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SOMMAIRE 

Le vi~us de la polyéd~ose nucléai~e (VPN) peut avoi~ une 

utilité ce~taine dans la lutte biologique cont~e les insectes 

défoliateu~s d'essences économiquement impo~tantes, telle la 

spongieuse (Lymant~ia dispa~ L.). Considé~ant le VPNLd comme 

un moyen de cont~ôle potentiel des invasions cycliques de la 

spongieuse au Québec, il nous a semblé pe~tinent d'o~iente~ 

nos effo~ts su~ la ca~acté~isation de l ' isolat du VPNLd 

p~ovenant de la ~égion de T~ois-Riviè~es, Québec (VPNLd.TR). 

Des analyses de ~est~iction de l'ADN du VPNLd.TR, ainsi 

qu'une souche onta~ienne (VPNLd.ONT) et une souche américaine 

(VPNLd.US), ont pe~mis de constate~ de l ' hété~ogénéité géné­

tique ent~e ces diffé~ents isolats du vi~us. La compa~aison 

des séquences pa~tielles du gène codant pou~ la polyéd~ine du 

VPNLd.TR et du VPNLd.US nous a pe~mis d'identi!ie~ des diffé­

~ences mineu~es ent~e ces deux isolats. Nos ~ésultats indi-

quent de plus que le gène de la polyéd~ine de not~e isolat 

est p~ésent en deux copies inve~sement o~ientées dans l'ADN 

vi~al. 

Nos t~avaux ont aussi abouti à l'élabo~ation d'une métho­

de de diagnostic spécifique et sensible à la détection de 

moins de 100 molécules d'ADN vi~al cible pa~ l'utilisation 
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d'une sonde moléculaire couplée à des échantillons pré­

amplifiés par 35 cycles de la réaction de polymérisation en 

chaîne (PCR). Enfin, la lignée cellulaire Cf-124 a permis un 

premier passage du VPNLd.TR en culture in vitro. 
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INTRODUCTION 

L'idée de l'emploi de micro-organismes contre les insec­

tes nuisibles a pris corps au milieu du XIX·siècle, en 

partie grâce aux travaux de Le Conte, Hagen, Pasteur, 

Metchnikoff, et plus tard d'Herelle. Il s'agissait alors de 

l'utilisation de champignons inférieurs 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, l'essor particulier des techniques d'étude des 

entomopathogènes et la conscientisation populaire des pro­

blèmes environnementaux, ont fait naître une foule de projets 

de recherche destinés a pallier aux inconvénients de l ' utili­

sation abondante des pesticides chimiques. L'une des alterna-

tive proposées était l'emploi des pathogènes naturels des 

espèces cibles d'insectes. 
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Pa~mi ces entomopathogènes, au sein de la famille des 

8aculovi~idae, le Vi~us de la Polyéd~ose Nucléai~e (VPN) 

était envisagé comme moyen de cont~ôle potentiel de plus de 

500 espèces d'insectes, 

dispa~). 

dont la spongieuse (Lymant~ia 

8ien que p~ésente au Québec depuis plus d'une cinquan­

taine d ' année, la spongieuse s ' est p~og~essivement adaptée à 

nos fo~êts causant, en 1985 seulement, la défoliation de plus 

de 8 000 km: du te~~itoi~e situé en pé~iphé~ie de Mont~éal. 

C'est d'ailleu~s dans la pe~spective de p~évention des 

invasions cycliques de la spongieuse au Québec, que la ca~ac-

té~isation de l ' isolat du VPN de ~. dispa~ de la ~égion de 

T~ois-Riviè~es (VPNLd.TR) a été ent~ep~ise. 

Au cou~s de nos t~avaux, nous avons effectué des essais 

d'infection su~ cultu~e cellulai~e à l ' aide du VPNLd.TR afin 

de t~ouve~ une lignée pe~missive à la ~éplication du vi~us. 

Successivement, nous avons compa~é la st~uctu~e génomique du 

VPNLd.TR à celles d ' isolats du vi~us p~ovenant de l'Onta~io 

(VPNLd.ONT) et des États-Unis (VPNLd.US), dans le but d ' éta-

bli~ l ' identité p~op~e de l ' isolat local. Aussi, le gène 

codant pou~ la p~otéine majeu~e du VPNLd.TR, la polyéd~ine, a 

été pa~tiellement séquencé et compa~é à la séquence connue du 

gène codant pou~ la polyéd~ine du VPNLd.US. 



3 

De plus, nous avons mis au point de nouvelles techniques 

de purification, à l'aide du lysozyme, et de détection de 

l'ADN viral, par hybridation d ' une sonde moléculaire spécifi­

que. Quelques extraits ont été amplifiés par PCR afin d ' ac­

croître la sensibilité de l'hybridation moléculaire. Ces 

travaux serviront de premier jalon pour procurer les outils 

nécessaires à la production, l ' exploitation et la sélection 

de variants du VPNLd potentiellement mieu~ adaptés pour 

lutter contre la spongieuse. 



CHAPITRE 1 

REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 

1.1 Les Baculovirus 

1.1.1 Historique: Le résumé des étapes 

concernant les baculovirus présenté ici, fait 

historiques 

référence à 

l'excellente revue du sujet publiée pal"" Granados et Federici 

( 1986) • A l'origine les polyédroses observées chez les 

lépidoptères étaient nommées "jaunisses" (Gelbsucht) hérité 

de la description qu ' en fit Maria Sibilla Merian en 1679 dans 

son livre sur la métamorphose des chenilles 3.. Suivant la 

progression des sciences et des technologies Maestri et 

Cornelia (1856) furent les premiers à observer les 

corpuscules cristallins réfringents dans l'hémolymphe et les 

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



En 1873 , Boyle, un chercheur autrichien , 

5 

a été le 

premier à postuler la nature protéique de ces cristaux qu'il 

nomma " po l yedrische kërnchen" signifiant granules 

polyédriques 

chimiques 

organiques, 

• De plus, il observa les propriétés physico-

des granules sous l ' influence de solvants 

d'acides forts et de solutions alcalines. 

Cependant, la relation entre l ' agent causal et la maladie n'a 

été établie qu'en 1893 par Washtl et Kornauth qui reconnurent 

une signification diagnostique à la présence des polyèdres. 

A ce sujet, ce n ' est qu ' en 1909 que les termes polyèdres 

(polyhedron) et polyédrose (polyederkrankheit) ont été 

introduits au vocabulaire par Wahl. Ce chercheur fut le 

premier à démontrer une infection systémique sur Lymantria 

monacha L. à l ' aide d'une suspension de polyèdres. Il observa 

aussi que ces polyèdres se développent toujours dans le noyau 

quelque soit la cellule infectée. 

de précision quant au matériel L'insuffisance 

d'identification et la méconnaissance des agents viraux 

marquèrent les années suivantes par la confusion. Glaser et 

Chapman (1912) attribuèrent la maladie du dépérissement (Wilt 

disease) chez Lymantria dispar à un agent causal bactérien 

le Gyrococcus sp .• C'est pourtant ce même Glaser qui postula 

en 1918 que la liquéfaction des tissus de larves infectées 

était probablement due à l ' action cytolytique d'un virus par 
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l'accumulation et non pa~ l'élabo~ation d'enzymes 

p~otéolytiques. En effet, il démont~a l'absence d'hyd~olyse 

de gélatine inoculée à l'aide d'un filt~at concent~é de 

vi~us. 

C'est en 1918-1919 que les t~avaux d'Acqua en Italie, 

suivis de ceux de Paillot en F~ance, démont~è~ent la théo~ie 

des vi~us filt~ables. Cette théo~ie a été success~vement 

vé~ifiée pa~ Koma~ek et 8~eindl en 1924 pa~ l'obse~vation 

évidente d ' un mouvement b~ownien à l'inté~ieu~ des polyèd~es 

ap~ès colo~ation des co~puscules vi~aux basophiles, qui 

devaient êt~e en fait des pa~ticules vi~ales logées à l'inté­

~ieu~ d : une enveloppe p~otéique. 

Dès 1950, suite à des t~avaux de mic~oscopie élect~o-

nique, la distinction mo~phologique fondamentale ent~e le 

Vi~us de la Polyéd~ose Cytoplasmique (CPV) et le Vi~us de la 

Polyéd~ose Nucléai~e (VPN) était acquise (Smith et Wyckoff, 

1950; C~oizie~, 1984). La fo~me ci~culai~e de l'ADN des VPN 

est ~econnue, quant à elle, depuis les t~avaux de Summe~s et 

Ande~son (1973), et 8urges (1977). 

A l ' heu~e actuelle, les baculovirus sont étudié~ et 

quelques-uns utilisés en fonction de deux champs d ' exploita-

tion : les insecticides biologiques (Payne, 1982), et les 

vecteu~s d'exp~ession de gènes ét~ange~s (Luckow et Summe~s, 
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1988) • Quatre sous-groupes de la famille des 8aculoviridae 

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 ~., 1974; Matthews, 1980, 1982) 

Sous-groupe C: virus non inclus d'Oryctes rhinoceros (OV) 

"Sous-groupe 0" "calyx viruses" associés au système repro-

ducteur d'hyménoptères 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" (bâtonnet) en raison 

de la forme de la particule virale 

Matthews, 1982). 

(Fig.1) (Fenner, 1976; 

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 diamètre 

et étant associé de façon hétérogène à l'ADN (Burley et al., 

1982). La nucléocapside de forme cylindrique a des dimensions 

d'environ 35-40 x 200-350 nm. Cette nucléocapside loge seule 
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ou par groupe à l'intérieur d'une enveloppe lipoprotéique 

( Ke Il y, 1982 ) de type membrane unitaire formant un virion 

bacilliforme d'environ 40-110 x 200-400 nm (Matthews, 1980, 

1982) dont l'une des extrémités présente des treillis carac­

téristiques de capsomères (Harrap, 1972; Beaton et Filshie, 

1976; Faulkner et Carstens, 1986) • La caractéristique pr i n­

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) entourée d'une fine membrane d'hydrates de carbone 

(Hess et Falcon, 1978; Chung et ~., 1980; Whitt et Manning, 

1988), que l'on nomme corps d'inclusion ou polyèdre. 

Le polyèdre est synthétisé par le virus de façon tardive 

lors du cycle d'infection. La dimension de ces corps d ' inclu­

sion varie de 1,0 à 15 ~m (Granados, 1980). Ils peuvent con­

tenir plusieurs nucléocapsides enveloppées de façon unitaire 

ou par groupe (Heimpel et Adams, 1966; Tompkins et ~., 1969) 

définissant ainsi les morphotypes SNPV et MNPV pour "single 

nucleocapsid NPVs" et "multiple nucleocapsid NPVs" respec-

tivement (Kelly, 1985). Enfin il a été démontré chez le VPN 

de Trichoplusia ni que la charge de surface des polyèdres est 

négative, ce qui implique une meilleure résistance des po-

lyèdres contre l'attaque enzymatique et la dissociation du 

polymère protéique (Small et Moore, 1987). Cette étude n ' a 

été ni confirmée ni infirmée par d'autres chercheurs. 
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FIGURE 1: Morphologie du Virus de la Polyédrose Nucléaire 

de Lymantria dispar (VPNLd). 

A Polyèdre en coupe transversale 

(grossissement 25 333X) 

B Particules virales (grossissement 85 625X) 
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Cependant, il serait plausible de croire que l a charge 

portée en surface des polyèdres serait négative pour tous les 

baculovirus inclus, du moins au sein du même sous-groupe, car 

le rôle protecteur des polyèdres des différents baculovirus 

est identique. 

1.1.3 Acides nucléiques du VPN: Le VPN est un virus à ADN 

bicaténaire circulaire superhélicoïdal (Matthews, 1982). 

Généralement, l ' ADN extrait de particules virales des VPN est 

circulaire (Kelly, 1985). Cependant il a été rapporté qu ' i l 

existe trois formes structurales de même poids moléculaire 

la forme linéaire , circulaire relâchée et la forme circulai­

re covalente ou superhélicoïdale (Summers, 1982). 

Concernant les données physico-ch i miques de l ' ADN du 

VPNLd, Smith et ~. (1988) ont calculé une taille moyenne d u 

génome de 166,6 Kb soit une masse moléculaire de 110 MDa . 

McCarthy et~. (1979) rapportent eux que la masse molécu-

laire approximative se situe entre 85 et 96 x 10· Daltons 

selon la méthode d'évaluation employée. Brièvement, ces 

derniers auteurs situent le coefficient de sédimentation de 

l ' ADN circulaire à 66,8 ± 2S et à 56,8 ± 2S pour l ' espèce 

linéaire. La température de transition (Tm) de l ' ADN a été 

évaluée à 81,2 ± 0,7°C et le contenu en G+C à environ 62ï. 

compte tenu de la Tm, ce qui est d'ailleurs très élevé par 

rapport aux autres baculovirus. 
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De ces données, seule la masse moléculaire obtenue semble 

démontrer une différence significative par rapport à la masse 

obtenue antérieurement pour l'ADN du même isolat (McCarthy et 

li· , 1979; Ke l l Y , 1976, Bud et Kelly 1977, Harrap et li., 

1977) . 

Chez les baculovirus, l ' ADN ne semble pas être associé à 

des histones (Kelly, 1985), ce qui expliquerait l'absence de 

structures nucléosomales. Concernant le mode d'encapsidation 

du génome des VPNs, Bud et Kelly (1980) proposent le replie­

ment de l ' ADN de façon parallèle à l ' axe longitudinal de la 

nucléocapside. De cette façon les brins de DNP seraient 

parallèlement orientés au sens de torsion- des sous-unités de 

la capside virale (Kelly, 1985) aboutissant à la structure 

cylindrique caractéristique de la nucléocapside. 

1.1.3.1 Réitération de séquences d'ADN: La présence 

de séquences réitérées à l ' intérieur du génome des baculo­

virus a été démontré à l'origine chez quatres VPN infectant 

Spodoptera spp. (Kelly, 1977). Depuis, la présence de régions 

répétitives homologues (rrh) a été observée chez les VPN 

d ' Autographa californica (VPNAc) et de Choristoneura 

fumiferana (VPNCf) (Guarino et li., 1986; Arif, 1986; Kumar 

et Miller, 1987). Ces régions sont caractérisées par leur 

richesse en sites reconnus par l'endonucléase EcoRI et con-

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

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

McClintock et Dougherty (1988) ont quant à eux démontré 

la présence de quatre rrh chez le VPNLd caractérisés par une 

quantité plus faible de sites EcoRI. Le rôle des rrh est 

encore mal connu. Il a été suggéré que ces régions pourraient 

servir d'origine de réplication pour l ' ADN (Cochran et 

Faulkner, 1983), et qu'elles seraient impliquées dans les 

processus d'insertion et de reduplication de séquences et 

d ' acquisition d'éléments génétiques mobiles (transposons) 

lors de passages continus en culture de cellules (Faulkner et 

Carstens, 1986). 

1.1.3.2 Éléments génétigues mobiles (transposons): A 

ce sujet, c ' est McClintock qui, en 1948, fut le premier à 

détecter la présence d'un élément génétique mobile. I l 

s ' agissait alors du transposon Ac (activateur) de Zea mays L. 

(Hauser et àL., 1988). C ' est à la suite des travaux de Fraser 

(1986) sur l'analyse du génome des mutants FP (few polyhedra) 

que l ' on s ' intéressa à la présence d'éléments transposables 

chez les Baculovirus (Devauchelle, 1988). Depuis, plusieurs 

auteurs dont Carbonell et collaborateurs (1985) et Beames et 

Summers (1988) ont émis l'hypothèse que la capacité des VPN 

d ' intégrer et transmettre de l'information génétique sous 

forme de transposon pourrait contribuer autant à la d i ver-
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sification du génome vi~al que du génome de l'hôte. Enfin, il 

est impo~tant de souligne~ que plusieu~s gènes de ~ésistance 

sont localisés su~ des t~ansposons (Esse~ et Dohmen, 1987). 

1.1.3.3 Régulation des gènes des VPN: F~iesen et 

Mille~ (1985) ont suggé~é quat~e phases tempo~elles distinc-

tes de l ' exp~ession génétique chez les baculovi~us : la phase 

p~écoce immédiate (a), la ~hase p~écoce (8) accompagnant le 

début de l'étape de ~éplication de l'ADN vi~al, et les phases 

ta~dives gamma (~) et delta (8) ~éfé~ant, pou~ chaque type de 

gènes impliqués, à des temps d'exp~ession de 2, 6, 12 et plus 

de 12-15 h ~espectivement. De plus, l ' activité d ' une ARN 

polymé~ase-ADN dépendante du VPNAc a été mise en évidence pa~ 

les t~avaux de Fuchs et collabo~ateu~s (1983), laquelle 

se~ait ~esponsable de la t~ansc~iption des gènes ta~difs. 

Chez ce~tains vi~us à ADN, dont les baculovi~us, l ' exp~ession 

des gènes ta~difs dépend de deux facteu~s simultanés: l ' ac-

tivation trans des p~otéines p~écoces, et l ' activation cis 

des séquences d ' ADN dans la ~égion 

ta~difs (Gua~ino et Summe~s, 1988). 

du p~omoteu~ des gènes 

Il a été démont~é, à 

l ' aide d ' expé~iences de t~ansc~iption du p~omoteu~ TK-HSV 

chez l ' oocyte de Xenopus, que l ' effet cis est indépendant de 

l ' o~ientation mais dépendant de la distance au p~omoteu~ 

(Koltunow et ~., 1987). Il semble que les gènes p~écoces 

immédiats (a) sont exp~imés en absence de synthèse p~otéique 
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1987) la 

présence du gène précoce IE-1 (Immediate-early gene) est 

prérequise pour l'expression de certains gènes précoces de 

type S. Lorsque le produit de IE-1 est limitant, un facteur 

nommé IE-N interviendrait comme stimulateur du gène IE-1 afin 

d'en augmenter son expression (Carson et ~., 1988). Crawford 

et Miller (1988) ont quant à eux découvert qu'une protéine de 

28 kDa, codée par le gène ETL (Long Fragment EcoRI T), est 

directement ou indirectement nécessaire à l'expression de 

plusieurs génes chez VPNAc. Ils ont aussi observé une simi-

larité significative entre la région promotrice du produit de 

transcription de ETL et la séquence "leader" du gène IE-1 du 

VPNAc. 

1.1.3.4 Modifications post-transcriptionnelles: Il a 

été démontré que les ARNm du VPNAc sont épissés lors de 

l'infection (Chisholm et Henner, 1988). De plus, la synthèse 

des ARNm viraux tardifs se distinguent de la synthèse des 

ARNm précoces par sa dépendance à la réplication virale de 

l ' ADN (Thiem et Miller, 1989). Ceci implique que la cascade 

des évènements conduisant à la production des protéines 

tardives est directement liée à la synthèse nucléotidique et 

qu'en présence d ' un inhibiteur de la synthèse d ' ADN, l'aphi-

dicoline par exemple, la synthese protéique serait inhibée. 
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1.1.3.5 Homologie: L'hétérogénéité génotypique des 

baculovirus semble très répandue lorsque sont comparés diffé­

rents isolats de terrain (Smith et Crook, 1988; 8urges, 1986) 

sur la base de leurs profils de restriction ou de leurs 

séquences nucléotidiques. Kelly (1977) a rapporté une homolo­

gie variant de 15 à 75% entre les génomes de quatre VPN 

spécifiques de Spodoptera sp .. De plus, il a été observé une 

homologie entre de longs segments de génomes du VPNAc et du 

VPNOp (Leisy et ~., 1984) ,du VPNAc et du VPNCf (Arif et ~., 

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 

1% entre l'ADN du VPNAc et celui du VPNLd. Il est reconnu que 

des régions codantes pour la polyédrine et la protéine P l O 

sont très bien conservées chez le groupe de VPN infectant les 

lépidoptères (Faulkner et Carstens, 1986; Rohrmann, 1986). A 

l ' opposé, le pourcentage d'homologie entre les 8aculovirus 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 à part l'homologie intra-groupe, il a été 

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 séquence de 250 

pb correspondant à 50,1% d ' homologie avec le gène (L) codant 

pour l ' ARN polymérase du virus de la stomatite vesiculeuse 

(Crawford et Miller, 1988). 
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Arella et ~. (1988) ont, quant à eux, démontré l ' absence 

d'homologie de séquences entre celle de la polyédrine du 

Virus de la Polyédrose Cytoplasmique de Bombyx mori (BmCPV) 

et celles de différents VPN. 

1.2 Cycle de réplication viral: La littérature fait état, 

pour la réplication du VPNAc, de deux modèles principaux dont 

l ' un triphasique (Granados et Federici, 1986) et l ' autre 

biphasique (Luckow et Summers, 1988). 

