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L'importance économique à l'échelle mondiale des mollusques et des crustacés en 

aquaculture a conduit au développement de recherches en pathologie infectieuse, qui représente 

un aléa majeur pour les productions. En effet, quel que soit l'espèce élevée et le pays concerné, les 

é levages sont fréquemment perturbés par différents types d'agents pathogè nes, protozoaires 
intracellulaires, bactéries et virus. 

Les maladies virales constituent le problème majeur pour l'aquaculture comme le 

montrent les chutes de production de crevettes dues à des Baculovirus, Picornavirus ou des 

Parvovirus (Lightner, 1983), ou l'épidémie de l'huître portugaise et des mortalités de l'huître 

japonaise dues à des Lymphocystivirus et des virus de type Herpesviridae. En e ffet, un J ridoviru s 

a été décrit chez l'huître portugaise, Crassostrea angulata, (Comps et al. , 1976) e t impliqué dans 

la disparition de cette espèce d'huître des côtes françaises, entre 1969 et 1971. Cet 1 ridov irus 

présente des similitudes extrêmes, d'un point de vue ultrastructural avec le Lymphocystiviru s) 
LDV (Lyrnphocystis Disease Virus), agent pathogène connu chez un certain nombre de poi ssons 

marins. Par ailleurs, aux Etats Unis, un virus du même type (OWD, Oyster Velar Virus Disease) 

a été associé à des mortalités massives de larves d'huître japonaise, Crassostrea gigas, en éclos8rÎe 

(Elston et Wilkinson, 1985). Enfin, très récemment, des mortalités de larves et de na issain s 

d'écloserie de cette même espèce d'huître ont été observées en Bretagne et l'age nt infectieux ) 

caractérisé en microscopie électronique, a été identifié comme un viru s appare nté à la famille des 
Herpesviridae (Nico las et Comps, communication personnelle). 

Dans ce contexte, il apparaît que la virologie constitue chez les inve rté brés marin s 

d'intérêt aquacole, un domaine de recherches prioritaire à développer . C'est pourquoi des t.ra va ux 

ont été initiés à l'Unité de Recherches en Pathologie, Immunologie et Génétique Molécula ire des 

Invertébrés Marins (IFREMER, La Tremblade) d'une part, sur la mise au poin t de méthodes de 
diagnostic adaptées aux contrôles zoosanitaires et à des mesures de prophylaxie, e t d'autre pa rt. , 

sur l'obtention de souches résistantes aux virus par l'inhibition de la r éplication virale selon I ~ 

stratégie anti - sens. Cette inhibition virale repose sur la fixation d'o ligonucléotid es o u d'ARN 

anti-sens dont les séquences sont complémentaires d'ARN messager, provoqua nt le blocag"e des 

ribosomes et donc l'arrêt des synthèses des proteines indispensables à la ré plication vira le. 

Compte tenu de l'absence de lignée cellulaire de mollusques et de cru stacés, il n'exi ste 

pas de modèle viral spécifique de ces animaux. De ce fait, les recherches ont été entre pri ses s ur 
un Baculovirus d'insecte, Autographa califomica, Multiple embeded Nuclear Polyhedros is Virus 
(AcMNPV, produit sur lignée cellulaire Sf9 de Spodoptera frugiperda ) et le Lymphocystivirus de 
poissons (LDV, produit sur lignée cellulaire de poisson, BF2). 

Les résultats acquis Sllr la caractérisation géné tique de ces virus hé té ro logues 

pourront être extrapolés aux virus d'invertébrés marins. Ainsi , Sur la base d'homo logie de 

séquences, des gènes cibles peuvent être recherchés sur les viru s spéciriques de cru stacés e t. de 

mollusques, par techniques d'hybridation ou de PCR. 

En ce qui concerne les Baculovirus, deux gènes peuvent ê tre rete nu s: 

- le gène de la polyédrine qui est une proteine majeure exprimée en phase tardi ve de 

réplication, présente un intérêt pour une application dans le diagnostic des virus. Il 

constitue le gène de référence pour l'orientation de la carte physique des baculovirus 

(Vlak et Smith, 1982). 

- le gène de la DNA polymerase virale nécessaire à la réplication virale const itue un 

gène cible dans le cadre de la stratégie anti-virale par anti-sens. 
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Par ai lleurs ce gène de DNA polymerase, hautement conservée entre les virus a ADN 

double brin (Tomask i el al., 1988) pourra être également recherchée, sur la base d'homologies de 

séquences dans le génome des Herpesuiridae de l'huître. 

Dans le cadre de mon stage, je me suis initié aux différentes techniques de base de 

biologie moléculaire, s'inscrivant dans les deux axes de recherches déve loppés à J'URPIGM sur la 

stratégie anti-virale et la mise au point de méthodes de diagnostic des ma ladies virales des 

invertébrés marins. 

2 



1 

MATERIEL ET METHODES 



1- MATERIELS BIOLOGIQUES 

1.1 - Les Baculovirus 

Les crevettes post- larves Penaeus uannamez, infectées par le Baculouirus penaei 

proviennent d'une écloserie d'Equateur. L'infection est diagnostiquée par la présence de 

polyèdres. Elles ont été expédiées en France dans un récipient isothe rm e en présence de 

carboglace puis stockées à -80'C. 

Le baculovirus d' insect.e, Autographa californica nuclear polyhedros is virus (AcMNPV), est 

produit sur lignée cellulaire d'insectes SF9 (Spodoptera frugiperda) à 27'C. L'ADN des cellules 

SF9 sa ines, l'ADN des cellules infectées par AcMNPV et l'ADN de AcMNPV purifié ont été 

préalablement extraits a u laboratoire. 

1.2- Les Lymphocystivirus. 

Des t issus infectés par diffé rents isolats de Lymphocystis Disease Vi rus (LOV, Iridovi l'iclae) 

sont utilisés: 

- kystes de Flet (platychtis flesus) provenant de la rivière Elbe (Allemagne) 

- kystes de Dorade (Sparus sp ) provenant d'un élevage de la côte méd iterranée nne (FI'anee) 

- LDV isolé de Perche (Micropterus salmoïdes) en 1962 et propagé sur la li gnée cellulaire BF2 de 

poisson LepOinis macrochirus . 

2- EXTRACTION D'ADN 

2.1 - ADN génomique 

• ADN de crevettes infectées par du Baculovirus 

L'extraction d'ADN est réalisée selon le protocole de Sambrook et al. (1989) sur des 

pénéides post-larves. L'échantillon encore congelé est immergé et broyé dans l'azote liquide il 

l'aide d'un mortier. Après évaporation de l'azote, la poudre fine obtenue est dclayée dans 20 ml de 

tampon de lyse (Tris-HCI 10 mM, pH 8; EDTA 0,1 M, pH 8; RNase A, 20 ,/Ig/ml; SDS 0,5 '1,,) et 

incubée 1 heure à 37'C, Cette so lution est a lors traitée à la proté inase K (tOO Iig/ml, 3 he ures il 

50°C) . Les acides nucléiques sont ensuite extraits trois fois par un vo lume de phénol sat.uré en 

Tris-HCI (0,5 M, pH 8) puis les phases sont séparées pa r centrifugation (5 mn, à 2000 g, 20°C), 

La phase aqueuse est recueillie et ajustée à une concentration de 0,3 M d'acétate de sodium pH 

5,2, puis additionnée de 2 volumes d'éthanol absolu froid. Les de ux dernières éta pes sont sui vies 

d'une agitation, Cette solu tion est conservée à -20' C pendant une nuit pOUl' obteni r un e 

précipitation des acides nuclé iques, Après une centrifugation de 30 minutes à 5000 g, le cu lot est 
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lavé par l'éth a nol 70 %, puis recentrifugé 15 minutes, sèché et repris dans du ta mpon TE (Tris­

HC110 mM pH8, EDTA lmM pH8). 

* Purification d 'ADN par gradient de chlorure de césium en présence du colora nt de 

Hoechst 

Les acides nucléiques sont séparés par ultracentrifugation isopycnique en chlorure de 

césium (CsCl 1,25 g/ml, 250.000 g rotor vertical, 15 h) en présence du colorant de Hoechst 

n°33258 (50 .J.lg/ml). Le ch lorure de césium est dissout dans la suspension d'ADN puis la solut ion 

stock de colorant de Hoechst est ajoutée. Ce colorant est un agent intercalant augme ntant la 

différence de densité des ADN suivant leur teneur relative e n nucléot ides A et T (Karlovsky el 

Cock,1991). L'ADN est visualisé dans les tubes d'ultracentrifugation e n polyal lomère par 

illumination aux rayon s u ltra violet (UV). Ces tubes sont montés sur un fractionneur de gradie nt 

branché e n série avec une cellule de mesure de l'absorbance et un collecteur de fractions <ISCO), 

l'absorbance à 254 nm est mesurée en continu. Les fractions retenues (correspondant à des pics 

d'absorbance) sont regroupées et dialysées contre du tampon TE. Le colo ra nt de Hoechs t est 

préalablement é liminé par plus ieurs extractions à l'isobutanol. Le dialysa t obte nu esl co ncent ré 

par précipitation éthanolique (décrit ci- dessus). 

2.2- ADN plasmidique 

* Minipréparation: "boiling method" modifiée de Sambrook et al. 1989 

Une colonie recombinante est inoculée dans 1 ml de milie u SOB (bactotryptone 2 'i? : 

bacto- yeast extract 0,5%; NaCl 10 mM; KCl 2,5 mM; pH 7) conte na nt de l'a mpicilline (50 Jtglml ) 

puis la cul ture est incubée sous agitation toute la nuit à 37°C. Les bactéries sont recueillies pa r 

cen trifugation dans des microtubes de 1,5 ml (30 sec, 6000 g). Le cu lot est resuspe ndu avec 400 ,Ill 

de ta mpon STET (NaCl 0,1 M; Tris- HCl 10mM, pH 8; EDTA 1 mM, pH 8; triton X- lOO 5'il, ). 

