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Chapitre 1. Introduction Générale 

 

 

Des parties de ce chapitre bibliographique proviennent de deux revues élaborées dans le cadre 

du projet Européen PURE et soumises au journal « Frontiers in Plant Sciences »: « Graillot, 

B., Siegwart, M., Blachère-Lopez, C., Besse, S., Bardin, M., Nicot, P. C. & Lopez-Ferber, 

M. (2015) Durability of efficacy of biological control against pests: a review » et « Bardin, M., 

Ajouz, S., Comby, M., Lopez-Ferber, M., Graillot, B., Nicot, P. & Siegwart, M. (2015). 

Durability of efficacy of biological control against plant pathogens: a review. 

 

 

 

1. La protection des cultures  

 

La forte augmentation de la population mondiale ces 50 dernières années conduit à une 

demande agricole toujours plus importante. L’impact des pertes à la récolte pose à la fois un 

problème économique et de santé publique, la production devant nourrir l’ensemble des 

populations. Le développement de méthodes permettant de protéger les cultures est donc plus 

que jamais une priorité. 

Les premiers insecticides et fongicides (composés soufrés et d’origine naturelle) ont été décrits 

par les Sumériens et les Chinois en 2500-1500 avant J.C. Au 17
ème

 siècle, des extraits aqueux 

de tabac étaient déjà utilisés pour contrôler les ravageurs de cultures. A cette époque, la plupart 

des pesticides étaient des extraits de plantes. A partir du 20
ème

 siècle, la mise au point de 

pesticides de synthèse a fourni de nouveaux outils pour limiter les pertes à la récolte et après 

récolte (au stockage). Cependant, leur utilisation intensive a entraîné des pollutions importantes 

des milieux naturels et une apparition rapide de phénomènes de résistance. 

L’utilisation de prédateurs naturels des ravageurs, de toxines naturelles d’origine bactérienne 

ou encore de virus d’insectes n’est pas nouvelle. Relativement oubliées, surtout dans les pays 

développés et pendant la période d’expansion du tout chimique, ces approches suscitent un 

regain d’intérêt à mesure que notre arsenal de produits efficaces diminue. 
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Non polluantes pour la plupart, ces méthodes ne sont pas exemptes de défauts, et leur 

utilisation intensive a conduit elle aussi à l’apparition de résistances, qui en a rendu certaines 

inefficaces. Il ne semble donc pas y avoir de remède miracle et de tels phénomènes de 

résistance conduisent à se poser des questions sur la durabilité de telles méthodes pour le 

contrôle des ravageurs des cultures. L’analyse de cette durabilité est donc indispensable pour 

permettre le maintien d’une lutte efficace contre les ravageurs et des pertes de récolte les moins 

importantes possibles. 

 

1.1. Combien représentent ces pertes ? 

 

Les pertes à la récolte varient en fonction des cultures mais aussi des saisons suivant les 

variations d’incidence des pathogènes, ravageurs et mauvaises herbes. Ainsi, les pertes globales 

potentielles pour les cultures de blé en 2003 étaient estimées à 50% tandis que celles des 

cultures de cotons s’élevaient à 80% (Oerke, 2006). L’utilisation des systèmes de lutte permet 

de réduire ces chiffres à environ 30% de pertes en moyenne. Le tableau 1.1, adapté de Oerke 

(2006), présente les pertes potentielles et réelles sur la période 2001 - 2003. Les pertes pour ces 

années diffèrent de celles estimées dans de précédentes études (Tableau 1.2 ; Cramer, 1967 ; 

Oerke et al., 1994). Ces différences indiquent la difficulté de prévision des pertes et mettent en 

évidence le problème de la variabilité importante des méthodologies de mesures et des données 

obtenues. Le tableau 1.3 représente les pertes annuelles par continent en 1999. 

Il est intéressant d’observer que, même dans les pays développés, où des pesticides de synthèse 

ont été massivement utilisés, les pertes relatives n’ont pas diminué de manière significative. Par 

contre, les rendements par hectare ont augmenté. 
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Tableau 1.2. Estimations des pertes à la récolte réelles provoquées par les mauvaises herbes, les 

ravageurs et les maladies dans les productions mondiales de blé, de maïs et de coton pour les années 

1964/1965 (Cramer et al., 1967), 1988/1990 (Oerke et al., 1994) et 2001/2003 (Oerke, 2006). Ce 

tableau est adapté de Oerke (2006). 

 

 

Tableau 1.3. Pertes annuelles en % de production dues à différents agents sur 4 continents et dans le 

monde en 1999 (http://www7.inra.fr/dpenv/silvyd19.htm). 

 

Région Ravageurs Pathogènes Mauvaises herbes 

Monde 14 12 10 

Europe 5 13 7 

Amérique du Nord 9 11 8 

Afrique 13 13 16 

Asie 21 11 11 

 

La Tableau 1.4 présente les principales cultures mondiales en nombre de tonnes produites, ainsi 

qu’en valeur estimée. L’arboriculture fruitière représente une fraction importante de ces 

productions, bananes, pommes et oranges arrivant en tête. En 2012, les 10 principaux pays 

  Pertes réelles (%) 

Période 

Rendement 

(kg/ha) 

Mauvaises 

herbes Ravageurs Maladies Total 

Blé      

1964/1965 1250 9,8 5,0 9,1 23,9 

1988/1990 2409 12,3 9,3 12,4 34,0 

2001/2003 2691 7,7 7,9 12,6 28,2 

Maïs      

1964/1965 2010 13,0 12,4 9,4 34,8 

1988/1990 3467 13,1 14,5 10,8 38,3 

2001/2003 4380 10,5 9,6 11,2 31,2 

Coton      

1964/1965 1029 4,5 11,0 9,1 24,6 

1988/1990 1583 11,8 15,4 10,5 37,7 

2001/2003 1702 12,3 12,3 7,9 28,8 

http://www7.inra.fr/dpenv/silvyd19.htm
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producteurs de pommes fournissaient 75% de la production mondiale, soit 57 182 000 tonnes 

(Figure 1.1 et 1.2).  

 

Tableau 1.4. Productions agricoles mondiales en millions de tonnes et en valeur estimée pour les 

principales cultures (sources FAOSTAT). 

 

Matière première 
Production nette 2004-2006  

(Md int $) 

Production 2012  

(MT) 

Canne à sucre 57,86 1 842,26 

Mais 53,60 872,79 

Riz 185,58 738,19 

Blé 79,29 671,50 

Pommes de terre 48,77 365,37 

Légumes frais 46,14 269,85 

Betterave à sucre 10,81 269,83 

Manioc (cassava) 25,69 269,13 

Soja 60,69 241,14 

Tomates 59,11 161,79 

Orge (Barley) 4,66 133,51 

Patate douce 4,74 108,00 

Pastèques 11,09 105,37 

Bananes 28,21 101,99 

Oignons secs 17,37 82,85 

Pommes 31,88 76,38 
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Figure 1.1. Production mondiale de pommes par an (en millions de tonnes) (source: FAOSTAT). 

 

 

 

Figure 1.2. Top 10 des pays producteurs de pommes dans le monde pour l’année 2012 (source: 

FAOSTAT). 

Pour contrer les ravageurs et limiter les pertes, l’utilisation de méthodes de contrôle, et plus 

particulièrement de pesticides, a augmenté fortement depuis les années 60. Le détail de ces 

méthodes de lutte est exposé dans le paragraphe 3. 
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1.2. Quels sont les agents contre lesquels une protection doit être mise en œuvre ? 

 

Il existe de nombreux organismes s’attaquant aux cultures. Il peut s’agir de pathogènes de 

plantes, de plantes compétitives comme les mauvaises herbes et/ou de ravageurs. Les 

mauvaises herbes présentent le plus fort potentiel destructeur de cultures (34% de pertes) 

suivies des ravageurs (18% de pertes) et des pathogènes (16% de pertes) (Oerke, 2006). Une 

brève description des pathogènes et ravageurs des cultures est ici présentée. 

