection des sondes employées seules est
comparable entre elles lorsqu hybrideées a 1°"ADN  total (107
molecules). Cependant la différence de limite de detection
obtenue par hybridation de la sonde TR& avec 1'ADN total du
VPNLd et avec 1°'ADN du fragment polyédrine amplifié est de
l'ordre de 1 log, soit de 107 molécules et 10° molécules

respectivement.
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Il est intéressant de souligner gue les dilutions limites

de 10”7 molécules et 10 “molécules d’ADN peuvent €tre deéetec-
tees sur eélectrophoreégramme apreés 35 cycles d amplification
PCR (Fig.21B). Cela nous 1indique, par correspondance a la
figure 21A (piste TR&6X), que la détection visuelle sur élec—

trophoreégramme permet une détection limite de la cible d’'ADN
amplifiee supérieure de deux log a la détection abtenue sur
autoradiogramme a 1'aide de la sonde TR& hybridée aux mémes
echantillons, et de quatre log inférieure a4 la détection de
la méme sonde hybrideée & des échantillons pré-amplifiés

(Fig.21A, piste PCR-TR&).
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FIGURE 21: £valuation de la sensibilité de la méthode de

diagnostic utilisant une sonde specifique
couplee a des echantillons pre—amplifies par

PCR

A Limites de detection comparees entre 1 hybridation
des sondes employées seules et la sonde TR&X uti-

lisée sur des dilutions limites d’ ADN pré-amplifie

MOLEC. Dilutions logarithmiques du nombre de

molécules d ADN fixe.

B &lectrophorégramme des dilutions limites d’'ADN

(1-8) amplifiés par 33 cycles de PCR



MOLEC. ADN AMPLIFIE ADN totai (VPNLd)

PCR
TR6#* TR6* H2 H3 TR6 POOL




129

I1I1.4.3 Diagnostic de la virose au VPNLd : Les essais de

detection de la preéesence du VPNLd a 1l " intérieur d ' échantil-
lons biologiques ont été effectués par hybridations molécu-
laires & la sonde spécifique TR6 et aux sondes contréles H2,
H3 et du pool des trois sondes (POOL). Les résultats présen-
tés a la figure 22 démontrent la présence du virus dans les
échantillons provenant des régions du Sud-Ouest du Québec, de
l1'Ontario et dans les ¢échantillons de 1la region de Trois-
Rivieres (Quebec). Nous devons cependant noter que la faible
incidence des populations de spongieuses au Québec entre les
anneées 1986 et 1988 ne permet pas d 8tre catégorique sur 1la
dispersion reelle du VPNLd. Le faible signal observe apres
hybridation de la sonde HZ et du pool de sondes a un échan-
tillon d'excréments serait probablement du & 1 'hybridation
du fragment.de la sonde H2 a une sequence repetitive n’avyant

pas une specificiteé absolue pour 1 ADN du VPNLA.

Les reésultats des épreuves diagnostiques effectuees au
cours de toutes nos expériences sont résumés & la figure 23
représentant la carte de dispersion du VPNLd detecte par
hybridation moléculaire dans les populations de spongieuses
échantillonnées au cours * des années 1986 a 1988. Les echan-
tillons provenant des reégions ci-haut mentionnées, ainsi que
de la reégion de New Paltz (NY, USA) se sont aveérés positifs a
1l hybridation moléculaire de nos sondes, marquant la présence

du virus a4 l'intérieur de ces populations de spongieuses.
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FIGURE 22:

Détecticon de 1 'ADN du VPNLA par hybridation aux

sondes moléculaires.

Les sondes utilisées sont identifiées par

TR6, HZ, H3 et POOL (mélange des troilis sandes).

L absence de signaux, lors de 1 hybridation des

échantillons de larves et d'excréments aux diffeée-
rentes sondes, a été vérifiée par hybridation de
la sonde TR6 aux mémes échantillaons pré—-amplifiés

par 35 cycles de PCR (TR6-PCR) .

Diagnostiqueé en microscaople photonique ou électro-

nique

Témoin positif : larve virosée au VPN et vérifiée par

-

microscopie électronique (X%).

gchantillons L : larves

0 : oceufs

X 1 excréments
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FIGURE 23: Carte relatant la dispersion géographique du VPNLd

dans les populations de spongieuses échantillon-

nées en 1987 et 1988.

1 Cap de la Madeleine (Trois—-Rivieres)
2 Berthier

3 Repentigny

4 Montebello

3 Papineauville

& Gatineau

7 Sault Ste—-Marie

8 Mont St-Hilaire

? New—-York (U.5.A.)

E Population éleveée de larves de spongieuses

Les reégions encercleées corirespondent aux sites
d'échantillonnage ou la présence du virus a eteé

detectee.
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I11.4.4 €valuation de la latence et de la persistance du

VPNLd chez les oceufs de Lymantria dispar: Lors

de 1 hybridation moléculaire de la sonde TRé aux échantillons
d oeufs de différentes régions, nous avons observeé un signal
positif sur 1 'échantillon provenmant de Montebello (Fig.22).
Comme 11 est possible de le constater & 1la figure 24, le
signal d hybridation est absent sur la partie des masses
d'oeufs steérilisées au preéalable (T) et présent sur la partie
non-sterilisée du méme é&chantillon (N). De plus, 1 'échantil-
lon stérilisé et amplifié donne un signal d ' hybridation
faible, alors que le méme échantillon non-steéerilisé et ampli-

fie preésente un signal treés évident.