Après addition de 30 ,J.ll de solution de lysozyme (10 mg/ml dans Tris-HCl 10 mM, pH 8), le lysat 

est incubé 40 secondes dans de l'eau bouillante et centrifugé (10 mn, 6000 g). Le culot visqueux 

est éliminé à l'a ide d'un cure - dents et le surnageant, add itionné de 40 ,ul d'acétate de sodiu m (3 

M, pH 5,2), est précipité par 500 .J.ll d'isopropanol. Le tube est agité, incubé 30 minu tes à - 20°C e l 

centrifugé 10 minutes à 6000 g. Après r inçage à l'éthanol 70 % et cent ri fugation , l'ADN 

plasmidique est repris dans 50 .J.l l de TE contenant 20 ,J.lg/ml de RNase A. Après inacti vat ion de la 

RNase par la cha leur, l'ADN est conservé à - 20°C. 

* Maxipréparation : méthode modifié de Garger et al., 1983 

Cinq cen ts millilitres de milieu SOB conte nant de l'ampicilline (50 ,ug,lml) sont inoculés 

par une préculture de bactéries recombinantes et placés sous agitation toute la nuit à 37°C . 
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Après une centrifugation de la cul ture (15 mn, 2500 g, 4°C), le culot est re m.s e n 

suspe ns ion da ns 67,5 ml de T ris - HCI (25 mM, pH 8), EDTA (10 mM, pH 8), glucose (0,9 % ), 

prére froidis da ns la glace, puis 134,4 mg de lysozyme sont ajoutés. Le mé la nge esl agité 

vigoureusement puis incubé 30 minutes da ns la glace en agitant toutes les 5 minutes. Après 

addition de 16,8 ml d 'une solution de sarkosyl (3,33 %) et NaOH (0,667 M), ce méla nge esl agité 

doucement et incubé dans la glace. Après 5 minutes, 43,2 ml d'acétate de sod ium (3 M, pH 5,2) 

sont additionnés avec agitation douce et le mélange est laissé 30 minu tes da ns la g lace. 

Après ce ntrifugation (30 mn, 9000 g), le surnageant obte nu est précipité par 72 ml 

d'isopropa nol 20 minutes à température a mbia nte puis recentrifugé (30 mn , 9000 g, 4°C) . Le culot 

est lavé à l'éth anol 70 %, séché et repris da ns 4,8 ml de tam pon TE. 

Un grad ient pré formé de chlorure de césium est prépa ré : il est constitué de zones de de ux 

dens ités diffé re ntes. La première a une densité de 1,465 (12,6 g de CsCI da ns du TE qs p 20 ml l, 

la deuxième une dens ité de 1,8 (4,8 ml d'ADN; 8,4 g de CsCI et 0,8 ml de BrEt à 10 mg/ml) . La 

solution de CsCI, contenant l'ADN et le BrEt, est centrifugée (5 mn, 2000 g) pour é limine.' les 

proté ines surnagentes. L'ADN plasmidique est purifié pa r ul t racent ri fuga tion isopyc niq ue il 

250.000 g (rotor ve rtical), penda nt 16 heures à 20°C. La ba nde inférie ure co rresponda nt il l'AD N 

plasmidique super - enroulé est récupérée à l'a ide d'une seringue, et le bromure d'et hid iu m (BrEl) 

est e nsuite ext rait à l'isobuta no!. La solution est d iluée au quart pa r de l'ea u a li n d 'e mpéche r la 

précipita tion du CsCI puis précipitée par 2 vo lumes d'étha nol a bsolu à 4°C e n présence d 'acétate 

de sod ium (0,3 M fin a l; pH 5,2). Après rinçage à l'étha nol à 70%, l'ADN est d issout da ns un 1 ml 

de TE et quantifié a u spectrophotomètre à 260 nm. 

2.3- Quantification de l'ADN 

• Pa r spectrophotomètrie 

Une lecture sur un spect re d'absorba nce à 260 et 280 nm es t e ffectuée sur des d ilu ti ons 

successives de l'AD N de façon à oblenir une dens ité optique (DO) in fé r ie ure à 1 un ité. Da ns le cas 

d'ADN très concentré, la densité opt ique n'est pas proportionnelle à la conce ntration réelle e n 

ADN. Une vérification par la mesure de DO de diffé re ntes dilutions de l'ADN est nécessai re pour 

obtenir un résul tat fi a ble. En tenant compte du facteur de dilu tion, la qua n t ité d 'ADN est est.imée 

sur la base d 'une a bsorbance à 260 nm égale à une unité de DO pour une concentra tion d 'ADN de 

50 J'g/m!. Le degré de pureté de l'ADN est vé r ifié e n calcula nt le ra pport des a bsorba nces il 260 

nm et à 280 nm (spécifique des protéines) . 

• Méthode de "Sara n- Wrap" 

Cette méthode consiste à compa rer, par tra nsillumination a ux UV, la nuorescence des 

gouttes de la solution d 'ADN de l'échantillon à différentes dilutions, à la nuorescence des gouttes 

d'une gamme étalon d'ADN plasmidique de 0 à 20 ng. 
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Un microlitre de chacune des solutions est additionné sur le film tra nspare nl "Sa ra n­

Wrap", tendu sur la table de transillumination a ux UV, à 1 !l I de TE conte nanl du BrEt (21'g/mll . 

La concentration de l'ADN de l'échantillon est estimée selon son inte ns ité de fl uorescence 

comparativement à celle des solu lions de la gamme étalon . 

3- CLONAGE 

L'ensemble du protocole est schématisé en annexe 1 

3.1- Souche bactérienne et vecteur de clonage 

* Souche bactérienne 

La souche XLI - Blue d'Escherichia coli a été choisie pour le chromosome porteu r d 'un 

épisome F ' contenant les gènes lacIq et lacZ>M15 complémentant le gè ne lacZ du vecte ur et 

égaleme nt le gène de résistance à la tétracycline. 

Afin d'éviter les pertes d'épisome F' pa r délétion, responsables de colonies blRnches 

donnant des "faux positifs", cette souche est cu ltivée da ns un milie u cont.e na nl de la létracycline 

(12,5pg/ml) . 

• Vecteu l' de clonage 

Le vecteur Bluescript KSII+ (Stratagene, annexe 2), possède un multisite de clonage de 2 1 

sites de restriction uniques indus dans la portion N terminale du gè ne lacZ el lin gène de 

résistance à l'ampicilline. Les bactéries Lac- , mais possèdant un vecte ur Bluescript I<SII + sa ns 

insert dans le multisite de clonage, produisent des colonies bleues sur le milieu séleclif conlena nl 

du X -gal, substrat chromogène de la fl - galactosidase. Les bacté ries tra ns for mées pa r lin plasmide 

recombina nt sont blanches, l'inserl inlerrompanlle gène laeZ du plasmide. 

3.2- P réparation de l'insert 

L'ADN vira l de AcMNPV purifié est hydrolysé par l'enzyme de resll'iclion Psi 1 

(Boehringer)(5 U/pg d'ADN, 1 h à 37°C), puis migré sur gel d'agarose (0,8 'if" . 10 V/l5 cm, 24h ). 

Après migration et coloration au bromure d'éthid ium, le fragme nt de restriction in té ressa nt est 

répéré aux UV, puis la portion de gel correspondante est découpée au sca lpe l. Le fragme nl esl 

extra it de l'agarose e n utilisant le kil GENE CLEAN (Ozyme): le morceau cI 'agarose est dissout 

dans 2,5 fois son volume de Na! 6M par chauffage à 50°C pendan t 5 minutes en viron . Un 

microlitre de suspension de billes de verre "glassmilk" est ajouté dans le tube. Au COllrs cles JO 
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minutes d'incubation dans la glace, l'ADN se fixe sur les billes. Une brève centrifugation permet 

la mise au culot des billes et l'élimination du surnageant. Le culot est lavé à trois re prises par 

resuspension des billes dans 0,5 ml de solution de lavage et centrifugation brève. Les billes et 

l'ADN adsorbé sont alors repris dans 20,,1 de tampon TE, pH8 et incubés 5 minutes à 50' C afin 

de décrocher l'ADN. Les billes sont mises au cu lot, et le surnageant est pré levé. La présence et la 

pureté des inserts sont contrôlées par é lectrophorèse sur minigel d'aga rose, puis ils sont 

quantifiés selon la méthode "Saran-Wrap" (décrite en 2.3). 

3.3- Construction des plasmides recombinants 

Le vecteur de clonage (5 "g) est linéarisé par l'enzyme de restriction Pstl (Boehringer). 

L'e ffi cac ité de la digestion enzymatique est contro lée sur une fraction de l'ADN (O,I "g) pa l' 

é lectrophorèse en gel d'aga rose (0,8 %, 100 V/15 cm, 1 hl. Aprés hydrolyse enzy matique, ce 

vecteur est extrait par du phénol saturé au Tris- Hel (0,5 M, pH 8) puis pa l' du chlorofo rme­

alcool isoamylique (24-1) et est précipité par de l'éthanol absolu en présence d'acétate de sodiu m 

(pH 5,2; 0,3 M final) . Le fragment de restriction (25 ng; 5,2 kb) et le vecteur linéarisé (5 ng; 3 kb) 

sont a lors mis en présence de T4 DNA ligase (Gibco-BRL, 2 U, 4 h , 16'C) dans un volume de 10 

,,1 de tampon IX T4 ligase en présence de 1 ,,1 d'ATP 5mM, le rapport mola ire, in ser t sur vecteur, 

étant équiva le nt à 5. 