 

1.2.1. Les pathogènes 

 

Les pathogènes sont des microorganismes induisant des maladies sur les cultures comme une 

réduction de la photosynthèse ou une accélération de la sénescence des feuilles réduisant ainsi 

la productivité (Boote et al., 1983). Ce sont des bactéries, des champignons et des virus 

phytopathogènes. Environ une centaine de bactéries, le plus souvent des bacilles, sont connues 

pour causer des maladies aux cultures (Jackson, 2009). On peut classer les facteurs de 

pathogénicité en cinq familles : enzymes dégradant les parois (comme celles synthétisées par 

les bactéries du genre Erwinia),  toxines,  protéines effectrices,  phytohormones (comme celles 

sécrétées par le genre Agrobacterium) et exopolysaccharides. La majorité des champignons 

phytopathogènes sont des Ascomycètes comme les Fusarium, provoquant un flétrissement de 

la plante et des Basidiomycètes comme les Puccinia provoquant des tâches rougeâtres ou 

brunâtres et répandus chez toutes les céréales et plantes cultivées. Les virus de plantes sont très 

nombreux et, en temps normal, ne réduisent que faiblement le rendement des cultures. L’un des 

plus connu fait partie du genre Tobamovirus, provoquant la maladie de la mosaïque du tabac et 

induisant de fortes pertes économiques sur le tabac (Nicotiana tabacum) (Gooding, 1969). Ces 

virus peuvent être transmis par des insectes vecteurs (comme les pucerons) et plus rarement par 

des champignons ou nématodes. Dans la plupart des cas, l’insecte vecteur est spécifique du 

virus transmis comme c’est le cas pour Circulifer tenellus transmettant le virus de 

l’enroulement apical (Creamer et al., 2005).  
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1.2.2. Les ravageurs 

 

Il existe un nombre extrêmement important de parasites des cultures. Certains de ces ravageurs 

ont accompagné la dispersion des cultures auxquelles ils s’attaquent. D’autres ont été introduits 

par l’homme plus récemment lors de voyages ou d’échanges commerciaux. Finalement, 

certains sont devenus des ravageurs par adaptation à une nouvelle source d’alimentation 

disponible (dans les cas des changements d’utilisation des sols agricoles, par exemple). 

Parmi les ravageurs de cultures, on compte des oiseaux, des rongeurs, des limaces et escargots, 

des nématodes ou encore des insectes. La classe des Insectes regroupe le plus grand nombre 

d’espèces de ravageurs des cultures, ainsi que ceux produisant les dommages les plus 

importants. Le reste de ce travail se centrera sur eux. 

Un exemple récent d’introduction d’insectes par l’homme est celui de la teigne du Guatemala, 

Tecia solanivora. L’infestation des cultures de pomme de terre par ce ravageur, pour la 

première fois décrit au Costa Rica (Povolny, 1973) était due à une introduction accidentelle 

causée par un changement de semences de pommes de terre provenant du Guatemala. Ce 

ravageur a ensuite colonisé les cultures de plusieurs pays d’Amérique du sud (Niño, 2004). 

Seule une partie des dégâts de ce ravageur est causée en champs, l’autre partie se produisant en 

conditions de stockage. 

 

1.3. Quelles sont les méthodes de protection ? 

 

De nombreuses méthodes de protection des cultures contre les ravageurs et pathogènes ont été 

mises au point. Ces méthodes sont, pour certaines, très anciennes. Dès le 17
ème

 siècle, des 

décoctions de tabac, contenant de la nicotine, était déjà appliquées sur certaines cultures. Au 

début du 19
ème

 siècle, la lutte contre les ravageurs était devenue une priorité et des recueils sur 

la protection des cultures, notamment des vergers étaient déjà publiés comme par exemple un 

ouvrage de 1804 intitulé « Du Pommier, Du Poirier et Du Cormier » (Dubois, 1804). Ces 

pratiques sont ici développées en trois parties : les barrières physiques, les barrières culturales 

et l’utilisation d’agents phytosanitaires. 
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1.3.1. Les barrières physiques 

 

Cette méthode de contrôle, aussi appelée lutte mécanique, consiste à bloquer l’accès du 

ravageur aux vergers ou aux plantations.  

Une technique de ce type est utilisée contre l’un des principaux ravageurs de la vigne : 

Phylloxera vastatrix. Celle-ci consiste à inonder les vignes en hiver pendant une longue période 

(environ 50 jours) dans une trentaine de centimètres d’eau,  permettant de tuer les œufs de 

l’insecte et donc de diminuer les populations hivernantes puis l’infestation et les dégâts sur la 

récolte suivante. 

Dans les pommeraies, l’application d’argile calcinée sur les arbres est employée pour lutter 

contre le puceron cendré. 

Une autre méthode consistera à poser des filets empêchant ainsi la ponte des ravageurs sur les 

cultures et l’infestation par les larves phytophages. Il peut s’agir de l’installation de filets au 

niveau des ouvrants dans les cultures sous abris, de filets ou de bâches à plat sur la culture ou 

autour, en tunnel, ou encore de filets verticaux pour empêcher la pénétration des ravageurs se 

déplaçant au ras des cultures. Un exemple réussi de cette méthode est le projet Alt’Carpo
®
. 

Elaborée en 2005 et mis en place en verger en 2007, consistant en la pose de filets sur les 

vergers pour empêcher l’infestation par le carpocapse des pommes (Figure 1.3).  

Ces mesures sont souvent combinées avec un traitement à base de pesticides, chimiques ou 

biologiques, pour garantir une meilleure efficacité. 

 

 

 

 

 

Figure 1.3. Filets de protection des vergers contre le carpocapse du pommier (Alt’Carpo
®
). Photos : 

www.alt-carpo.com. 

 

http://www.alt-carpo.com/
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1.3.2. Les barrières culturales 

 

La modification des pratiques culturales peut permettre, à elle seule, de réduire les dégâts à la 

récolte. 

Une méthode simple est de choisir une nouvelle variété précoce pour remplacer la variété 

attaquée par le ravageur. Celle-ci donnera une récolte anticipée qui pourra se faire avant 

l’explosion de la population de ravageur. Cette technique est notamment utilisée pour les 

cultures de cerises. 

Des modifications de méthodes de cultures ont aussi été réalisées sur la pomme de terre pour 

lutter contre l’un de ses principaux ravageurs, la teigne du Guatemala, Tecia solanivora. Il a été 

montré qu’il était possible de réduire les dommages causés par ce ravageur en effectuant des 

plantations profondes des semences afin d’obtenir une distance importante entre la surface du 

sol et les tubercules et ainsi éviter que le ravageur n’arrive jusqu’aux tubercules via les 

crevasses de la terre (Corredor & Flórez, 2003). 

Une autre possibilité est l’alternance des cultures consistant à planter chaque année des plantes 

de familles éloignées avec des temps de croissance différents pour éviter la production continue 

de générations de ravageurs. En Colombie par exemple, les cultures de pommes de terre sont 

effectuées en alternance avec d’autres cultures telles que le maïs ou les légumes. 

 

1.3.3. Les agents phytosanitaires 

 

Les agents phytosanitaires sont regroupés au sein d’une large gamme de substances chimiques, 

les biocides. Ils regroupent  les produits phytosanitaires, les antibiotiques, les désinfectants… 

Ces composés peuvent être regroupés en deux catégories : les agents chimiques et les agents 

biologiques. Dans cette partie, nous ne traiterons que des pesticides (herbicides, fongicides et 

insecticides) et des antibiotiques. 
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1.3.3.1. Les agents chimiques 

 

Les agents phytosanitaires chimiques, utilisés en protection des plantes, sont classés en trois 

groupes : les herbicides, les fongicides ou les insecticides, utilisés dans la protection des 

plantes. 

Leur toxicité peut être  importante et n’est, en général, pas spécifique. Ces agents peuvent donc 

être toxiques pour tout être vivant, incluant l’homme.  

L’arséniate de plomb par exemple a été utilisé comme pesticide à partir des années 30 et 

pendant une vingtaine d’années malgré sa forte toxicité. Son utilisation a laissé des résidus 

durables dans les sols et il a été classé cancérogène. Il est maintenant interdit en agriculture 

dans la plupart des pays du monde. Selon les rapports du Gis sol (Groupement d’intérêt 

scientifique sur les sols), de fortes quantités de plomb (en particulier dans le Bordelais) et de 

cuivre ont été retrouvées dans les sols viticoles, résultant de l’utilisation intensive par le passé 

de l’arséniate de plomb contre les tordeuses de la vigne et de la bouillie bordelaise contre le 

mildiou. 