FIGURE 24:

N.PCR

T.PCR

Evaluation de la latence et de la persistance du

VPNLd chez les oeufs de Lymantria dispar a 1l aide

de sondes moléculaires couplées au PCR.

Cette méthode utilise la sonde TRé&é, specifique

au gene de la polyédrine du VPNLdD, hybrideée a des

broyats de masses d' oeufs pré—-amplifiés par 33 cy-—

cles de PCR

Masses d oeufs non traitées.

Masses d oeufs sterilisees dans une sclution

d’ hypochlorite de sodium a 3%.

gchantillons non traités et pré—-amplifies.

gchantillons stérilises et prée—-amplifieés.

Cap Madela : Reégion de Cap de la Madeleine (Trois-

Rivieres, Québec).

Mt St-Hila : Région de Mont St-Hilaire (Québec).
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IIT.4.5 Purification de 1 ADN viral du VPNLd a 1 aide du

lysozyme: Les résultats obtenus pour la purifi-
cation de 1"ADN du VPNLd & 1" aide de Protéinase K-5SDS 3%, du
melange protéinase K-lysaozyme—-SDS 54, du lysozyme couplé au
SDS 3% et du SDS 5% employeée seul, sont présentés a la figure

25A.

Tous les produits utilisés sont adequats pour la purifi-
cation de 1°ADN viral (Fig.25A). Cependant, les quantites
d"ADN viral libérees par le lysozyme (LS) et par le SDS seul
(S) semblent plus grandes que celles liberées par la methode
conventionnelle wutilisant comme reéactifs la proteéinase K
coupleéee au SDS S% (KS). Cette diffeérence apparait aussi
lorsque le lysozyme est ajouté aux reactifs de la methode
conventionnelle (KLS). Par contre, les échantillons traités a
la protéinase K ne semblent pas 8tre affectés d’'une quelcon-
que activité DNasique causant la dégradation partielle de
1"ADN, ce qui semble @€tre le cas des échantillons traites a
l"aide de lysozyme et de 5SDS (LS et S) ou l"on remarque
1l apparition d’'une trainée suivant le sens de migration de

1"ADN.

L' 'hybridation de la sonde TRé6 avec les dilutions semi-
logarithmiques des échantillons d ADN purifiés par les diffe-
rentes methodes (Fig.25B) deémontre que la quantite d’ADN

libéree a&a 1 aide du lysozyme est environ dix fois plus grande
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que les quantités d’ADN libérées a l'aide des autres
produits. Cela est mis en évidence en comparant l'intensité
des signaux obtenus pour une dilution d ADN purifié a 1 aide
de lysozyme par rapport aux dilutions correspondant a un
signal d intensité équivalente pour 1"ADN purifié par les
autres méthodes. Par exemple, le signal obtenu pour une
dilution a 0,03 % de volume initial d'ADN purifié par LS
correspond a un signal d’'intensité eéquivalente pour une
dilution a&a 0,31 %4 de volume d’'ADN purifié par les autres

methodes.

Il est cependant importamnt de souligner gque la limite de
detection de la sonde n'est pas augmentée et correspond pour
tous les échantillons & une dilution & 0,01 % de volume d’'ADN

purifié selon les différentes meéthodes.
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FIGURE 25 A:

FIGURE 25 B:

ADN du VPNLd purifié & 1'aide de protéinase K
(K), Lysozyme (L) et SDS 5% (S) & partir du

broyat d'un lot commun de trois larves viroseées.

Le méme échantillon de larves a éteé utilisé pour
les différentes méthodes de purification de

1"ADN viral.

gvaluation de la limite de détection de la sonde
TR&6 hybridée a des dilutions d'ADN viral prepare
a l'aide de protéinase K (K), Lysozyme (L) et

SDS 5% (S8).

Les dilutions ont été effectuées par pourcentage
de volume d’'ADN purifié
100,00 % ¢ 40,00 pl

31,680 % o+ 12,64 pl
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DISCUSSION

L 'infection double naturelle observée chez certaines
larves de notre échantillon provenant de la région de Trois-
Rivieres (Québec) n‘'est pas un phénomene unique. Chez les
lépidopteres, l"infection naturelle par des Virus de la
Polyédrose nucléaire est souvent accompagnée de 1l 'infection
par d'autres petits virus (Charpentier et al., 1987; Hess et
al., 19773 Moris et al., 1979, 1981; Vail et al., 1983). La
fréequence d'apparition de ces infections fortuites de méme
nature dans une population larvaire détermineée semble cepen-

dant assez faible, ce qui rend plus difficile 1 isolement et

la caracterisation de ces petits virus.