3.4 - Mise en compétence des bacté ries 

* Determination de la DO correspondant à la de nsité bactérienne optimale 

Cènt millitres de milieu SOB sont inoculés avec 1 ml de préculture de bactéries XLI - Blue. 

La mesure d'absorbance à 550 nm se fait toutes les 20 minutes jusqu 'à stabilisation de la valeur 

de la DO. E n para llèle, à partir d'une DO égale à 0,350, on effectue toutes les 40 minutes un 

e nsemenceme nt avec 100 ,,1 de suspe nsion bactérienne diluée au 1/106 dans du SOB sur des 

boîtes de Pétri SOB/agar (m ilieu SOB, bacto-agar 1,2%, ampicilline 50 I,glml , létl'acycl ine 12,5 

" glml) . Un comptage des co lonies est e ffectué après une incubation de 18 heures à 37' C, ce qui 

permet d'effectuer une numération bactérie nne. 

* Preparation des cellules compétentes 

Les bactéries sont rendues compétentes selon le protocole de Ha nahan (1983). Cent 

millitres de milieu SOB sont ensemencés à partir d'une préculture de XLI - Blue. L' incubation à 

37'C est maintenue jusq u'à ce que l'on obtienne 6 à 9.107 bactéries/ml c'est à dire jusqu 'à ce que 

la culture bactérienne so il dans la seconde moitié de la phase expone nt ie lle de croissa nce. Les 

bactéries sont alors placées 10 à 15 minutes dans la glace puis centrifugées (10 mn, 1250 g, 4' C). 

Le culot, bien égoutté, est mis en suspension dans 1/3 du volume initial de so lution RF1 : 
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- RbCI100mM 

- MnCIZ 50mM 

- acétate de potassiu m 30 mM 

- CaCIZ 10 mM 

- glycérol 15 % 

- pH ajusté à 5,8 par de l'acide acétique 

- filtration à O,ZZl"m 

puis laissé dans la glace pendant 15 minutes. Après centrifugation (10 mn, lZ50 g, 4' C), le cu lot 

est repris dans 1/1Z,5 du volume initial de solution RFZ: 

- MOPS (Morpholino su lfon ic acid) 10 mM 

- RbCII0 mM 

- CaCIZ 75 mM 

- glycérol 15 % 

- pH ajusté à 6,8 par de la soude 

- filtration à O,ZZl"m 

Après 15 minutes d 'incubation dans la glace, les bactéries sont compétentes. Cette prépa,'ation 

permet la conservation à - 80'C de ces bactéries r éparties en aliquots de ZOO pl. 

3.5- Transformation 

Le mélange de ligation vecteur-insert est ajouté à ZOO pl de bactéries co mpétentes 

décongelées puis ma in tenu pendant 30 minutes dans la glace. Un choc thermique de 90 secondes 

dans un bain marie à 4Z'C est a lors pratiqué avant de replacer le tube dan s la glace. Huit ce nts 

micro li tres de SOC (SOB + glucose à ZO mM, filtré à 0,22 )lm) sont ajoutés et ce mélange est mi s 

sous agitation 30 minutes à 37°C pour permettre l'expression des gènes de rés istance. Les 

suspensions bactériennes sont ensu ite étalées à raison de 50 à lOO .u1 pa r boite sur le mi lieu 

sélectif (mi lieu SOB, bacto-aga r 1,2 <70, ampicilline 50I"g/ml, tétracycl ine 12,5 ,1Ig/ml, X- ga l 80 

)lg/ml, IPTG 0,20 mM). Les colon ies blanches et bleues sont visibles a près e nvi ron 18 heures de 

cu 1 tu re à 37' C. 
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4- MARQUAGE DES SONDES ET HYBRIDATIONS 

Le principe du kit utilisé "DNA Labeling and Detection Nonradioactive" de Boeh r inge r est 

schématisé en annexe 3. 

4.1- T rans rer t d 'ADN (Southe rn, 1975) 

L'ADN vira l est digéré par EcoRI, puis une migration sur gel d 'aga rose est réal isée. Après 

coloration a u BrEt et photogra phie sous UV, le gel est dénaturé pe nda nt 1 he ure da ns un ta mpon 

contenant du Na OH (0,5 M) et du NaCI (1,5 M) . L'ADN est ensui te neutra lisé pa r im me rs ion cl u 

gel dan s une solution Tris - H Cl (1 M, pH 8) NaCI (1,5 M) pui s tra nsré ré par ca pi ll ari té (Sa mbroo k 

et al., 1989) sur une membra ne Hy bond - N+ (Amersha m) prémouil lée pa r le tampon SSC 20X 

(NaC I, 3 M; Na-citra te, 0,3 M; pH 7), e n présence du même tampon pe nda nt 20 he ures. L'A DN 

est fixé su r la me mbra ne a u rour à vide à 80°C penda nt 2 heu res. 

4.2- Préparation des sondes 

Avant de préparer la sonde, l'insert cloné doit ê tre sépa ré du vect.eur. P OUl' ce la, LlI1e 

hydrolyse par l'enzyme de restriction ad équate suivie d'une séparation par migration sur gel 

d 'agarose sont e rrectuées. U ne gra nde quantité d 'ADN plasmid ique puri fié obte nue par 

maxipréparation est déposée dans un puits unique et large d u gel. Aprés migration et légè re 

coloration a u BrEt , la bande du gel contena nt l'insert est découpée puis, introdu ite da ns un 

boudin de d ia lyse en présence du tampon d 'é lectrophorèse et soumise à un champ électrique. 

Cette technique d ite d 'électroélut ion permet l'extraction de l'ADN du ge l. Après ext l'ac t. ion 

phénolique et précipi tation étha nolique, l'é luat est repris dans du TE et qua nt ifi é a u 

spedrophotomètre. La pureté de ce rragment de restrict ion est esti mée par migration s ur ge l 

d'agarose d'une rraction a liquote. L 'ADN purifié est marqué à l'a ide du ki t de Boehringe r, par la 

méthode d'extension d'amorces au hasa rd par le rragment de Kle now de l'AD N poly mé rase l, e n 

ut ilisa nt des hexan ucléotides a léatoi res et un déoxynucléotide ma rq ué. 

Un microgra mme d'ADN est déna turé 10 minutes à 95°C et re rroid i ra pide me nt da ns la 

glace, pui s incubé à 37°C pendant 1 heure en présence de: 

- clATP, dTTP, dGTP, dCTP 

- solution d'amorces (hexanucléotides) 

- Digoxigénine- ll - dUTP 

- 2 unités d 'enzyme de Kle now. 
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Après arrêt de la réaction par l'EDTA (20 mM final), l'ADN marqué est séparé des nucléotides 

libres par précipitation éthanolique en présence de chlorure de lithium 4 M et r epris dan s 50 .ul 

de TE. 

4.3- Hybridation des membranes avec des sondes marquées 

La membrane est préalablement préhybridée pendant 1 heure à 68°C da ns la solution 

d'hybridation à raison de 200 .ullcm2 de membrane. La membrane Hybond-N+ est ensuite 

hybridée pendant 6 heures à 68°C avec de la solution d'hybridation (25 .ul/cm2) conte na nt la 

sonde dénaturée par la chaleur (26 ng/ml) dans un sac en plastique soudé. La membra ne est 

ensui te rincée en condition de stringence croissante: SSC 2X, SDS 0,1 % 2 fois 15 minu tes à 

température a mbiante puis SSC 0.1X, SDS 0,1 %, de ux fois 15 minutes à 68°C. Puis les 

membranes sont révelées par dé tection immune-enzymatique de la d igox igénine incorporée dans 

la sonde ce qui donne une coloration violette sur la membrane (annexe 3). 

5- AMPLIFICATION DES SEQUENCES PAR P .C.R. (POLYMERASE CI-IAIN 

REACTION) 

Le principe de la technique de PCR est schématisé en annexe 4 

5.1- Préparation de l'ADN cible 

D'après le protocole de Webb et al., (1990), les tissus de poissons et ce llules BF2 infectées 

par du virus LDV sont placés 10 minutes dans un bain marie bouillant volume à volume avec du 

tampon TE a fin de lyser les cellules e t donc de libérer l'ADN viral. Après refroidissement sur la 

glace (5 mn), les échantillons sont centrifugés (5 mn, 6000 g) et leur surnagea nt est util isé pour la 

réaction de PCR. 

5.2- Amorces 

Des amorces de 21 nucléotides sont synthétisées au laboratoire à l'a ide d'un système 

Cyclone DNA Synthetizer (MilliGen); le choix des séquences de ces a morces est présenté e n 

résultats (chapitre résultats, 3.1) 
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5.3- Réaction d'amplification par P.C.R. 

Les amplifications de séquences par P.C.R. sont réalisées selon un protocole classique (Linz 

et al. , 1990). Le mélange réactionnel (50.uI) contient: 

- 6 .u1 d'échantillon à amplifier, 

- 1.u1 de chaque amorce (250- 300 ng ), 

- x .ul de MgCl2 (de 1,5 à 3,5 mM en concentration final e), 

- 5.u1 de tampon de réaction (10X) (Tris- HCl100 mM pH 8.3, I<C1500 mM, MgCl2 
15 mM), 

- x {lI d'eau distillée stérile , 

- 1 .u1 soit 500.uM final de chaque désoxynucléotide (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) , 

- 0,5.u1 soit 2,5 unités d 'enzyme Taq polymérase. 

Le mélange est recouvert d'une goutte d'huile de para ffine pour éviter l'évaporation, pu is 

soumis à 25 cycles d 'amplification dans un bain thermostaté programmable (PHC2, Tech ne). 

Chaque cycle comprend trois étapes: 

- dénaturation de l'ADN (94°C, 1 mn) 

- hybridation des amorces (52°C, 1 mn ) 

- extension des amorces par l'ADN polymérase thermostable (TaC{ polymérase, n 'c, 
2 mn) 

Après le dernier cycle, une de rnière incubation de 10 minutes il 72°C permet J'élongation 

totale de tous les brins inachevés. 