1.2.1 In vivo: Le cycle se déroule ainsi: l'hôte à l ' état 

larvaire ingurgite les polyèdres imprégnant une source ali ­

mentaire. Ces polyèdres sont dissous dans le tube digestif au 

contact des sucs alcalins (Whitt et Manning, 1987) accom-

pagnés de 

polyédrine 

l ' activité protéolytique d ' une enzyme liée à la 

(Maskel et DiCapua, 1988), la protéase alcaline, 

codée par l ' ADN viral (McCarthy et DiCapua, 1979). La solubi­

lisation de la matrice protéique libère les virions. Ces 

derniers pénètrent les cellules de l ' épithélium gastrique 

interne par fusion à la membrane plasmique (Volkman et ~., 

1986) et sont décapsidés lors de leur pénétration dans le 

noyau au travers des pores de la membrane nucléaire. La 

période de pénétration du VPNLd lors de l'infection de larves 

de Lymantria dispar est évaluée à 120 minutes (Granados et 

Federici, 1986). 
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L'étape suivante est ~ep~ésentée pa~ le stade ~éplicatif 

du vi~us (t~ansc~iption-t~aduction) et l'appa~ition d ' une 

~égion nucléai~e dense aux élect~ons, similai~e à un ~éseau 

de ch~omatine, que l'on nomme st~oma vi~ogène et qui est 

associé au site d'assemblage de la nucléocapside (G~anados et 

Fede~ici, 1986). Le phénomène de ~éplication chez les baculo-

vi~us implique~ait l'induction d'une ADN polymé~ase-ADN 

dépendante de type gamma p~oduite pa~ le virus même (Flo~e et 

~., 1987). La natu~e de la ~égulation tempo~elle du gène 

p~écoce de l'ADN polymérase des baculovi~us impliquerait une 

~égulation complexe en pa~tie liée à la ~éplication de l'ADN 

vi~al ou à l'activité même de son ADN polymé~ase (Tomalski et 

~., 1988). 

Les nouveaux vi~ions encapsidés acquiè~ent une enveloppe 

pa~ synthèse de nova et une po~tion de ces de~nie~s est 

incluse dans un polyèd~e (Stoltz et ~., 1973). D'aut~es 

pa~ticules vi~ales éme~gent du noyau pa~ bourgeonnement de la 

memb~ane nucléai~e et acquiè~ent une enveloppe p~otéique pa~ 

bou~geonnement à t~ave~s la membrane plasmique des cellules 

basales de l'épithelium exte~ne du tube digestif (G~anados, 

1980; G~anados et Lawle~, 1981; Mille~, 1981). Quelquefois, 

des vi~ions sont obse~vés à l ' inté~ieu~ de vacuoles, ce qui 

démont~e la possibilité de vi~opexie lo~s du phénomène d'in­

fection secondai~e (Kelly, 1982). Le vi~us ainsi libéré dans 

l'hemocoele de l ' insecte hôte se~a ~esponsable de l'infection 
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secondaire. L'infection virale provoque une très forte éléva­

tion de l'activité glycolytique et du processus de dégrada-

tion et de restructuration des tissus (Laliberté, 1978). De 

plus, certains travaux ont suggéré l ' intensification de la 

peroxydation des lipides membranaires de cellules infectées 

permettant la perméabilisation des membranes à l ' envahisseur 

(Shternshis, 1987). Les tissus infectés sont 

cuticule fragilisée de l'insecte se brise par 

lysés et la 

le poids des 

liquides, permettant la dissémination du virus inclus dans 

l'environnement. 

1.2.2 In vitro: La cinétique réplicative du VPN en cul-

ture de cellules est similaire à celle décrite pour les 

larves. A l'origine l'infection est causée par la présence de 

particules virales libres non-incluses. Les polyèdres in-

solubles à pH neutre ne sont pas infectieux pour les cellules 

en culture maintenues à des pH de 6,5-7,0 (Vago et Bergoin, 

1963). 

Parmis les facteurs affectant la réplication du VPN in 

vitro, on note: la température (Kelly, 1981; Knudson et ~., 

1974), le pH (Dougherty et ~., 1981), la composition du 

milieu de culture (Dougherty et ~., 1981; Goodwin et Adams, 

1980), le type de cellules (Lynn et Hink, 1980), la densité 

de cellules (Knudson et Tinsley, 1974) et le taux de division 

cellulaire (Volkman et Summers, 1975). 
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Il a été obse~vé que la pénét~ation des baculovi~us à 

l'inté~ieu~ de cellules de ~. dispa~ et de L. ni est effec­

tuée pa~ l'attachement de l'enveloppe à des sites ~écepteu~s 

memb~anai~es des cellules et que l'ent~ée se fait pa~ vi~o-

pexie (Miltenbe~ge~, 1980). L'appa~ition de st~uctu~es fi-

b~illai~es associées au st~oma vi~ogène et aux nucléocapsides 

dans le noyau des cellules infectées a aussi été obse~vé (Gao 

Shang-Yin, 1981). Il est postulé que ces st~uctu~es se~aient 

impliquées dans le p~océdé d'enveloppement du vi~us. 

Plusieu~s auteu~s ont obse~vé une augmentation de l'ac-

tivité de l'ADN polymé~ase, de la thymidine kinase, de la 

désoxy~ibonucléase et de la p~otéine kinase dans les cellules 

infectées pa~ des baculovi~us (Kelly, 1981; Mille~ et ~., 

1981; Wang et Kelly, 1983; 

1987). 

Wang et ài., 1983; Moo~e et ~., 

Ce~taines abe~~ations de l'ADN des baculovi~us sont 

citées dans la litté~atu~e comme étant dues à l'inse~tion de 

séquences d'ADN d'o~igine cellulai~e à l'inté~ieu~ du génome 

vi~al lo~s de la ~éplication en cultu~e de cellules (Mille~ 

et Mille~, 1982; F~ase~ et ài., 1983; Ca~stens, 1987). Cela 

p~ovoque~ait un changement phénotypique exp~imé lo~s de la 

fo~mation des co~ps d'inclusion suite à des passages continus 

en cultu~e (Mackinnon et ài., 

F~ase~ et Hink, 1982). 

1974; Potte~ et ài., 1976; 
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La déc~oissance du nomb~e de polyèd~es p~oduits pa~ noyau 

de cellule infectée se~ait associée, selon plusieu~s auteu~s, 

à ce type d ' alté~ation (C~oizie~ et Quiot, 1981; Mille~ et 

Mille~, 1982; F~ase~ et ~., 1983). F~ase~ et Hink (1982) 

~appo~tent à ce sujet un mutant FP (few polyhed~a) du VPN de 

Galle~ia melonella (VPNGm) défectif lo~s de la synthèse des 

p~otéines de la nucléocapside. Ces mêmes auteu~s suggè~ent 

que l'étape d'encapsidation du vi~us est p~é~equise pou~ 

l'inclusion. Wood (1980) quant à lui, a isolé un mutant 

défectif du VPNAc incapable de synthétise~ efficacement la 

polyéd~ine. Cependant, quelques mutants FP p~ésentent l ' avan­

tage de p~odui~e plus de vi~ions lib~es que l ' espèce sauvage 

(Kuma~ et Mille~, 1987). Récemment, il a été démont~é que le 

gène codant pou~ une p~otéine de 25 kDa chez le VPNAc est 

absent chez le mutant FP (Beames et Summe~s, 1989). 

Selon le spect~e d'hôte du vi~us et de l ' isolat utilisé, 

les lignées cellulai~es se~ont considé~ées pe~missives à 

l ' infection, semi-pe~missives (démont~ant des signes d ' infec­

tion sans appa~ition de polyèd~es, dû à un cycle de ~éplica-

tion vi~ale abo~tive) et non-pe~missives en absence de 

quelqu ' effet cytopathique ou de ' p~oduction des p~otéines 

majeu~es du VPN (~evue : G~anados, 1980). 
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1.3 Protéines structurales des VPN : Le profil électrophoré­

tique des protéines de différents baculovirus suggère une 

composition complexe mais unique pour chacun d'eux (Summers 

et Smith, 1978) variant de 35 à 100 peptides différents, dont 

95 répertoriés chez le VPNLd (Singh et ~., 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 capacité 

de la protéase du VPNLd de briser les liens maintenant la 

p-nitroaniline à la phénylalanine. Aussi, cette multiplicité 

pourrait être due au traitement différentiel d'une même 

protéine (Pearson et ~., 1988). 

Il a été démontré la présence de 29 protéines structura­

les différentes chez le VPNLd isolé en absence d'activité de 

la protéase alcaline (Stiles B. et ~., 1983; McClintock et 

àl., 1986). Ces polypeptides sont synthétisés plus lentement 

et sur une période prolongée par rapport à ceux du VPNAc 

(McClintock et ~., 1983, 1986). La masse moléculaire ap-

proximative de ces peptides varie de 16,6 à 133,0 kDa dont un 

prédominant de 30,5 kDa correspondant à la polyédrine. Dix­

huit d'entre eux sont rapportés comme étant glycosylés et/ou 

phosphorylés (McClintock, 

approximativement 50% des 

1986). Chez les 

polypeptides sont 

baculovirus, 

associés à la 

nucléocapside et l'autre moitié à l'enveloppe (Tinsley, 

1985). 
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Des polypeptides st~uctu~aux d'inté~~t chez les VPN, nous 

en ~et~ouvons un de 25 kDa ca~acté~isant le type sauvage du 

VPNAc cultivé su~ des cellules de Spodopte~a f~ugipe~da 

absent chez le mutant FP du m~me vi~us (Beames et Summe~s, 

1989). La p26, dont la pa~tie codante est localisée en amont 

du gène exp~imant la plO (déc~it à la section 1.3.1.2) et en 

aval de l'une des rrh, pou~~ait ~t~e impliquée dans le phéno­

mène de stimulation de l'exp~ession des gènes p~écoces 

(Bicknell et ~., 1987). 

La phosphop~otéine p34 ainsi que la p32 sont des p~otéi­

nes uniques, diffé~entes de la p~otéine majeu~e du co~ps 

d'inclusion (Polyéd~ine), associées pa~ des liaisons thiol à 

la memb~ane d'hyd~ates de ca~bone entou~ant le polyèd~e 

(Whitt et Manning, 1988). En ~elation avec ces de~niè~es, une 

lipop~otéine de 93-126 kDa p~ésente dans la mat~ice (g~anule) 

du VG de Pseudaletia unipuncta contiend~ait un facteu~ syne~­

gique (SF) ~esponsable de l ' attachement spécifique du vi~us 

aux ~écepteu~s cellulai~es (Nakagaki et ~., 1987). Dans le 

m~me o~d~e d'idée, Volkman et Goldsmith (1985) ~epris pa~ 

Volkman (1986), suggè~ent qu'une phosphoglycop~otéine de 65 

kDa similai~e, pa~ ses p~op~iétés physico-chimiques, aux 

peplomè~es appa~tenant à d'aut~es vi~us joue~ait un ~ôle 

p~épondé~ant dans les mécanismes d'infection i.e., 

l'adso~ption et/ou pénét~ation du VPNAc • 

dans 
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Pearson et~. (1988) ont dernièrement observé la réac­

tion croisée d'un anticorps monoclonal dirigé contre la p39 

du VPN d ' Orgyia pseudotsugata à des protéines associées aux 

chromosomes condensés de cellules hôtes en phase mitotique. 

Les auteurs suggèrent qu'en plus d'être un composant majeur 

des formes incluses et non-incluses des baculovirus, la p39 

serait impliquée dans l'organisation de 

den sée de l'ADN cellulaire. 

la structure con-

Thiem et Miller (1989) ont observé un polypeptide de PM 

identique chez le VPNAc constituant la protéine majeure de la 

capside virale qu ' ils ont nommé vp39 pour "virus structural 

protein 39". Enfin, Whitford et collaborateurs (1989) ont 

récemment identifié une glycoprotéine abondante en surface de 

l ' enveloppe du VPNAc, la gp67, pour laquelle on suppose 

l'ancrage à l ' aide de terminaisons C acétylés. 

1.3.1 Polyédrine et protéine plO: Dans la perspective 

d'emploi de portions génomiques pour la fabrication de vec­

teurs d ' expression efficaces de gènes étrangers, deux gènes 

fortement exprimés font l'objet d'intenses recherches: soit 

les gènes codant pour la polyédrine et pour une protéine de 

10 kDa, nommée plO. L'intérêt de ces gènes réside surtout 

dans la puissance de leurs promoteurs respectifs . 
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1.3.1.1 Polyédrine: La polyédrine est une protéi-

ne majeure codée par le virus même (Van Der Beek et ~., 

1980; Rohrmann, 1986). Ce polypeptide structural des corps 

d'inclusion est exprimé tardivement lors du cycle d'infection 

par un gène unique ininterrompu (Rohrmann, 1986) non-essen­

tiel à la réplication virale (Smith, 1983) et d'une taille de 

735 pb chez le VPNLd (Smith et ~., 1988). Il a été rapporté 

qu'une séquence conservée située à 8 pb en aval du signal de 

transcription était essentielle à l ' expression de ce gène 

(Rankin et ~., 1988). 

D' après les travaux de Possee et Howard (1987), le promo­

teur du gène codant pour la polyédrine serait logé dans un 

fragment d'une longueur maximale de 69 pb s ' étendant de 20 pb 

en amont jusqu'à 49 pb en aval du site CAP de l'ARN. Malgré 

l'importance de la région promotrice, peu d'informations sont 

disponibles sur les facteurs impliqués dans le taux de trans­

cription élevé observé pour ce gène (Howard et ~., 1986). On 

sait cependant que le promoteur puissant du gène de la poly-

édrine, tout comme celui de la plO, est riche en nucléotides 

A-T, en ce point conforme aux autres promoteurs eucaryotes 

(Hooft Van Iddekinge et ~., 1983; Kuzio ~ ~., 1984; 

Lübbert et ~., 1981). Il semble de plus que le taux d'ex-

pression des gènes substituant la polyédrine dans le vecteur 

d ' expression est fonction de cette région (Matsuura et ~., 

1987). 
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Concernant l'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) représentant 

chacun 15% des acides aminés constituant la polyédrine. Egawa 

et Summers (1972) et Whitt et Manning (1987, 1988) proposent 

respectivement l'implication 

électrostatiques et ioniques 

d'interactions hydrophobes, 

(cations bivalents) dans le 

procédé d'organisation de la matrice. 

1.3.1.2 Protéine plO: En plus de la polyédrine, 

les VPN ont la capacité d ' exprimer fortement une protéine de 

10 kDa nommée plO (Rohrmann, 1986). Cette protéine non struc­

turale aurait une fonction liée à l'apparition de structures 

fibrillaires viroinduites dans les cellules virosées 

(Croizier et ~., 1987) et pourrait être impliquée dans 

l'élaboration des structures du cytosquelette des cellules 

hôtes (Quant-Russell et ~., 1987). Le gène codant pour cette 

protéine est localisé à l'intérieur du fragment EcoRI P de 

l ' ADN du VPNAc (Vlak et ~., 1988; Kuzio et ~., 1984). La 

séquence du gène codant pour plO et des régions adjacentes 

(Kuzio et~. 1984; Leisy et ~., 1986; Aifu Liu et ~., 

1986) démontre une intégrité des régions riches en nucléo-

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

gène de la polyédrine (Weyer et Possee, 1988). 
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Il apparait enfin, que le promoteur du gène codant pour 

plO peut être inactivé par la méthylation spécifique du site 

5'-mCCGG-3' (Doerfler, 1986). 

Gonnet et Devauchelle (1987) ont démontré par leurs travaux 

que le promoteur du gène codant pour la protéine plO peut 

être utilisé, comme le gène de la polyédrine, pour permettre 

l'expression d'ADN étranger. Chez le VPNLd, aucune protéine 

de PM similaire n'a été observée (McClintock et ~., 1986b). 

I.4 Modifications post-traductionelles: Les modifications des 

protéines synthétisées par les baculovirus en culture de 

cellules d'insectes sont très similaires à celles observées 

sur cellules de mammifères et sur cellules végétales, avec 

cependant quelques différences au niveau de la glycosylation 

(Miller 1988, Bustos et~. 1988). Selon Furlong et ~. 

(1988), l ' absence d'acide sialique et les quantités négligea­

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 suivantes ont été 

observées: (1) la protéolyse, (2) la glycosylation, (3) la 

phosphorylation, (4) la formation de complexes oligomériques 

(Miller, 1988), (5) la myristylation et (6) la palmitylation 

(Devauchelle, 1988). 
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1.5 Utilité et utilisations potentielles des baculovirus: 

Traditionnellement, les baculovirus sont considérés comme des 

agents très utiles pour le contrôle des pestes agricoles et 

sylvicoles (Shieh et Bohmfalk, 1980; Alam et ~., 1987; 

Payne, 1987). En principe, 30ï. des insectes ravageurs peuvent 

~tre contrôlés à l'aide des baculovirus (Hüber, 1988; Tramper 

et Vlak 1987). Aussi, il a été évalué qu'en théorie 80ï. des 

insecticides couramment utilisés en agriculture pourraient 

~tre remplacés par l'emploi des baculovirus (Tramper et Vlak, 

1987). Dans la perspective de commercialisation du baculo-

virus, il a été démontré toute l'importance de maîtriser les 

méthodes de production du virus afin d'améliorer et de stabi­

liser l'aspect quantitatif et qualitatif du produit et per­

mettre l'amenuisement des cOûts de production (Groner, 1987). 

L ' utilisation des baculovirus comme vecteurs d'expression 

de gènes étrangers est l'un des attraits du virus les plus 

documentés. Depuis la mise sous brevet du vecteur d'expres-

sion (Summers, 1984) et de la méthode de production de poly-

peptides exogènes à l'aide de ce vecteur (Miller, 1985), 

nombre de gènes ont été exprimés par un baculovirus recom­

binant en culture de cellules d'insectes (Luckow et Summers, 

1988). 
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Parmi les gènes insérés en aval du promoteur du gène de 

la polyédrine et exprimés par le virus recombinant, notons; 

les gènes codant pour l ' interferon B, l'interferon a (Smith 

1983; Maeda et §l., 1985) , la S-galactosidase 

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

et §l., 1985), l'interleukine 2 humaine (Smith et ~., 1985), 

l'hémagglutinine et le complexe polymérase du virus de l'in­

fluenza (Kuroda et al., 1986; Possee, 1986), la nucléoprotéi-

ne de l'arena-virus causant la chorioméningite lymphocytaire 

(Matsuura et §l., 1986, 1987), les antigènes de capside d'un 

rotavirus (Doerfler, 1986), la TPA humaine (Tissue Plasmino-

gen Activator) (Furlong et §l., 1988), la phaseoline du coty-

ledon de Phaseolus vulgaris (Bustos et §l., 1988), diffé-

rentes protéines du HIV (Luckow et Summers, 1988), la protéi­

ne de capside VP1 du HAV (Harmon et §l., 1988) et de l'enve-

loppe du HBV (Priee et §l., 1988), la GRP humaine (Gastrin-

Releasing Peptide) (Lebacq-Verheyden et §l., 1988) et la v­

sis/PDGF-B (Platelet-Derived Growth Factor-B chain) (Giese et 

~., 1989). 

Les raisons majeures d ' une telle utilisation du vecteur 

"baculo" réfèrent cà la quantité des protéines produites, 

pouvant atteindre plusieurs milligrammes par litre de culture 

cellulaire, et la qualité satisfaisante des protéines modi-

fiées (Devauchelle, 1988) par rapport aux protéines natives. 
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Les baculovirus sont également utiles à la recherche 

fondamentale sur les mécanismes moléculaires des cellules 

d'insectes (Doerfler, 1986) et présentent un potentiel d'uti­

lisation comme moyen d'évaluer la stabilité dans l'environne-

ment de gènes manipulés génétiquement (Newmark, 1986; 

Doerfler, 1986). 
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I.6 L'hôte - Lymantria dispar (Lepidoptera: Lymantriidae): 

La souche virale visée par cette étude infecte naturelle­

ment certaines populations d ' un lépidoptère 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 été introduite à Midford 

dans le Massachusetts en 1869 par le naturaliste français 

Léopold Trouvelot (Jobin, 1979). L ' insecte ravageur devait 

accidentellement s'échapper en 1870 pour atteindre une aire 

de distribution de plus de 8 000 knf en 1985 principalement 

en périphérie de Montréal (Martineau, 1985).Au Québec la 

spongieuse, bien adaptée à nos condi t ions climatiques, pour-

suit lentement l'extension de son aire de distribution, de 

l'ouest depuis la frontière ontarienne, jusqu'à La Pérade au 

nord-est (M.E.R. Québec, 1987). 

Ignoffo et ~. (1983) rapportent des différences morpho­

logiques et génétiques entre les lignées européenne et asia-

tique de l ' insecte. Des différences similaires ont été ac-

quises par la lignée occidentale originant de France, depuis 

son introduction et sa dispersion en Amérique du Nord, suite 

à des croisements interspécifiques avec d ' autres Lymantriidae 

tels: Euproctis chrysorrhoea (brown tail moth) et Leucoma 

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

raient en une perte de susceptibilité de l'insecte envers 

certains entomopathogènes. 
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1.7 Conditions d'épizootie au VPN: Principalement, deux 

hypothèses sont évoquées pour tenter d ' expliquer le dévelop-

pement d ' épizooties virales au VPN: (1) la présence d ' un 

virus latent activé par un stress externe et (2) la persis­

tance d'un virus dans une population larvaire dont l'impact 

serait fonction de la densité de l'hôte (Hébert, 1983). La 

première hypothèse cependant demeure encore très cont r o­

versée. 