Il semble toutefols possible que de petits virus, tel que
celul observé dans nos echantillons, pulssent persister dans
l1'environnement. Nos résultats déemontrent d'ailleurs gque les

caractéristiques morphologiques du virus intracytoplasmique

observeé chez les cellules de la ligné Euxoa scandens (Fig.7),
infectéees expérimentalement a 1 aide d’'hémolymphe contamineée

provenant de larves de Lymantria dispar virosees au VPN
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echantillonnees & Trois—-Rivieres en 19864, sont tres simi-
laires a celles du virus deécrit par Charpentier et collabo-
rateurs (1987), dans les tissus de larves de L. dispar échan-

tillonnées en 1982 dans la méme reégion.

Ce type de particule virale est apparenté, par ses carac-
teristiques morphologiques, aux Picornaviridae et aux Nodavi-
ridae. De plus, ces virus ont tous deux une affiniteé par-
ticuliere pour le tissu adipeux des larves (Garzon et al.,
19783 Charpentier et al., 1587). Cependant, la symetrie
polymorphe de certaines particules virales présentant des
argtes (Fig.7C), ainsi que la taille moyenne des particules

observees (25 nm), suggere une plus grande similitude avec

les picornavirus d’'insectes et d animaux (18-29 nm).

L observation de deux bandes d ARN sur 1 'électrophore-
gramme de la preparation de VPNLA contamineée (Fig.9), suggere
par contre une plus grande similarité avec 1" arrangement du
genome & deux fragments monocateénaires d ARN des Nodaviridae

qu’avec le geénome a ARN monocaténaire des Picornaviridae.

Ce type de virus retrouve dans les population de L.

dispar au Quebec fait présentement 1 'objet d' essais de carac-—

térisation physico-biochimique (Charpentier et al., 1987).
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Nos reésultats suggerent gque la lignee Es (IAFEs-1),
permissive & la réplication du petit virus et non-permissive
au VPN (Fig.7), pourrait @tre utilisée afin d’'isoler et

d amplifier ce petit virus des larves doublement contaminges.

Les essais d'infection in vitro chez les differentes
lignées de cellules de lépidoptéres inoculées a 1'aide de
virions purifies de VPNLA.TR ont démontré (Tableau 1I.),; que
seules les cellules de la ligneée Cf-124 permettent, en condi-
tions standards d’'infection (Annexe 7)), la formation de
polyedres intranucleaires (Fig.9B et C). Ces cellules per-—
missives présentaient, lors de 1 ' infection, tous les signes
caractérisant wune infection a VPN au niveau cellulaire :
arrondissement des cellules, hypertrophie du noyau, dispari-
tion des nucléoleé (lorsgue visibles), apparition d’'inclu-
sions nucleéaires caractéristiques et lyse des parois cel-
lulaires (Sohi S.S5.; communication personelle, 1989). L ab-
sence de formation de polyedres chez les autres lignees
cellulaires infecteées ne signifie pas pour autanmnt gu’'i1l y ait

absence de réplication virale.

De plus, l observation d'effets cytopathiques chez ces
cellules (Es et Ld) n'est pas une évidence de leur permis-
sivité pour le virus. Dwyer (1988) a dailleur émis 1 hypo-
thése de la présence probable d'une proteine associee au

VPNAc, qui seralt cytotoxique et cytolytiques pour les cel-
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lules de Pieris rapae. Un phénaomene semblable pourrait 8tre

pris en considération afin d'expliquer 1 apparition d'effets
cytopathiques en absence de synthese de polyedres chez les
cellules Es et Ld en contact prolongé d’'une période de cingq

jours avec le VPNLA.TR.

L absence d'infection des cellules pré—-cultivée ou con-—-
servees a 4° et 37°C (Tableau I.), y compris chez 1la lignee
Cf—-124 consideérée permissive, s explique par la sénescence
rapide des cellules cultivées a températures éleveées (obser-—
vée chez les cellules teéemoins), et par le ralentissement du
metabolisme cellulaire & 4°C. Ces wvariations, affectant
l"etat des cellules, auraient comme répercussion de ralentir
la synthese d'enzymes cellulaires thermosensibles Jjouant
probablement un rd&le dans la réplication du virus, telles
1"ADN polymérase, la thymidine kinase, la DNase, la trans-
criptase, ordinairement actives chez les cellules infectées
au VPN a 28°C (Kelly, 1981; Miller et al., 1981; Wang et al.,

1983; Moore et al., 1987; Knittel et Fairbrother, 1987).

Un stress quelconque des cellules pourrait aussi expli-
quer 1l absence d ' infection. 11 a déja éeté émis 1 hypothése
que les propriétés et 1'état du substrat cellulaire utilise
influencent la réplication du VPN in vitro (Miltenburger et

al., 1984; Goodwin et al., 1978; Lynn et Hink, 1980).
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en phase de croissance logarithmique (section II.2.3.2) peut
avoilr cause le déphasage de la division cellulaire affectant
ainsi leur susceptibilité envers le virus. Il est d'ailleurs
connu que le taux de croissance cellulaire a une influence

particuliere sur la permissivité des cellules pour les bacu-

lovirus (Braun et Faulkner, 1975; Stockdale et Gardiner,
1977; Lynn et Hink, 1978; Wood et al., 1982; Nakagaki et
al.,1987).