Les échantillons sont ensuite refroidis à températu re ambiante, J'h uile de pa raffi ne est 

enlevée par pipettage puis, par dissolution dans de l'étheroxyde et par évaporation. Dix 

microlitres de chaque échantillon sont déposés sur un gel d'agarose à 2 %. Après électrophorèse 

(150 V/15 cm, 45 mn) et co loration au bromure d'éthidium, les bandes cO ITespondanl aux 

fragments d'ADN amplifiés sont visua lisées sous un transilluminateur il rayons ultravio lets, e n 

présence du marqueur de poids molécu la ire (DNA ladder de 1 kb, BRL, annexe 5). 

6- UTILISATION DU SYSTEME D'EXPLOITATION BISANCE 

BISANCE est un système d'exploita tion de banques de données où sont répertoriées les 

séquences connues d'acides nucléiques et de proté ines et dont la mise il jour est faile 

régu liè re me nt. Il permet la consultation et l'uti lisation des banques de séquences â dist.ance sur 

centre serveur ainsi que des données personnelles. Notamment, le progTamme d'a ligllement 

(CLUSTAL) de plusieurs séquences est accessible et est utilisé pour rec hercher des séq uences 
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consensus. La recherche des port ions en "hairpin", des possibili tés d 'hybr idation des 

oligonucléotides entre eux et des homologies de séquences en tre les oligonucléotides et la banq ue, 

ont également été effectuées. 
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RESULTATS 
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1- PURIFICATION D'ADN DE BACULOVIRUS 

1.1 Essais de pur ification d'ADN vira l AcMNPV à partir de cellules SF9 (Spodoplera (rugiperda) 

infectées 

Cent mic rogrammes de cellu les d'insecte SF9 infectées et non infectées par le bac ul ovirus 

AcMNPV et d'ADN de virus purifié ont é té chargés respectivement sur trois gradients d ifférents. 

(Remarque: les densités des trois gradients ne sont pas exactement identiques). 

De ux types de résultats (figure 1) ont été observés par illumination des tubes aux UV : 

- une seule bande visible dans les gradients contenant l'ADN de cellules saines ou virosées. 

- deux bandes visibles et très proches sur le gradient contenan t l'ADN de virus pu rifié 

correspondant à l'ADN superenroulé et circulaire ouvert. 

Le profil d'absorbance à 254 nm des gradients a été enregistré pour les tro is écha ntillons. li 

apparaît: 

- un pic pour l'ADN de cellules saines (S) (résultat non montré), 

- un pic (VB) et une zone moins discrète de densité plus fa ible (VH ) pour l'ADN de ce llu les 

infectées (figure 2), 

- un seul pic (P) pour l'ADN de virus purifié (figure 3) . 

Dans ce dernier échantillon , l'obtention d'un seul pic est probab lement due à la proximité des 

bandes et au manque de résolution de l'appa reillage de fractionnement clans les cond itions 

d'u ti 1 isation. 

L'ADN correspondant aux diffé rents pics obtenus a été soumis à une élect rophorèse av<'lnt 

et après diges tion par l'enzyme de restriction EcoRI (figure 4). Tous les ADN non digérés e ntrent 

dans le gel sous la forme d'une bande dans la zone de migration non spécifique. L'ADN des 

cellules SF9 non infectées forme après digestion une traînée sans ba nde ne tte, tand is que l'ADN 

de virus purifié et de cellules infectées (fractions supérieure et inférieure, figure 1) migre nt. en 

donnant un profil de restriction identique. L'ADN cellulaire n'est donc pas décelé da ns les 

différen tes fractions d'ADN de cellu les infectées. Ce qui peut être ex pl iqué pa r la forte 

proportion d'ADN viral par rapport à l'ADN cellula ire. 

1.2- Purification d'ADN viral à partir de crevettes (Penaeus uannamei) infectées 

Après l'extraction d 'ADN de P. uannamei infectées par Baculouirus penaei, la conce ntration 

en ADN a été estimée par spectrophotométrie. L'absorbance à 260 n m de l'extrait d ilué 

(1/50oème) est de 0,238 D.O., ce qui correspond à une concentration en acides nucl é iques de 

5,95;.tg/fi.l soit 1,18 mg. La suspension d'ADN n'est pas visqueuse ma lgré sa forte co ncentrat ion. 

D'après cette constatation, il semble que l'ADN ne soit pas de haut poid s mo lécula ire et pourra it. 
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Figul"e 1: Purification d'ADN par centrifugation isopycnique sur gradient de CsCl, en présence 
de colorant de Hoechst. 

S: ADN de cellules SF9 saines 
V: ADN de cellules SF9 infectées par le baculovirus AcMNPV 
P: ADN de baculovirus AcMNPV. 

Fraction supérieure 

Fraction inférieure 
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Figure 2: Profil d'absorbance à 254 nm de l'ADN de cellules SF9 infectées par le baculovirus 
AcMNPV (V), purifié sur gradient de CsCJ. 

1oo 

Haut du 
gradient 

Bas du 
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Figure 3: Profil d'absorbance à 254 nm de l'ADN du baculovirus AcMNPV, pu ri fié (P) sur 
gradient de CsCJ. 
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Figure 4: Contrôle de qualité de l'ADN de cellules SF9 saines (S), de cellules infectées par le 
baculovirus AcMNPV (VH, VB) et de baculovirus AcMNPV purifié (P) par 
électrophorèse en gel d'agarose. 

Un m icrogramme d'ADN digéré (D) ou non digéré (ND) par EcoRI sont déposés 
sur un gel d'agarose 1% et migrent (100 V/15 cm ) pendant 1 heure. 



être dégradé, au m OInS en partie. La suspensIon d'ADN est légèreme nt colorèe, ce qui est 

révélateur de la présence de contaminants polycycliques (Manning, 1991). 

D'après le spectre d 'absorption dé l'extrait (figure 5),.le rapport des absorbances à 260 nm 

et à 280 nm est de 2,1. Cette valeur n 'est pas voisine de 1,8, rapport de l'ADN pUI' se lon 

Sambrook et a l. ,(1989). 

La concentration d'ADN a été vérifiée par une autre méthode de qua ntification : la 

méthode "Saran-Wrap" (figure 6) qui donne une valeur de même ordre. Cette méthode, basée sur 

l'augmentation de la fluorescence du BrEt en présence d'acides nuclé iques permet d'é liminer 

l'erreur due aux impuretés absorbant à 260 nm. Par cette méthode, une concentration de 

3,75pg/p l a été obtenue. Par ailleurs, après é lectrophorèse de l'ADN extrait su r le ge l d'agarose 

(figure 7), cet ADN apparaît e n grande partie dégradé com me l'atteste la pénétration d'acides 

nucléiq ues dans le gel. Ceci peut s'exp lique r par le fa it que les éc hantillons de crevettes virosées 

sont a rrivés décongelés au laboratoire. 

De plus, après centrifugation de la totalité de l'ADN de crevettes infectées sur un gradient 

de chlorure de césium en présence du colorant de Hoechst, aucune ba nde nette n'est observée 

(fi gure 8), mais seuleme nt une importante zone diffuse correspondant proba bleme nt à de l'AD N 

dégradé. 

2- PREPARATION DE SONDE V1RALE D'AcMNPV SPECIFIQUE DU GI, NE ONA 

POLYMERASE 

2.1- Préparation des cellules compétentes 

La cinétique du développe ment des bactéries a été suivie par une numé ration bacté rie nne 

et une mesure de l'absorbance à 550 nm afi n de déterminer la turbid ité (va riab le suivant la 

souche bactérie nne et l'appareillage) corresponda nt à la densité bactérie nne optimale pour la 

préparation des cellules compétentes co rrespondant à 6- 9.107 bactéries/ml. 

Ces résultats sont représentés da ns la figure 9 et schématisés par les courbes de la 

figure 10. 

D'après la courbe B (figu re 10), la concentration de bactéries de 6- 9.107/ml correspond à 

une DO à 550 nm comprise e ntre 0,370 et 0,4.20. Cette "fourchette", connue, nous a permis la 

préparation de bactéries compétentes suivant le protocole décrit da ns le chapitre Maté rie ls et 

Methodes, 3.4. 
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Figure 5: Spectre d'absorbance de l'ADN extrait de post- la rves de Penaeus uannamei infectées pa r 
Bacu lou~rus p enaei(d ilution 1/500). 
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Figure 6: Quant ification par la méthode "Saran- Wrap" de l'ADN exlra it de post- la rves de 
Penaeus uannamei infectées par Baculouirus penaei. 
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Figure 7: Contrôle de qualité par electrophorèse de l'ADN extrait de post la rves de Penaeus 
uannamei infectées par Baculouirus penaei. 

r=-120 ng d'ADN 
J , 1,2 ng d'ADN 

Figure 8: Gradient de CsCI chargé par de l'ADN extrait de post- larves de Penaeus uannanw 
infectées par Baculouirus penaei. 
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Figure 9: Cinétique de développement des bactéries XLl- Blue: évolut ion de la turbidité et de la 
numération bactérienne. 

No Temps Turbidité en Nombre de Nombre de 
DO à 550 nm colonies bactéries/ml 

1 20 mn 0,010 - -

2 40 mn 0,020 - -

3 1 h. 0,030 - -

4 1 h.20 0,040 - -

5 1 h.40 0,065 - -

6 2 h. 0,110 - -

7 2 h.20 0,165 - -

8 2 h.40 0,220 - -

9 3 h. 0,290 - -

10 3 h.20 0,364 47 4,7.107 

11 3 h . 40 0,465 - -

12 4 h. 0,550 200 2.108 

13 4 h . 20 0,683 - -

14 4 h.40 0,738 328 3,28.108 

15 5 h. 0,880 - -

16 5 h.20 0,990 416 4,16.108 

17 5 h.40 1,300 - -

18 6 h. 1,250 250 2,5.108 



Figure 10: Cinétique de développemen t des bactéries XLI - Blue. 