Des sels contenant du chrome, notamment l’arséniate de cuivre chromé, ont aussi été utilisés à 

partir des années 30. Ce pesticide servait à traiter le bois contre les champignons. Très efficace 

dans le traitement du bois destiné à l’extérieur (aires de jeux pour enfants, bancs, tables de 

pique-nique…), il a cependant été interdit à partir des années 90 du fait de sa forte toxicité et de 

son risque cancérigène (Fields, 2001). 

Le développement de la chimie organique a fourni des substances bloquant de façon plus 

spécifique certaines réactions des cellules et montrant une spécificité plus importante pour 

certains groupes phylogénétiques (plantes, insectes, …). Plus précisément, la présence de 

chitine, d’un exosquelette, ou l’existence de métamorphoses, constituent des cibles potentielles 

de développement d’insecticides.  

Le dichlorodiphényltrichloroéthane ou DDT est un insecticide chimique synthétisé en 1874 et 

utilisé pour la première fois au début de la seconde guerre ; il est devenu l’un des pesticides les 

plus utilisés par la suite. Des doutes sur son effet sur l’environnement ont été émis à la fin des 

années 1960 par des observations sur la diminution des populations d’oiseaux. Il a ainsi été plus 

tard prouvé que ce pesticide provoquait des effets néfastes sur la reproduction des oiseaux (Fry, 

1995) ainsi que sur leur nourriture (Nocera et al., 2012) et montrait un effet similaire sur la 
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reproduction des organismes aquatiques (Smith, 1991 ; Cooper, 1991). Depuis les années 80, le 

DDT a été interdit dans de nombreux pays. Il est, par contre, toujours utilisé contre les 

moustiques pour le contrôle du paludisme, le DDT étant le seul insecticide efficace.  

Le glyphosate dont la version commerciale la plus connue est le Roundup
®
 est un herbicide 

commercialisé depuis 1975 qui a été utilisé de façon intensive. La substance active pénètre par 

les organes aériens de la plante, se répand dans son intégralité par la sève et provoque un arrêt 

de la synthèse des acides aminés aromatiques. Le glyphosate n’est que peu toxique pour les 

animaux à sang chaud (Williams et al., 2000) mais son mélange avec les surfactants contenus 

dans le Roundup
®
 rend ce produit toxique (Goldstein et al., 2005 ; Lee et al., 2008). De plus, la 

dégradation du Roundup
®
 est très lente, conduisant à une pollution des nappes phréatiques. 

Comme indiqué, la quasi-totalité des pesticides a des répercussions plus ou moins importantes 

sur les organismes auxiliaires et l’environnement. Pour diminuer les effets nocifs, de nouveaux 

pesticides ont été mis au point : les produits de biocontrôle. 

 

1.3.3.2. Les produits de biocontrôle 

 

Suite aux problèmes de résistance et aux risques sanitaires induits par les insecticides 

chimiques, de nouvelles méthodes de contrôle ont été mises au point : les biopesticides ou 

produits de biocontrôle. Selon la loi d’avenir pour l’agriculture, l’alimentation et la forêt, 

adoptée le 11 septembre 2014 par le parlement, les produits de biocontrôle sont définis comme 

«  l’ensemble des produits utilisant des mécanismes naturels et qui sont utilisés dans le cadre de 

la lutte intégrée contre les ennemis des cultures ». Ils  sont classés en deux groupes: celui des 

macro-organismes et celui des produits phytopharmaceutiques comprenant les substances 

naturelles, les micro-organismes, et les médiateurs chimiques.  

Une différence majeure existe entre les substances extraites et les organismes vivants. Ces 

derniers possèdent la capacité d’évoluer et de s’adapter à leurs hôtes, contrairement aux extraits 

biologiques. Cette importance était déjà décrite par Burges en 1971 qui, citant Pimentel (1968), 

croyait déjà que l’évolution de la résistance avait tendance à stabiliser les populations d’hôtes et 

d’agent de contrôle par un processus de feedback génétique. 
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1.3.3.2.1. Les macro-organismes 

 

Chaque insecte possède un complexe d’ennemis naturels composé de macro-organismes et 

mico-organismes. Parmi les macro-organismes, on peut trouver des prédateurs incluant 

parasitoïdes et parasites. 

Dans ce travail, nous ne détaillerons que deux exemples, ceux utilisés en agriculture pour le 

contrôle des ravageurs  

 

1.3.3.2.1.1. Les parasitoïdes 

 

Les guêpes parasitoïdes sont des organismes se développant dans ou sur un autre insecte et qui 

le tuent pendant ou en fin de développement (Godfray, 1994). Leur utilisation en lutte 

biologique consiste le plus souvent en une méthode inondative. Les plus utilisés sont les 

espèces du genre Trichogramma. Ces parasites d’œufs sont très efficaces en lutte biologique 

(Wajnberg & Hassan, 1994) et le plus souvent utilisés contre les lépidoptères ravageurs des 

cultures. Actuellement dans le monde, de nombreuses espèces sont utilisées sur différentes 

cultures telles que les céréales, le coton ou encore les cultures maraichères, et représentent 

environ 30 millions d’hectares traités (Li-Ying, 1994 ; Van Lenteren & Bueno, 2003). En 

France, cette lutte est utilisée contre la pyrale du maïs Ostinia nubilalis avec la guêpe 

parasitoïde Trichogramma brassicae et représente plus de 80 000 hectares. Elle nécessite des 

lâchers de plus de 200 000 individus par hectare (Frandon & Kabiri, 1999). 

Leur utilisation n’est pas cantonnée aux lépidoptères, la guêpe parasitoïde Aphidius colemani 

est, par exemple,  utilisée en serre contre divers ordres de pucerons.  

L’utilisation de parasitoïdes est assez complexe car il faut bien prévoir les lieux de lâchers et 

conserver les organismes dans de bonnes conditions pour permettre une lutte efficace, mais les 

avancées technologiques et la recherche ont permis de faciliter leur production avec, par 

exemple, la possibilité de les produire sur milieu artificiel (Thompson 1999). 
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1.3.3.2.1.2. Les nématodes 

 

Les nématodes utilisés en lutte biologique sont les nématodes entomophages (se nourrissant 

d’insectes). Ils sont utilisés contre de nombreux ravageurs comme les chenilles, les mouches, 

les limaces ou encore certains charançons. La première utilisation de nématodes en protection 

des cultures a été réalisée aux États-Unis contre le scarabée japonais, Popillia japonica, 

ravageur de céréales et de légumineuses (Glaser et al., 1935). Leur mode d’action est assez 

simple : la larve de nématode infeste l’hôte et libère des bactéries contenues dans des vésicules. 

Ces bactéries vont provoquer la mort de l’insecte en 24 à 48 heures et les larves se nourrissent 

alors de l’intérieur du cadavre de l’hôte avant de continuer leur cycle et de rentrer dans le sol à 

la recherche de nouveaux hôtes (Ciche et al., 2006 ; Ehlers, 2007). Pour plus de détails, il est 

possible de consulter Gaugler et al. (2002) pour leur biologie et Grewal et al. (2005) pour leur 

utilisation en lutte biologique. 

 

1.3.3.2.2. Les produis phytopharmaceutiques 

1.3.3.2.2.1. Substances naturelles 

 

Pour contrôler leurs ennemis naturels, certaines plantes ont développé la capacité de synthétiser 

des substances dérivées de leur métabolisme secondaire et ayant des propriétés insecticides. 

Ces molécules peuvent être répulsives, provoquer des dysfonctionnements métaboliques ou 

avoir un effet toxique entrainant la mort de l’insecte. C’est le cas, par exemple, de la caféine 

dans le café, du glucosinolate chez les Brassicaceae, du psoralène dans le cèleri ou encore de la 

nicotine dans le tabac.  

Les insecticides dérivés de plantes ont été utilisés pendant des siècles. Ces insecticides naturels 

ont connu un développement important entre les deux guerres mondiales avant d’être 

progressivement remplacés par les insecticides synthétiques, plus performants et moins 

coûteux. Ces insecticides chimiques ont été souvent développés à partir de molécules actives 

d’origine naturelle. 