Il a toutefois été vérifié que les paramètres structu­

raux, tels la hauteur et l ' aire d'expension du feuillage par 

rapport au réservoir de virus, ont un effet sur la suscep-

tibilité de l ' hôte envers le VPN (Richter et ài., 1987). 

Ainsi, la mobilité des larves et le choix des sources alimen-

taires affecterait la fréquence de l'épizootie au VPN 

(Rossiter, 1987). En relation avec ces données, Lance et ài. 

(1987) rapportent que la mobilité des larves de spongieuse et 

la variété de leur source d ' alimentation augmentent avec l a 

densité de la population. Ces derniers ont aussi observé 

qu'une densité de population larvaire élevée entraînait une 

augmentation du taux d'ingestion. Cette observation démontre 

l ' importance de la transmission horizontale à l ' intérieur 

d'une population virosée. Conséquence de la complexité des 

épizooties causées par le VPN, Entwistle et ài. (1988) propo­

sent de cerner les déplacements et la transmission spatio­

temporèlle à l ' aide d ' un virus génétiquement marqué. 



CHAPITRE II 

MATéRIEL ET MéTHODES 

II.1 Production de l'inoculum viral: La production de l ' iso-

lat du virus de la polyédrose nuc l éa i re provenant de larves 

virosées de la région de Trois-Rivières (VPNLd.TR) est effec­

tuée par l'inoculation de larves saines de Lymantria dispar 

pour lesquelles l ' observation de signes pathologiques et l a 

détection du virus par microscopie optique des échantillons 

larvaires se sont avérées négatives. 

II.1.1 échantillonnage et traitement des larves 

Une première partie des échantillons nécessaires pour les 

étapes subséquentes est constituée de larves, de cocons et de 

masses d'oeufs prélevés des sites d ' échantillonnage de Cap-

de-la-Madeleine, Trois-Rivières (46°22'30 ' ' N 

de Repentigny, l'Assomption (45°43'06 ' ' N : 

des régions du Québec ayant été répertoriées 

: 72 ° 36 ' 40 ' ' 0) , 

73°29 ' 12 ' ' 0), et 

par le M.E.R. 

(Ministère de l ' énergie et ressources, Québec, 

comme foyer endémique depuis 1985 (fig.1). 

1986, 1987) 
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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-Rivières) 

* Peupliers 

Chênes rouges 

2) Berthier 

3) Repentigny 

4) Montebello 

5) Papineauville 

6) Gatineau 

7) Sault Ste-Marie 

8) Mont St-Hilaire 

9) États-Unis (New York) 
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Les la~ves sont échantillonnées dans les diffé~entes 

~égions su~ une base hebdomadai~e de la mi-mai à la mi-juin, 

co~~espondant à la pé~iode d'éme~gence et de matu~ation des 

la~ves de l'insecte. Les p~élèvements sont effectués sous des 

ab~is a~tificiels de papie~ noi~ fixés à 1,5 m du sol aux 

t~oncs des essences p~éfé~ées de l'insecte, tels le peuplie~, 

le bouleau et l'é~able, selon la méthode p~éconisée pa~ Odell 

et Godwin (1979) et utilisée pa~ Hébe~t (1983). 

Jusqu ' au t~oisième stade, les la~ves sont ent~etenues en 

boîte de Pet~i de 35 mm (IAF P~oduction Inc.,Laval,Québec) 

pa~ g~oupe de dix ou en cage (F~igoseal) pa~ g~oupe de cent 

en conditions de tempé~atu~e, d ' humidité et photopé~iode 

~espectives de 25°C, 60% et 16:8 (Hébert et ~., soumis pou~ 

publ.). A tous les jou~s des feuilles f~aîches de peuplie~s 

ou des cubes de diète (Vasiljevic et Injac, 1971), d 'un 

volume de 1 cm 3 pou~ dix larves, leur sont fournis. 

A pa~ti~ du t~oisième stade, les la~ves sont isolées en 

pilulie~ de ve~~e et ~eplacées dans les conditions énumé~ées 

ci-haut pou~ une pé~iode d'obse~vation de 24 heu~es. De 

façon ponctuelle, quelques la~ves sont b~oyées individuelle­

ment à l'inté~ieu~ de mic~otubes Eppendo~f de 1,5 ml(Elkay 

P~oducts Inc.,Sh~ewsbu~y,USA) contenant 500 ~l d ' eau dis-

tillée et déionisée, à l ' aide d'un piston de plastique sté~i­

le. Un volume de 10 ~l de chaque b~oyat est p~élevé et déposé 
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sur une lame de verre propre. Les frottis sont ensuite séchés 

à l'air libre puis colorés par immersion sur plaque chauffan-

te à 40°C pendant 5 min. à l'aide de Buffalo black 

(Sikorowski et ~., 1971; Elleman et ~., 1980) préparé selon 

la procédure décrite à l ' annexe 5. 

Après un lavage rapide à l'eau distillée, les lames sont 

séchées à 

photonique 

l'air et observées à immersion en microscopie 

(Laborlux 12,Leitz,Wetzlar,Allemagne) afin de 

détecter la présence caractéristique de polyèdres. Les larves 

saines sont rapidement inoculées avec le VPNLd.TR selon les 

méthodes décrites à la section II.1.3 . Des coupes ultrafines 

sont effectuées, selon la méthode décrite à la section II.3, 

sur les larves présentant des signes pathologiques, tels le 

noircissement de la cuticule, la diminution d'appétit ou la 

paralysie. 

II.1.1.1 échantillonnage et traitement des masses 

d'oeufs: Les masses d'oeufs sont échan-

tillonnées à la mi-août, correspondant à la fin de la période 

de ponte de la spongieuse. Ces masses d'oeufs, ancrées à 

l ' écorce des arbres, sont prélevées à l'aide d'un couteau à 

lame fine et déposées dans des contenants propres pré-iden­

tifiés par les dates et le nom des régions d'échantillonnage. 

Elles sont ensuite conservées à 4°C pour une diapause obliga­

toire de cinq mois (Vasiljevic et Injac, 1971). 
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Quelques-unes sont conservées à -20°C jusqu'à leur utili­

sation lors de l'évaluation de la dispersion géographique, de 

la latence et de la persistance du VPNLd (sections 

11.8). 

II.7 et 

Suivant la période de diapause, l'excédent de poils 

abdominaux de la femelle couvrant les masses d'oeufs est 

soustrait à l'aide d'un petit pinceau humidifié d'eau dis-

tillée stérile. Cette étape est effectuée sous la loupe 

binoculaire à un grossissement de 10X . 

La stérilisation de surface des oeufs est effectuée par 

immersion d ' une durée maximum de 3 min. dans une solution 

d'hypochlorite de sodium 1% (Léonard et Doane, 1966). Cette 

étape est suivie de trois lavages successifs à l'eau dis­

tillée stérile. Les oeufs sont ensuite déposés en boîtes de 

Petri par groupe de cent et sont conservés à l'incubateur de 

type Conviron (Controlled Environments Ltd.,Manitoba,Canada) 

dans des conditions se rapprochant le plus fidèlement pos­

sible aux conditions naturelles de température (24°C), d'hu­

midité (30-50%) et de photopériode (14:10) jusqu'à éclosion, 

selon les paramètres établis par Hébert (1983). Les larves 

écloses sont soumises à l'infection expérimentale. 



39 

II.1.2 ~levage et production alternative: Afin de produi­

re la plus grande quantité possible de virus, nous avons 

prévu de constituer un élevage temporaire de larves à partir 

de masses d'oeufs qui nous ont Qénéreusement 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 à la formaldé-

hyde (Odell et ~., 1985), sont déposées à l'incubateur de 

type Conviron (Controlled Environments Ltd,Manitoba,Canada) , 

jusqu'à éclosion, dans les conditions déjà énumérées à la 

section II.1.1 . Après éclosion, les larves sont transférées 

sur diète artificielle de Bell (Odell et al., 1985) fournie 

par le C.F.L. Les larves de premier et deuxième stade, 

manipulées à l'aide d ' un petit pinceau, sont transférées une 

fois la semaine sur une diète fraîchement préparée. Enfin, 

les larves de troisième stade sont traitées dans les condi­

tions sus-décrites et sont rapidement inoculées à l'aide du 

VPNLd.TR . 

II.1.3 Infection expérimentale des larves: Afin d'obtenir 

une infection optimum des larves à l'aide de quantités res­

treintes d'inoculum viral, quatre facteurs doivent être pris 

en considération 

(1) la concentration minimale de l'inoculum viral utilisé 

pour l'obtention d'un rendement d'infection optimum. 



(2) les voies d'infection (per os ou injection). 

(3) les ba~~iè~es natu~elles d'infection telles les sucs 

digestifs insuffisamment alcalins et la memb~ane pé~i­

t~ophique (G~anados, 1980). 
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(4) les facteu~s endogènes de l'hôte ayant une influence su~ 

la ~éplication vi~ale. 

II.1.3.1 P~éparation de l'inoculum viral: Un volume 

de 5 ml d ' une solution contenant 10· polyèd~es/ml de VPNLd 

pu~ifiés à pa~ti~ de la~ves vi~osées, p~ovenant de la ~égion 

de T~ois-Riviè~es, constitue not~e stock de vi~us initial. 

Un p~emie~ volume de 1 ml de cette solution est p~élevé 

sté~ilement sous la hotte à flux laminai~e (Bake~ Company 

Inc.,Maine,USA). Le tit~e de polyèd~es est ensuite ajusté à 

7,5 x 10·/ml pa~ l ' addition de 12,3 ml d'une solution de 

chitinase 1% (Shapi~o et ~., 1987) et d'acide bo~ique 1% à 

pH 5,0 (Shapi~o et Bell, 1982) pou~ un volume final de 13,3 

ml. La p~épa~ation est conse~vée à -20°C pa~ aliquotes de 1 

ml jusqu ' à 

la~ves. 

l ' utilisation lo~s de l'infection per os des 

Un second volume de 1 ml est p~élevé sté~ilement et 

cent~ifugé dans un mic~otube de 1,5 ml su~ cent~ifugeuse de 

table Eppendo~f modèle 5415 (B~inkmann,Westbu~y,USA) à 

15 000 g pendant 10 minutes. Le culot de polyèd~es déba~~assé 
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du surnageant est solubilisé pendant 30 min. à 37°C dans 100 

~l de tampon DAS modifié (Dilute Alkaline Saline: Whitt et 

Manning, 1987) constitué de NaHCO~-N~O 3100 mM, NaCl 50 mM, 

et Na 4 -EDTA 2 mM (Anachemia,Montréal, Québec) à pH 10,5. 

L'alcalinité de la préparation de virions est ensuite neutra­

lisée par l'ajout de cinq volumes (500 ~l) de tampon Tris-HCL 

100 mM à pH 7,0 (Whitt et Manning, 1987). La suspension est 

enfin diluée dans un volume final de 10 ml, répartie en 

aliquotes et conservée à -20°C jusqu'à son utilisation lors 

de l'infection par microinjection (section II.1.3.3) 

II.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 l'élevage et de 

l'échantillon de la région de Trois-Rivières ayant atteint le 

troisième stade larvaire ou ayant un poids moyen de 500 mg 

sont infectés par voie orale selon 

Hedlund et Vendol (1974). 

le procédé décrit par 

Les larves sont déposées dans des boîtes de Petri par 

groupes de cinq en présence d ' un cube de diète de 0,5 cm 3 

imprégné à l'aide de 10 ~l de la suspension de polyèdres 

préparée précédemment, pour une concentration finale de 1,5 x 

1~ polyèdres/cm~ (Hedlund et Vendol, 1974; Shapiro et 

Robertson, 1986). 
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Tout au long de la période d'observation, les excréments 

sont récupérés et conservés à -20°C. 

Suite à l ' apparition des premiers symptômes pathologi-

ques, l'hémolymphe de cinquante larves est prélevée par 

ponction intrahemocoelique individuelle à l ' aide d ' une serin­

gue de 1 cm 3 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 polyèdres/ml est déterminé en microscopie photo­

nique (Leitz,Wetzlar,Allemagne) à un grossissement de 400x, à 

l ' aide d ' un hématimètre Neubauer (Reichert Scientific Instru­

ments,Buffalo,USA). La suspension est finalement ajustée à 

lcf polyèdres/ml dans l'eau distillée et déionisée stérile et 

conservée à -70°C • 

II.1.3.3 Infection par microinjection: Les larves de 

quatrième et cinquième stade ou ayant un poids moyen supé­

rieur à 500 mg sont infectées par injection intrahemocoelique 

de 100 ~l d ' une suspension de virions préparée telle qu ' indi­

quée à la section II.l.3.1, à l ' aide d'une seringue à tuber-

culine de lcm 3 et d ' une aiguille fine de type 30G~ . El l es 

-sont ensuite retournées en conditions d ' élevage, isolées des 

larves saines, jusqu'à l ' apparition des symptômes pathologi­

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

sation. 
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II.1.3.4 Récolte du virus inclus et non-inclus: Deux 

lots de 25 larves infectées expérimentalement per os sont 

homogénéisés dans 25 ml de tampon NaHCO~-NaÇp ~100 mM à 

pH 10,5, pendant 2 min. (Zethner et ~., 1979; Lynn et 

Hink, 1980) dans une chambre à homogénéisation Sorvall de 

type Omni-Mixer 17105 (Dupont Instruments,Newtown,USA). 

L'homogénat est filtré sur trois épaisseurs de coton fromage 

stérile puis centrifugé 1 min. à basse vitesse (1000 g) dans 

des tubes Corex de 30 ml sur centrifugeuse Sorvall RC5C 

(Dupont Instruments,Newtown,USA). 

Débarrassées des débris larvaires, des fractions de 2 ml 

de surnageant sont déposées sur gradients linéaires de su­

crose 25-60% dans des tubes de polycarbonate de 40 ml 

(Beckman Instruments Inc.,Palo Alto,USA) et centrifugées à 

99 000 9 pendant 180 min. sur ultracentrifugeuse Beckman 

modèle LC-50, utilisant un rotor SW 27 (Harrap et ~., 1977). 

Les virions situés approximativement au tiers de la surface 

du gradient sont récoltés par ponction verticale à l ' aide 

d'une seringue de 10cc, dilués dans cinq volumes d ' eau dis-

tillée stérile et sédimentés à 80 000 9 pendant 90 min .. 

Cette zone contient les virions libres (Fig.3b). Les 

polyèdres non-solubilisés sont récoltés au culot à l ' aide 

d ' une spatule stérile et conservés à -20°C dans un volume 

égal de tampon Tris-HCI 100 mM, Na 4 -EDTA 25 mM, 

une étape de solubilisation subséquente (Fig.3a). 

pH 7,0 pour 
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FIGURE 3 

A 

B 

Microphotographies d'un corps d'inclusion intact 

du VPNLd.TR et de particules virales libres puri­

fiées sur gradient linéaire de sucrose 25-60 ï. 

après solubilisation. 

Virions polyploïdes du VPNLd (115 776 X) 

Particules virales bacilliformes (137 000 X) 

--. Extrémité en forme de capuchon caractéristi­

que 
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Les culots de virions purifiés sont enfin resuspendus par 

aliquotes de 1 ml d'eau distillée et déionisée stérile et 

conservés en microtubes à -20°C jusqu'à l'étape d'extraction 

et de purification de l'ADN viral et d'infection in vitro. 

II.2 Cultures cellulaires: Les lignées établies de cellules 

ovariennes des lépidoptères Lymantria dispar (Ld-135 

Quiot 1976) et Euxoa scandens (IAFEs-l : Belloncik et ~., 

1982), ainsi que les cellules fibroblastiques de 

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

1977), sont entretenues par sous-cultures régulières aux cinq 

jours dans du milieu de Grace stérile à pH 6,2 (Grace, 1962; 

Annexe 2) supplémenté de 10% de sérum foetal de veau 

(SVF) (Watanabe, 1987) et de 0,2% de Gentamycine. Pour les 

cellules Cf, le milieu est additionné de 0,25% de tryptose 

(Gibco Laboratories,Madison,USA) stérilisé par filtration sur 

membrane de 0,2 ~m Uniflo (Schleicher & Shuell,Keene,USA). La 

lignée cellulaire de Bombyx mori (Bm-36: Hink, 1979) est 

quant à elle entretenue dans du milieu TC-10 à pH 6,2 

(Gardiner et Stockdales, 1975) en présence de 10% SVF et 0,2% 

Gentamycine (Annexe 3). 
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II.2.1 Évaluation des taux de viabilité/mortalité des 

cellules: A tous les jours, sur une période de 15 

jours avant les essais d'infection in vitro, le dénombrement 

des cellules viables et mortes est effectué pour chacune des 

lignées selon l'épreuve d ' exclusion du colorant (Payment et 

Pavilanis, 1980). 

Un volume de 0,4 ml de suspension homogène de cellules 

est prélevé et mélangé par aspiration à 0,1 ml de colorant 

vital Trypan bleu (solution à 1%). Le mélange coloré est 

déposé sur hématimètre Neubauer (Reichert Scientific 

Inst.,Buffalo,USA) et observé à un grossissement de 400x en 

microscopie photonique. Le comptage des cellules viables 

(incolores) et des cellules mortes (colorées) est effectué 

en parallèle à l'aide d ' un pointeur manuel. Le comptage est 

réalisée en triplicata. 
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II.2.2 Infection in vitro: La première étape consiste a 

identifier les lignées cellulaires permissives ou semi-

permissives à une infection au VPNLd. Pour ce faire, des 

volumes de 100 ~l de suspension cellulaire de chaque lignée, 

dont le nombre est ajusté à 5 X 10 4 cellules viables/ml, sont 

déposés dans dix puits à fond plat de plateaux à 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 té-

moin, sont utilisés pour la mise en culture. Une fois 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 étape, les 

plateaux sont déposés à l'incubateur (Hotpack,Philadelphie, 

USA) à 28°C jusqu'à environ 1 heure avant la période de 

dédoublement des cellules évaluée sur la courbe de 

viabilité/mortalité cellulaire (Annexe 7). 

Approximativement 24 heures après la mise en culture des 

cellules, le milieu de culture est soustrait des séries de 

neuf puits et substitué par 100 ~l des dilutions respectives 

de 1:10, 1:100 et 1:1000 d'hémolymphe extraite de larves 

vi rosées et préparée comme suit: (1) hémolymphe de larves 

virosées (2) hémolymphe de larves virosées filtrée sur mem­

brane Millipore 0,45 ~ (Quiot, 1975) 
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(3) hémolymphe de la~ves vi~osées mélangée à volume égal avec 

un tampon Na2C~ -NaHCO ~100 mM, pH 10,5, et filt~ée. Les 

plateaux sont fixés et agités à 30 ~otations pa~ minute su~ 

une plaque agitat~ice (TekP~o, Ame~ican Dade,Miami,USA) à 

28°C pou~ une pé~iode de contact "cellules-vi~us" de 60 

minutes. L'inoculum vi~al est soust~ait de chacun des puits 

et ~emplacé pa~ 200 ~l de milieu de cultu~e f~ais. Les pla­

teaux sont conse~vés à 28°C pou~ des obse~vations quotidien­

nes su~ une pé~iode de 7 jou~s. 

II.2.3 Ëvaluation de la permissivité cellulaire au VPNLd: 

A tous les jou~s, du~ant une semaine, les cellules 

infectées sont obse~vées en mic~oscopie photonique inve~sée à 

320 X su~ mic~oscope Leitz modèle Labove~t (Leitz,Wetzla~, 

Allemagne) avec et sans cont~aste de phase. Au cou~s des 

obse~vations, les facteu~s suivants sont ~elevés et compa~és 

aux ca~acté~istiques des cellules témoins: 

.la fo~me et la taille des cellules ~nfectées compa~ées à 

celles des cellules témoins . 

. le ~atio noyau/cytoplasme en te~mes de volume . 

. les conditions inhabituelles des cellules (g~anulation, 

vacuolisation, accumulation de déb~is cellulai~es) . 

. l ' appa~ition de masses ~éf~ingentes (polyèd~es) à l ' in­

té~ieu~ des noyaux cellulai~es. 
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Au septième jour, la mise en évidence des cellules démon­

trant la présence de polyèdres est réalisée par la coloration 

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

Des coupes ultrafines sont effectuées, selon la méthode 

décrite à la section II.3, sur les cellules présentant des 

anomalies structurales ou pour lesquelles on a relevé des 

effets cytopathiques caractérisant l'infection au VPN. 

II.2.3.1 Titrage de l'inoculum viral: Un volume de 

3 ml des virions purifiés précédemment (section II.1.3.4), 

ajusté à 5,5 ml, est centrifugé à 80 000 g pendant 90 min. 