I1 se peut gque la solubilisation alcaline de la matrice
protéique majeure (section [11.1.3.4) ait causeée un changement
d antigénicite des praotéines natives a la surface des virions
libérés, provoquant ainsi 1 ' insensibiliteé des cellules envers
le virus. Cette hypothése a deéja été souleveée lors de com-
paraisons serologiques de preparatiaons de baculovirus
(Dicapua et Norton, 1976). 11 semblerait de plus qgue 1la
solubilisation alcaline puisse deégrader 1 ADN viral (Knudson
et Tinsley, 1978), ce qui modifierait irréversiblement les
praopriétés d'une préparation de virus initialement i1Infec-—
tieuse. Enfin, il n’'est pas exclus que le faible pouvaoir
d infection du VPNLd soit attribuable &4 1 ADN méme du virus.
Malgré des essais répetées, nos travaux n'aont pas permis de
trouver une lignée cellulaire hautement permissive au VPNLd

bien qu'un certain taux d’'infection ait ete abtenu.
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Le profil des sites de restriction de 1 ADN du VPNLd
provenant des gtats-Unis (Us), de 1 'Ontario (ONT) et de
Trois—-Rivieres, Québec (TR), démontre qu' il existe une hete-
rogeneéité geéneétique entre les 1solats des différentes régions

(Fig.10 et 11). Les différences mineures obtenues paour les

profils Bglll et Pstl (Fig.1l1l) identifient chacun des va-
riants géneétiques par la présence de bandes surnuméraires
absentes chez le virus type (US). L' apparition d'un fragment
surnuméraire Bglll de 4 600 pb et 1le repositionnement des
fragments de 8 3500 pb et 8 200 pb caractérisent 1 isolat ONT
du VPNLd par rapport aux isolats US et TR du méme virus. De
la méme fagon, 1 isolat TR se distingue des autres isoclats

par un fragment surnumeéraire Pstl de 4 100 pb .

Il n"est pas certain que le profil de fragmentation de
1"ADN de chagque 1isclat de VPN correspaonde au profil d° ADN du
type sauvage de chaque 1i1solat. Cependant, les fragments sur-
numeéraires d ADN caractérisant les isolat TR et ONT pour-
raient correspondre a des modifications geéenetiques viables et
conservees permettant 1 adaptation du virus & un hote plué
nordique. Dans ce cas , les variants geénetiques de chaque
population virale seraient sujets & la seélection naturelle
des types les mieux adaptés, et seraient plus frégquents sinon

plus visibles dans la population.
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L'intérét des analyses de restriction réside dans le fait
qu'elles peuvent @tre utilisées comme alternative aux métho-
des d’'identification et de caractérisatiocn de 1'isolat viral
d'origine en plus d’'@tre utilisées comme moyen de deéetection

et d'identification des modifications génétiques pouvant se

produilrent aprés 1 introduction de ce virus dans une popula-
tion d’'insectes. La variabilité génétique, étant un phénomene
répandu chez les baculovirus (Smith et Crook, 1988), doit
8tre étudiée sérieusement chez les isolats de VPNLd ayant un
potentiel d'utilisation contre les insectes ravageurs. Il wva
de sol que les propriétés génétiques d'une préparation vira-
le, employée comme 1insecticide biologique, doivent @gtre
connues et faire 1 'objet d'un contrdle de qualité rigoureux,
afin d'éviter tout relargage de virus ayant subit des muta-

tions ou des recombinaisons indésirables.

L amplification enzymatique du geéne codant pour la po-
lyédrine des VPNLd.US et TR a 1’ aide d’ amorces oligonucléoti-
diques homologues aux deux séquences nous a permis de
constater que la taille des fragments correspondants était
identique (Fig.12). Cependant, le profil de restriction com-—
paratif des genes amplifiés démontre des différences entre la
taille des fragments générés par Alul et Apal (Fig.13). De
plus, nos résultats démontrent que le geéne codant pour la
polyédrine du VPNL4d.TR est localisé sur un fragment Pstl

d environ S 300 pb (Fig.14).
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Ceci differe des résultats obtenus par Smith et al.
(1988), ayant localisé 1le gene a l'intérieur d'un fragment
Pstl de 2 300pb. Les résultats de 1 amplification PCR du
clone C34, correspondant au fragment Pstl d'environ 5 300 pb,
obtenus & 1'aide des amorces (1 et 2) homologues aux extreéemi-
tés du cadre de lecture du gene de la polyeéedrine du VPNLA.TR
et des amorces universelles M13, suggerent la présence de

deux genes de la polyédrine inversement orientés a 1 inteé-

rieur du méme insert.