Parmi la variété de molécules naturelles ayant des propriétés insecticides, seules les plus 

utilisées seront détaillées ici comme les alcaloïdes, dont la nicotine, et les pyrèthres.  
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La nicotine est extraite des feuilles et tiges du tabac, Nicotiana tabacum. Cette molécule est très 

stable et possède une efficacité importante sur les insectes mais aussi une toxicité envers les 

mammifères, ce qui oblige à limiter son utilisation. Celle-ci est tout de même autorisée dans 

certains pays sous forme de préparations complexes (avec du savon ou dans une solution de 

sulfate alcalin). La nicotine affecte l’insecte par inhalation, ingestion et contact. Sa cible est le 

récepteur de l’acétylcholine (nAChRs) du système nerveux central. La nicotine, mimétique de 

l’acétylcholine, se fixe sur le récepteur postsynaptique et produit une dépolarisation continue 

des cellules nerveuses conduisant à une excitation permanente. Celle-ci entraine la paralysie 

musculaire de l’insecte et sa mort (Bai et al., 1991). Des néonicotinoïdes synthétiques basés sur 

ce mode d’action, mais ayant une toxicité plus faible envers les mammifères ont été 

développés.  

Un autre exemple est celui des pyréthrines, des insecticides botaniques autorisés en agriculture 

biologique dans de nombreux pays, extraits des fleurs séchées du Tanacetum cinerariifolium 

aussi appelé chrysanthème. Ces fleurs contiennent plusieurs produits insecticides mais ceux 

présentant la plus forte toxicité relative sont des groupes d’esters incluant des pyréthrines. Ces 

composés sont très instables et rapidement dégradés par la lumière, l’air et la chaleur. Pour 

renforcer l’action du pyrèthre, des synergistes peuvent être ajoutés à la formulation; le plus 

utilisé est le piperonylbutoxide (PBO), également présent chez les plantes. Les préparations de 

pyrèthre contenant du PBO sont autorisées mais controversées pour leur toxicité sur les insectes 

auxiliaires et certains mammifères comme les rongeurs, les chats… Les pyréthrines attaquent le 

système nerveux des insectes entrainant la paralysie et la mort. À nouveau, des pyréthroïdes de 

synthèse ont été développés, avec une plus grande stabilité, et une toxicité plus faible pour les 

vertébrés. 

 

L’huile de neem est un des insecticides les plus utilisés en Inde. Elle est extraite des graines du 

neem (Azadirachta indica), un arbre originaire d’Inde poussant sur sols pauvres et dégradés en 

climat semi-aride. L’huile extraite de ces graines a un pouvoir répulsif, antiappétant et 

insecticide. Plus d’une centaine de molécules possédant ces propriétés ont été identifiées dans 

l’huile brute et la plupart appartiennent à la famille des terpénoïdes. La substance active 

principale de cette huile est l’azadirachtine (Akhila & Rani, 2002). L’huile brute ainsi que 

l’azadiractine purifiée sont utilisées comme agents de biocontrôle. L’huile de neem brute et les 
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graines de neem peuvent être trouvées aussi bien en production industrielle qu’en production 

artisanale ; leur composition chimique reste variable.  

L’azadirachtine est soluble dans les solvants polaires ; c’est un complexe de molécules ayant 

une structure difficilement déterminable. (Broughton et al., 1986, Bilton et al., 1987, Taylor, 

1987, Turner et al., 1987). Cette molécule, instable à la lumière, a un pouvoir antiappétant et 

inhibiteur de croissance sur les insectes qui n’ont pas été repoussés. Le pouvoir insecticide de 

l’azadirachtine est efficace à une dose beaucoup plus faible que le pouvoir répulsif (Ruscoe, 

1972, Morgan, 2009). Il a été montré que sur 600 insectes testés à l’azadirachtine, 500 y étaient 

sensibles (Morgan, 2009). Il semble qu’un effet synergique existe entre les différents composés 

de l’huile de neem brute. En champ, elle est utilisée comme engrais, insecticide, fongicide et 

répulsif. L’activité insecticide de cette huile est aussi utilisée en élevage pour la désinfection 

des enclos ou en application directe sur les animaux pour prévenir la nuisance de parasites 

comme les tiques ou les mouches. Le pouvoir antiappétant de l’azadirachtine est très efficace : 

il réduit, par exemple, de plus de 50% la prise alimentaire des larves de Spodoptera litura par 

inhibition des sensilles gustatives (Koul et al., 2004, Simmonds et al., 1990). Il a été montré 

chez les pucerons que le premier repas était identique sur une plante saine et une plante traitée à 

l’azadirachtine mais que le second était considérablement réduit et les suivants supprimés sur la 

plante traitée (Nisbet et al., 1993). 

L’altération de la croissance provoquée par l’huile de neem semble être également très 

complexe. Des études histologiques sur des hormones dans le cerveau d’insectes ont montré un 

dysfonctionnement dans la synthèse, le transport et la sécrétion de trois de ces hormones : 

l’hormone prothoracicotropique (PTTH), l’allatostatine et l’allatoinhibine. Ces dérèglements 

provoquent des dysfonctionnements dans la croissance et la reproduction des insectes. Chez les 

femelles, une  dégénérescence des ovaires est observée ainsi qu’une détérioration du jaune de 

l’oeuf (Koul, 1984, Dorn et al., 1987, Schmutterer, 1985). Chez les mâles, la spermatogénèse 

est interrompue avant la métaphase.  

Les deux effets primaires de l’azadirachtine semblent être le blocage des canaux sodiums  

(Quiao et al., 2014) et une apoptose des cellules via les mitochondries (Huang et al., 2013). Ces 

deux actions induisent une cascade d’effets comme le blocage de la mitose (Huang et al., 2011) 

et la réduction de la synthèse protéique (Timmins & Reynolds, 1992, Koul et al., 1996). 
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1.3.3.2.2.2. Agents biologiques vivants 

1.3.3.2.2.2.1. Micro-organismes 

1.3.3.2.2.2.1.1. Champignons 

 

Les champignons entomopathogènes sont connus et étudiés pour leurs propriétés insecticides. 

De nos jours, il y a plus de 700 espèces listées (Hajek & Stleger, 1994). Certaines sont 

commercialisées comme : Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Beauveria 

brongniartii, Aschersonia aleyrodis, Verticillium lecanii, Paecilomyces fumosoroseus, 

Entomophaga maimaiga, Hirsutella thompsonii et Lagenidium giganteum. 

Ces champignons pénètrent dans leur hôte par des brèches dans la cuticule préexistantes ou 

créées par le champignon grâce à des enzymes comme la chitinase. Des études ont montré que 

ces chitinases étaient des déterminants de virulence essentiels pour la pathogénicité (Fang et 

al., 2005). Une autre étude a prouvé que différentes souches de M. anisopliae, plus ou moins 

virulentes, montraient une variation dans l’expression de 4 gènes codant pour des chitinases et 

que cette expression était proportionnelle à la virulence de chaque souche (Prakash et al., 

2012). D’autres effets ont été reportés pour ces enzymes de dégradation de membranes 

d’insecte comme pour la CEDP-1 (cutine-degrading protease), une protéine de la famille des 

Pr1, causant la mélanisation de l’insecte, qui est une réaction immunitaire normale chez les 

insectes mais qui peut entrainer la mort dans certaines conditions extrêmes. (St Leger et al., 

1996, Zhang et al., 2008, Li et al., 2012b). 

La dernière étape de la virulence de ces pathogènes est la dégradation des protéines de l’hôte 

pour libérer des nutriments. Des enzymes originaires de deux familles ont été identifiés : Pr1 

(protease subtilisin-like) et Pr2 (protease trypsin-like). Ces deux types d’enzymes ont montré 

une corrélation avec la virulence de différentes souches (Castellanos-Moguel et al., 2007).  

 

1.3.3.2.2.2.1.2. Bactéries 

 

Les toxines et antibiotiques sécrétés par les bactéries sont très utilisés en contrôle biologique. Il 

existe plus de 100 espèces de bactéries ayant une activité entomopathogène (Starnes et al., 

1993). Les plus utilisées sont: Bacillus thuringiensis, B. popilliae, B. lontimorbus, B. 

sphaericus et Saccharopolyspora spinosa. 
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Bacillus thuringiensis (Bt) est le bio-insecticide le plus décrit et utilisé dans le monde. 