(Harrap et ~., 1977) sur ultra-centrifugeuse (Beckman L5-50) 

dans des tubes de polycarbonate de 6 ml (Beckman Instruments 

1nc.,Palo Alto,USA) utilisant un rotor SW-50.1 • Le culot de 

virus est resuspendu dans 3 ml de milieu de Grace (Anne~e 2). 

Des dilutions de 10 0 à 10-·sont effectuées sur la suspension 

virale. Chacune de ces dilutions est employée pour l ' infec­

tion in vitro des cellules Cf-124 pour lesquelles les effets 

cytopathiques sont les plus évidents. 

Pour chaque dilution, une infection est réalisée en tri­

plicata, selon la méthode décrite en II.2.2, sur une plaque à 

microtitrage stérile contenant 5 X 10 4 cellules/puits qui 

sont mises en culture depuis 24 heures. 



51 

A cinq jours post-infection, la DICT=o (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 à lui calculé à l'aide de la conversion suivante: 

DICT~/ml X 0,69 (McCarthy et ~., 

1987) 

1980; Summers et Smith, 

II.2.3.2 Variation des paramètres physiques: Afin 

d ' induire un stress climatique (Hébert, 1983), quatre séries 

de chaque lignée cellulaire d'une densité de 5 X 10 4 

cellules/ml sont conservées dans 5 ml de milieu frais dans 

des fioles ayant une surface de 25 cm 2 (Corning Lab. Sciences 

Co.,New York,USA) à des températures respectives de 4°, 28° 

et 37°C pendant 24 heures. Les trois premières séries sont 

infectées à l ' aide de 1 ml d'inoculum viral titrant à 2 X 10· 

PFU/ml selon les conditions décrites à la section II.2.2 . 

Suite à la période d'adsorption, le surnageant infectieux 

est éliminé et le tapis cellulaire lavé à l'aide de 5 ml de 

milieu de culture. 

Les cellules sont ensuite décollées à l'aide de 3 ml de 

milieu frais et transférées en tubes Leighton par aliquotes 

de 1 ml. 
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Les tubes placés sur des portoirs identifiés selon les 

températures pré-infection sont conservés à 28°C pour les 

cinq jours suivants, 

effectuées. 

durant lesquels des observations sont 

Au terme de l'expérience, les lamelles de chaque tube, 

auxquelles les cellules infectées ont adhéré, sont prélevées 

puis fixées au Carnoy (Annexe 4) à 4°C, et colorées selon la 

méthode prescrite à la section II.2.3 . La quatrième série de 

chaque lignée cellulaire est utilisée comme témoin non in­

fecté. 

Une seconde expérience consiste à vérifier l ' effet de 

stimulation par un stress climatique en conservant trois 

autres séries de lignées cellulaires infectées au préalable 

dans les conditions standards (60 min d ' adsorption à 28°C) et 

transférées en tubes Leighton à des températures de 4°, 28° 

et 37°C pour les cinq jours suivants. Une série témoin de 

chaque lignée cellulaire non-infectée est conservée aux m~mes 

températures. La m~me expérience est reprise en faisant 

varier les temps d'adsorption dans l ' ordre suivant: 60 min., 

120 min. et 5 jours. Des observations sont effectuées en 

microscopie photonique inversée et des colorations sont 

réalisées au terme de la période de cinq jours. 
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II.2.3.3 Variation des paramètres chimiques: Une 

densité de 5 X 10 4 cellules/ml/puits de chaque lignée cellu­

lai~e est mise en cultu~e su~ plaque à mic~otit~age sté~ile 

et placée à l'incubateu~ à 28°C pou~ une pé~iode de 24 à 36 

heu~es avant infection. La pé~iode de p~é-cultu~e des cel­

lules avant infection dépend du temps de dédoublement de 

chaque lignée. Les cellules sont ensuite infectées à l'aide 

de l'inoculum vi~al tit~ant 2,0 X 1~ PFU/ml ou t~ansfectées 

avec 100 ng d'ADN vi~al nu (section II.4) dilué dans le 

milieu de cultu~e co~~espondant aux besoins nutritionnels de 

chaque lignée (G~ace ou TC-l0), auquel nous avons ajouté 

diffé~entes concent~ations de stimulateu~s chimiques de 

l ' infection vi~ale. Les détails et les concent~ations des 

stimulateu~s utilisés sont ~ésumés à la figu~e 4. Ap~ès un 

temps de contact de 60 min. en agitation douce à 28°C, le 

su~nageant est substitué pa~ du milieu f~ais. 
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FIGURE 4 Description schématique de la disposition des 

stimulateurs chimiques utilisés lors de l'infec-

tion in vitro des lignées cellulaires Ld, Es, Cf, 

et 8mN4 sur une plaque de microtitrage de 96 

puits. 

Le groupe d'essai est défini 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 

• Stimulateurs de l ' incorporation des acides 

nucléiques (Mclntosh, 1975; Chisholm et Symonds, 

1988) 

~ Stimulateurs insolubles du contact virus­

cellules (Dubes et ~., 1964) 

• Polycations (Kaplan et al., 1967; Voght, 1967; 
:~::: 

Nguyen, 1968) 

iH Ac ide aminé (Goodwin et Adams, 1980) 

1 Stimulateur d'échange ionique transmembranaire. 

Les cellules infectées en présence de stimulateurs 

chimiques (groupe essai) sont comparées aux 

cellules non infectées et entretenues dans du 

milieu contenant un stimulateur (s) et aux 

cellules témoins non infectées(t) et infectées(t.) 

entretenues dans du milieu sans stimulateur (ss). 
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Le taux d'infection pa~ cellule infectée ou t~ansfectée 

en p~ésence de stimulateu~s est évalué et compa~é à celui des 

cellules témoins infectées ou t~ansfectées en absence de 

stimulateu~s. Le nomb~e moyen de cellules infectées ou t~ans-

fectées est évalué pa~ comptage su~ hématimèt~e (Hink et 

~., 1977) et calculé selon la fo~mule p~esc~ite pa~ Sohi et 

~. (1981): 

Polyèd~es/cellules = (Polyèd~es/ml)/(cellules infectées/ml) 
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II.3 Microscopie électronique: Plusieurs tissus de larves 

présentant des symptômes de virose au VPN sont fixés à la 

glutaraldéhyde et au tétroxyde d'osmium dans un tampon phos-

phate de sodium à 0,06 M pH 7,2 à la température ambiante. 

Les coupes ultrafines sont préparées suivant les procédures 

employées par Charpentier et~. (1987), après inclusion à 

l ' Araldite 502, puis colorées à l'acétate d ' uranyle et au 

citrate de plomb (Reynolds, 1963). Les observations sont 

effectuées au microscope électronique Philips modèle 300 

(Philips,Eindhoven,Hollande). 

D'autres coupes ultrafines sont réalisées, selon la 

méthode décrite par Alain (1985), sur les cellules infectées 

expérimentalement en conditions in vitro. Suivant le cin-

quième jour d ' infection, des coupes sont réalisées après une 

double fixation des cellules. La première fixation est effec­

tuée à l'aide de la glutaraldéhyde 2,5% dans un tampon caco­

dylate 0,05M à pH 7,2 pendant 120 min. à la température de la 

pièce. Les cellules sont ensuite décollées des contenants de 

culture par grattage à l'aide d ' un policeman, puis portées au 

culot par centrifugation à 1000 g pendant 10 minutes. Cette 

étape est suivie de trois lavages des culots solides avec un 

tampon - c.acodylate contenant 3% de saccharose. La seconde 

fixation est effectuée à l'aide d'une solution de tétro xyde 

d ' osmium à 1,5% dans un tampon collidine 0,07M à pH 7,4 

contenant 3% de saccharose, pendant une à deux heures à la 



58 

tempé~atu~e ambiante. Ap~ès une déshyd~atation c~oissante 

dans des bains d'acétone 25-100%, les culots de cellules 

sont imp~égnés pendant une nuit dans un mélange acétone-

Vestopal W utilisé en p~ésence de pe~benzoate de butyle 

te~tiai~e 1% (p/p), se~vant d ' initiateu~, et de 1% (p/p) 

d'une solution 6% de naphténate de cobalt dans du sty~ène, 

se~vant d'activateu~. Suivant cette étape, les culots sont 

imp~égnés dans un nouveau bain de Vestopal W pu~ pendant deux 

heu~es, puis divisées en blocs de lmm 3 ,et placés à 60°C 

pendant 40 heu~es afin de pe~mett~e 

Vestopal W. 

la polymé~isation du 

Les coupes sont enfin ~éalisées su~ mic~otome Ult~otome 

III (LKB, Stockholm-B~omma 1, Suède) et colo~ées à l ' acétate 

d ' u~anyle 5% dans l'éthanol, puis au cit~ate de plomb. Les 

échantillons sont obse~vés au mic~oscope élect~onique modèle 

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

vées. La première consiste à libérer l'ADN des virions puri-

fiés précédemment (section II.1.3.4) à l ' aide de protéinase 

K. La protéinase K (BRL,Gaithersburg,USA) est ajoutée à la 

solution de virions purifiés à une concentration finale de 

200 ~g/ml ainsi que 1/10 vol. de dOdécyl-sulfate de sodium à 

5% (SOS), le tout est brièvement passé au vortex et incubé à 

37°C pendant 60 min •. L'échantillon d'ADN est ensuite débar­

rassé des protéines par des extractions respectives à volume 

égal de phénol saturé en Tris-HCI O,OlM pH 7,4, de phénol-

chloroforme 1:1 saturé en Tris-HCI, et de chloroforme-alcool 

isoamylique 24:1 • L'ADN est finalement précipité à -70°C 

pendant 30 min. en présence de 1 vol. d'acétate d'ammonium 

5 M. (NH 4 0Ac) et de 2 vol. d'éthanol froid 100% (IBI,New 

Haven,USA) , suivi d'une centrifugation à 15 000 g pendant 30 

min sur microcentrifugeuse de table Eppendorf modèle 5415. 

Après des lavages à l'éthanol froid 70% , l ' ADN viral est 

resuspendu dans 100 ~l d'eau distillée et déionisée stérile 

et dialysé dans une membrane Spectra/Por de 10 mm (Spectrum 

Medical Industries Inc.,Los Angeles,USA) contre 200 ml de 

tampon Tris-HCI 25 mM, pH 7,5, EDTA 10 mM, en agitation sur 

plaque magnétique à 4°C pendant 12 heures. 
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La seconde méthode consiste au ~emplacement de la p~otéi-

nase K pa~ 200 ~g/ml de lysozyme (Sigma Chemical Co., St-

Louis,USA). L'échantillon est incubé sur glace 15 min. 

d'être incubé à 37°C en présence de SOS. 

avant 

II.4.1 Profil électrophorétique comparatif de l'ADN: Des 

quantités de 0,5 - 1,0 ~g d'ADN purifié des isolats de VPNLd 

provenant des États-Unis, de l'Ontario et de Trois-Rivières 

(Québec) sont complètement digérées à l'aide des endonucléa-

ses de rest~iction EcoRI, HindIII, BamHI, BgIII et PstI 

(BRL,Gaithersburg,USA) , lesquelles sont couramment utilisées 

pour l ' analyse des sites de rest~iction du VPNLd (Stiles et 

1983; McClintock et Dougherty, 1988; Smi th et:tl..., 

1988). L'ADN est incubé à 37°C pendant 60 min. en présence de 

2 U. d'enzyme et de 2 ~l de tampon co~respondant (Annexe 8), 

pou~ un volume réactionnel final ne dépassant pas 20 ~l. Les 

échantillons digérés sont déposés dans les puits d'un gel 

horizontal d'agarose 0,8% - TEA lX en présence de tampon de 

chargement 6X (Maniatis et :tl..., 1982). La migration électro-

phorétique des f~agments d'ADN sur gel est réalisée sur un 

appa~eil à électrophorèse de type submergé de 2,5 1. (IBI, 

New Haven,USA) pendant 6 heu~es à 50 mA. Le gel est ensuite 

coloré 15 min. dans un tampon TEA lX contenant 50 ~l de 

bromure d ' éthidium concentré. 
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Enfin, le profil des ADN fragmentés est observé aux U.V. 

(u.V. Transilluminator: Fotodyne Inc.,New Berlin, USA) à 254 

nm et photographié sur pellicule monochrome Polaroid type 665 

(Polaroid Corporation,Cambridge,USA). Le profil des fragments 

d ' ADN obtenu pour chaque enzyme est comparé entre les diffé­

rents isolats en utilisant comme référence les marqueurs de 

taille appropriés, dont le marqueur 1Kb (BRL,Gaithersburg,-

USA) et le marqueur du bactériophage Lambda digéré par 

HindIII (P-L Biochemicals,Milwaukee,USA). 
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II.5 Clonage moléculaire du gène codant pour la polvédrine du 

VPNLd.TR: Le clonage moléculaire du gène codant pour la 

polyédrine de l'isolat du VPNLd de la région de Trois­

Rivières (VPNLd.TR) est réalisé selon le principe d ' inactiva­

tion insertionnelle d'un gène situé sur le plasmide bactérien 

utilisé comme vecteur de clonage, tel que décrit par Maniatis 

et collaborateurs (1982). 

II.5.1 Établissement de bangues de fragments de restric­

tion de l'ADN du VPNLd: Des quantités de 500 ng 

d ' ADN viral sont digérées séparément à l ' aide des endonu-

cléases HindIII, BgIII et PstI (BRL ) dans des conditions 

identiques à celles utilisées à la section II.4.1 . Parallè-

lement, des quantités de 500 ng du plasmide bactérien pIBI31 

(IBI,New Haven,USA) sont entièrement digérées, par réactions 

individuelles, à l ' aide des enzymes de restriction HindIII, 

BamHI et PstI dans les mêmes conditions (Fig.5). Afin d ' évi­

ter la recircularisation du vecteur lors de l ' étape de liga-

tion, les plasmides ouverts sont déphosphorylés selon le 

protocole standard (IBI, 1987) par réaction avec 1 U. de 

phosphatase alcaline bactérienne (BAP). Le clonage sélectif 

des fragments d'ADN virau x générés par chaque enzyme sera 

réalisé après séparation de ces derniers par électrophorèse 

sur gel d ' agarose 0,4% TEA, ayant une température de f u sion 

inférieure à celle de l'agarose 0,8%, 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. 
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nie,USA). Les f~agments géné~és pa~ BgIII sont clonés à l'in­

té~ieu~ du site compatible BamHI du plasmide pIBI31. 

La ~éaction de ligation des f~agments élués au plasmide 

ouve~t et déphospho~ylé est effectuée pa~ la combinaison de 

ces de~nie~s à un ~atio vecteu~:inse~t de 2:1 pou~ une con-

cent~ation finale d'ADN de 2,5 ~g/ml ou plus (IBI, 1987). La 

ligation est ~éalisée dans un volume final de 20 ~l en p~é-

sence de 0,01 U. de T4 ADN Ligase (Pha~macia LKB Biotechno-

logy,Do~val,Québec) et de 2 ~l de tampon ~éactionnel 10X 

co~~espondant. Le milieu ~éactionnel est incubé à 4°C pendant 

16 heu~es. 

Les p~oduits des ~éactions de ligation sont ensuite uti­

lisés pou~ t~ansfo~me~ des cellules compétentes de ~. coli 

t~aitées au CaCI~ selon 

~.(1982). 

la méthode déc~ite pa~ Maniatis et 

Les bacté~ies t~ansfo~mées sont étalées su~ gélose con-

tenant le subst~at X-Gal 

galactose), et de l ' IPTG 

de), un inducteu~. 

(5-b~omo-4-chlo~o-3-indolyl 8-0-

(isop~opyl-8-D thiogalactopy~anosi-
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Le vecteur contient une région de sites de restriction 

uniques située à l ' intérieur de la région codant pour la S-

galactosidase. Advenan t l ' insertion d'un fragment d'ADN à 

la S-galactosidase l'intérieur de cette région, le gène de 

sera inactivé. Les colonies recombinantes sont reconnues par 

leur coloration blanche sur une gélose contenant le substrat. 

Les colonies recombinantes sont criblées et repiquées 

dans 3 ml de bouillon LB, contenant 125 ~g d'Ampicilline/ml. 

Le bouillon est agitées à 250 rpm en incubation à 37°C pour 

la nuit. Les plasmides recombinants ainsi amplifiés sont 

libérés par la lyse alcaline des bactéries (Maniatis et ~., 

1982), purifiés par extractions au phénol, phénol-chloroforme 

et chloroforme, et précipités à l ' éthanol froid 100% tel que 

décrit précédemment. La taille des fragments insérés dans les 

plasmides est vérifiée par électrophorèse sur gel d ' agarose 

0,8% après cl i vage enzymatique de l ' ADN plasmidique. 

II.5.1.1 Transfert de type "Southern" de l ' ADN 

plasmidigue: La méthode de Southern (1975) 

modifiée selon le protocole de Schleicher & Schuell (1987) 

est utilisé afin de transférer efficacement l ' ADN plasmidique 

sur membrane de nylon. Les fragments d ' ADN coupé sont séparé 

par électrophorèse sur gel d ' agarose. Le gel est rincé à 

l'eau distillée puis trempé dans une solution de NaCl l,OM, 

Na OH O,5M pendant 15 min. afin de dénaturer l ' ADN. 
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Le transfert de l'ADN est effectué par capillarité sur 

une membrane de nylon Biotrans (ICN,Pall Biosupport,East 

Hills,USA) utilisant un tampon de transfert salin composé de 

citrate de sodium (SSC 10X) à pH 7,0 (Maniatis et ~., 1982). 

II.5.2 Amplification enzymatique du qène codant pour la 

polyédrine du VPNLd.TR: Le gène codant pour la 

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

mérisation en chaîne (PCR) à l'aide de la Tag polymérase 

(Perkin Elmer Cetus,Norwalk,USA) , une enzyme thermophile 

isolée de Thermophilus (Thermus) aguaticus. La réaction est 

effectuée de façon telle qu'indiquée au protocole GeneAmpTM 

(Perkin Elmer Cetus, 1988). Brièvement, un cycle d'amplifica­

tion est composé de trois étapes permettant de réaliser 

successivement la dénaturation de l'ADN matrice à 94°C, 

l'appariement des amorces oligonucléotidiques entre 37°C et 

55°C correspondant à une température de 5°C sous la Tm de 

l ' amorce la moins stable, et l ' extension des brins d'ADN à 

l'aide de la Taq polymérase dont l ' activité est optimale à 

72°C. 

Dans le cas présent, des échantillons purifiés d'ADN des 

VPNLd.TR et VPNLd.US (souche Américaine) sont amplifiés 

i~dividuellement 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 Taq polymérase et 
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de 1,0 ~M des amorces 1 et 2 (Fig.6). Les amorces utilisées 

ont été sélectionnées à partir d'une région conservée entre 

la souche US et TR du VPN. Ces amorces ont été synthétisées 

par Research Genetics (Huntsville, U.S.A.). La température 

d'appariement des amorces à la matrice est calculée selon la 

formule: TA = 4(G+C) + 2(A+T) - 5°C 

II.5.2.1 Clonage des fragments sous-molaires: Les 

fragments surnuméraires et sous-molaires amplifiés ne corres­

pondent pas à la taille du fragment amplifié du gène de la 

polyédrine du VPNLd.TR ou de celui du VPNLd.US témoin. Ces 

fragments sont élués des gels d'électrophorèse utilisés pour 

la vérification et la quantification des fragments obtenus 

par amplification PCR, et clonés dans le site HincII du 

vecteur de clonage plasmidique pI8131 (I8I,New Haven,USA). Au 

préalable, le plasmide (pI8131) est linéarisé par la coupure 

franche de l ' endonucléase HincII. L'insert (fragment sous-

molaire), théoriquement non-phosphorylé en 5 ' , est ligaturé 

au plasmide coupé et non-déphosphorylé dans les conditions 

décrites en II.5.1 modifiées par l ' ajout de 0,01 U. de T4 ARN 

ligase (Sugino et ~., 1977). 

Les étapes de ségrégation et d'amplification des plas­

mides recombinants sont effectuées selon la méthode décrite à 

la section II.5.1 • 
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La sélection des clones, ayant comme inserts des frag-

ments de tailles similaires aux fragments sous-molaires, est 

effectuée par une analyse électrophorétique des plasmides 

recombinants coupés simultanément à l'aide de Pst1 et XbaI. 