Il semble donc possible que 1°isolat du VPNLA.TR soit
caractérisé par la preésence de deux genes codant pour la
polyédrine inversement orientés sur le génome et localisés a
environ 1 300 pb de chaque extrémités du fragment Pstl d’une
taille de 5 300 pb. Aucun arrangement similaire du géne n’'a
eté décrit dans la littérature jusgqu’'a present pour le VPNLd
ou d autres VPN. Par contre, 1 obtention de mutants (naturels
ou induits) dans la region codante du geéne responsable du
codage des polyeéedres d'un autre virus d’'insecte (Virus de la
Polyédrose Cytoplasmique) a ete rapportee (Arella t al.,

1988).

gtant donne la libération de plus d'un fragment lors de
la digestion du plasmide recombinant C54 par 1 endonucleéase
PstI, nos résultats ne démontrent pas la possibilité que ce

clone puisse correspondre a8 un dimeére de deux fragments Pstl
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d'une taille approximative de 2 6530 pb. Par ailleurs, aucun
fragment de cette taille ne s’'est auparavant hybridé spécifi-

quement au gene amplifié et marque, utilisé comme sonde.

La possibilité d'un tel arrangement impliquerait 1 ex-—
pression simultané des geénes 1nversement orienteés et le
partage de seéquences homologues en aval des codons de ter-—
minaison. Dans un cas semblable, la séqguence apparalitrait

comme un palindrome de tres grande taille.

Afin de déterminer l'orientation et le nombre de copilies
du gene a 1l 'intérieur du clone C354 et du fragment Pstl élueée,
11 serait interessant de verifier si les bandes obtenues par
amplification dans les deux orientation s’ hybrident, apres
transfert de 1 électrophorégramme, au geéene de la polyédrine
amplifié et radio—-marqueée. De plus, 11 serait possible de
verifier la présence de deux genes inverseés sur le genome en
employant qu'une seule des deux amorces homologues aux
extrémités du gene lors de 1 amplification enzymatique sur
1"ADN natif du VPNLA.TR. L' amplification entre les amorces
identiques hybridés sur chagqu’'un des brins de 1 'ADN viral, en
supposant qu’'il s’agisse d’'un mutant ayant deux genes identi-
ques 1inversement orientés, ferait apparaitre un fragment de
taille proportionnelle & la distance séparant les extrémités

identiques de chaque copie de gene.
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Pans le cas contraire, 1l amplification n’'aurait pas lieu.
Quoiqu’'il en <soit, 1l arrangement théorique proposé pour le
double gene inverseé de la polyédrine du VPNLA pourrait per-
mettre la fabrication d'un vecteur d'expression doublement

efficace a4 la condition de conserver les reégions promotrices

ainsi que la séquence entieére située en aval des signaux de

terminaison.

La sequence partielle du geéne codant pour la polyedrine
du VPNLA.TR a été obtenue par la réaction de séquencage de
Sanger (1977) du clone C354 &4 1’'aide de & amorces homologues
aux sequences 1nternes et aux ségquences des extremites du
cadre de lecture présumeé (Fig.18). Cette séquence demontre
une homologie de plus de 98% avec la séquence aligneée du geéne
de la polyeédrine du clone g du VPNLA.US publiée par Smith et
al.(1988). Comme le cadre de lecture du géne partiellement
séquencé de notre isolat du VPNLd ne peut 8tre eétabli avec
certitude jusqu’'a vérification des séquences completes, nous
ne pouvons nous prononcer sur les différences releveées
jusqu’'a preésent. Cependant, la trés grande homologie observeée
entre les séquences aligneées démontre que la sonde TRé6 et le
clone 34-1, correspondant au geéene de la polyédrine du
VPNLd.TR, peuvent @tre utilisé de fagon fiable dans le dia-
gnostic des épizooties au VPNLd. L 'hybridation non—specifique

de ces sondes en conditions strictes est quasi inexistante.

Cela a d'ailleurs été démontré pour la sonde TR6 (Fig.l19).
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L' 'amélioration des préparations de baculovirus ayant une
utilité potentielle dans le contrdle des insectes nuisibles,
necessite une meilleure connaissance des 1nteractions haote-
virus en nature, ainsi que de 1l'interaction des parasites de
l"hote avec le virus. De plus, il est nécessaire d’ avoir des
outils nous permettant d évaluer de fagon preécise 1l ' efficaci-
té et la persistance dans 1l environnement de telles prépara-
tions biologiques. Il va de soi d ajouter, qu’'une méme meé-
thode de diagnostic devrait permettre d’' effectuer des études
epidémiologiques sur les populations cibles d'insectes afin
de détecter de nouveaux 1isolats viraux potentiellement plus
efficaces ou plus spécifiques pour la lutte biologique contre

les insectes ravageurs d’ essences économiquement importantes.

Dans cette optique, nous avons mis au point une méthode
de détection sensible et spécifique pour le VPNLd, par le
couplage de la technique d hybridation moléculaire a la

réaction d amplification enzymatique par PCR.