C’est une bactérie anaérobie, GRAM positive, de la famille des bacilles. Elle est très répandue, 

notamment dans les sols, l’eau, l’air et les feuilles des plantes sous forme végétative, mais il y a 

assez peu de détails sur sa multiplication dans ces environnements (Raymond et al., 2010). 

Lorsque l’environnement trophique est favorable, elle se multiplie par fission binaire et vit sous 

forme végétative. Sous des conditions trophiques défavorables, elle sporule. C’est sous cette 

forme qu’elle va produire des protéines toxiques pour les insectes. Parmi elles, les protéines 

CRY et CYT forment des cristaux parasporaux (Bravo et al., 2011). Les propriétés 

entomotoxiques de cette bactérie ont suscité un fort intérêt pour l’agriculture et des premiers 

tests ont été effectués en 1933. En champ, Bt a été utilisé depuis les années 50, au départ contre 

les lépidoptères défoliants. En 1970, la découverte de nouveaux sérotypes actifs contre les 

diptères (1977) et coléoptères (1981) a permis d’étendre son action larvicide contre les 

moustiques, les scarabées et les mouches noires. Les productions à base de Bt commercialisées 

sont composées de mélange de spores et de protéines cristallines (Raymond et al., 2010) et 

occupaient 2% du marché des insecticides en 2011 (Bravo et al., 2011). De nombreux isolats de 

Bt ont été décrits. Ils sont classés par sérologie et par cible de leur toxine protéique (Lecadet et 

al., 1999). Les toxines sont classées en fonction de leur séquence d’amino-acides (Crickmore et 

al., 1998).  

Les sérovars les plus utilisés sont: B. thuringiensis kurstaki contre les larves de lépidoptères 

défoliants, B. thuringiensis aizawai contre les larves de lépidoptères se nourrissant de graines et 

B. thuringiensis san diego et B. thuringiensis tenebrionis (=morrisoni) contre les larves de 

coléoptères. Finalement, B. thuringiensis israeliensis, est utilisé contre les moustiques vecteurs 

de maladies humaines (Bravo et al., 2011). 

Il existe une grande variété de toxines CRY appartenant à la classe des toxines formant pore 

(PFT) (Pigott & Ellar, 2007). La structure tridimensionnelle et le mode d’action détaillé ont fait 

l’objet de nombreuses études (voir Bravo et al., 2011 pour une revue complète).  

La transmission de Bt se fait par contamination d’une larve à une autre ou par une plante 

contenant la bactérie. Il n’a pas été détecté de transmission verticale (Raymond et al., 2010). 

Dans le cas de B. sphaericus, la toxine est localisée sur la membrane des spores et est 

relâchée par la digestion partielle de la bactérie dans le tube digestif. La toxine passe à travers 

la membrane péritrophique du tube digestif et tue la larve (Burges, 1982, Singer, 1981). Les 

bactéries se multiplient dans l’hôte et sont libérées par sa désintégration. Depuis leur 
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introduction sur le marché pour contrôler les diptères, de nombreux cas de résistance ont été 

détectés (Miller et al., 1983).  

Saccharopolyspora spinosa a été découvert en 1982 dans un échantillon de sol 

provenant des Îles Vierges. Cet échantillon contenait une nouvelle espèce de micro-organisme 

GRAM positive, classifié comme un actinomycète. Les spinosynes sont extraites par 

fermentation de cette bactérie (Sparks et al., 1998). Aujourd’hui, il y a de nombreuses 

formulations commercialisées sous la forme de deux agents actifs : le Spinosad
®

 et le 

spinetoram. En France, le Spinosad
®
 n’est pas considéré comme un agent de biocontrôle. 

Le Spinosad
®
 est un mélange de spinosynes A et D, les deux métabolites les plus actifs produits 

par ces espèces. Ce produit a été autorisé aux États-Unis en 1997 pour contrôler les larves de 

lépidoptères résistantes au pyréthrinoïdes. Cet insecticide produit par la firme Dow 

Agroscience a été utilisé pendant de nombreuses années sur un nombre conséquent de 

ravageurs en Europe et dans le monde entier. De nos jours, il est utilisé dans 40 pays sur le 

coton, les crucifères, les fruits et les légumes pour contrôler plus de 50 ravageurs. Dix ans plus 

tard, en 2007, le spinétoram (mélange de composés J et L) a été autorisé aux États-Unis et au 

Canada après la découverte de preuves claires de résistance en laboratoire et en champ. 

Les spinosynes sont actives aussi bien par contact que par ingestion, l’infection par contact 

étant 5 à 10 fois moins efficace. Une fois ingérées par l’insecte, les spinosynes atteignent 

rapidement le système nerveux central où elles induisent la dépolarisation de la membrane 

neuronale connectée aux muscles. Les spinosynes se fixent à un site spécifique sur le récepteur 

acétylcholine (nAchR), différent des récepteurs nicotinoïdes (Sparks et al., 2012).  

 

1.3.3.2.2.2.1.3. Virus 

 

Des virus appartenant à plusieurs familles ont été identifiés pour leur pouvoir pathogène envers 

les arthropodes. Parmi eux, plusieurs virus appartenant à la famille des baculovirus sont utilisés 

en tant qu’agents de bio-contrôle. (Tableau 1.3) (Dent, 1991; Suty, 2010). 

Les baculovirus et leur mode d’action seront détaillés dans les paragraphes suivants. 
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1.3.3.2.2.2.2. Médiateurs chimiques 

Une autre alternative aux pesticides chimiques est la diffusion de phéromones des insectes 

cibles. Cette diffusion peut avoir deux buts : attirer les mâles dans des pièges, ou inonder la 

culture avec des phéromones induisant une incapacité pour les mâles à identifier la localisation 

des femelles, d’où  une réduction des pontes fertiles, et donc du nombre d’insectes à la 

génération suivante (Wright, 1965). Cette technique est utilisée contre de nombreux ravageurs 

de l’ordre des lépidoptères. Contre les coléoptères, des phéromones d’agrégation sont utilisées 

pour le piégeage. Celles-ci sont normalement émises par les mâles mais attirent les deux sexes 

ce qui permet de piéger l’ensemble de la population de ravageur. Ces phéromones sont souvent 

couplées avec des kairomones (substances produites par la plante hôte) lors de la formulation, 

celles-ci agissant en synergie avec les phéromones d’agrégation.  

 

1.4. Diminution de l’efficacité des méthodes de protection 

 

Entre populations d’un insecte donné, des variations  dans l’efficacité d’un insecticide sont 

fréquentes. Ces variations sont sous contrôle multigénique, et permettent un certain niveau de 

tolérance au produit cible. Elles préexistent à l’utilisation du produit. Le processus biologique 

aboutissant à cette tolérance est souvent difficile à déterminer.  

L’utilisation massive et répétée du même outil de protection des cultures peut conduire à une 

baisse de leur efficacité due à l’apparition d’organismes résistants mais aussi à la modification 

de comportement de certains ravageurs. Dans ce cas, il s’agit en général d’une modification au 

niveau d’un ou de quelques mécanismes, qui traduisent la modification d’un ou quelques gènes. 

 

1.4.1. Changement de comportement de l’hôte 

 

L’utilisation d’une méthode de protection contre un ravageur va induire un fort stress pour ce 

dernier et conduira à l’émergence d’une variabilité pour contrer ce stress. Cette variabilité est 

appelée plasticité phénotypique. West-Eberhard (2003) la définit comme « […] l’habilité d’un 

organisme à réagir à un changement environnemental avec une modification de forme, d’état, 

de mouvement ou d’activité […] ». Suivant ce modèle, des cas de résistances ont été détectés 
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par modification du comportement des hôtes face à la pression des pesticides (Lockwood et al., 

1984) mais ils restent assez peu étudiés. 

C’est, par exemple, le cas de Drosophila melanogaster qui est capable de résister à l’acroléine 

en réduisant son entrée dans l’organisme par la réduction de ses exigences respiratoires (Sierra 

et al., 1989).  