L'homologie entre les clones de bandes sous-molaires 

(BSM) et le fragment amplifié du gène de la polyédrine du 

VpNLd.TR est évaluée par hybridation avec le fragment ampli­

fié et marqué du gène de la polyédrine du VPNLd.TR (sonde TR6 

: section II.7.2) dans les conditions énumérées à la section 

11.5.4 . 
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FIGURE 6 Représentation schématique de la Réaction de 

Polymérisation en Chaîne (PCR). 

courbe de température utilisée pour 

l'amplification d ' ADN purifié 

courbe de température utilisée pour 

l ' amplification d ' échantillons bruts. 
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II.5.3 Marguage radioactif de l'ADN: Les fragments cor­

respondants aux gènes de la polyédrine du VPNBm et du VPNLd 

de souche Canadienne (TR) et Américaine (US), auparavant 

obtenus par élution ou par amplification enzymatique, sont 

marqués par l'incorporation du dCTp 32a (ICN Biochemicals 

Division,California,USA). Le marquage est effectué selon la 

méthode des amorces aléatoires (Feinberg et Vogelstein, 

1983), en utilisant une trousse commerciale (Prime Time "C", 

IBI, New Haven, U.S.A.). Brièvement, l ' échantillon d'ADN est 

incubé à 25°C pendant 14 heures en présence de 10 ~Ci P~ a-

dCTP/ml, 5 U. du fragment Klenow et d'un mélange des 

nucléotides froids (IBI, New Haven, U.S.A.). L ' ADN marqué est 

débarassé des nucléotides marqués non-incorporés par chroma-

tographie en utilisant 

(Maniatis et ~., 1982). 

la technique des "Spun-columns" 

Des aliquotes de l~l sont précipitées à l ' acide trichlo­

roacétique 5% (TCA) sur filtre Whatman GF/C (Whatman Interna­

tional Ltd,Maidstone,Angleterre) puis séchées sous une lampe. 

Après séchage, les papiers sont placés dans 5 ml de mélange 

scintillant (4g. PPO-2,5 diphényl-ozanole, O,lg de Popop 

2,2 ' -p-phénylène-tris 4-méthyl 5 phénylozanole). La radio­

activité de chaque échantillon est mesurée par un spectropho-

tomètre à scintillation liquide de type Beckman LS7500 

(Beckman Instruments Inc.,Palo Alto,USA). 
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II.5.4 Criblage des plasmides recombinants: Les banques 

de clones transférées sur membrane de nylon (section 

II.5.1.1) sont criblées par hybridation au fragment amplifié 

et marqué du gène de la polyédrine du VPNLd.TR (sonde TR6). 

Les membranes sont tout d ' abord traitées par immersion 

dans une solution de pré-hybridation contenant de l'ARN t à 

0,25 mg/ml. Les membranes sont incubées à 42°C pendant 6 

heures afin de permettre la saturation des sites non-spéci­

fiques. Elles sont ensuite incubées, en conditions strictes, 

pendant 12 heures à 42°C dans une solution contenant 50% de 

formamide en présence de 10 é CPM/ml de la sonde préparée tel 

que décrit à la section précédente. 

Les membranes sont ensuite lavées dans des bains succes­

sifs d'une première solution de SSC 2X à 50°C pendant 30min., 

puis dans une seconde de SSC 0,2X contenant 0,2% SDS (sodium 

dodecyl sulfate) pendant 30 min. Elles sont enfin 

séchées et exposées pour autoradiographie sur pellicule X-

Omat TM.AR (Eastman Kodak Co.,Rochester,USA) pendant 12 

heures à -70°C. Les pellicules autoradiographiques sont 

révélées sur un appareil de type X-Omat M20 (Eastman Kodak 

Co.,Rochester,USA ) . Les clones d ' ADN plasmidique, ayant comme 

insert la portion d ' ADN complémentaire au fragment de la 

sonde utilisée, sont identifiés sur autoradiographie et 

isolés des banques pour être amplifiés individuellement. 
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Chaque clone est identifié et conse~vé dans une solution 

de 40% de glycé~ol sté~ile à -70°C jusqu ' à utilisation. 

La vé~ification des plasmides ~ecombinants du gène de la 

polyédrine du VPNLd.TR (clones positifs à l'hybridation de la 

sonde TR6) est effectuée ap~ès la déshyb~idation des mêmes 

memb~anes à 95°C pendant 10 min. et leur ~éhybridation suc-

cessive au fragment amplifié et ma~qué du gène de la polyé­

drine du VPNLd.US (sonde US), dans les conditions déjà déc~i­

tes. 
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II.6 Caractérisation du gène de la polyédrine du VPNLd.TR: 

L'hétérogénéité génotypique du VPNLd est vérifiée par la 

comparaison du profil de restriction et de la séquence nu­

cléotidique du gène codant pour la polyédrine du VPNLd.TR 

principalement avec notre isolat du VPNLd.US et la séquence 

du VPNLd publiée par Smith et ~. (1988). 

II.6.1 Profil électrophorétigue comparatif des fragments 

du gène codant pour la polyédrine des VPNLd.TR et 

VPNLd.US: Des quantités de 500 ng d'ADN amplifié 

des souches Canadienne et Américaine du VPNLd sont digérées à 

l ' aide de plusieurs endonucléases de restriction dans les 

conditions déjà décrites à la section II.4.1 . Les produits 

de la réaction sont soumis à une électrophorèse sur gel 

d ' agarose 0,8ï.-TEA lX (annexe 8) à 100 v. pendant 60 min. 

La migration terminée, le gel est coloré et observé au x U. V. 

, de la façon décrite précédemment, puis transféré sur mem-

brane de nylon par transfert de type "Sou thern" ( section 

IL5.1.1). La sonde utilisée pour cette hybridation est le 

fragment amplifié du gène codant pour la polyédrine du 

VPNLd.TR (section II.5.4) . Les fragments de restriction 

s'hybridant avec cette sonde sont révélés par autoradiogra­

phie. 
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II.6.2 Séguencage du gène de la polyédrine du VPNLd.TR: 

Après production massive du gène codant pour la polyé-

drine du VPNLd.TR dans les conditions standards (Maniatis et 

~., 1982), l ' ADN plasmidique est purifié par extraction 

alcaline. L'extraction est effectuée selon les méthodes 

décrites par Birnboin et Doly (1979) et Maniatis et~. 

(1982) et modifiées par Mierendorf et Pfeffer (1987), utili-

sant une précipitation au polyéthylène glycol 13ï. (PEG : PM 

8000, Sigma Chemical Co.,St-Louis,USA) suivi de trois rinça-

ges à l'éthanol 70ï. froid. L ' ADN purifié ainsi obtenu est 

solubilisé dans l ' eau distillée et déionisée stérile, puis 

quantifié sur gel d ' agarose 0,8ï. TEA. 

La réaction de séquençage du gène de la polyédrine du 

VPNLd.TR est effectuée par 

didésoxynucléotides (ddNTPs), 

quencage de Sanger (1977). 

la réaction utilisant des 

basée sur la réaction de sé-

Les quantités de 2 ~g à 3 ~g d ' ADN plasmidique dans 8 ~l 

d ' eau sont dénaturées pendant 30 min. à 37°C en présence de 2 

~l de Na OH 2M. L ' ADN dénaturé est précipité à l ' éthanol 100ï. 

f~oid, puis lyophilisé. Les culots d'ADN sont resuspendus de 

façon à obtenir une concentration finale d'ADN d ' environ 

l~g/~l dans un volume de 10 ~l . d'eau distillée et déionisée 

stérile. 
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Quatre tubes contenant des quantités équivalentes de 1 ~g 

d'ADN pour chaque 1000 nucléotides du clone sont mis en 

réaction en présence de 10 ng de chacune des amorces 5'-3' 

utilisées pour la réaction PCR (section II.5.2) et de 2 ~l du 

tampon de réaction (Tris-HCl 70 mM (pH 7,5), MgCl~ 70 mM, 

NaCl 500 mM) pour un volume final de 12 ~l. Chaque tube est 

agité brièvement, incubé à 37°C pour 20 min., puis refroidi à 

la température ambiante (30 min). Ces tubes sont identifiés 

par la lettre du didésoxynucléotide (ddNTP) employé pour la 

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

Dans chacun de ces tubes de mélange plasmide-amorce, nous 

ajoutons respectivement O,lmM 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 ~l de dATP[a-~J (1CN, Biochemicals Division, 

1rvin,Californie), 1 ~l de DTT 0,1 mM et 3 U. de l ' enzyme T7 

ADN polymérase (Sequanase 2: Pharmacia LKB Biotechnology, 

Dorval ,Québec) sont ajoutés à chaque tube de réaction. Les 

tubes sont agités à 37°C pendant 5 min •. La réaction est 

arrêtée par l ' ajout de 4 ~l d'une solution d'arrêt (0,1% de 

xylène cyanol, 0,1% de bleu de bromophénol, Na~DTA, 

de formamide déionisée). 

et 95% 

Des volumes de 2 ~l d ' échantillons sont déposés sur gel 

en gradient d ' acrylamide 6% (Biggin et ~, 1983) pour une 

migration à 30 mA se poursuivant jusqu'à ce que le bleu de 
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bromophénol atteigne le bas du gel. Le gel est fixé pendant 

20 min. 

méthanol 

dans 2 L d ' un mélange d ' acide acétique 5% et de 

5%, récupéré sur une feuille de papier Whatman 3MM, 

recouvert d ' une pellicule plastique et séché à 80°C pendant 

30 min .. Le gel est ensuite exposé pendant 16 à 36h. à l'abri 

de la lumière à -70°C sur pellicule X-Omat RP (Eastman Kodak 

Co., Rochester, USA) . La séquence est lue et analysée à 

l ' aide du programme d ' analyse IBI/Pustell (IBIIPustell DNA 

and protein sequence analysis system, cat. 81501, version PC, 

1986; IBI,New Haven,USA). 

Afin de compléter et vérifier la séquence obtenue, l es 

18mer 5 ' TCGACCGGTACTTGGTGG 3' et 5 ' ACGAGGGCTACGTGCCGC 3 ' pour 

le brin contenant le cadre de lecture ouvert du gène de la 

polyédrine et les l8mer 5 ' GTGGAGGGCTCCACGATG 3' et 17 mer 

5 ' GATCTCTTTGAAGAGAG 3 ' pour le brin complémentaire ont été 

synthétisés (F. Shareck, Laboratoire de synthèse d ' oligon u -

cléotides, I.A.F.). 
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II.7 Méthode de diagnostic: La méthode de détection que nous 

avons mise au point utilise le f~agment amplifié du gène de 

la polyéd~ine comme sonde, laquelle est hyb~idée à des échan­

tillons p~é-amplifiés pa~ la ~éaction de polymé~isation en 

chaîne (PCR). 

II.7.1 Préparation des échantillons de terrain: L'ADN 

vi~al est pu~ifié à pa~ti~ d'échantillons de la~ves, d ' oeufs 

et d ' exc~éments ~écoltés dans diffé~entes ~égions du Québec, 

de l'Onta~io et du no~d-est des États-Unis. 

Les échantillons sont homogénéisés individuellement en 

p~ésence de 500 ~l de tampon DAS modifié (section II.1.3.1), 

puis déba~assés des p~otéines à l ' aide de p~otéinase K - SDS 

suivi d'ext~actions phénol et chlo~ofo~me, tel que déc~it à 

la section II.4 . Un volume de 10 ~l de chaque échantillon 

est conse~vé à -20°C pou~ la ~éaction d'amplification pa~ 

PCR, le ~este est immobilisé en t~iplicat su~ memb~ane de 

nylon Biot~ans (1CN,Pall Biosuppo~t,East Hills,USA) à l'aide 

d'un appa~eil "slot-blot" de type Minifold II (Schleiche~ & 

Schuell, Keene, U.S.A.). Les memb~anes sont ensuite séchées 

sous vide à 80°C pendant 60 minutes dans un fou~ à vide 

(National Appliances Co.,Po~tland,USA) pe~mettant une meil-

leu~e fixation des échantillons aux memb~anes. Ces de~niè~es 

sont enfin scellées sous vide et hyb~idées dans des sacs de 

polyeste~/polyéthylène (Gibco/BRL,Bu~lington,Canada). 
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II.7.2 Préparation des sondes et hybridation: Une quan­

tité de 1 ~g des clones H2 et H3, correspondant à de courts 

inserts «2,0 Kpb) provenant de la digestion complète de 

l'ADN total du VPNLd.TR par l'endonucléase HindI1I, sont 

marqués par déplacement de coupures (nick translation ) à 

l'aide du nucléotide dCTP (P 32 a). Le marquage d ' une durée de 

90 min. à 16°C est effectué selon les procédures décrites par 

Amersham (1984). Le fragment amplifié du gène codant pour la 

polyédrine du VPNLd.TR est radiomarqué de la même façon et 

constitue la sonde TR6. 

II.7.3 Évaluation de la spécificité des sondes: Une 

quantité de 50 ng d ' acides nucléiques purifiés de différentes 

souches de Virus de la Polyédrose Nucléaire (VPN), de Virus 

de la Granulose (VG) et du Virus de la Polyédrose Cytoplasmi-

que (VPC), ainsi qu'un échantillon des oligonucléotides 

amorces utilisés pour la réaction PCR, sont fixés sur membra­

ne de nylon, selon la procédure déjà décrite, et hybridés au x 

sondes H2, H3 et TR6 dans des conditions identiques à celles 

énumérées à la section II.5.4 . 

II.7.4 Évaluation de la sensibilité de la méthode: Des 

dilutions allant de 10~~à 1 molécule d ' ADN, correspondant au 

gène ampli f ié et à une quantité équimolaire d ' ADN total du 

VPNLd.TR, sont fi xées sur membrane de nylon et hybridées aux 

sondes H2, H3 et TR6 comme précédemment. 



81 

Les dilutions d ' ADN comprises sous la limite de détection 

de la sonde TR6 sont amplifiées par 35 cycles PCR (section 

II.5.2), fixées et hybridées à nouveau à la sonde TR6 dans 

les conditions énumérées à la section II.5.4 . 

La limite de sensibilité de la méthode est évaluée selon 

la réponse obtenue sur autoradiogramme après une exposition 

de 12 heures à -70°C. 

II.7.5 Évaluation de la dispersion géographique du VPNLd 

dans les populations de sponqieuses répertoriées: 

Les échantillons de larves, d ' oeufs et d ' excréments fixés sur 

membrane de nylon (section II.7.1) sont hybridés aux sondes 

H2, H3 et TR6 dans les conditions décrites à la section 

II.5.4 . Les membranes sont exposées au noir à -70°C sur 

pellicule X-Omat TM.AR (Eastman Kodak Co.,Rochester,USA). 

Après 12 heures d'exposition, les informations recueillies 

sur autoradiogrammes sont compilées puis annotées sur une 

carte géographique relatant les régions du Québec où la 

densité des populations larvaires est élevée et mettant en 

évidence la présence du VPNLd potentiellement épizootique 

dans ces populations. 
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II.8 Évaluation de la latence et de la persistance du VPNLd: 

Les échantillons négatifs lo~s de l ' hybridation au~ sondes 

H2, H3 et TR6 sont maintenant amplifiés par PCR avant d'être 

fixés et hybridés à la sonde TR6. 

II.8.1 Chez les larves: Des volumes de 10 ~l des broyats 

purifiés sont amplifiés par 35 cycles de PCR dans un volume 

réactionnel de 100 ~l, selon la procédure déc~ite à la sec-

tion II.5.2 . Des échantillons amplifiés, des aliquotes de 

10 ~l sont déposés sur gel d ' agarose 0,81. TEA pour le dia-

gnostic visuel des bandes d ' ADN fluo~escent ap~ès électropho­

~èse. Le reste est fixé et hyb~idé à la sonde TR6 dans les 

conditions déjà déc~ites. 

II.8.2 Chez les oeufs: Des masses d'oeufs des diffé~entes 

régions d'échantillonnage sont divisées en deux à l ' aide de 

lames de scalpel stériles. La première demie est broyée et 

fixée de la façon déc~ite à la section II.7.1 . La su~face 

des oeufs de la seconde demie est sté~ilisée par imme~sion 

dans l ' hypochlorite de sodium, tel que décrit à la section 

II.1.1.1 , suivie de t~ois lavages à l'eau distillée stérile. 

Ces masses d'oeufs sont ensuite b~oyées et fixées de la même 

façon que les premières.De plus, un volume de 10 ~l de chaque 

échantillon pu~ifié d'oeufs stérilisés et non-stérilisés est 

amplifié pa~ 35 cycles de PCR, 

11.5.2. 

comme décrit à la section 
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Les échantillons amplifiés sont enfin fixés sur membrane 

de nylon dans l'ordre de correspondance des échantillons non 

amplifiés. Les échantillons sont finalement hybridés à la 

sonde TR6 dans les conditions décrites à la section II.5.4 , 

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

X-Omat TM. AR. L ' autoradiogramme est développé à l'aide d ' un 

processeur automatique de type X-Omat M20 (Eastman Kodak Co., 

Rochester,USA) . 



CHAPITRE III 

R~SULTATS 

111.1 Infection in vitro et permissivité cellulaire 

111.1.1 Mise en évidence d'une infection virale intra-

cytoplasmique chez les cellules Es-263:Des 

échantillons d'hémolymphe filtrées sur membrane à porosité de 

0,45 ~m ont donné lieu a l ' apparition d'une infection virale 

cytoplasmique chez les cellules de la lignée Euxoa scandens 

(Es-263). La figure 7A met en évidence l ' envahissement du 

cytoplasme cellulaire par des particules virales parasphéri­

ques. D' autres particules sont accolées à la périphérie de la 

membrane cytoplasmique externe ainsi qu'au pourtour de struc-

tures extracellulaires. Des vacuoles intracytoplasmiques 

contenant le petit virus ont également été retrouvées 

(Fig.7E). 

La plupart des particules virales ont une forme parasphé-

rique, alors que certaines sont icosaédriques ou polymorphes 

et présentent des arêtes (Fig.7e), et ont une taille approxi-
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mative de 25 nm de diamèt~e. Il est possible d'obse~ve~, à 

l'inté~ieu~ du cytoplasme cellulai~e, des ~angées de pa~ti­

cules vi~ales denses aux élect~ons sépa~ées pa~ des pa~ticu­

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

L'élect~opho~ég~amme de l ' ADN du VPNLd pu~ifié à pa~ti~ 

de b~oyats de la~ves vi~osées de la ~égion de T~ois-Riviè~es, 

desquels l ' hémolymphe a été ext~aite, est p~ésenté à la 

figu~e 8. Nous pouvons y obse~ve~, en plus de la bande d ' ADN 

du VPNLd, la p~ésence de deux f~agments contaminants absents 

dans l'échantillon d'ADN pu~ifié à pa~ti~ de la~ves vi~osées 

p~ovenant des États-Unis (VPNLd.US). Ces f~agments, dég~adés 

pa~ l'action enzymatique ap~ès t~aitement des échantillons à 

la RNase A, co~~espondent à deux f~agments d ' ARN . 
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FIGURE 7 Mic~ophotog~aphies d'un vi~us contaminant le 

cytoplasme des cellules de la lignée ~.~.263. 

Infection in vit~o obtenue à l'aide d ' hémolymphe 

p~élevée de la~ves de ~. dispa~ de la ~égion de 

T~ois-Riviè~es, atteintes de polyéd~ose nucléai~e. 

A Coupe t~ansve~sale d ' une cellule infectée 

(g~ossissement 41 040X). 

B Vacuole int~acytoplasmique (--) contenant des 

pa~ac~istaux de pa~ticules vi~ales (30 700X). 

C Pa~ticules vi~ales pa~asphé~iques d ' envi~on 25nm 

de diamèt~e (115 776X). 

P pa~ticule pleine, dense aux élect~ons 

V pa~ticule vide 

pa~ticules polymo~phes p~ésentant des a~êtes. 

_ ~angés de pa~ticules denses aux élect~ons 
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FIGURE 8 Électrophorégramme des bandes d ' ARN contaminant la 

préparation d'ADN du VPNLd purifié à partir 

d'échantillons de larves virosées de la région de 

Trais-Rivières. 

1 ADN témoin du VPNLd.US . 

2 ADN témoin du VPNLd.US traité à la RNase A. 

3 ADN purifié du VPNLd.TR traité à la RNase A. 

4 ADN purifié du VPNLd.TR . 

M Marqueur de taille lKb (paires de bases pb) 



RNaseA 

M 1 2 3 4 

_ ADN 
VPNLd 

- 16!50 pb 
- 1100 pb 

• 
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111.1.2 Permissivité cellulaire et conditions d'infection 

in vitro au VPNLd: De not~e collection de 

lignées cellulai~es infectées à l'aide du VPNLd , seule la 

lignée Cf-124 a semblé démont~e~ un ce~tain deg~é de pe~mis­

sivité à l ' infection du VPNLd. La figu~e 9 démont~e une 

infection complète des cellules Cf-124 à l'aide d'un inocu-

lum, constitué de vi~ions lib~es pu~ifiés su~ g~adient de 

suc~ose 25-60%, tit~ant 2,2 X 10· PFU/ml(section II .2.3.1). 

l l est possible d'y obse~ve~ l'évolution tempo~elle des 

symptômes ca~acté~istiques d ' une infection à VPN. 