Nos résultats demontrent que la sonde TR6, correspondant
au gene de la polyédrine du VPNLA.TR, est spécifique a la
détection de 1 ADN du VPNLA (Fig.19). Il est a noter gue les
sondes H2, H3 (Fig.l19 et 20) et le pool des trois sondes (H2,
H3 et TRé: POOL) ont aussi été choisis comme témoins lors des
essails d hybridation pour leur spécificite envers 1 'ADN du

VPNLd.TR.
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L autoradiogramme de 1’'evaluation de la limite de détec-—
tion de la sonde TR& couplée & des echantillans d’ADN pre-—
amplifiés montre que la sensibilité de détection est amélio-
rée d'environ 10° faois par rappaort & la limite de détection

obtenue par hybridation de la méme sonde & des éeéchantillons

d’ ADN non—amplifiés (Fig.21).

Cela suggere que la meéthode couplee permet de détecter
aussl peu que 100 molécules du géne de la polyédrine dans un
@égchantillon cible. Des resultats similaires ont éte aobtenus
par Steffan et Atlas (1988) lors d'essais de détection du

Pseudomonas cepacia a 1’ aide de la méme méthode, et par

Syvanen et al. (1988) lors d'essalis de detection et de quan-
tification des produits de 1 amplification par PCR & partir

de 1°ADN du Cytomégalovirus (CMV) utilise comme standard

cible.

Les essailis de deéetection de la preésence du virus dans les
populations de larves de spongieuses, et la verification des
echantillons négatifs & 1 hybridation des sondes emplayees
seules, effectuée par la méthode couplée, ont démontré que le
virus était présent dams certains des échantillons de larves
et d'oeufs de spongieuses provenant de populations elevees
échantillonnées en 1984, 1987 et 1988 (Fig.22, 23 et 24),
alors que le virus était absent ou faiblement présent dans

les populations & faible densiteée larvaire.
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Cette observation appuie 1 hypothése de Doane, décrite

par Murray et Elkinton (1989), suggérant que 1 incidence de
l'infection au VPN est dépendante de la densité de population

de 1 'héte.

Dans un autre ordre d’'idée, Woods et Elkinton (1987
stipulent gue 1 'incidence d infection serait dependante de la
presence de virus latent dans la population. A ce sujet nous
avons demontré, 4 1 aide de la méthode d ' hybridation couplee,
que 1 hypothese de la latence chez le VPNLA serait inexacte.
Selon nous, 1l s'agirait plutét de persistance du virus,

transmis lors de la ponte, & la surface des oeufs.

Nous avons observeé gue 1 ADN témoin traiteée de la méme
fagcon que les oeufs (Fig.24), soit par stérilisation &a 1l aide
d hypochlorite de sodium, donne un signal avant et apres
amplification. Alors que le signal présent pour les oeufs
stérilises et amplifiés est absent pour les oeufs stérilises
non—amplifiés. A partir de ces seules observations nous
pourrions conclure qu’'1il pulisse 1inévitablement s'agir de
latence. Cependant, 1 'hypochlorite de sodium a la propriéte
de ne deégrader que partiellement 1 ADN et les mémes signaux
faibles sont retrouvés aprés 1 hybridation de la sonde TRé
aux échantillons d’'ADN témoins et d'oeufs sterilises et

amplifiés.
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Le signal obtenu pour 1 ADN témoin traité et non amplifieé
suggere que la méthode de stérilisation de surface des oeufs
n‘'est pas assez efficace pour ne pas induilre de faux positifs
lorsque la méthode de diagnostic couplée est utilisée. Cela

implique aussi que les méthodes de stérilisation de surface

des oeufs deviront €tre révisées afin d' éviter toute contami-
nation persistante du VPN & la surface des oeufs de spon-—

gleuse utilisés en élevage.

La méthode d hybridation d une sonde moléculaire specifi-
que couplée & des échantillons preée—amplifies, est pour 1’ ins-
tant trop colteuse pour @tre utilisee a4 grande echelle (pour
des eétudes d’'épidémiologie par exemple). Cependant, il est
possible d'obtenir 4 meilleurs colits des informations trés
precises 4 1l aide des méthodes d’'hybridation conventionnel-

les.

Nos travaux sur les méthodes de purification de 1 ADN du
VPNLd & 1 aide de proteases et de SDS (F1ig.253A) montrent gque
le lysozyme, utilisé selon la méthode decrite a la section

I11.4, est une altermative a4 l'utilisation de la proteinase K.

I1 semble que 1'activiteé enzymatique du lysozyme soit
plus efficace et puisse produilre la libération d'environ dix
fols plus d ' ADN viral a maoindre codt que la proteinase K

(Fig.25B) .
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Il est connu que le lysozyme hydrolyse les liens (3-1,4

des mucopolysaccharides entre 1'acide N—acétyle muramique et
la N-aceétyle—-f3-D-glucosamine. Le lysozyme est couramment
utilisé dans les méthodes d'extraction et de lyse de bacte-
ries comme E. coli (Haas et Dowding, 1975). L enzyme hydro-
lyse la parol constituée de peptidoglycan. Son activite
hydrolytique chez le VPNLd est cependant tres surprenante,
car moins de 350% des protéines des baculovirus sont glycosy—-
léees. Par ailleurs, la littérature ne fait pas mention de
l"emplol du lysozyme dans les methodes de purification des

acides nucleiques viraux.