A: Turbidité de la suspension bacté rienne XLI - Blue en fonction du temps. 
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2.2- Contrôle de ligation 

Avant d'effectuer un clonage, une vérification de l'efficacité des enzymes de ligation 

disponibles au laboratoire est nécessaire. Une méthode rapide par migration sur gel d 'agarose est 

chois ie. 0,35 pg d'ADN marque ur de taille (phage r Hindlll, DNA molecula r weight marker II, 

Boehringer) est ligué avec chacune des 4 Iigases disponibles, puis soumis à une électrophorèse e n 

gel d'agarose à 1 %. La photographie sous UV (figure 11) du gel coloré au BrEt permet 

d•apprécier l'efficacité de ces ligases qui, e n fa it, s'avèrent toutes excellentes. En e ffet, les 

différents fragments de restriction de ph age r ont été ligués e ntre eux et une ba nde de haul poids 

molécula ire est observée (figure 11). 

2.3- Clonage du fragment Pst! - H de AcMNPV 

Après digestion et migration de l'ADN deAcMNPV, la bande Pstl-H (figure 12) conlenanl 

le gène DNA polymerase est repérée selon sa taille d'après la carte de restriction établie par 

Summers et al., 1988 (annexe 6). Ce fragment a été cloné (protocole décrit dans le chapitre 

Matériels et méthodes, paragraphe 3). Les résultats de ce clonage sont présentés dans le tableau 

suivant: 

tableau : clonage du fragme nt Pstl - H de AcMNPV 

BOITE 1 BOITE 2 BOITE 3 

VECTEUR circula ire linéaire linéa ire 
sans insert sans insert avec inserl 

LIGATION non oui OUI 

nombre de 
colonies ble ues 960 60 5GO 

nombre de 
colonies blanches 0 0 4 

transformants 
/pg de vecteur 2.106 1.105 1.106 

La boîte 1 correspond à un contrôle de taux de transformation. La boite 2 montre 

l'efficacité de la ligase. Ces boîtes sur lesquelles aucune colonie blanche n'a poussé et aya nl un 

taux de tran sformation normal, confirment l'efficacité du mode de sélection des colonies 

recombinantes. 
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Figure 11: Contrôle de qua lité de 4 ligases par é lectrophorèse en gel d 'agarose: 

E; 
4-

5-

ADN du bactériophage À 
incubé avec 4 ligases différentes 

ADN du bactériophage ). sans ligase. 

, 2 3 4 5 
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Figure 12: E lectrophorèse en gel d'agarose de l'ADN du baculovirus AcMNPV digéré par Psti en 
vue de l'extraction du fragment Pst!- H. 

A : photographie du gel 
B : schéma explicatif 
C : tableau des fragments de restriction Pst! 

A 

1,2,3 : ADN de Baculovirus AcMNPV digéré par Pst! 
MT : marqueur d e taille molécula ire "Echelle kb" 

B 
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Sur la boite 3, correspondant au clonage du fragment Psi! H, on note un tres faible 

pourcentage (0,8 %) de colonies blanches par rapport aux colonies bleues. Ce lte transformation a 

donc permis d'isole r 4 clones recombinants. 

2.4- Etude des colonies recombinan tes 

Une étape prélimina ire a consisté à contrôler la réussite du clonage pal' la déte rmi nation de 

la taille des inserts présents dans les plasmides recombinants extrai ts à partir des quatre co lonies 

blanches précédemment isolées, Une hydrolyse pa r PslI su ivie d'une é lectropho rèse ~ été 

réalisée. Après coloration du ge l (figure 13), pour les minipréparation nOO et n02 non digé rées, on 

observe deux bandes correspondant aux plasmides superenroulé el ci rcu laire Ollverl . Pour les 

échantillons nOO e t n02 digérés par PSII, de ux bandes sont observées: l'une correspondRnt a u 

plasmide (3 kb), l'autre au fragment Ps/l - H inséré (5 kb). Rien n'est visible dans l'écha nt illon 3. 

Deux colonies, nOO et n02, ont ainsi été retenues d'après la taille de l'insert. 

Il fa ut noter cepe nda nt que le fragment PstI - H a une taille voisine d'un autre fragme nt de 

AcMNPV (PsII -1) ce qui pourrait conduire à les confondre. Se lon la ca rle de restriction 

(a nnexe 6), le fragment PsII - H est le seu l à posséde r le s ite de restriction de EcoRI ce qlli 

pe rmettra de reconnaître le type du fragment suivant les t rois hypothèses diffé re ntes, a près une 

digestion par EcoRI du plasmide recombi nant et migration par é lectrophorèse: 

1 ère hypothèse: deux bandes à 4,8 et 3,4 kb correspondant au fragme nt. Pst! - I-I 

2ème hypothèse: deux bandes à 7,8 et 0,4 kb correspondant au fragme nt Psll - H 

3ème hypothèse : une seule bande à 7,8 kb corresponda n t au fragme nt Pstl - I 

Les deux premières hypothèses dépe ndent de l'orientation du fragme nt in séré p~ r re rpa rl 

au plasm ide. li est possible de confondre les deux de rnières hypothèses, une ba nde il 400 pb 

pouvant être invis ible sur le ge l si e lle est en trop faibl e quantité. 

Après ce contrô le, l'iden tité du fragment PstI - H est confirmée pa r la présenc:e des dN " 

bandes 4,8 et 3,4 kb sur le gel (résul tat non montré). 

Ce fragme nt sera utilisé ultérieurement comme sonde da ns la technique de SOllthe rn bl ol. 

3- SOUTHERN BLOT: LOCALISATION DU GENE DE LA POLYEDRINE SUR L'ADN 

DE BACULOVIRUS 

Une maxipréparation a été e ffectuée sur un clone recombinant ayant insé ré le fragme llL 

EcoRI - I de AcMNPV, Ce fragment contena nt le gène de la polyédrine a été cloné préa lab le me nt. 

au laboratoire, Le fragment EcoRI a été purifié par digestion enzymatique, é lectrophol'èse el 

électroélution . 
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Figure 13: Contrôle de clonage du fragment PstI - H de AcMNPV dans le vecteur Bluescript, par 
électrophorèse sur gel d'agarose (1 fil de miniprépa ration par puits): 

1 marqueur de poids moléculaire "Echelle 1kb" 
2,3 : minipréparation n03 
4,5 : minipréparation n02 
6,7 : minipréparation nOO 

2,4 et 6 
3,5 et 7 

: digestion par PstI 
: non d igé ré 

8 : 100 ng de vecteur de clonage natif 

12345 6 78 
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Après Je marquage du fragment Eco RI- I pour obtenir une sonde, un essai pré liminaire de 

Southern blot a été effectué avec succès sur l'ADN de AcMNPV digéré par EcoRI, migré sur gel 

d'agarose (figure 14 A) et transféré sur membrane de nylon Hybond-N+ (figure 14 B). 

La migration par électrophorèse de l'ADN viral (128 kb) digéré par EcoRI permet la 

séparation de plusieurs fragments, dont un fragment Eco RI- I de taille 7, 7 kb (figure 14 A). Après 

transfert sur membrane, ce fragment hybride avec la sonde ci- dessus (figure 14 B). 

Compte tenu de l'altération de l'ADN obtenu des crevettes infectées, il n'a pas été possible 

de localiser le gène de la polyédrine sur l'ADN de Baculouirus penaei par cette technique de 

Southern Blot 

4- DIAGNOSTIC VIRAL PAR P.C.R. 

4.1 - Choix des amorces 

Peu de séquences sont connues chez les Lymphocystivirus. Tou tefois, des amorces om pu 

être choisies d'après les données de Schnitzler et Darai (1989) qui montrent que la séq uence 

nuclé ique ré pétée du LDV est conservée à 95% entre les isolats de LDV provenant du flet et de la 

plie. 

A partir de cette séquence, des amorces droite (D) et gauche (G) ont é té chois ies (ta bleau 

ci- dessous) afin d'amplifier un fragment de 216 kb. 

Les choix de ces séquences est déterminé par le critères de la taille. En effet, la spécifité es t 

obtenue pour des amorces d'au moins 20 bases. La température de demi - dénatura tion (Tm) es t 

ensuite calculée par la formule simplifiée suivante qui peut être appliquée à des petits fragments 

de l'ordre de 20 bases : 

Tm (°C) = 4(G+C) + 2(A+T). 

Tableau : caractéristiques des amorces 

amorce séquence nombre Tm 

de bases ( OC) 

D 5'TCGGCACAA TGAAA TACCA CG 3' 21 62 

G 5'cATGGTTATTGGTGGATACGG 3' 21 62 

La température d'hybridation pour la PCR est estimée par la formule : Tm - l0°C = 52°C. 
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Figure 14A: Electrophorèse en gel d'agarose de l'ADN de baculovirus AcMNPV digéré par EcoRI 
+ (2) avan t transfert sur une membrane Hybond-N . 

1 : marqueur de poids molécula ire "Echelle lkb". 