Des cas de résistances peuvent être liés à la mobilité de l’insecte. Ainsi, chez le diptère 

Haematobia irritans, le contact avec la deltaméthrine ou la perméthrine va augmenter la 

mobilité de l’insecte, d’où une minimisation du temps de contact avec l’insecticide (Lockwood 

et al., 1984). Une diminution de l’activité locomotrice peut aussi être un mécanisme viable 

pour diminuer le contact avec le pesticide. Ainsi au contact d’un pyréthrinoïde, la baisse de 

mouvement de la larve de Heliotis virescens est un mécanisme de résistance lui évitant d’entrer 

en contact avec le pesticide (Sparks et al., 1989).  

Les larves de scarabées peuvent éviter l’infection par des nématodes en les éliminant 

directement de leur bouche (Narayanan, 2004). 

Il a été montré chez le moustique Anopheles gambiae qu’après de nombreux traitements des 

habitations à l’ hexachlorocyclohexane (HCH), le moustique était toujours présent en 

abondance mais n’était presque jamais rencontré dans les habitations, même non traitées, et ne 

se nourrissait plus qu’au dépend du bétail et non de l’homme (Muirhead-Thomson, 1960). 

D’autre part, il a été montré au Brésil une résistance des larves de Plutella xylostella à Bt car 

les femelles choisissent des surfaces sans Bt pour pondre, réduisant le nombres d’œufs pondus 

sur les surfaces traitées, ceci étant corrélé avec la résistance (Zago et al., 2014) 

 

1.4.2. Résistance de l’hôte 

 

La résistance de l’hôte a des causes multiples : il existe des résistances dues au système 

immunitaire de l’insecte et celles développées au contact de l’agent de contrôle. 
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1.4.2.1. Résistances aspécifiques 

 

Les insectes possèdent un système immunitaire qui met en œuvre de nombreux mécanismes 

leur permettant de survivre face aux agresseurs. Ces mécanismes sont très peu connus. Peu de 

preuves existent d’une immunité « acquise » comme chez les vertébrés mais des exemples ont 

été mis en évidence chez différents organismes (e.g. Zangh & Loker, 2004 ; Brandt et al., 

2004 ; Agaisse, 2007). Les réactions immunitaires « innées » ont, par contre, été largement 

observées sous la forme de barrières mécaniques comme les membranes, la cuticule ou encore 

le pH intestinal mais aussi sous forme de réactions cellulaires telles l’encapsidation ou la 

phagocytose. Ces réactions complexes impliquent l’activation de cascades enzymatiques et de 

diverses protéines (Engstrom et al., 1984 ; Franc & White, 2000 ; Narayanan, 2004). Ici, seuls 

les mécanismes caractéristiques des infections virales seront abordés. 

Le premier de ces mécanismes est l’apoptose, aussi appelé mort cellulaire programmée .Elle 

permet le renouvellement des cellules, mais peut aussi être activée en cas de détection de 

cellules infectées, comme en cas d’infection virale où ces réactions augmentent fortement, ce 

qui permet l’élimination des cellules infectées et empêche la multiplication et la propagation du 

virus dans l’organisme de l’hôte (Clarke & Clem, 2003). Un phénomène proche est la nécrose 

cellulaire, qui consiste en une réponse cytotoxique de la cellule elle-même (da Silveira et al., 

2007). L’immunité cellulaire est un mécanisme de défense assuré par les cellules sanguines 

appelées hémocytes. Leur rôle est de bloquer la prolifération de l’infection et consiste à la fois 

en l’encapsulation des organismes étrangers et en la sécrétion d’enzymes permettant de les 

détruire (Trudeau et al., 2001 ; Washburn et al., 1996) ou, dans certains cas, d’effectuer des 

mécanismes de phagocytose (Lavine & Strand, 2002 ; Ribeiro & Brehelin, 2006). Pour plus de 

détails sur ces mécanismes, se référer à la review de Strand (2008). Un autre mécanisme de 

défense est la mélanisation. Elle permet de piéger les parasites ou pathogènes par encapsulation 

(Gotz & Vey, 1974 ; Hung et al., 1993 ; Reeson et al., 1998 ; Washburn et al., 1996). 

L’enzyme principale de la mélanine est la phénoloxydase, oxydant les dérivés de la tyrosine en 

quinones, formant alors la mélanine (Gotz & Boman, 1985). Ce phénomène est très important 

pour l’immunité de l’insecte et permet d’inhiber le développement de l’infection. Les hormones 

jouent aussi un rôle important dans les défenses face aux pathogènes. Il a ainsi été montré que 

l’augmentation de la tolérance aux pathogènes était corrélée au développement larvaire 

(Boucias et al., 1980 ; Kirkpatrick et al., 1998) et que l’augmentation de la tolérance des stades 

larvaires avancés pouvait être due à une maturation du système immunitaire corrélée dans le 
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temps avec la sécrétion d’hormones (Meister & Richards, 1996 ; Sun et al., 1990). Certaines de 

ces hormones semblent même avoir un réel rôle dans l’immunité comme l’ecdysone chez la 

drosophile (Meister, 2000 ; Sorrentino et al., 2002), l’hormone juvénile chez Spodoptera 

littoralis (Khafagi et al., 2001) et même les neurotransmetteurs chez Manduca sexta, régulant 

les fonctions immunitaires (Adamo & Shoemaker, 2000). 

 

1.4.2.2. Résistances spécifiques 

 

Le développement de résistances aux molécules insecticides pures (chimiques ou biologiques) 

est en général associé à une ou plusieurs mutations dans le gène ciblé (enzyme, récepteur, …). 

Même si les modes d’action ne sont pas similaires, le processus de sélection répond aux mêmes 

lois. Ainsi, Bodereau-Dubois et al. (2012), indiquent que toutes les mutations impliquant des 

modifications sur le site de fixation des nicotinoïdes et néonicotinoïdes dans les nAChRs, sont 

une source potentielle de résistance. Certaines mutations génèrent des résistances seulement à 

certains type de nicotinoïdes comme démontré avec le nitenpyrame (Perry et al., 2008). 

Lorsque deux insecticides agissent sur le même processus physiologique chez l’hôte, il est 

possible d’avoir des résistances croisées. C’est par exemple le cas du DDT et des pyréthroïdes, 

où certaines résistances croisées ont été détectées très rapidement après l’introduction de ces 

derniers (Lloyd, 1969). Une liste des mutations du gène codant pour les canaux sodium, 

conférant la résistance de type « knockdown » aux pyréthroïdes a été publiée par Soderlund 

(2003). L’émergence des différentes mutations est corrélée à une forte pression de sélection. 

Les pyrèthres naturels, beaucoup moins stables et efficaces que les pyréthrinoïdes, seront 

incapables de contourner cette résistance déjà largement implantée dans le paysage agricole 

actuel. Il sera seulement possible de les utiliser dans le cas où le ravageur ciblé ne présentera 

aucune résistance préétablie. 

Le développement de résistances n’est pas limité seulement aux produits de synthèse. Au moins 

27 espèces d’insectes montrent une résistance en laboratoire à des protéines de Bt purifiées. La 

plupart de ces résistances concernent les Lépidoptères. À ce jour, trois espèces ont montré une 

résistance aux formulations à base de Bt appliquées en champs : Plutella xylostella (Tabashnik, 

1994 ; Wang et al., 2007), Trichoplusia ni (Janmaat & Myers, 2003) et Plodia interpunctella 

(McGaughey, 1985). Beaucoup d’autres espèces sont capables de développer des résistances 

sous la pression de Bt en laboratoire comme Heliothis virescens (Macintosh et al., 1991). 
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Une revue récente sur le développement de résistance aux cultures génétiquement modifiées 

par insertion d’un gène de toxine de Bt indique que ce type de résistance a été détecté dans 5 

des 13 populations naturelles de ravageurs majeurs (Tabashnik, 2013). Les mécanismes de 

résistance à Bt sont extrêmement diversifiés, comme des altérations des récepteurs primaires et 

secondaires, des altérations du transporteur ABC, ou encore une altération des récepteurs APN 

ou des protéases digestives. 