Il se pourrait que 1'un des sites actifs du lysozyme chez
les VPN soit situé sur une protéine structurale majeure de la
Nnucleéeocapside ou éur les DNP (désoxynucléoproteines) , sites
qul ne seralient pas reconnus par la protéinase K. Dans le
dernlier cas, les DNP non—hydrolyseés ne permettraient pas la
libération de 1°'ADN lié. De cette fagon,lors de 1 'extraction
des proteines, 1"ADN coprécipiterait en méme temps que la
protéine dans la phase organique alors que le lysozyme hydro-
lyserait 1les liens entre 1la protéine et les acides nuclei-
ques, permettant de récupérer la portion d’'ADN auparavant

precipite.
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I1 seralt possible de vérifier cette hypothese en hybri-
dant 1 ADN viral, utilisé comme sonde, a des dilutions iden-—
tiques de chacune des phases organiques utilisées pour 1 ex—
traction des protéines des échantillons d°'ADN purifiée a

l1"aide de protéinase K et de lysozyme.



CONCLUSION

Il a été démontré, lors des essais d’'infection in vitro,
que la lignée cellulaire Cf-124 preésente les caractéristiques
de permissivite & la reéplication du VPNLAd.TR dans les caondi-
tions standards d’ infection (28°C, adsaorptian de 60 min. a
5., milieu de culture complet additionne de 10% SVF, cel-

lules en phase de division lagarithmique).

La ligneée cellulaire IAFEs—-1 a permis de mettre en évi-
dence la présence d'un petit virus a réplication cytoplasmi-
que. Ce petit virus & double ARN est apparenteé par sa forme
et sa taille au petit virus mis en evidence par Charpentier
et al. (1987). Nos reésultats démontrent que 1la lignee IAFEs-
1, permissive a la reéplication du petit virus et non—-permis—
sive & la reéplication du VPNLd, pourrait gtre utilisée afin
d' iscler, de mieux caractériser et de vérifier 1 inocuiteée de
ce petit virus retrouve lors d’'infections doubles naturelles

dans la population de larves de Lvmantria dispar de la region

de Troilis—-Rivieres.
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L analyse qualitative de 1’ 'ADN de notre isolat du Virus

de la Polyédrose Nucléaire de L. dispar (VPNLd.TR), par com-
paraison aux ADN des 1isolats du VPNLd.US et VPNLd.ONT, a
reveleé 1l 'existence d une hétérogeéneéité génétique entre eux.

Un fragment surnumeéraire Pstl de 4 100 pb caractérise le

profil de restriction de 1 'ADN de notre isolat. De plus, le
profil de 1 ADN fragmenté du VPNLd.ONT est caractérise par la
presence d’'un fragmenﬁ surnumeraire Bglll de 4 600 pb. Nos
résultats suggerent que 1’ hétérogéneité geéenétique du VPNLC,
observe entre les isolats des differentes regions, correspon-—
drait a une adaptation différentielle du virus liee & la

dispersion geographiqgue de son hote.

La mise en évidence, chez le VPNLd.TR, de la presence de
deux genes codant pour la polyédrine inversement orientes a
l"intérieur d’'un fragment Pstl de 35 300 pb , indigque qu’ il
puisse s’agir d'un mutamnt naturel. D ailleurs plusieurs
différences majeures aont eété observees par rapport aux don-—
nees disponibles pour le VPNLd.US | tant au niveau de la
localisation du gene gue de son orientation, du nombre dé
copies par geéenome et guelques sites de restriction internes.
L analyse de restriction du fragment Pstl de 5,3 Kb du genocme
total et sa comparaison au fragment de méme taille du clone

C534 serailent justifieées.
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La séquence partielle du cadre de lecture du géne de 1la
polyédrine du VPNLA.TR a démontré une homologie de plus de
8% avec la séquence du clone g de Smith et al.(1988). La
séquence devra cependant @tre complétée sur les deux brins

afin de valider nos résultats et déterminer la séquence en

acides aminés correspondants.

Nos travaux concernant 1 'élaboration d’'une méthode de
diagnostic wutilisant une sonde moléculaire couplée a des
échantillons pré—-amplifiés par PCR s'est aveérée sensible et
spécifique & la détection du VPNLd. Cette méthode a permis de
verifier la validité des résultats lors de 1 étude de disper-—
sion du virus. A ce propos, nous avons demontre que le VPNLA
était présent dans les populations denses de spongieuses
échantillonneées en 1986, 1987 et 1988 dans les reégions de
Trois—-Rivieres,de 1’ '0Outacuais, de Sault Ste—-Marie et de New

Paltz (NY,USA).

De plus, la méthode de diagnostic coupleée (sonde-PCR),
nous a.permis de deéemontrer qu’'il y a persistance du VPNLd a
la surface de quelgques échantillons d oeufs contaminés et
absence de latence. Dans ce dernier cas, nos reésultats sugge-
rent que la méthode de stérilisation de surface des oeufs, a
l'aide d'hypochlorite de sodium, n'est pas assez efficace
pour ne pas induire de faux positifs lorsgue la méthode de

diagnostic couplée est utilisee.