2 1 

U .IU 
ll.lfl 
10 . 110 

E t E:::::::.:::!! 
7. 111 
1 . 101 
1 . 090 
4 . 0 72 

-n---~ :~~ 
!.UI 

l , 0 \1 

Fraqme nt Eco RI 

A 14 , 4 kb 

8 13,5 kb 

c 12 ,3 kb 

D 10, 7 kb 

.E 9, 1 kb 

F 9 , 0 kb 

G 8 , 8 kb 

H 8,8 kb 

I 7,7 k.b 

J 6,8 kb 

K 5,5 kb 

L 3,9 kb 

H 3 ,6 kb 

N 2 ,5 kb 

0 2 , 2 kb 

Figure 14B: Hybrida tion par Southern Blot (système digoxigénine-phosphatase a lcaline) du 
fragment EcoRI d'AcMNPV avec l'ADN d'AcMNPV transfé ré sur membrane 
Hybond- N+. 
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4.2 Amplification 

Un essai préliminaire de PCR appliqué au Lymphocystis sur des kystes de net bouillis a été 

réalisé afin de déterminer la concentration optimale de MgCI2 pour trois enzymes 

Taq polymérase différentes: Amersham, Pharmacia et Biolabs. Dix tubes ont été préparés comme 

décrit dans la figure 15. 

La visualisation d 'une bande majeure très nette sur le gel (figure 15) a permis de retenir 

l'enzyme Taq polymérase de Amersham pour laquelle la concentration optimale du MgCI 2 est de 

1,5 mM. Les trainées observées en ha ut du gel ainsi que la nuorescence da ns les puits 

correspondent probablement respectivement à des contaminations protéiq ues et à de l'ADN 

génomique dégradé. En effet, les échantillons sont des tissus de poisson si mplement bou illis en 

présence de TE, sans purification d 'ADN. 

Un deuxième essai a alors été réalisé dans les conditions optimales sur des tissus inrectés par 

trois souches d ifférentes de virus. Les résultats obtenus (figure 16) montrent que dans le ca" cIu 

net (échanti llons l , 2, 3) et de la dorade (échantillons 4,5, 6), une bande de la taille attendue est 

visible. Les échantillons de LDV de perche, propagé sur les cellules BF2, éta ient trés peu vi rosés 

et aucune amplification n'est visible (échantillons 7, 8, 9) bien que dans des expé riences 

prélimina ires de PCR avec de l'ADN purifié de ce virus, une bande ait été obtenue (Le Deuff 

R.M., communication personnelle). Dans le témoin négatif (échantillon 10 ), contena nt 6 fi l de 

surnageant de cellules BF2 saines, aucune amplification n'est visible . 

5- RECHERCHE DE SEQUENCES CONSERVEES DANS LE GENE DE LA DNA 

POLYMERASE DES HERPESRIRrDAE 

Une recherche d'homologies entre les séquences de la DNA polymérase de trois 

He'pesviridae humains appartenant aux trois sous-familles a, 13 et r : HSV1, HCMV et EB V, a été 

effectuée grâce à un alignemen t selon le programme CLUSTAL utilisé dans le système 

d'exploitation BISANCE. Le résul tat de cet a lignement figure en annexe 7. 

Pour chaque zone d 'alignement, des régions susceptibles de fournir des a morces r Ollr de la 

PCR ont été sélection nées d'après les séq uences d'acides a minés co nse rvées puis par le ca lcul de 

la dégénérescence des séquences nucléotidiques correspondantes. L'objecti f de cette sélection est 

d10btenir des amorces d'au moins 20 mers, les moins dégénérées possibles. Ainsi, trois motifs 

protéiques ont été sélectionnés (figure 17) et permettront, associés deux par deux, de faire des 

essais d'amplification de séquences par PCR. 
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Figure 15: Essai préliminaire de PCR avec: 
- différentes concentrations en MgC12, 
- différen tes enzymes Taq polymérase. 

MT: marqueur de taille moléculaire "Eche lle lkb". 

Enzyme Amersham Pharmacia Biolabs les 3 

tube n° 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

MgCl2 
(mM) 1,5 2,5 3,5 1,5 2,5 3,5 1,5 2,5 3,5 3 , 5 

Echant. surnageant de kyste de flet bouilli TE 

F igure 16: Essai d 'amplification à partir de LDV de différentes origines: 1-3: flet, 4- 6: dorade, 
7- 9: virus isolé de perche et propagé sur culture cellulaire, 10: témoin cell ules 
BF2 saines 
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Figure 17: Trois motifs protéiques (A, B et C) conservés pour les ADN poly mérases des 
Herpesuiridae: HSVl, HCMV et EBV. Les séquerices nucléatidiques co rrespondant 
sont indiquées ai nsi que le calcul de leur dégénérescence (D). 

Motif A 

Motif B 

Motif c 

6 - 0 - G - Q - Q - 1 - R -~~~ = 7 (ou 8) acides aminés 
F 

TAT-GAT-GGA-CAA -CAA- ATT-CGA-GTA 
G C C T G G C A T T T 

GAG G 
CCC 

2x2x 2x 4x 2x 2x 3x2x4x2x4 

<-------------------------- -> 
21 mer => D = 3D72 
23 mer => D = 12 288 

1 - 1 - Q - A - H - N - l -CC) = 7 (ou 8) acides aminés 
M 

ATT -ATT-CAA-GCA-CAT-AAT-TTA-TGT 
C C ATG T CCC G C 
A A G T 

C C 

3x 3x2x2x2x4x 2x 2x2x4x 2 
<------------------------> 
<-------- --------- -----------> 

20 mer => 0 = 2304 

23 mer => D = 9216 

R-V - 1 - Y - G - 0 - T -(0) = 7 (ou 8) acides aminés 
1 

CGA-GTA-ATT-TAT-GGA-GAT-ACA-GAT 
ATAT C C T C T C g gAg g 
2x4x2x4x 3x 2x 4x 2x 4x 2 
<----- -------------------> 
<----------------------------> 

21 mer => D = 3072 
23 mer => D = 12288 
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Une vérification a ensu ite été effectuée en les comparant avec toutes les séquences de la 

banque de données. Il s'avère que ces motifs ne sont présents que dans les séquences d'ADN 

polymérases des Herpesuiridae (résu ltats non montrés) ce qui confirme la spécifité de ces 

séquences vis-à-vis de ces virus et aussi leur bonne conservation, puisque les motifs sont 

retrouvés dans toutes les séquences connues d'ADN polymérase des He1pesuiridae. 
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DISCUSSION 



Le travail effectué au cours de ce stage s'inscrit dans le cadre de recherches en 

pathologie virale des invertébrés mar ins. La finalité de ces études est de limi ter le déve loppement 

des malad ies d'une part, par la mise au point de méthodes de diagnostic sens ibles et d'autre part, 

par la recherche de moyens de lutte a nti-virale tels que l'inhibition de la réplication de virus par 

stratégie anti-sens. 

Concernant ce dernier point, il est nécessaire de développer les recherches sur les 

gènes cibles potentielles des anti -sens. Les Baculovirus, bien connus d'un point de vue génétiq ue 

chez les insectes, sont cu ltivables sur des lignées cellula ires. De plus, des virus apparentés à la 

mê me famille sont responsables de morta lités importantes ch ez les pénéides. Un Bacu lovirus 

d'insectes, l'AcMNPV, a donc été retenu comme modèle d'étude. Compte tenu de la d iffic ul té 

d'approvisionnement en Baculovirus de pénéides, liée d'une part à l'éloignement géographique 

des zones d'élevage contaminées (Eq uateur), e t d'autre part à l'absence de lignées cellulaires de 

pénéides ne permettant pas de cu lti ver in vitro ces virus, certaines expérimentations développées 

dans ce mémoire ont donc été préalablement réalisées sur du Baculovirus d' insectes . 

Des essais de séparation d 'ADN viraux et cellulai res ont été réalisés directement à 

partir de cellules SF9 infectées. Cette stratégie de séparation des ADN parasitaires et cellulaires a 

déjà été appliquée avec succès pour des protozoaires d'invertébrés marins tels que Marteilio 

refringens (Lu bat, 1990) ou Bonamia aslreae (Hervio, 1992) . Cette méth ode permet. de 

s'affra nchir des étapes de purification parfois lourdes à mettre e n oeuvre pour obten ir des 

parasites en assez grande quantité. 

Lors de nos essais, la séparation de deux types d'ADN par centrifugation e n g rad ie nt de CsCI et 

en présence de colorant de Hoechst, n'a pas été obtenue. Cela peut s'expliquer de difrérentes 

façons. Un pourcentage similaire en bases puriques (A-T) dans les deux types d'ADN ne 

permettrait pas en effet de séparer les ADN selon ce cri tère. Cette premiè re hypothèse pourrait 

être testée e n utilisant une plus grande résolution des grad ients. Une autre hypothèse serait que 

la proportion d'ADN cellulaire est trop faib le dans les cellu les in fectées pour pouvo ir étre 

visuali sé sur gradient (Summers et Smith, 1988). Cette hypothèse pourrait ètre vérifiée e n 

déposa nt un mélange d 'ADN de cell u les sa ines et de virus purifié. 

Ce type de séparation sur grad ien t a été aussi appliqué à des post- larves de pénéides 

infectées par du Baculovirus, ma is sans succès. La zone de fluorescence diffuse obtenue dans le 

gradient sera it due soit, à une dégradation des ADN présents, pouvant être incri minée à une 

mauva ise conservation des échantillons de crevettes, soit à une trop g rande quantité d'ADN 

déposée. Dans des cond itions satisfaisantes d'extraction des ADN, si la sé paration de plus ieu rs 

bandes n'était pas obtenue, il pourrait être envisagé de faire migrer sur gel, avant el après 
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coupure par enzyme de restriction, J'ADN obtenu dans les différen tes fractions afi n de local iser 

les zones les plus riches en ADN viral. 

Une seconde partie de ce mémoire a été consacrée a u clonage de fragments de 

AcMNPV dans un plasmide et leu r amplification dans le but d'en préparer une so nde. Les 

fragments clonés du génome de AcMNPV - fragment du gène de la DNA polymérase vi rale ou de 

la polyédrine - correspondent à des gènes susceptibles d'avoir le plus fort pourcentage 

d'homologie avec le baculovirus de crevette. 