Les cellules de 

petites tailles (10-15 

la lignée cel l ulai~e Cf-124 sont de 

!-lm X 20-25 !-lm) et ca~acté~isées pa~ 

une fo~me fuselée (Fig.9A). Ap~ès 72 heu~es d ' infection, les 

cellules s ' a~~ondissent et augmentent de taille (en moyenne 

22-30 !-lm de diamèt~e). Le noyau devient plus évident et 

contient de petites masses c~istallines ~éf~ingentes en 

mic~oscopie photonique à cont~aste de phase (Fig.98). Enfin, 

ap~ès un temps post-inoculation de 96 heu~es, les cellules 

conse~vent leu~ fo~me a~~ondie, la memb~ane nucléai~e est 

accolée à la memb~ane cytoplasmique et le noyau contient des 

masses c~istallines ~éf~ingentes de 

ent~e 1 et 3 !-lm . 

tailles moyennes va~iant 
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Les résultats obtenus lors de la variation des paramètres 

physiques et chimiques au cours des essais d'infection in 

vitro sont résumés au tableau 1. Seules les cellules de la 

lignée Cf-124 ont démontré une infection complète, avec 

production de polyèdres, dans 

expérimentales suivantes: une 

les conditions d'infect i ons 

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 jours avec les cellules. 

Après cinq jours d'infection, une proportion de plus de 50% 

des cellules Cf-124 contenaient des masses cristallines 

réfringentes (polyèdres). 

Les autres résultats obtenus indiquent l ' observation 

d'effets cytopathiques sur les cellules Ld et Es infectées à 

28°C et pour un temps de contact virus-cellules de c inq 

jours, ainsi que sur des cellules Ld et Cf transfectées a v ec 

l ' ADN nu en présence de CaCl 2 (stimulateurs 9 et 10 : Tableau 

l . et Fig. 4 de la section II.2.3.3). Avec tous les autres 

stimulateurs potentiels (voir Fig.4) on note aucune appar i -

tion de polyèdre ou aucun effet cytopathique. 
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FIGURE 9 Évolution in vitro de l ' infection du VPNLd.TR chez 

les cellules de la lignée Cf124 (grossissement 

320X) • 

A Cellules Cf124 témoins (72 heures .en culture). 

B Cellules Cf124 hypertrophiées (72 heures post­

in fec tion ) . 

C Cellules Cf124 envahies de masses cristallines 

(96 heures post-infection). 

Les observations et photographies ont été réali­

sées en microscopie photonique à contraste de 

phase (B et C). 

trait = 5 I-lm 
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TABLEAU I. 

VARIATION DES PARAMETRES PHYSIQUES 

ET CHIMIQUES DES CONDITIONS 

D'INFECTION IN VITRO AU VPNLd 

e: e: - - - - - - - - e: e: 

--------E e: 
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111.2 Caractérisation de l'ADN du VPNLd.TR: 

111.2.1 Profils de restriction de l'ADN viral: Les pro-

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

dispar de 

(VPNLd.ONT) et 

souches Américaine (VPNLd.US), Ontarienne 

Québécoise (Trois-Rivières : VPNLd.TR) sont 

présentés aux figures 10 et 11. La digestion complète des 

trois ADN en réactions séparées à l ' aide des endonucléases de 

restriction EcoRI, HindIII et BamHI a donné des électrophoré­

grammes identiques entre eux. 

Les profils comparatifs obtenus après digestion des trois 

ADN à l'aide des enzymes BgI!I et Pst! ont cependant permis 

d ' observer l'apparition de bandes surnuméraires ainsi que de 

nouveaux positionnements électrophorétiques de bandes e x is-

tantes (Fig.ll). L ' électrophorégramme des ADN coupés par 

BgI!! démontre une similarité des profils génétiques d u 

VPNLd.US et du VPNLd.TR. Par ailleurs, le profil BgI!! obtenu 

pour l ' ADN du VPNLd.ONT démontre l'apparition d ' un fragment 

surnuméraire d ' environ 4 600 pb et le repositionnement des 

fragments de 8 500 pb et de 8 200 pb, initialement retrouvés 

sur le profil des deu x premiers ADN, à 8 200 pb et 8 100 pb. 

Le profil d ' ADN du VPNLd.TR ne diffère des autres ADN que par 

l ' apparition d ' une bande surnuméraire Pst! de 4 100 p b 

(Fig.ll). 
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FIGURE 10: Profil électrophorétique des fragments d'ADN après 

digestion entière à l'aide des endonucléases de 

restriction EcoRI et HindIII, du VPN de Lymantria 

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

Les échelles de taille (en paires de bases: pb) 

sont basées sur les fragments HindIII de l ' ADN du 

phage Lambda (!) et sur les fragments du marqueur 

(M ) lKb de BRL (Gibco/BRL,Burlington,Canada ) . 



STANDARD 

' pb ' 

23130 __ 

9416 __ 

6557_ 

4361 __ 
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1 2 

H INDIII 

1 2 3 

STANDARD 

' pb ' 

EcoRI 

M 1 3 
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FIGURE 11: Profils électrophorétiques des fragments d ' ADN du 

VPNLd de souches US (1), TR (2) et ONT (3), après 

digestion entière à l'aide des endonucléases de 

restriction EamHI, EgIll et Pstl. 

Les échelles de taille (en paires de bases: pb) 

sont basées sur les fragment HindIII de l'ADN du 

phage Lambda (1) et sur les fragments du marqueur 

(M) lKb de ERL (Gibco/ERL,Eurlington,Canada). 

Fragments surnuméraires __ 

Fragments repositionnés 
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( pb ) 

23130 ___ _ 

12 216 
11 198 
10180 ___ _ 

9 4 1 6 _-=:::==-_ 
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8 144 
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5090 
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3 054 
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2036 ___ _ 

2 027 
1635 ___ _ 

1 018 ___ _ 

B A MHI 

M A 1 2 3 

B Gl lI 
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P ST I 
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III.3 Caractérisation du gène de la polyédrine du VPNLd.TR: 

III.3.1 Comparaison du gène codant pour la polyédrine du 

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

taille des fragments amplifiés par 35 cycles de PCR, cor-

respond à la taille du cadre de lecture de la région codante 

du gène de la polyédrine des VPNLd.TR et VPNLd.US. De plus, 

ils ne démontrent aucune dissimilarité entre eux (Fig.12). La 

taille des fragments obtenus est évaluée à environ 780 pb par 

comparaison à la migration des marqueurs de taille. 

Le profil de restriction comparatif des gènes amplifiés 

et coupés par les endonucléases AluI, ApaI, AvaII, HaeIII, 

HincII, Sau3A et XhoI démontre cependant la différence de 

positionnement des sites reconnus par les deux premières 

enzymes à l ' intérieur du gène de chacune des souches de VPNLd 

(Fig.13). Les doublets présents à la base du gel coloré 

pourraient correspondre aux oligonucléotides amorces utilisés 

lors de l'amplification PCR. Il est possible d'observer une 

faible quantité d'ADN non coupé dans les puits 1 et 2 de AluI 

et ApaI donnant la référence de migration de l ' ADN témoin 

absent sur la photographie du gel. Les différences, diffici-

lement observables sur électrophorégramme sont mises en 

évidence sur autoradiogramme après transfert de type 

"Sou thern" des ADN coupés et leur hybridation au fragment 

amplifié et radio-marqué du gène de la polyédrine du 
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VPNLd.TR. Les f~agments AluI appa~ents sont ~espectivement de 

400 pb et 300 pb pou~ le VPNLd.TR et de 600 pb et 100 pb 

envi~on pou~ le VPNLd.US. De même, les f~agments ApaI sont de 

500 et 200 pb pou~ le VPNLd.TR et de 650 pb et 50 pb (p~é­

sumé) pou~ le VPNLd.US. 
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FIGURE 12: Amplification du gène codant pour la polyédrine 

des VPNLd.TR et VPNLd.US par 35 cycles de réaction 

de polymérisation en chaîne (PCR). 

TR6 Fragment amplifié à partir de l'ADN purifié du 

VPNLd.TR 

US Fragment amplifié à partir de l ' ADN purifié du 

VPNLd.US 

M Marqueurs de taille (paires de bases pb) 

La spécificité des oligonucléotides amorces est 

vérifiée à l'aide d'une réaction contrôle sur le 

plasmide utilisé pour le clonage moléculaire 

(pIBI31) ainsi que sur l'ADN du phage Lambda (1). 
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FIGURE 13: Auto~adiog~amme et élect~opho~ég~amme co~~espon­

dant du p~ofil de ~est~iction compa~atif ent~e les 

f~agments du gène de la polyéd~ine des VPNLd.TR et 

VPNLd.US amplifiés pa~ PCR. 

1 F~agment amplifié du gène de la polyéd~ine du 

VPNLd.TR . 

2 F~agment amplifié du gène de la polyéd~ine du 

VPNLd.US . 

TR6 F~agment amplifié et non-coupé du gène de la 

polyéd~ine du VPNLd.TR (n'appa~ait pas su~ la 

photog~aphie du gel colo~é). 

780 Position des f~agments d'ADN non-coupés 

M Ma~queu~ de taille lkb (BRL,Gaithe~sbu~g,USA) 

appa~aissant aussi su~ l'auto~adiog~amme ap~ès 

hyb~idation avec le plasmide pBR322 ma~qué au 

dCTP-P ~a. Le ma~queu~ lkb contient les séquences 

homologues au pBR322. 

Ma~que la mig~ation diffé~entielle des f~agments 

géné~és pa~ la coupu~e des échantillons 1 et 2 à 

l'aide des enzymes de ~est~iction AluI et ApaI 
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1635---
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111.3.2 Clonage moléculaire du gène codant pour la 

polvédrine du VPNLd.TR: Les résultats du cri-

blage du fragment correspondant au gène de la polyédrine du 

VPNLd.TR, effectué par hybridation des fragments amplifiés 

utilisés comme sondes (TR6 et US) à l'ADN du VPNLd.TR coupé 

par l'endonucléase PstI, sont présentés à la figure 14. Les 

deux sondes s ' hybrident fortement à un fragment Pst! de 5 300 

pb et faiblement à un fragment de 2 175 pb. L'hybridation 

multiple de la sonde TR6 s'explique par la présence de sé­

quences adjacentes au gène de la polyédrine à l ' intérieur de 

notre clone, ce qui n'est pas le cas du gène cloné du 

VPNLd.US. Ces séquences pourraient reconnaître d'autres 

régions homologues de l ' ADN viral due à la grande variabilité 

génétique et à la présence de régions répétitives chez le 

VPNLd. 

Les plasmides recombinants ont été vérifiés par hybrida­

tion au fragment amplifié et radio-marqué du gène de la 

polyédrine du VPNLd.TR (Fig.15). Nous constatons que seuls 

les clones du groupe 54 (C 54-1 à 3) donnent un signal d ' hy­

bridation. La taille des clones linéarisés par coupure Pst! 

est de 8 300 pb et correspond à l ' insertion de fragments 

identiques de 5 300 pb à 5 400 pb à l'intérieur du vecteur de 

clonage (pIBI31) d ' une taille de 2 900 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 l ' autoradiogramme cor-

respondent aux inégalités des limites de détection de chaque 

méthode. En effet, la coloration de l'ADN sur gel par le 

bromure d'éthidium permet l'observation d'une quantité mini­

male d'environ 20 ng d'ADN, alors que la limite de détection 

d ' une hybridation moléculaire est de l ' ordre de 1 pg d'ADN 

homologue. La taille du clone 54 a été confirmée par une 

analyse de restriction et l'évaluation du total des tailles 

moyennes des fragments générés par les enzymes AccI, ApaI, 

EcoRI, HincII, PstI, PvuI, SalI et XhoI ne reconnaissant 

qu ' un site unique à l'intérieur du vecteur de clonage 

(Fig.16). 

La figure 15 démontre aussi l'absence d'hybridation de la 

sonde TR6 avec le clone 59 (C 59) contenant un insert de 

6 900 pb et l'absence d'hybridation avec les clones BSM24 et 

BSM34 de 700 pb et 500 pb respectivement, correspondant aux 

bandes sous-molaires quelquefois observées après amplifica­

tion PCR du gène de la polyédrine du VPNLd.US. 
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FIGURE 14: Criblage du fragment correspondant au gène de la 

polyédrine sur l ' ADN total du VPNLd.TR coupé par 

l'endonucléase de restriction PstI (A). 

Marqueur de taille (paires de bases: pb) 

apparaissant aussi sur autoradiogramme après hy­

bridation avec l ' ADN entier du phage lambda marqué 

à l ' aide du dCTp-p 32a. 

A ADN total du VPNLd.TR coupé par PstI 

TR6 Fragmen t polyédrine du VPNLd.TR amplifié par PCR 

et radiomarqué à l ' aide du dCTP-P~a. 

US Fragment polyédrine du VPNLd.US amplifié par PCR 

et radiomarqué à l ' aide du dCTP-P~a. 
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-5300 pb 

_2175 pb 
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FIGURE 15: Criblage des plasmides recombinants du gène codant 

pour la polyédrine du VPNLd.TR . 

M 

Les clones (C et BSM) non-coupés et coupés par les 

enzymes PyuI, PstI et PstI-XbaI ont été transférés 

sur membrane de nylon par "Southern blottI et 

hybridés à la sonde TR6. 

Marqueur de taille (Kilopaires de bases Kpb) 

TR6 Fragment polyédrine du VPNLd.TR amplifié par PCR 

et signal correspondant sur l ' dutoradiogramme . 

US Fragment polyédrine du VPNLd.US amplifié par PCR 

et signal correspondant sur l ' autoradiogramme. 
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FIGURE 16 P~ofil de ~est~iction du clone 54 (C54-1). 

Ce clone est coupé pa~ huit enzymes de ~est~ic­

tion ne ~econnaissant qu ' un site unique dans le 

vecteu~ de clonage pou~ chaque enzyme utilisée. 

pb pai~es de bases 
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lII.3.3 Positionnement et orientation des constituants du 

clone C54: Les résultats de l'amplification 

effectuée par 35 cycles de PCR sur le clone C54, utilisant 

une réaction d ' amplification pour chaque orientation possible 

des amorces 1 et 2 (respectivement homologues à une portion 

du brin positif et du brin négatif de l'insert), sont présen­

tés à la figure 17. 

L ' électrophorégramme des fragments obtenus démontre 

l'amplification à partir des amorces situées à l'intérieur du 

gène (amorces 1 et 2) dans les deux orientations possibles. 

Les distances séparant l ' amorce universelle F des oligonu­

cléotides amorces 1 et 2 sont respectivement de 1 550 pb et 

2 500 pb, alors que pour l'amorce universelle R ces distan­

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

Enfin, nos résultats démontrent que l ' insert libéré par 

clivage à l'aide des enzymes PstI et BamHI, situé en aval du 

site PstI sur le plasmide, présente une taille d ' approximati­

vement 5 300-5 500 pb. 
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FIGURE 17 Positionnement et orientation du fragment d'ADN 

contenant le gène de la polyédrine du VPNLd 

inséré au site PstI du pIEI31 . 

M 

Fl 

F2 

Ri 

R2 

Le positionnement et l'orientation sont détermi­

nés par le rapport des distances approximatives 

( pb) et le sens d'élongation entre des amorces 

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

nucléotides amorces 1 et 2 ( voir Fig.6). 

Marqueur de taille (paires de bases : pb) 

Amplification de l'amorce F vers l'amorce 1 

Amplification de l ' amorce F vers l'amorce 2 

Amplification de l'amorce R vers l'amorce 1 

Amplification de l ' amorce R vers l'amorce 2 

C54 1 Clone 54 non-coupé 

C54 2 Clone 54 coupé par les endonucléases PstI et 

EamHI 

- Plasmide pIEI3i linéarisé 



PCR C54 

1 r---1 1 
pb M F1 F2 R1 R2 

2700 
-5500pb -2500 ---

1550 __ _ 

1018 
750 

Pst! 
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111.3.4 Séquence partielle du qène codant pour la polyé­

drine du VPNLd.TR: Le séquencage du gène codant pour 

la polyédrine du VPNLd.TR effectué sur le plasmide recom-

binant C54-1 a permis d'élaborer la séquence partielle pré­

sentée à la figure 18. La séquence du cadre de lecture ouvert 

de 740 nucléotides (nt) présumés pour le gène de la polyédri­

ne du VPNLd.TR présente plus de 98% d'homologie avec la 

séquence alignée du gène codant pour la polyédrine du 

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

Il est évident que la comparaison définitive de la com­

position en acides aminés entre le produit du gène de la 

polyédrine du VPNLd.TR et celui du VPNLd.US sera seulement 

possible lorsque 

les deux brins. 

le séquençage du gène aura été réalisé sur 



118 

FIGURE 18 Séquence nucléotidique pa~tielle du gène de la 

polyéd~ine du Vi~us de la Polyéd~ose Nucléai~e 

de Lymant~ia dispa~ , souche T~ois-Riviè~es 

(VPNLd.TR). 

Les boîtes ~ep~ésentent la position des amo~ces 

utilisées pou~ le séquencage. 

TR 

US 

• 

séquence du gène codant pou~ la polyé­

d~ine du VPNLd.TR 

séquence du gène codant pou~ la polyé­

d~ine du VPNLd.US (Smith et ~., 1988) 

positionnement des diffé~ences de 

séquences nucléotidiques. 

Po~tion non-séquençée du VPNLd.TR 

Les bases supplémentai~es de la 

séquence US sont ~ep~ésentées sous 

le nucléotide le p~écédent. 
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111.4 Méthode de diagnostic utilisant une sonde spécifigue 

couplée à des échantillons cibles pré-amplifiés: 

1I1.4.1 Spécificité des sondes moléculaires utilisées: La 

figure 19 démontre la spécificité de la sonde TR6 envers la 

portion du gène codant pour la polyédrine du VPNLd, les 

signaux d'hybridation n'étant positifs que pour l ' ADN total 

du VPNLd et le clone C54 contenant le gène de la polyédrine. 

Nous notons cependant un faible bruit de fond lors de l ' hy­

bridation croisée entre la sonde TR6 et le plasmide pIBI31, 

retrouvé lors de l'hybridation du plasmide (pIBI31) utilisé 

comme sonde avec l ' ADN total du VPNLd. Les signaux obtenus au 

niveau de l'ADN du VPNLd et du clone C54 à l ' aide du pool des 

sondes TR6, H2 et H3 (POOL) sont amplifiés par rapport aux 

signaux obtenus à l'aide des sondes uniques. Les sondes H2 et 

H3, constituées de fragments HindIII du VPNLd.TR (Fig.20), 

s'hybrident spécifiquement avec l'ADN total du VPNLd, avec le 

clone C54 et avec l ' ADN du vecteur dans lequel ils ont été 

clonés (pIBI31). 
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FIGURE 19 Évaluation de la spécificité des sondes molécu­

lai~es utilisées pou~ le développement d'une 

méthode de diagnostic . 

TR6 F~agment amplifié et ~adio-ma~qué du gène de la 

polyéd~ine du VPNLd. 

H2-H3 

POOL 

VPC 

VGP~ 

VGCf 

VPNCv 

VPNBm 

VPNMm 

VPNCf 

VPNLd 

C54 

C59 

Oligo A 

* 

clones HindI!! ~adio-ma~qués. 

mélange équimolai~e des sondes TR6, H2 et H3 

Vi~us de la Polyéd~ose Cytoplasmique 

Vi~us de la G~anulose de Pie~is ~apae 

Vi~us de la g~anulose de Cho~istoneu~a fumife~ana 

Vi~us de la Polyéd~ose Nucléai~e de C~yptothelea 

va~igata (Chine) 

VPN de Bombyx mo~i 

VPN de Mamest~a sp. 

VPN de Cho~istoneu~a fumife~ana 

VPN de Lymant~ia dispa~ 

Clone 54 (contenant le gène polyéd~ine du VPNLd) 

Clone 59 (f~agment Pst! de 6 000 pb) 

Mélange d ' oligonucléotides amo~ces 1 et 2 (p.71) 

Une quantité de 50 ng de chaque échantillon a été 

fixée su~ memb~ane de nylon et hyb~idée aux 

sondes. 



ADN 

plBI31 -

VPC(ARN) 

VGPr 

VGCf 
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VPNBm 

VPNMm -

VPNCf 

VPNLd 

C54 

C59 

Oli90 A -

SONDES 
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FIGURE 20 

M 

H2-H3 

Élect~opho~ég~amme des plasmides H2 et H3 

utilisés comme sondes cont~ôles lo~s des essais 

de diagnostique. 

ma~queu~ de taille (pai~es de bases pb) 

plasmides ~ecombinants coupés pa~ HindIII (H) 

H2 contient deux inse~ts dont les tailles 

~espectives sont de 850 et 1 300 pb. 

H3 contient un seul inse~t de 1 850 pb. 

pIBI31 vecteu~ de clonage linéa~isé pa~ coupu~e HindIII 



2900 

1850 

1300 

850 
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III.4.2 Sensibilité de la méthode couplée: Les signaux 

de détection obtenus après hybridation des sondes TR6, H2, H3 

et du pool des trois sondes (POOL) à des dilutions loga-

rithmiques d'ADN total du VPNLd, comparés aux signaux obtenus 

après hybridation de la sonde TR6 à des dilutions équimolai­

res non-amplifiées du fragment polyédrine et amplifiées par 

35 cycles de PCR à partir de la limite de détection de la 

sonde TR6, sont présentés à la figure 21A. 