160

Enfin, le lysozyme utilisé lors de 1 étape de purification

de 1°ADN viral, s'est aveéré plus efficace et moins colteux
que la proteéinase K . Cependant, la preéesence de DNases res-—
treint son utilisation parce qu’'on ne peut inactiver les
DNAses sans inactiver 1l 'enzyme . Il se pourrait que 1'un des
sites attaques par le lysozyme chez les VPN soit situé sur
les désoxynucleéoprotéines , libérant ainsi une plus grande
quantitée d'ADN et evitant, lors de 1'étape d'extraction, la
coprécipitation de ce dernier avec les protéines vers la

phase organique

Les travaux présentés dans ce mémoire demontrent gqu’il
exliste des variations intraspécifiques des 1solats du Virus

de la Polyeédrose Nucléaire de Lymantria dispar. L'utilisation

de ces virus pour la lutte biologique doit s’ appuyer sur une
connaissance preécise et sur 1 'exploitation de cette diversite
biologique. Cette exploitation ne peut gtre reéalisee effica-
cement sans outils spécifiques et sensibles pour la detection
du virus ou de ses variants potentiellement mieux adapteés

pour lutter contre la spongieuse.

Il va de soi que les codts afférents a l ' exploitation
d' insecticides biologiques, soit & la production, aux eétudes
d épidémiologie et au diagnostic, devront étre pris en con-

sideéeration.
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Liste des pathologies virales naturelles de la sponglieuse

TYPE

Polyédrose cytoplasmique

Densonuc léose

Virose Iridescente

Polyédrose nucléaire

Spheéraoildose

Viroses presumeées

(Martignoni et Iwail,

19863

VECTEUR

Virus de la polyédrose

cytoplasmique (VPC)

Virus de la densonu-—

cléose (VDN)

Iridoviridae

Virus de la polyédrose

nucleéaire (VPN)

Poxviridae (d’'insectes)

Picornaviridae

Bunyaviridae

Nodaviridae
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ANNEXE 3

Milieu TC-10 (5 L.)

KC1 14,350 [~} CL—Argimnimne—HiCl = DIxO =]
CacClz =0 &, D Q Acicde _—Ampar-tique 1,720 g
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ANNEXE 4

Fixateur Carnoy

Chloroforme 3I0 ml
Alcool éthylique 60 ml
Acide Acetique glacial 10 ml

Fixation par immersion de 48 heures a 4°C
sulvli de deux bains d'alcool ethylique absolu

pour une periode de 24 heures a 4°C.

S'11 s'agit de larves d insectes, les extremi-

tés devront €tre coupees apres 24 heures.
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ANNEXE 5

Technigue de coloration des polyeédres

Préparation du colorant

Colorant Buffalo Black (Sigma Chemical Co., USA) 0,1 g
Méthanol absolu 50,0 ml
Acide acétique glacial 30,0 ml
Eau distillee 20,0 ml

Ajouter 1 ' acide acétique dans le mélange eau-alcool et vy
additionner le colorant. Conserver a 1 'abri de la lumiere.

Refaire la solution a tous les mois.

Methode de coloration a chaud

- Placer le frottis sur une plaque chauffante, et portée
a 40°C.

- Couvrir de solution colorante pendant 5 minutes.
Ne pas laisser le colorant sécher.

- Enlever la solution colorante et laver le frottis.

- Sécher a4 1 ' air.

Les polyeédres apparaitront bleu fonce.

(Sikorowski et al., L1971)
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ANNEXE &

Milieu LB (Luria—-Bertani)

Pour 1 litre

. Bacto-tryptone 10 g
Bacto-yeast extract S5 g
NaCl 10 g

ajuster & pH 7,5 4 1'aide d’'hydraoxide de
sodium.

Stériliser avant 1l emploi.

Agar LB :
Bouillaon LB (1 L.)

Bacto Agar 15 g

Stériliser avant 1l 'emploi.
Laisser refroidir a environ 350°C, ajouter
les antibiotiques s°1il y a lieu, et couler

dans les boTtes de petri.

(Manliatis et al., 1982)
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Tampons

Enzymes de restriction BRL

Hind11I, Pstl

EcoRI, BamHI, BEgllI

HinclIl

Tris—-EDTA-Acétate (concent

pour 1 litre :

Tampon de ligation (10X}
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Tampons reéactionnels

no. description

1 Tris HCl SOmM pH 8,0,

MgCl, 10mM

2 Tris HCl SOmM pH 8,0,

MgCl. 10mM, NaCl 5OmM

3 Tris HCl 530mM pH 8,0,

MgCl. 10mM, NaCl 100mM

4 Trigs HC1 20mM pH 7,4,

MgCle 5SmM, KC1 SOmM

re S0X)

Tris base 108 g.
Acide aceétique glaciale 37,1 ml
EDTA 0,5 M pH 8,0 100,0 ml

Tris 0,5 M pH 7,4,

MgCl. O,1 M,

dithiothréitol 0,1 M (DTT),

spermidine 10mM,

1 mg/ml de BSA.

ATP 10mM et