Des essa IS préliminaires de Southern blot ont été réa lisés sur le Bacu lov iru s 

AcMNPV, afin de vér ifi er la fi abili té des sondes préalablement obtenues, le seuil de sensibili té de 

la technique devant être toutefois déterminé. Une mise en évidence du gène de la polyédrine, par 

Southe rn blot, sur Baculouirus penaei n'a pu être abordée du fait de l'état très dégradé de l'ADN. 

L' ut ilisation de ces fragmen ts clonés comme sondes permettra de loca liser par 

Southern blot les gènes homologues sur de l'ADN vira l de crevettes. Le trava il pouvant se 

poursui vre par le clonage et le séq uençage des fragments spécifiques de crevette. 

Au cours du stage, une autre stratégie de recherche de séquences a été a bordée sur 

un autre génome vira l : l'amplification enzymatique d 'ADN ou PCR. De nombreux He rpesvirus 

ont été décrits chez les mammifères. Les séquences de certains de leurs gènes, disponibles dans 

les ba nques de don nées, ont pu être exploitées. Ainsi, la compara ison des séquences protéiques 

des ADN polymérases de trois de ces virus h umains (HSV1, HCMV et EBV) a aboutit à la 

sélection de motifs conservés non seuleme nt pour ces trois virus, mais aussi pour les autres 

Herpesv iru s dont les séquences sont connues. A partir de ces séquences conservées l la comp lexité 

des séquences nucléotidiques correspondantes a été calculée. Les trois amorces, dont le degré de 

dégéné rescence était minimal, peuvent dès lors être syn thétisées et utilisées afin de caractériser 

le gène de l'ADN polymérase de l'Herpesvirus de l'huître creuse et de l'huî t re plate. 

Concernant la facette diagnostic déve loppée au cours de ce ra pport, le diagnost ic des 

viroses par P CR est en e ffet une techn ique réellement plus avantageuse que la microscop ie. Cette 

techn ique est en e ffet re lativement ra pide et peut même s'affranchi r de l'étape pré li mi na ire 

d'extraction d'ADN des échanti llons. Ceci a été montré lors des expé riences de PCR re latives au 

LDV de poissons, pour lesquelles les échantillons vi rosés ont été simplement placés dans un 

bain-marie bouillant pendant dix minutes afin de lyser les cellules et li bérer l'ADN vira l cible. 

Cette méthode de d iagnostic, basée sur l'hybrida tion d'amorces oligonucléotidiques est 

particulièrement intéressante dans la mesure où aucune séquence de pathogènes d'in ve rtébrés 

marins n'est connue actuellement. En effet , comme il l'a été montré pour le LDV, des sondes ont 
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été symthétisées uniquement sur la base des reche rches de séquences consensus puis va lidées 100's 

de nos expérie nces de peRo Ces réactifs, s' ils se montrent assez spécifiques e t sens ibles, sonl 

d'ores et déjà utilisables pour mettre au poin t un diagnostic, par peR, de virus de type 

Lymphocystivirus chez l'huître, Crassos/rea gigas , 
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Annexe 1 

Principe de clonage de l'ADN génomique du baculovirus AcMNPV 
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Annexe 2 

Carte physique du vecteur Bluescript II 
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Annexe 3 

Protocole de marquage froid de l'ADN (A) et principe de la détection 
digoxigénine/phosphatase alcaline (B) 

1- Etape de marquage 

2- Etape·d'hybridation 

3- Etape de détection 
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Annexe 4 

Principe de l'amplification enzymatique d'ADN par PCR 

La technique d ' amplification enzymatique par PCR (Linz et al., 1990) est basée sur le 
fonctionnement cyclique d'une ADN polymérase. Cette enzyme est capable de copier un brin d'ADN utilisé 
comne matrice, en un brin corrplémentaire par élongation de l•extrêmité 3'0H d'une amorce 
ol igonucléotidique. Cette technique consiste à effectuer n cycles successifs d'amplification de la 
séquence d'ADN double brin encadrée par les deux amorces. Un cycle d'amplification est composé de 3 
étapes permettant de réaliser successivement la dénaturation de l'ADN (94°C), l'hybridation des amorces 
(52°C) et leur extension d'ADN par l'ADN polymérase. Pour éviter l'addition d'enzymes à chaque cycle, 
une ADN polymérase thermostable à 100°C est utilisée (Taq polymérase). 

ADN cible + amorces +dNTP 
+ Taq polymérase 

lllllililliill!ll + 

216 pb 

1° étape 
dénaturation 
(94°C, 1 nn) 

1° étape 
dénaturation 
(94°C, 1 nn) 

+ 

+ 

+ 

2° étape 
hybridati on 
(52°C, 1 nn) 

2° étape 
hybridation 
(52°C, 1 nn) 

etc. (25 cycles ) 

=ADN cible contenu dans l'échanti llon (6 ~l> 
= Amorces oligonucléotidiques 

Amorce droite = 5'TCGGCACAATGAAATACCACG3' 
Amorce gauche = 5'cATGGTTATTGGTGGATACGG3 ' 

= ADN nouvellement synthétisé 

n 

+ 

+ 

n 

+ 

+ 
n 

u 

u 

u 

3° étape 
extension 

(72°C, 2 nn) 

3° étape 
extension 

(72°C, 2 nn) 

DIIII!II ITI 

+ 

IJ !!iii!!! Q 

+ 

+ 

'''"'"''Il + 
Dili ID 

11111111 

+ 

lill lill 

+ 

rmrm 
+ 

11111111 

+ 

CYCLE 1 

CYCLE 2 

l!!lllll + etc. 

216 pb 
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Annexe 5 

Détermination des poids moléculaires des fragments d'ADN séparés par 
électI'ophorèse 

Caractéristique s du marqueur de taille l Kb (BRL). 

~:~ :~: --~~9 1 62 
===~8"'4 4 = ==::::'----7 126 -----_____ 6 108 

_____ 5090 

-----4072 
_____ 3054 

____ _ 2036 

_____ ' 635 

_____ ' 0 ' 8 

__________ 5 16 

_____ 39 4 

_____ 344 

_____ 298 

_____ 230 

----- 200 
_____ 15 4 

----- 14 2 

___ 75 



Annexe 6 

Carte de restriction du baculovirus AcMNPV (Summers et al., 1988) 
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Fragment Psti 

A 20 ,1% 

B 16,9% 

c 13,4% 

D 9% 

E 8,1% 

F 6,6% 

G 5,4% 

H 4% 

I 3,8% 

J 2,7% 

K 2,3% 

L 2,2% 

M 2,2% 

N 2% 

0 1,3% 

Psti-I 

-----.. 
0 J K: 

Ps t! 

, 4 7 

Eco RI 1 J 

19 8 

Eco RI 

26,1 kb 11,1% 

22,0 kb 10,4% 

17,4 kb 9,5% 

11,7 kb 8,2% 

10,5 kb 7% 

8,6 kb 6,9% 

7,0 kb 6,8% 

5,2 kb 6,8% 

4,9 kb 5,9% 

3,5 kb 5,2% 

3,0 kb 4,2% 

2,9 kb 3% 

2,9 kb 2,8% 

2,6 kb 1,9% 

1,7 kb 1,7% 

Psti-H 
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?S 0 :?9 2 33 , J~ 0 
302 

.. 
v u 
Ill 

4, 9 4 3 4 

42 6 

14,4 kb 

13,5 kb 

12,3 kb 

10,7 kb 

9,1 kb 

9,0 kb 

8,8 kb 

8,8 kb 

7,7 kb 

6,8 kb 

5,5 kb 

3 ,9 kb 

3,6 kb 

2,5 kb 

2,2 kb 



1 
Annexe 7 

Comparaison des séquences protéiques d'ADN polymét'ases 
d'Herpesviridae 

les séquences d'ADN polymérases de trois Herpesviridae appartenant aux trois sous-famil les a, 8 et T ont 
été comparées grâce au programme d'aLignement CLustat. Ces séquences sont désignées par les mnémoniques 
suivants : 

DJBE16 
DJBE2L 
DJBEC1 

Herpes s implex 1 (HSV1, a) 
Epstein-Barr virus (EBV, T) 
Human Cytomegalovirus (HeMV, B) 

les motifs protéiques A, B et C correspondant aux oligonucléotides les moins dégénérés candidats pour la 
peR, sont soulignés. 

DJ8E16 

DJBE2L 
DJBEC1 

DJBE16 
DJBE2L 
DJBEC1 

DJBE16 
DJBE2L 
DJBEC1 

DJBE16 
DJBE2L 
DJBEC1 

DJ8E16 

DJBE2L 
DJBEC1 

DJBE16 
DJBE2L 
DJBEC1 

DJBE16 
DJBE2L 
DJBEC1 

DJBE16 
DJBE2L 
DJBEC1 

HFSGGGGP l SPGGKSAARAASGFFAPAGPRGAGRGPPPCLRCNfYNPYLAPVGTOQKPTG 
M----SGGl-------------FYNPFl------------ - --RPNKGll-----KKPD­
M---------------------FFNPYlSGGVTGGAVAGGRRQRSQPGSAQGSGKRPPQ-

* * * * 

PTQRHTYYSECDEFRFIAPRVlDEoAPPEKRAGVHDGHlKRAPKVYCGGDERoVlRVGSG 
-------- - --KEYlRlIPKCFQTPGA ----AGVVDVRGPQPPlCFYQDSlTVVGGoEoG 
-----------KQFlQIVPRGVMFoGQ----TGlIKHKTGRlPlMFYREIKHllSHoM--