En comparant les méthodes (hybridation à des sondes 

employées seules ou couplées à des échantillons pré-ampli­

fiés), nous observons une amélioration d'environ let fois de 

la limite de détection, qui passe de lOs molécules à lif 

molécules lorsque l'ADN est pré-amplifié avant l'hybridation 

à la sonde TR6. 

la limite de détection des sondes employées seules est 

comparable entre elles lorsqu'hybridées à l'ADN total (10
Q 

molécules). Cependant la différence de limite de détection 

obtenue par hybridation de la sonde TR6 avec l ' ADN total du 

VPNLd et avec l'ADN du fragment polyédrine amplifié est de 

l ' ordre de 1 log, soit de 10 9 molécules et 10 9 molécules 

respectivement. 
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Il est intéressant de souligner que les dilutions limites 

de 10 7 molécules et 10~molécules d'ADN peuvent être détec­

tées sur électrophorégramme après 35 cycles d'amplification 

PCR (Fig.21B). Cela nous indique, par correspondance à la 

figure 21A (piste TR6*), que la détection visuelle sur élec­

trophorégramme permet une détection limite de la cible d'ADN 

amplifiée supérieure de deux log à la détection obtenue sur 

autoradiogramme à l'aide de la sonde TR6 hybridée aux mêmes 

échantillons, et de quatre log inférieure à la détection de 

la même sonde hybridée à des échantillons pré-amplifiés 

(Fig.21A, piste PCR-TR6). 
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FIGURE 21: ~valuation de la sensibilité de la méthode de 

diagnostic utilisant une sonde spécifique 

couplée à des échantillons pré-amplifiés par 

PCR . 

A Limites de détection comparées entre l ' hybridation 

des sondes employées seules et la sonde TR6* uti­

lisée sur des dilutions limites d'ADN pré-amplifié 

MOLEC. Dilutions logarithmiques du nombre de 

molécules d'ADN fixé. 

8 ~lectrophorégramme des dilutions limites d'ADN 

(1-8) amplifiés par 35 cycles de PCR 
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111.4.3 Diagnostic de la virose au VPNLd : Les essais de 

détection de la présence du VPNLd à l'intérieur d'échantil-

Ions biologiques ont été effectués par hybridations molécu­

laires à la sonde spécifique TR6 et aux sondes contrôles H2, 

H3 et du pool des trois sondes (POOL). Les résultats présen-

tés à la figure 22 démontrent la présence du virus dans les 

échantillons provenant des régions du Sud-Ouest du Québec, de 

l ' Ontario et dans les échantillons de la région de Trois-

Rivières (Québec). Nous devons cependant noter que la faible 

incidence des populations de spongieuses au Québec entre les 

années 1986 et 1988 ne permet pas d ' être catégorique sur la 

dispersion réelle du VPNLd. Le faible signal observé après 

hybridation de la sonde H2 et du pool de sondes à un échan-

tillon d'excréments serait probablement du à l'hybridation 

du fragment de la sonde H2 à une séquence répétitive n ' ayant 

pas une spécificité absolue pour l'ADN du VPNLd. 

Les résultats des épreuves diagnostiques effectuées au 

cours de toutes nos expériences sont résumés à la figure 23 

représentant la carte de dispersion du VPNLd détecté par 

hybridation moléculaire dans les populations de spongieuses 

échantillonnées au cours ' des années 1986 à 1988. Les échan-

tillons provenant des régions ci-haut mentionnées, ainsi que 

de la région de New Paltz (NY, USA) se sont avérés positifs à 

l ' hYbridation moléculaire de nos sondes, marquant la présence 

du virus à l ' intérieur de ces populations de spongieuses. 
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FIGURE 22: Détection de l ' ADN du VPNLd par hybridation aux 

sondes moléculaires. 

Les sondes utilisées sont identifiées par : 

TR6, H2, H3 et POOL (mélange des trois sondes). 

L'absence de signaux, lors de l ' hybridation des 

échantillons de larves et d ' excréments aux diffé­

rentes sondes, a été vérifiée par hybridation de 

la sonde TR6 aux mêmes échantillons pré-amplifiés 

par 35 cycles de PCR (TR6-PCR) 

* Diagnostiqué en microscopie photonique ou électro­

nique . 

Témoin positif 

Échantillons L 

o 

larve virosée au VPN et vérifiée par 

microscopie électronique (*). 

larves 

oeufs 

X 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-Rivières) 

2 Berthier 

3 Repentigny 

4 Montebello 

5 Papineauville 

6 Gatineau 

7 Sault Ste-Marie 

8 Mont St-Hilaire 

9 New-York (U.S.A.) 

E Population élevée de larves de spongieuses 

Les régions encerclées correspondent au~ sites 

d ' échantillonnage où la présence du virus a été 

détectée. 



N 

ONTARIO 

o 200 Km 
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111.4.4 ~valuation de la latence et de la persistance du 

VPNLd chez les oeufs de Lymantria dispar: Lors 

de l'hybridation moléculaire de la sonde TR6 aux échantillons 

d'oeufs de différentes régions, nous avons observé un signal 

positif sur l ' échantillon provenant de Montebello (Fig.22). 

Comme il est possible de le constater à la figure 24, le 

signal d ' hybridation est absent sur la partie des masses 

d'oeufs stérilisées au préalable (T) et présent sur la partie 

non-stérilisée du même échantillon (N). De plus, l'échantil-

Ion stérilisé et amplifié donne un signal d'hybridation 

faible, alors que le même échantillon non-stérilisé et ampli­

fié présente un signal très évident. 
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FIGURE 24: Évaluation de la latence et de la persistance du 

VPNLd chez les oeufs de Lymantria dispar à l'aide 

de sondes moléculaires couplées au PCR. 

Cette méthode utilise la sonde TR6, spécifique 

au gène de la polyédrine du VPNLd, hybridée à des 

broyats de masses d ' oeufs pré-amplifiés par 35 cy­

cles de PCR . 

N. Masses d'oeufs non traitées. 

T. Masses d ' oeufs stérilisées dans une solution 

d ' hypochlorite de sodium à 3%. 

N.PCR Échantillons non traités et pré-amplifiés. 

T.PCR Échantillons stérilisés et pré-amplifiés. 

Cap Madela 

Mt St-Hila 

Région de Cap de la Madeleine (Trois­

Rivières, Québec). 

Région de Mont St-Hilaire (Québec ) . 
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III.4.5 Purification de I"ADN viral du VPNLd à l"aide du 

lysozyme: Les résultats obtenus pour la purifi-

cation de l'ADN du VPNLd à l ' aide de Protéinase K-SDS 5'l., du 

mélange protéinase K-lysozyme-SDS 5%, du lysozyme couplé au 

SOS 5'l. et du SOS 5'l. employé seul, sant présentés à la figure 

25A. 

Taus les produits utilisés sant adéquats pour la purifi-

cation de l ' ADN viral (Fig.25A). Cependant, les quantités 

d ' ADN viral libérées par le lysozyme (LS) et par le SOS seu l 

(S) semblent plus grandes que celles libérées par la méthode 

conventionnelle utilisant comme réactifs la protéinase K 

couplée au SOS 5'l. (KS). Cette différence apparait aussi 

lorsque le lysozyme est ajouté aux réactifs de la méthode 

conventionnelle (KLS). Par cantre, les échantillons traités à 

la protéinase K ne semblent pas être affectés d'une quelcon­

que activité DNasique causant la dégradation partiel l e de 

l ' ADN, ce qui semble être le cas des échantillons traités à 

l ' aide de lysozyme et de SOS (LS et S) où l ' an remarque 

l ' apparition d ' une traînée suivant le sens de migration de 

l ' ADN. 

L ' hybridation de la sonde TR6 avec les dilutions semi­

logarithmiques des échantillons d'ADN purifiés par les diffé-

rentes méthodes (Fig.25B) démontre que la quantité d 'ADN 

libérée à l ' aide du lysozyme est environ dix fais plus grande 
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que les quantités d ' ADN libérées à l ' aide des autres 

produits. Cela est mis en évidence en comparant l ' intensité 

des signaux obtenus pour une dilution d'ADN purifié à l ' aide 

de lysozyme par rapport aux dilutions correspondant à un 

signal d ' intensité équivalente pour l ' ADN purifié par les 

autres méthodes. Par exemple, le signal obtenu pour une 

dilution à 0,03 'l. de volume initial d'ADN purifié par LS 

correspond à un signal d'intensité équivalente pour une 

dilution à 0,31 'l. de volume d'ADN purifié 

méthodes. 

par les autres 

Il est cependant important de souligner que la l i mite de 

détection de la sonde n ' est pas augmentée et correspond pour 

tous les échantillons à une dilution à 0,01 'l. de volume d ' ADN 

purifié selon les différentes méthodes. 



139 

FIGURE 25 A: ADN du VPNLd purifié à l'aide de protéinase K 

(K), Lysozyme (L) et SDS 5% (S) à partir du 

broyat d ' un lot commun de trois larves virosées. 

Le même échantillon de larves a été utilisé pour 

les différentes méthodes de purification de 

l ' ADN viral. 

FIGURE 25 B: Évaluation de la limite de détection de la sonde 

TR6 hybridée à des dilutions d'ADN viral préparé 

à l'aide de protéinase K (K), Lysozyme (L) et 

SDS 5% (S). 

* Les dilutions ont été effectuées par pourcentage 

de volume d'ADN purifié: 

100,00 % 

31,60 % 

40,00 ~l 

12,64 ~l 
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DISCUSSION 

L ' infection double natur-elle obser-vée chez cer-taines 

lar-ves de notr-e échantillon pr-ovenant de la r-égion de Tr-ois-

Rivièr-es (Québec) n'est pas un phénomène unique. Chez les 

lépidoptèr-es, l'infection natur-elle par- des Vir-us de la 

Polyédr-ose nucléair-e est souvent accompagnée de l'infection 

par- d ' autr-es petits vir-us (Char-pentier- et ~., 1987; Hess et 

1977; Mor-is et ~., 1979, 1981; Vail et ~., 1983). La 

fr-équence d ' appar-ition de ces infections for-tuites de même 

natur-e dans une population lar-vair-e déter-minée semble cepen­

dant assez faible, ce qui r-end plus diffici l e l ' isolement et 

la car-actér-isation de ces petits vir-us. 

Il semble toutefois possible que de petits vir-us, tel que 

celui obser-vé dans nos échantillons, puissent per-sister- dans 

l ' envir-onnement. Nos r-ésultats démontr-ent d ' ailleur-s que les 

car-actér-istiques mor-phologiques du vir-us intr-acytoplasmique 

obser-vé chez les cellules de la ligné Eu xoa scandens (Fig.7), 

infectées expér-imentalement à l ' aide d ' hémolymphe contaminée 

pr-ovenant de lar-ves de Lymantr-ia dispar- vir-osées au VPN 
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échantillonnées à Trois-Rivières en 1986, sont très simi-

laires à celles du virus décrit par Charpentier et collabo­

rateurs (1987), dans les tissus de larves de ~. dispar échan­

tillonnées en 1982 dans la même région. 

Ce type de particule virale est apparenté, par ses carac­

téristiques morphologiques, aux Picornaviridae et aux Nodavi-

ridae. De plus, ces virus ont tous deux une affinité par-

ticulière pour le tissu adipeux des larves (Garzon et 21..., 

1978; . Charpen tier et 21..., 1987) . Cependant, la symétrie 

polymorphe de certaines particules virales présentant des 

arêtes (Fig.7C), ainsi que la taille moyenne des particules 

observées (25 nm), suggère une plus grande similitude avec 

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

L ' observation de deux bandes d ' ARN sur l ' électrophoré-

gramme de la préparation de VPNLd contaminée (Fig.9), suggère 

plus grande similarité avec l'arrangement du par contre une 

génome à deux fragments monocaténaires d ' ARN des Nodaviridae 

qu ' avec le génome à ARN monocaténaire des Picornaviridae. 

Ce type de virus retrouvé dans les population de ~. 

dispar au Québec fait présentement l ' objet d ' essais de carac­

térisation physico-biochimique (Charpentier et 21..., 1987 ) . 



Nos ~ésultats suggè~ent que la 
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lignée Es (IAFEs-1), 

pe~missive à la ~éplication du petit vi~us et non-pe~missive 

au VPN (Fig.7), pou~~ait êt~e utilisée afin d'isole~ et 

d ' amplifie~ ce petit vi~us des la~ves doublement contaminées. 

Les essais d'infection in vit~o chez les diffé~entes 

lignées de cellules de lépidoptè~es inoculées à l'aide de 

vi~ions pu~ifiés de VPNLd.TR ont démont~é (Tableau l • ), que 

seules les cellules de la lignée Cf-124 pe~mettent, en condi-

tions standa~ds d'infection (Annexe 7), la fo~mation de 

polyèd~es int~anucléaires (Fig.9B et C). Ces cellules pe~-

missives p~ésentaient, lo~s de l ' infection, tous les signes 

ca~acté~isant une infection 

a~~ondissement des cellules, 

à VPN au niveau cellulai~e 

hype~t~ophie du noyau, dispa~i-

tion des nucléoles (lo~sque visibles), appa~ition d ' inclu-

sions nucléai~es ca~acté~istiques et lyse des parois cel-

lulai~es (50hi S.S., communication pe~sonelle, 1989). L ' ab-

sence de fo~mation de polyèd~es chez les aut~es lignées 

cellulai~es infectées ne signifie pas pou~ autant qu ' il yait 

absence de ~éplication vi~ale. 

De plus, l ' obse~vation d ' effets cytopathiques chez ces 

cellules (Es et Ld) n ' est pas une évidence de leu~ pe~mis-

sivité pou~ 

thèse de la 

le vi~us. Dwye~ (1988) a d ' ailleu~ émis l'hypo-

p~ésence p~obable d ' une p~otéine associée au 

VPNAc, qui se~ait cytotoxique et cytolytiques pou~ les cel-



144 

Iules de Pieris rapae. Un phénomène semblable pourrait être 

pris en considération afin d'e~pliquer l'apparition d'effets 

cytopathiques en absence de synthèse de polyèdres chez les 

cellules Es et Ld en contact prolongé d ' une période de cinq 

jours avec le VPNLd.TR. 

L'absence d'infection des cellules pré-cultivée ou con-

servées à 4° et 37°C (Tableau l.), y compris chez la lignée 

Cf-124 considérée permissive, s ' explique par la sénescence 

rapide des cellules cultivées à températures élevées (obser-

vée chez les cellules témoins), et par le ralentissement du 

métabolisme cellulaire à 4°C. Ces variations, affec tant 

l ' état des cellules, auraient comme répercussion de ralentir 

la synthèse d ' enzymes cellulaires thermosensibles jouant 

probablement un rôle dans la réplication du virus, telles 

l ' ADN po l ymérase, la thymidine kinase, la DNase, la trans-

criptase, ordinairement actives chez les cellules infectées 

au VPN à 28°C (Kelly, 1981; Miller et ~., 1981; Wang et ~., 

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

Un stress quelconque des cellules pourrait aussi e x pli-

quer l ' absence d'infection. Il a déjà été émis l ' hypothèse 

que les propriétés et l'état du substrat cellulaire utilisé 

influencent la réplication du VPN in vitro (Miltenburger e t 

~., 1984; Goodwin et ~., 1978; Lynn et Hink, 1980). 
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(section II.2.3.2) peut 

avoir causé 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 

particulière sur la permissivité des cellules pour les bacu-

lovirus (Braun et Faulkner, 1975; Stockdale et Gardiner, 

1977; Lynn et Hink, 

2..1. , 1987) . 

1978; Wood 1982; Nakagaki et 

Il se peut que la solubilisation alcaline de la matrice 

protéique majeure (section II.1.3.4) ait causée un changement 

d'antigénicité des protéines natives à la surface des virions 

libérés, provoquant ainsi l ' insensibilité des cellules envers 

le virus. Cette hypothèse a déjà été soulevée lors de com-

paraisons sérologiques de préparations de baculovirus 

(Dicapua et Norton, 1976). Il semblerait de plus que la 

solubilisation alcaline puisse dégrader l'ADN viral (Knudson 

et Tinsley, 1978), ce qui modifierait irréversiblement les 

propriétés d'une préparation de virus initialement infec-

tieuse. Enfin, il n ' est pas exclus que le faible pouvoir 

d ' infection du VPNLd soit attribuable à l'ADN même du virus. 

Malgré des essais répétés, nos travaux n ' ont pas permis de 

trouver une lignée cellulaire hautement permissive au VPNLd 

bien qu'un certain taux d'infection ait été obtenu. 
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Le profil des sites de restriction de l'ADN du VPNLd 

provenant des États-Unis (US) , de l'Ontario (ONT) et de 

Trois-Rivières, Québec (TR), démontre qu ' il existe une hété-

rogénéité génétique entre les isolats des différentes régions 

(Fig.l0 et 11). Les différences mineures obtenues pour les 

profils Bglll et PstI (Fig.ll) identifient chacun des va-

riants génétiques par la présence de bandes surnuméraires 

absentes chez le virus type (US). L'apparition d'un fragment 

surnuméraire BgIlI de 4 600 pb et le repositionnement des 

fragments de 8 500 pb et 8 200 pb caractérisent l'isolat ONT 

du VPNLd par rapport aux isolats US et TR du même virus. De 

la même façon, l ' isolat TR se distingue des autres isolats 

par un fragment surnuméraire PstI de 4 100 pb . 

Il n'est pas certain que le profil de fragmentation de 

l ' ADN de chaque isolat de VPN corresponde au profil d ' ADN du 

type sauvage de chaque isolat. Cependant, les fragments sur-

numéraires d ' ADN caractérisant les isolat TR et ONT pour-

raient correspondre à des modifications génétiques viables et 
. 

conservées permettant l'adaptation du virus à un hôte plus 

nordique. Dans ce cas, les variants génétiques de chaque 

population virale seraient sujets à la sélection naturel l e 

des types les mieu x adaptés, et seraient plus fréquents sinon 

plus visibles dans la population. 
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L'intérêt des analyses de restriction réside dans le fait 

qu ' elles peuvent être utilisées comme alternative aux métho­

des d ' identification et de caractérisation de l ' isolat viral 

d'origine en plus d'être utilisées comme moyen de détection 

et d ' identification des modifications génétiques pouvant se 

produirent après l'introduction de ce virus dans une popula­

tion d ' insectes. La variabilité génétique, étant un phénomène 

répandu chez les baculovirus (Smith et Crook, 1988), doit 

être étudiée sérieusement chez les isolats de VPNLd ayant un 

potentiel d ' utilisation contre les insectes ravageurs. Il v a 

de soi que les propriétés génétiques d ' une préparation v i ra-

le, employée comme insecticide biologique, doivent être 

connues et faire l'objet d'un contrôle de qualité rigoureux, 

afin d ' éviter tout relargage de virus ayant subit des muta-

tions ou des recombinaisons indésirables. 

L ' amplification en z ymatique du gène codant pour la po-

lyédrine des VPNLd.US et TR à l ' aide d'amorces oligonucléoti-

diques homologues aux deux séquences nous a permis de 

constat·er que la taille des fragments correspondants était 

identique (Fig.12). Cependant, le profil de restriction com-

paratif des gènes amplifiés démontre des différences entre la 

taille des fragments générés par Alul et ApaI (Fig.13). De 

plus, nos résultats démontrent que le gène codant pour la 

polyédrine du VPNLd.TR est 

d ' environ 5 300 pb (Fig.14). 

localisé sur un fragment Pst! 
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Ceci diffère des résultats obtenus par Smith et~. 

(1988), ayant localisé le gène à l ' intérieur d'un fragment 

Pst l de 2 300pb. Les résultats de l'amplification PCR du 

clone C54, correspondant au fragment PstI d'environ 5 300 pb, 

obtenus à l'aide des amorces (1 et 2) homologues aux extrémi-

tés du cadre de lecture du gène de la polyédrine du VPNLd.TR 

et des amorces universelles M13, suggèrent la présence de 

deux gènes de la polyédrine inversement orientés à l'inté-

rieur du même insert. 

Il semble donc possible que l'isolat du VPNLd.TR soit 

caractérisé par la présence de deux gènes codant pour la 

polyédrine inversement orientés sur le génome et localisés à 

environ 1 500 pb de chaque extrémités du fragment PstI d ' une 

taille de 5 300 pb. Aucun arrangement similaire du gène n ' a 

été décrit dans la littérature jusqu ' à présent pour le VPNLd 

ou d ' autres VPN. Par contre, l ' obtention de mutants (naturels 

ou induits) dans la région codante du gène responsable du 

codage des polyèdres d ' un autre virus d ' insecte (Virus de la 

Polyédrose Cytoplasmique) a été rapportée (Arella et ~., 

1988). 