Les premiers signes d’apparition de résistances aux spinosynes ont été mis en évidence en 

laboratoire sur des populations de Heliothis virescens (tordeuse du tabac) et Musca domestica 

(mouche domestique). Par la suite, d’autres résistances ont été identifiées comme chez 

Drosophila melanogaster (mouche des fruits), Liriomyza trifolii (mouche mineuse américaine), 

Helicoverpa armigera (noctuelle de la tomate), Plutella xylostella (teigne des crucifères), 

Frankliniella occidentalis (thrips des petits fruits) et Spodoptera exigua (noctuelle de la 

betterave). Tous ces ravageurs présentent des niveaux de résistance très variables, en champ 

comme en laboratoire (Sparks et al., 2012). Selon ces auteurs, six espèces d’insectes montrent 

une résistance aux spinosynes en champ. Parmi ces six espèces, on retrouve deux diptères 

(Bactrocera oleae et Liriomyza trifolii), trois lépidoptères (Plutella xylostella, Spodoptera 

exigua et Helicoverpa armigeria) et une espèce de thysanoptère (Frankliniella occidentalis). 

Les niveaux de résistance sont, par contre, beaucoup plus fort pour Plutella xylostella et 

Frankliniella occidentalis comparé aux autres espèces.  

Dans la plupart des cas, le développement de la résistance est le résultat d’une forte pression de 

sélection exercée par l’insecticide sur les populations d’insectes suite à une utilisation très 

importante des spinosynes (Sayyed et al., 2004). Par exemple, Plutella xylostella est devenu 

résistant aux spinosynes en seulement deux ans à Hawaii. Le produit avait été mis sur le 

marché Hawaiien en 1998 pour contrôler ce ravageur, déjà résistant à certains insecticides 

synthétiques. En très peu de temps, le Spinosad
®

 est devenu la méthode de contrôle la plus 

utilisée contre ce ravageur. Entre 2000 et 2002, des tests de sensibilité ont montré une 

résistance aux spinosynes sur la totalité de l’île d’Hawaii.  

Dans un souci de gestion des résistances, le Spinosad
®

 fut retiré du marché Hawaiien et 

remplacé temporairement par d’autres insecticides avant d’être réintroduit deux ans plus tard. 

Après cette réintroduction, des individus résistants ont rapidement refait  leur apparition dans 

certaines zones de l’île (Zhao et al., 2002). Il semblerait que l’apparition de résistance soit, 
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cette fois-ci, due à la monoculture de crucifères sur lesquels ont été réalisés des traitements 

répétés de Spinosad 
®
 sur une population de P. xylostella. 

Quelques études ont montré que le développement de résistances est possible lors de 

traitements répétés avec de l’azadirachtine sur des populations de pucerons du pêcher (Feng & 

Isman, 1995). Après 40 générations, aucun signe de résistance chez les pucerons traités à 

l’huile de neem n’a été observé, alors que ceux traités seulement à l’azadirachtine purifiée 

présentaient une résistance 9 fois supérieure comparée aux pucerons non traités. Dans des 

conditions extrêmes, cette résistance est équivalente à une faible/moyenne résistance qui peut 

être atteinte en champ en 4 ou 5 ans avec un traitement exclusif, les pucerons produisant un 

maximum de 12 générations par an. L’absence de résistance à l’huile de neem s’explique par la 

multitude de molécules différentes et la variété de leurs modes d’action. (Voir paragraphe 

1.3.3.2.2.1. Substances naturelles).  

De la même façon, il n’y a, à ce jour, pas de résistance à la bactérie B. thuringiensis « entière ». 

Lorsqu’un insecte résistant à une des protéines est mis en contact avec une culture de B. 

thuringiensis, il finit par mourir, la grande diversité de produits toxiques sécrétés par la bactérie 

ne pouvant pas être contrôlée par l’hôte. 

La résistance aux baculovirus et les moyens de la contourner étant le sujet de cette thèse, ils 

seront traités en détail dans la deuxième partie de ce chapitre.  

En ce qui concerne les pathogènes ou parasites pluricellulaires (champignons et nématodes), les 

mécanismes impliqués dans des résistances relèvent souvent du renforcement des barrières à la 

pénétration ou de la défense immunitaire, les réactions d’encapsulation et de mélanisation 

jouant un rôle prépondérant dans ces mécanismes de défense (Ortiz-Urquiza & Keyhani, 2013 ; 

Poinar, 1971).  

Il existe aussi des exemples de réduction de sensibilité aux parasitoïdes des insectes hôtes, au 

laboratoire et en champ. 

En laboratoire, il a été montré que le puceron vert du pois (Acyrthosiphon pisum) présentait des 

variations de résistance au parasitisme de la guêpe parasitoïde Aphidius ervi aussi bien au sein 

des mêmes populations que dans des populations différentes (Henter & Via, 1995 ; Hufbauer & 

Via, 1999). Un autre exemple est l’évolution de la résistance du charançon Hypera postica 
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présentant une augmentation du taux d’encapsulation du parasitoïde Bathyplectes curculionis 

au cours du temps (Berberet et al., 2003). 

En champ, il a été montré que des plantes étaient capables d’affecter directement les 

parasitoïdes, en réduisant ou augmentant leur capacité à localiser les hôtes, ou indirectement en 

affectant la valeur sélective des herbivores et, par conséquent, celle des parasitoïdes. De tels 

résultats ont été reportés par Caron et al. (2008) en utilisant trois plantes hôtes différentes et en 

analysant la relation entre Trichoplusia ni (herbivore polyphage) et un parasitoïde généraliste, 

Compsilura concinnat. 

Un autre exemple est l’influence de métabolites secondaires de plantes (acide hydroxamique 

(Hx)) sur la taille du  puceron Aphidius rhopalosiphi impactant le succès de prédation de 

parasitoïdes (Fuentes-Contreras & Niemeyer, 1998).  

Une variation spatio-temporelle dans le parasitisme des œufs d’Helicoverpa par un 

Trichogramme dans un champ de coton transgénique (Bt) a aussi été reportée par Davies et al. 

(2011). Cette étude montre que le taux de parasitisme peut être différent, en fonction de la 

localisation dans la plante hôte et décrit des différences entre champs, au sein d’un même 

champ et entre plantes, indiquant qu’une différence de sensibilité ne serait pas juste causée par 

la dynamique spatiale de l’hôte. 

Il ressort de l’analyse de ces différents cas que plus l’agresseur (substance, extrait, parasite, 

pathogène) est complexe, plus il est difficile pour l’hôte de développer une résistance. 

 

2. Développement industriel de bio-insecticides 

 

La croissance annuelle des pesticides chimiques est en chute depuis les années 80. Cela est dû à 

la saturation du marché, à l’émergence de produits génériques et au renforcement des politiques 

environnementales. Au contraire, les insecticides d’origine biologique sont encore en 

croissance. Entre 2005 et 2010 la part de marché des pesticides synthétiques a baissé de 1,5% 

(26 076 M$ à 24 205 M$). Dans la même période la part de marché des bio-pesticides a 

augmenté de 9,9% (672 M$ à 1 121 M$) (Tanwar et al. 2012). L’estimation pour 2015 est de   

2 000 M$, représentant une hausse de 90% par rapport à 2010 (Tanwar et al. 2012). 
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Dans les années 90, les produits à base de Bt comptaient pour 95% du marché global de bio-

insecticides. En 2006, pour tous les types de cultures, les bio-insecticides bactériens occupaient 

74% du marché (dont 60% pour le seul Bt, les bio-pesticides fongiques pour 10%, les 

insecticides viraux, 5%, les prédateurs naturels, 8%, et les autres bio-insecticides, 3% (Thakore 

2006)).La palette d’agents de bio-contrôle disponibles sur le marché augmente régulièrement et 

cette tendance devrait se poursuivre dans les prochaines années du fait de leur diversité.  