* .*. * 

-GF~P- - RRSRl~GGVDHAPAGFNPTVTVFHVYollENVEHAYGMRAAQFHARFMoAITP 

KGM~--·~RQRAQEGTARPEAoTHGSPlDFHVYollETV ·- YTHEKCAVIPSoKQGYVVP 

--~PCP~RETl----··--VGRVVGPIRFHTYoQTDAV·-lFFoSPENVSPRYRQHlVP 

* * ** ""* • • 

TGTVITllGl-TPEGHRVAVHVYGTRQYFYMNKEEVDRHlQCRAPRDlCERMAAAlRESP 
CGIVIKllGRRKADGASVCVNVFGQQAYFY-·····-·---ASAPQGloVEFAV-lSAlK 
SGNVlRFFGA·TEHGYSICVNVFGQRSYFY-----·-----CEYSDToRlR·EV-IASVG 
• • • * * *. *.* 

GASFRGISADHFEAEVVERTOVYlYETRPAlFYRVYVRSG-----RVlSYLCDNFCPAIK 
ASTFoRRTPCRVSVEKVTRRSIMGYGNHAG-oYHKITlSHPNSVCHVAT~lQoK··HGCR 

ElVPEPRTPYAVSVTPATKTSIYGYGTRPVPolQCVSI SN~TMARKIGEYllE-"QGFP 

• • • 

KYEGGVDATTRFlloNPGFVTFG~YRlKPGRNNTlAQPRAPMAFGTSSoVEFNCTAoNlA 

IFEANVDATRRFVloNo'FVTFG~YSCR--RAIPRlQHRo-"-'SYAElEyoCEVGoLS 

VYEVRVDPlTRlVloRR-ITTFG~CSVN--Ryo~RQQGRA-""STCoIEVDCoVSolV 

* ** 11: * **** • •• * * * 

IEGGMSolPAYKlMCFDIECKAGGEoElAFPVAGHPEDlVIQISCllyolSTTA' .. --­
VRREoSS~PSYQAlAFoIECL-GEEG---FPTATNEAolllQISCVl~STGEEAGRYRRI 

AVPoDSS~PRYRClSFoIECMSGEGG"'FPCAEKSooIVIQISCVCYETGGNTAVDQGI 

• • * ""_ •• * * •• • * *.** 

---·---·------ ·lEH· -VllFSlGSColPESHlNElAARGlPTPVVlEFoSEFEMll 
-·--·-- --- -----·------llTlGTCEoIE-GVE···· ----- -·VYEFPSEloMlY 
PNGNoGRGCTSEGVIFGHSGlHlFTIGTCGQVGPoVD·--------·-VYEFPSEYElll 

• • * '* ** ** * 
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DJBE16 
DJBE2L 
DJBECI 

DJ8E16 

DJBE2L 

DJBECI 

DJBE16 
DJBE2L 
DJBEC I 

DJBE16 
DJBE2L 
DJBECI 

DJBE16 
DJBE2L 
DJBECI 

DJBE16 
DJBE2L 
DJBECI 

DJBE16 
DJBE2L 
DJBECI 

DJBE16 
DJBE2L 
DJBECI 

DJBE16 
DJBE2L 
DJBECI 

DJBE 16 

DJBE2L 
DJBECI 

DJBE16 
DJBE2L 
DJBECI 

AFMTLVKCYGPEFVTGYNIINFD~PFLLAKLTDIYKVPLDGYGRMN-- - -GRGVFRVWDI 

AFFCLIRDLSVEIVTGYNVANFD~PYILDRARHIYSINPASLGKIRA--GGVCEVRRP-­

GFMLFFCRYAPAFVTGYNINSFDLKYILTRLEYLYKVDSCRFCKLPTACGGRFFLHSPAV 
• ."'."'* ** • • • 

G-----QSHFQKRS----------KIKVNGMVSIDMVGltTOKIKLSSYKlNAVAEAVlK 
---HOAGKGFlRAN---------TKVRITGLIPIDMYAVCRDKLSlSDYKlDTVARHllG 
GFKRCYAAAFPSASHNNPASTAATKVYIAGSVVIDMYPVCMAKTNSPNYKLNTMAELYLR 

• • * **** • *** .. .. 

DKKKDLSYRDIPAYYAAGPACRGVIGEYCICDSLLVGCLFFKFLPHLELSAVARLAGINI 
AKKEDVHYKEIPRLFAAGPEGRRRLGMYCVCDSALVMDLLNHFVIHVEVAEIAKIAHIPC 
CRKDDLSYKDIPRCFVANAEGRACVGRYCLCDAVLVRDLFNTINFHYEAGAIARLAKIPL 

.... .. 'Il'" • .. .. ** "''II' ** .. • • • •• 

TRTIYDGCCIRVFTCLLRLADQKGFILPDTQGR------ ----- ----- - -- - ---FRGA 
RRVLDDGQQIRVFSCLLAAAQKENFILP- -- ---- - - - - - - - - ---- - - - - --------­
RRVIFDGQQIRIYTSLLDECACRDFllPNHYSKGTTVPETNSVAVSPNAAllSTAAVPGO 

.. ****** ** **** " .... 
A 

GGE- --- ----APKRPAAAREDEERPEEEGEDEDE------ -REEGGGEREPDGARETAG 
- - - - - - - - - - - - --MPSASDRDG - -- - - - -- -- - - - - - - - - - - - - - - - - -- - - - - - - - --
AGSVAAMFCMSPPLOSAPSSODGVSPGSGSNSSSSVGVFSVGSGSSGGVGVSNDNHGAGG 

• 

RH -VGYOGARVLDPTSGFHVNPVVVFDFASLYPSIICAHNLCFSTLSLRADA--VAHLEA 
-----YQGATVIQPlSGFYNSPVlVVDFASlYPSIIQAHNLCYSTMITPGEEHRLAGlRP 
TAAVSYCGATVFEPEVGYYNDPVAVFDFASLYPSIIMAHNLCYSTLLVPGGEYPVD---P **._.. .. .. ** .. ********** ***** -'II' , r 

B 

GKDYLEIEVGGRRLFFVKAHVRESLLSILLRD~LAMRKOIRSRIPCSS-PEEAVLLDKOC 

GEDYESFRLTGGVYHFVKKHVHESFLASLLTS~LAKRKAIKKLLAACEDPRORTILDKCO 

ADVYSVTLENGVTHRFVRASVRVSVLSELLNK~SORRAVRECMRECODPVRRMLLDKEO 

• • ** .. .... "''II' .. .. • "'*- .• 

AAIKVVCNSVYGFTGVQHGllPCLHVAATVTTIGREMLlATREYVHARWAA- --FECLLA 
LAIKCTCNAVYGFTGVANGLFPCLSIAETVTLOGRTMLERAKAFVEAL--SPANLCAL-­
MALKVTCNAFYGFTGVVNGMMPCLPlAASITRlGRDMLERTARFIKDNFSEPCFLHNFFN 
"'.* **. ****** '" _*_ .* '" ** ** 

--DF ------- - - - ------ PEAADMRAPGPYS-- --MRIIYGDTDSIFVLCRGLTAAGL 
-- - - - ----APSPDAWAPlNPEG--- ------ --- -QlRVlYGDTOSlFIECRGFSESET 
CEDYVVGTREGDSEESSAL-PEGLETSSGGSNERRVEARVIYGDTDSVFVRFRGLTPCAL 

•• .. ******... "''II' ! . , •• 

C 

TAMGDKMASHISRAlFlPPIKlECEKTFTKlllIAKKKYIGVIYGGKMl-IKGVOlVRKN 
lRFADALAAHTTRSlFVAPISlEAEKTFSCLMLITKKRYVGVLTDGKTL-MKGVELVRKT 
VARGPSLAHYVTACLFVEPVKLEFEKVFVSLMMICKKRYIGKVEGASGLSMKGVDLVRKT 

• ** * ** ** * * * ** * * * ***.**** 

NCAFINRTSRALVDLLFYDDTVSGAAAALAERPAEE~LARPLPEGLOAFGAVLVDAHRR1 

ACKFVOTRCRRVLDLVLADARVKEAASLLSHRPFOESFTOGLPVGFLPVIDILNCAYTDL 
ACEFVKGVTRDVLSLLFEDREVSEAAVRLSRLSLDEVKKYGVPRGF~RILRRLVQARDDL 

• • • * ***** • •• • • 



DJBE16 
DJBE2L 
DJBECl 

DJBE16 
DJBE2L 
DJBECl 

DJBE16 
DJBE2L 
DJBECl 

DJBE16 
DJBE2L 
DJBECl 

TDPERDIQOFVLTAELSRHPRAYTNKRLAHLTVYYKLMARRAQVPSIKDRIPYVIVA·· · 
REGRVPMGELCFSTELSRKLSAYKSTQMPHLAVYQKFVERNEELPQIHORIQYVFVEPK· 
YLHRVRVEOLVLSSVLSKOISLYRQSNLPHIAVIKRLAARSEELPSVGORVFYVLTAPGV 

•• • • • • • *'*. ** 

· ···QTREVEETVARLAALRELOAAAPGOEPAPPAALPSPAKRPRETPSPAOPPGGASKP 
· · · · · · ····· · ··· · · · ·· · · ····· · · ·····GGV············K·····GARKT 
RTAPQGSSONGOSVTAGVVSRSOAIDGTOOOAOGGGVEESNRRGGEPAKK·····RARKP 

• • 

RKLLVS·ELAEDPAYAIAHGVALNTDYYfSHLLGAACVTfKALf·GNNAKITESLLKRfl 
··· ·· · · EMAEDPAYAERHGVPVAVDHYfOKLLQGAANILQCLFONNSGA······ALSV 
PSAVCNYEVAEDPSYVREHGVPIHAOKYfEQVLKAVTNVLSPVfPGGETARKOKfLHMVL 

*.****.* *** '* ** '* • 

PE~HPPDDVTARLRAAGFGAVGAGATAEETRRMLHRAFOTLA 

LQNFTAR·········PPf··············· · ··· ·· ·· · 
PRRLHLE·········PAF··LPYSVKAHEC······ · ····C 
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