Étant donné la libération de plus d ' un fragment lors de 

la digestion du plasmide recombinant C54 par l'endonucléase 

PstI, nos résultats ne démontrent pas la possibilité que ce 

clone puisse correspondre à un dimère de deux fragments PstI 
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d'une taille approximative de 2 650 pb. Par ailleurs, aucun 

fragment de cette taille ne s'est auparavant hybridé spécifi­

quement au gène amplifié et marqué, utilisé comme sonde. 

La possibilité d'un tel arrangement impliquerait l'ex-

pression simultané des gènes inversement orientés et le 

partage de séquences homologues en aval des codons de ter-

minaison. Dans un cas semblable, la séquence apparaîtrait 

comme un palindrome de très grande taille. 

Afin de déterminer l'orientation et le nombre de copies 

du gène à l'intérieur du clone C54 et du fragment Pst! élué, 

il serait intéressant de vérifier si les bandes obtenues par 

amplification dans les deux orientation s'hybrident, après 

transfert de l ' électrophorégramme, au gène de la polyédrine 

amplifié et radio-marqué. De plus, il serait possible de 

vérifier la présence de deux gènes inversés sur le génome en 

employant qu une seule des deux amorces 

extrémités du gène lors de l'amplification 

homologues aux 

enzymatique sur 

l'ADN natif du VPNLd.TR. L ' amplification entre les amorces 

identiques hybridés sur chaqu'un des brins de l ' ADN viral, en 

supposant qu ' il s'agisse d'un mutant ayant deux gènes identi-

ques inversement orientés, ferait apparaître un fragment de 

taille proportionnelle à la distance séparant les extrémités 

identiques de chaque copie de gène. 
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Dans le cas contraire, l'amplification n ' aurait pas lieu. 

Quoiqu'il en soit, l'arrangement théorique proposé pour le 

double gène inversé de la polyédrine du VPNLd pourrait per-

mettre la fabrication d'un vecteur d'expression doublement 

efficace à la condition de conserver les régions promotrices 

ainsi que la séquence entière située en aval des signaux de 

terminaison. 

La séquence partielle du gène codant pour la polyédrine 

du VPNLd.TR a été obtenue par la réaction de séquencage de 

Sanger (1977) du clone C54 à l ' aide de 6 amorces homologues 

aux séquences internes et aux séquences des extrémités du 

cadre de lecture présumé (Fig.18). Cette séquence démontre 

une homologie de plus de 98% avec la séquence alignée du gène 

de la polyédrine du clone g du VPNLd.US publiée par Smith et 

~.(1988) . Comme le cadre de lecture du gène partiellement 

séquencé de notre isolat du VPNLd ne peut être établi avec 

certitude jusqu ' à vérification des séquences complètes, nous 

ne pouvons nous prononcer sur les différences relevées 

jusqu ' à présent. Cependant, la très grande homologie observée 

entre 

clone 

les séquences alignées démontre que la sonde TR6 et le 

54-1, correspondant au gène de la polyédrine du 

VPNLd.TR, peuvent être utilisé de façon fiable dans le dia­

gnostic des épizooties au VPNLd. L ' hybridation non-spécifique 

de ces sondes en conditions strictes est quasi inexistante. 

Cela a d ' ailleurs été démontré pour la sonde TR6 (Fig.19). 
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L'amélio~ation des p~épa~ations de baculovi~us ayant une 

utilité potentielle dans le cont~ôle des insectes nuisibles, 

nécessite une meilleu~e connaissance des inte~actions hôte-

vi~us en natu~e, ainsi que de l'inte~action des pa~asites de 

l'hôte avec le vi~us. De plus, il est nécessai~e d'avoi~ des 

outils nous pe~mettant d ' évalue~ de façon p~écise l'efficaci-

té et la pe~sistance dans l'envi~onnement de telles p~épa~a-

tions biologiques. Il va de soi d'ajoute~, qu'une même mé-

thode de diagnostic dev~ait pe~mett~e d'effectue~ des études 

épidémiologiques su~ les populations cibles d'insectes afin 

de détecte~ de nouveaux isolats vi~aux potentiellement plus 

efficaces ou plus spécifiques pou~ la lutte biologique cont~e 

les insectes ~avageu~s d ' essences économiquement impo~tantes. 

Dans cette optique, 

de détection sensible 

nous avons mis au 

et spécifique pou~ 

couplage de la technique d ' hyb~idation 

point une méthode 

le VPNLd, pa~ le 

moléculai~e à la 

~éaction d ' amplification enzymatique pa~ peRo 

Nos ~ésultats démont~ent que la sonde TR6, co~~espondant 

au gène de la polyéd~ine du VPNLd.TR, est spécifique à la 

détection de l'ADN du VPNLd (Fig.19). Il est à note~ que les 

sondes H2, H3 (Fig.19 et 20) et le pool des t~ois sondes (H2, 

H3 et TR6: POOL) ont aussi été choisis comme témoins lo~s des 

essais d ' hyb~idation pou~ leu~ spécificité enve~s l ' ADN du 

VPNLd.TR. 
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L'auto~adiog~amme de l'évaluation de la limite de détec-

tian de la sonde TR6 couplée à des échantillons d'ADN p~é-

amplifiés mont~e que la sensibilité de détection est amélio-

~ée d ' envi~on 10 ô fois pa~ ~appo~t à la limite de détection 

obtenue pa~ hyb~idation de la même sonde à des échantillons 

d'ADN non-amplifiés (Fig.21). 

Cela suggè~e que la méthode couplée pe~met de détecte~ 

aussi peu que 100 molécules du gène de la polyéd~ine dans un 

échantillon cible. Des ~ésultats similai~es ont été obtenus 

pa~ Steffanet Atlas (1988) lo~s d'essais de détection du 

Pseudomonas cepacia à l'aide de la même méthode, et pa~ 

Syvanen et~. (1988) lo~s d ' essais de détection et de quan­

tification des p~oduits de l ' amplification pa~ PCR à pa~ti~ 

de l'ADN du Cytomégalovi~us (CMV) utilisé comme standa~d 

cible. 

Les essais de détection de la p~ésence du vi~us dans les 

populations de la~ves de spongieuses, et la vé~ification des 

échantillons négatifs à l'hyb~idation des sondes employées 

seules, effectuée pa~ la méthode couplée, ont démont~é que le 

vi~us était p~ésent dans ce~tains des échantillons de la~ves 

et d'oeufs de spongieuses p~ovenant de populations élevées 

échantillonnées en 1986, 1987 et 1988 (Fig.22, 23 et 24), 

alo~s que le vi~us était absent ou faiblement p~ésent dans 

les populations à faible densité la~vai~e. 
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Cette obse~vation appuie l'hypothèse de Doane, déc~ite 

pa~ Mu~~ay et Elkinton (1989), suggé~ant que l'incidence de 

l ' infection au VPN est dépendante de la densité de population 

de l'hôte. 

Dans un aut~e o~d~e d'idée, Woods et Elkinton (1987) 

stipulent que l'incidence d'infection se~ait dépendante de la 

p~ésence de vi~us latent dans la population. A ce sujet nous 

avons démont~é, à l'aide de la méthode d'hyb~idation couplée, 

que l ' hypothèse de la latence chez le VPNLd se~ait inexacte. 

Selon nous, il s ' agi~ait plutôt de pe~sistance du vi~us, 

t~ansmis lo~s de la ponte, à la su~face des oeufs. 

Nous avons obse~vé que l'ADN témoin t~aité de la même 

façon que les oeufs (Fig.24), soit pa~ sté~ilisation à l'aide 

d'hypochlo~ite de sodium, donne un signal 

amplification. Alo~s que le signal p~ésent 

avant et ap~ès 

pou~ les oeufs 

sté~ilisés et , amplifiés est absent pou~ les oeufs sté~ilisés 

non-amplifiés. A pa~ti~ de ces seules obse~vations nous 

pou~~ions conclu~e qu'il puisse inévitablement s ' agi~ de 

latence. Cependant, l'hypochlo~ite de sodium a la p~op~iété 

de ne dég~ade~ que pa~tiellement l'ADN et les mêmes signaux 

faibles sont ~et~ouvés ap~ès l ' hyb~idation de la sonde TR6 

aux échantillons d ' ADN témoins et d'oeufs sté~ilisés et 

amplifiés. 
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Le signal obtenu pour l'ADN témoin traité et non amplifié 

suggère que la méthode de stérilisation de surface des oeufs 

n'est pas assez efficace pour ne pas induire de faux posit i fs 

lorsque la méthode de diagnostic couplée est utilisée. Cela 

implique aussi que les méthodes de stérilisation de surface 

des oeufs devront être révisées afin d ' éviter toute contami-

nation persistante du VPN à la surface des oeufs de spon-

gieuse utilisés en élevage. 

La méthode d ' hybridation d ' une sonde moléculaire spécifi­

que couplée à des échantillons pré-amplifiés, est pour l ' ins-

tant trop cOûteuse pour être utilisée à grande échelle (pour 

des études d ' épidémiologie par exemple). Cependant, il est 

possible d ' obtenir à meilleurs cOûts des informations très 

précises à l ' aide des méthodes d ' hybridation conventionnel ­

les. 

Nos travaux sur les méthodes de purification de l'ADN du 

VPNLd à l ' aide de protéases et de SDS (Fig.25A) montrent que 

le lysozyme, utilisé selon la méthode décrite à la section 

II.4, est une alternative à l ' utilisation de la protéinase K. 

l l semble que l ' activité enzymatique du lysozyme soit 

plus efficace et puisse produire la libération d ' environ dix 

fois plus d ' ADN viral 

(Fig.25B). 

à moindre cOût que la protéinase K 



Il est connu que le lysozyme hyd~olyse les liens 
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[3-1,4 

des mucopolysaccha~ides ent~e 

la N-acétyle-[3-D-glucosamine. 

l'acide N-acétyle mu~amique et 

Le lysozyme est cou~amment 

utilisé dans les méthodes d'ext~action et de lyse de bacté-

~ies comme ~. coli (Haas et Dowding, 1975). L ' enzyme hyd~o-

lyse la pa~oi constituée de peptidoglycan. Son activité 

hyd~olytique chez le VPNLd est cependant t~ès su~p~enante, 

ca~ moins de 50% des p~otéines des baculovi~us sont glycosy-

lées. Pa~ ailleu~s, la litté~atu~e ne fait pas mention de 

l ' emploi du lysozyme dans les méthodes de pu~ification des 

acides nucléiques vi~aux. 

Il se pou~~ait que l'un des sites actifs du lysozyme chez 

les VPN soit situé su~ une p~otéine st~uctu~ale majeu~e de la 

nucléocapside ou su~ les DNP (désoxynucléop~otéines) , sites 

qui ne se~aient pas ~econnus pa~ la p~otéinase K. Dans le 

de~nie~ cas, les DNP non-hyd~olysés ne pe~mett~aient pas la 

libé~ation de l ' ADN lié. De cette façon,lo~s de l ' ext~action 

des p~otéines, l ' ADN cop~écipite~ait en même temps que la 

p~otéine dans la phase o~ganique alo~s que le lysozyme hyd~o-

lyse~ait les liens ent~e la p~otéine et les acides nucléi-

ques, pe~mettant de ~écupé~e~ la po~tion d'ADN aupa~avant 

p~écipité. 
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Il serait passible de vérifier cette hypothèse en hybri-

dant l'ADN viral, utilisé comme sonde, à des dilutions iden-

tiques de chacune des phases organiques utilisées pour l ' ex-

traction des protéines des échantillons d ' ADN purifié à 

l ' 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 présente les caractéristiques 

de permissivité à la réplication du VPNLd.TR dans les condi-

tians standards d ' infection (28°C, adsorption de 60 min. à 

5j., milieu de culture complet additionné de 10% SVF, 

lules en phase de division logarithmique). 

cel-

La lignée cellulaire IAFEs-1 a permis de mettre en évi-

dence la présence d ' un petit virus à réplication 

que. Ce petit virus à double ARN est apparenté 

cytoplasmi­

par sa forme 

et sa taille au petit virus mis en évidence par Charpentier 

et al. (1987). Nos résultats démontrent que la lignée IAFEs-

1, permissive à la réplication du petit virus et non-permis-

sive à la réplication du VPNLd, pourrait être utilisée afin 

d ' isoler, de mieux caractériser et de vérifier l'inocuité de 

ce petit virus retrouvé lors d'infections doubles naturelles 

dans la population de larves de Lymantria dispar de la région 

de Trois-Rivières. 
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L ' analyse qualitative de l ' ADN de notre isolat du Virus 

de la Polyédrose Nucléaire de ~. dispar (VPNLd.TR), par com-

paraison aux ADN des isolats du VPNLd.US et VPNLd.ONT, a 

révélé l'existence d'une hétérogénéité génétique entre eux. 

Un fragment surnuméraire PstI de 4 100 pb caractérise le 

profil de restriction de l'ADN de notre isolat. De plus, le 

profil de l ' ADN fragmenté du VPNLd.ONT est caractérisé par la 

présence d'un fragment surnuméraire BgIll de 4 600 pb. Nos 

résultats suggèrent que l'hétérogénéité génétique du VPNLd, 

observé entre les isolats des différentes régions, correspon­

drait à une adaptation différentielle du virus liée à la 

dispersion géographique de son hôte. 

La mise en évidence, chez le VPNLd.TR, de la présence de 

deux gènes codant pour la polyédrine inversement orientés à 

l ' intérieur d ' un fragment Pstl de 5 300 pb , indique qu ' il 

puisse s ' agir d'un mutant naturel. D ' ailleurs plusieurs 

différences majeures ont été observées par rapport aux don-

nées disponibles pour le VPNLd.US, tant au niveau de la 

localisation du gène que de son orientation, du nombre de 

copies par génome et quelques sites de restriction internes. 

L ' analyse de restriction du fragment Pstl de 5,3 Kb du génome 

total et sa comparaison au fragment de même taille du clone 

C54 seraient justifiées. 
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La séquence pa~tielle du cad~e de lectu~e du gène de la 

polyéd~ine du VPNLd.TR a démont~é une homologie de plus de 

98% avec la séquence du clone g de Smith et ~.(1988). La 

séquence dev~a cependant êt~e complétée su~ les deux b~ins 

afin de valide~ nos ~ésultats et déte~mine~ la séquence en 

acides aminés co~~espondants. 

Nos t~avaux conce~nant l'élabo~ation d ' une méthode de 

diagnostic utilisant une sonde moléculai~e couplée à des 

échantillons p~é-amplifiés pa~ PCR s ' est avé~ée sensible et 

spécifique à la détection du VPNLd. Cette méthode a pe~mis de 

vé~ifie~ la validité des ~ésultats lo~s de l ' étude de dispe~­

sion du vi~us. A ce p~opos, nous avons démont~é que le VPNLd 

était p~ésent dans les populations denses de spongieuses 

échantillonnées en 1986, 1987 et 1988 dans les ~égions de 

T~ois-Riviè~es,de l ' Outaouais, de Sault Ste-Ma~ie et de New 

Paltz (NY,USA). 

De plus, la méthode de diagnostic couplée (sonde-PCR), 

nous a pe~mis de démont~e~ qu ' il y a pe~sistance du VPNLd à 

la su~face de quelques échantillons d ' oeufs contaminés et 

absence de latence. Dans ce de~nie~ cas, nos ~ésultats suggè­

~ent que la méthode de sté~ilisation de su~face des oeufs, à 

l ' aide d ' hypochlo~ite de sodium, n ' est pas assez efficace 

pou~ ne pas indui~e de faux positifs lo~sque la méthode de 

diagnostic couplée est utilisée. 
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Enfin, le lysozyme utilisé lors de l'étape de purification 

de l ' ADN viral, s ' est avéré plus efficace et mains cOûteux 

que la protéinase K . Cependant, la présence de DNases res-

treint san utilisation parce qu'an ne peut inactiver les 

DNAses sans inactiver l'enzyme. Il se pourrait que l ' un des 

sites attaqués par le lysozyme chez les VPN sait situé sur 

les désoxynucléoprotéines , libérant ainsi une plus grande 

quantité d'ADN et évitant, lors de l ' étape d'extraction, la 

coprécipitation de ce dernier avec les protéines vers la 

phase organique . 

Les travaux présentés dans ce mémoire démontrent qu ' il 

existe des variations intraspécifiques des isolats du Virus 

de la Polyédrose Nucléaire de Lymantria dispar. L'utilisation 

de ces virus pour la lutte biologique doit s'appuyer sur une 

connaissance précise et sur l ' exploitation de cette diversité 

biologique. Cette exploitation ne peut ê tre réal i sée effica­

cement sans outils spécifiques et sensibles pour la détection 

du virus au de ses variants potentiellement mieux adaptés 

pour lutter cantre la spongieuse. 

~l va de sai que les cOûts afférents à l ' exploitation 

d ' insecticides biologiques, sait à la production, aux études 

d ' épidémiolog i e et au diagnostic, devront être pris en con­

sidération. 
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ANNEXE 1 

Liste des pathologies vi~ales natu~elles de la spongieuse 

TYPE 

· Polyéd~ose cytoplasmique 

· Densonucléose 

· Virose I~idescente 

· Polyédrose nucléai~e 

· Sphéroïdose 

· Vi~oses p~ésumées 

( Ma~tignoni et Iwai, 1986) 

VECTEUR 

· Vi~us de la polyéd~ose 

cytoplasmique (VPC) 

· Vi~us de la densonu-

cléose (VDN) 

Iridoviridae 

Vi~us de la polyéd~ose 

nucléaire (VPN) 

· Poxviridae (d'insectes) 

Pico~navi~idae 

· Bunyavi~idae 

Nodaviridae 
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ANNEXE 2 

Milieu de Grace ( 1962) 
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ANNEXE 4 

Fixateur- Car-noy 

Chlor-ofor-me 

Alcool éthylique 

Acide Acétique glacial 

30 ml 

60 ml 

10 ml 

190 

Fixation par- immer-sion de 48 heur-es à 4°C 

suivi de deux bains d ' alcool éthylique absolu 

pour- une pér-iode de 24 heur-es à 4°C. 

S'il s'agit de lar-ves d'insectes, les extr-émi­

tés devr-ont êtr-e coupées apr-ès 24 heur-es. 



ANNEXE 5 

Technique de coloration des polyèdres 

1. Préparation du colorant: 

Colorant Buffalo Black (Sigma Chemical Co., USA) 

Méthanol absolu 

Acide acétique glacial 

Eau distillée 

191 

0,1 g 

50,0 ml 

30,0 ml 

20,0 ml 

Ajouter l ' acide acétique dans le mélange eau-alcool et y 

additionner le colorant. Conserv er à l ' abri de l a lumière. 

Refaire la solution à tous les mois. 

2. Méthode de coloration à chaud 

- Placer le frottis sur une plaque chauffante, et portée 

à 40°C. 

Couvrir de solution colorante pendant 5 minutes. 

Ne pas laisser le colorant sécher. 

- Enlever la solution colorante et laver le frottis. 

Sécher à l ' air. 

Les polyèdres apparaitront bleu foncé. 

(Sikorowski et ~., 1971) 



Pour- 1 litr-e 

Agar- LB 

ANNEXE 6 

Milieu LB (Lur-ia-Ber-tani) 

· Bacto-tr-yptone 

• Bacto-yeast extr-act 

· NaCl 

10 9 

5 9 

10 9 

ajuster- à pH 7 ,5 à l ' aide d ' hydr-o x ide de 

sodium. 

Stér-iliser- avant l'emploi. 

Bouillon LB (1 L.) 

· Bacto Agar- 15 9 

Stér-iliser- avant l ' emploi. 

Laisser- r-efr-oidir- à envir-on 50°C, ajouter­

les antibiotiques s ' il y a lieu, et couler­

dans les boîtes ' de pétr- i . 

(Maniatis e t al., 1 9 82 ) 
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ANNEXE 7 
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ANNEXE 8 

Tampons réactionnels 

Enzymes de restriction BRL 

HindIII, PstI 

EcoRI, BamHI, BglI 

HincII 

Tampons réactionnels 

no. description 

1 Tris HCl 50mM pH 8,0, 

MgC12 10mM 

2 

3 

4 

Tris HCl 50mM pH 8,0, 

MgC~ 10mM, NaCl 50mM 

Tris HCl 50mM pH 8,0, 

MgCl= 10mM, NaCl 100mM 

Tris HCl 20mM pH 7,4, 

MgC12 5mM, KCl 50 mM 

Tris-EDTA-Acétate (concentré 50X) 

pour 1 litre 

Tampon de ligation (10X) 

Tris base 

Acide acétique glaciale 

EDTA 0,5 M pH 8,0 

108 g. 

57,1 ml 

100,0 ml 

Tris 0,5 M pH 7,4, MgCl= 0,1 M, 

dithiothréitol 0,1 M (DTT), 

spermidine 10mM, ATP 10mM et 

1 mg/ml de BSA. 