Un des problèmes majeurs des bio-pesticides est leur manque de robustesse et le haut niveau 

technologique requis pour les utiliser (Ravensberg, 2011). De plus, les bio-pesticides ont la 

réputation d’être très coûteux, et souvent, peu fiables. En effet, ces produits sont généralement 

plus sensibles aux hautes températures, à l’humidité ou aux radiations solaires que leurs 

homologues synthétiques. Ils doivent être utilisés dans des conditions très précises et ont une 

faible durée de vie. Ils présentent une très faible persistance dans l’environnement du fait de 

leur bonne biodégradabilité. Cette propriété peut être considérée comme une qualité car cela 

réduit leur persistance dans l’environnement et limite les pressions de sélection sur les bio-

agresseurs, d’où une réduction de l’apparition de résistances. Dans la réalité du champ, cela 

oblige à effectuer des pulvérisations plus fréquentes pour maintenir un niveau de contrôle 

acceptable. Cette augmentation des quantités de produits utilisés dans l’environnement rend la 

lutte biologique moins compétitive du point de vue économique. Ces dernières années, de 

nombreuses recherches ont été conduites pour constamment augmenter l’efficacité, la facilité 

d’utilisation et la persistance de ces produits.  

La variabilité dans la qualité des produits a aussi été un problème majeur dans le 

développement des bio-insecticides, mais le besoin absolu de contrôles qualité pour 

standardiser les lots est maintenant reconnu et incorporé dans le système de production. 

(Ravensberg, 2011, Glare et al., 2012). Cette amélioration de la qualité finale (et donc de 

l’efficacité du produit) se fait à deux niveaux : lors de la production ou lors de la formulation.  

De nombreuses fonctions à la formulation existent : stabilité du produit, applications efficaces, 

facilité et sécurité d’utilisation, et meilleure persistance après application (Ravensberg, 2011). 

Les technologies de formulation ont permis d’améliorer la distribution, la durée de vie et 

l’efficacité en champ des bio-pesticides, et ce en ajoutant différents composés à l’agent actif 

(Ravensberg, 2011, Leggett et al., 2011). 

Bien qu’il y ait peu d’informations sur les recherches dans ce domaine en raison de problèmes 

de concurrence, de nombreuses technologies disponibles fournissent des options prometteuses. 
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Les micro-organismes ne formant pas de spores (e.g. Serratia spp.) sont sensibles aux fortes 

températures et à la dessiccation et ont naturellement été considérés trop instables pour être 

utilisés. Cependant, certains ont pu être employés avec succès comme les produits basés sur 

Metarhizium acridium pour le contrôle des criquets et des sauterelles (Hunter, 2010). Les 

formulations peuvent aussi être utilisées pour améliorer une caractéristique précise des bio-

pesticides. Par exemple, B. thuringiensis israelensis a été formulé en granules à libération lente 

qui ciblent les espèces de moustiques se nourrissant en haut, au centre ou en bas des masses 

d’eau (Lacey, 2007).  

L’activité, sur des plantes ou dans le sol, de bio-pesticides produits à partir d’organismes 

vivants, et/ou de leurs agents actifs, dépasse rarement quelques jours. La biodégradabilité des 

microorganismes évite de possibles dégâts environnementaux et des impacts envers les espèces 

non-cibles mais entraine aussi un manque d’activité persistante. En cas d’application sur 

feuillage, la persistance maximum est de 14 jours. Arriver à une persistance de 21 jours (déjà 

possible avec quelques bio-pesticides) constituerait une grande avancée et pourrait être un 

objectif clé de recherche de futures formulations (Glare et al., 2012). Une telle persistance a été 

démontrée avec quelques antagonistes microbiens de maladies fongiques appliqués au feuillage 

(Kohl et al., 1998). 

Pour les applications foliaires, des avancées dans les technologies de pulvérisation peuvent 

augmenter l’efficacité de contrôle (Nuyttens et al., 2009), comme l’optimisation de la taille des 

gouttelettes pour assurer une meilleure couverture de l’agent actif, tel que cela a été fait pour de 

nombreux produits à base de Bt. 

 

Tableau 1.5. Bio-insecticides commercialisés formulés à base de baculovirus. Ces données ont été 

compilées d’après Berling, 2009; Yang et al., 2012; Beas-Catena et al., 2014; Eberle et al. 2012. 

Certains des produits mentionnés sont des productions locales expliquant l’absence de formulation 

connue. Cette liste n’est pas exhaustive.  

 

Virus Ravageur(s) ciblé(s) Culture Nom commercial Entreprise(s) 

AgMNPV    Anticarsia gemmatalis Principales cultures Baculovirus Nitral
®

 

Nitral Urbana Laboratorios Ltda, 

Brésil 

    Coopervirus PM
®

 Coodetec, Brésil 

      Protege
®

 Milenia Agrociencias S.A.,Brésil 

AcMNPV  

Autographa californica,  

Principales cultures VPN80
®
  Agricola El Sol, Guatemala 
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Virus Ravageur(s) ciblé(s) Culture Nom commercial Entreprise(s) 

Estigmene acrea 

  
Heliothis virescens, Plutella 
xylostella Légumes --- Chine (3 producteurs) 

  

Pseudoplusia includens, 

Spodoptera exigua,     

  Trichoplusia ni       

AdorGV  Adoxophyes orana  Vergers  Capex
®

  Andermatt Biocontrol, Suisse 

AfNPV Anagrapha falcifera Légumes CLV-LC
®

 Certis, USA 

AsGV Agrotis segetum Légumes Agrovir
®
 Agrovir, Hongrie 

AgMNPV Anticarsia gemmatalis Soja Baculo-Soja
®

 
Nova Era Biotecnologia Agricola 
Ltda. Brésil 

   Multigen
®

  

   Baculovirus Nitral
®

 Brésil 

   Coopervirus PM
®

 Brésil 

   Protege
®

 Brésil 

   --- Argentine, Mexique 

BusuNPV Buzura suppressaria Thé --- Chine (1 producteur) 

ClGV  Cryptophlebia leucotreta  Vergers Cryptex
®

  Andermatt Biocontrol, Suisse 

CpGV  Cydia pomonella  Vergers Carpovirusine
®

 NPP, Arysta Lifescience, France 

    Carpovirus Plus
®

 INTA, Argentine 

    Cyd-X
®

 Certis, USA 

    Granupom
®
 Biobest, Belgique 

    Madex
®
 Andermatt Biocontrol, Suisse 

      VirosoftCP4
®
 Biotepp Inc, Canada 

 

 

 Virex
®

 Biocolor, Espagne 

EcobNPV Ectropis oblica pulina Thé --- Chine (1 producteur) 

???NPV Euproctis pseudoconspersa Thé --- Chine 

GyruNPV Gynaephora spp  Pâture --- China (1 producteur) 

HearNPV Helicoverpa armigera Coton, tomates, Helicide™
®
 PCIL, Inde 

    Poivre, tabac Helicovex
®

 Andermatt Biocontrol, Suisse 

   Virin-H
®
 Inde 

   Helocide
®

 PCIL, Inde 

   Biovirus-H
®

 BIL, Inde 

   Helicop
®
 Inde 

   Heligard
®
 MBPL, Inde 

   Vivus Gold® Australie 
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Virus Ravageur(s) ciblé(s) Culture Nom commercial Entreprise(s) 

   Heliocide
®
 Australie 

   Vivus Max
®

 Australie 

   --- 
Chine (11 producteurs), Vietnam, 
Thaïlande 

HzNPV  Helicoverpa spp.  Principales cultures GemStar LC
®

 Certis, USA 

   Vivus
®
 Australie 

   Gemstar
®

 Rhone Poulenc rural Australie 

HycuNPV Hyphantria cunea Forêt Virin-ABB
®

 Russie 

LeseNPV Leucania separata blé, maïs  Chine (1 producteur) 

LdNPV Lymantria dispar Forêt  Disparvirus
®
  Corporation CCIPInc., Canada 

   Gypcheck
®

 USA 

MabrNPV Mamestra brassicae Légumes Mamestrin
®

 USA et Japon 

   Virin EKS
®
 Russie 

MacoNPV Mamestra configurata  Virosoft
®

 
Andermatt Biocontrol, Certis, 
Suisse 

MyseNPV Mythimna separata Riz --- Chine 

MyseGV Mythimna separata Riz --- Chine 

NeabNPV Neodiprion abietis Forêt Abietiv
®

 Corporation CCIPInc., Canada 

NeleNPV  Neodiprion lecontei  Forêt, Ornementales Lecontvirus
®

 Corporation CCIPInc., Canada 

 Neodiprion sertifer Forêt Monisärmiövirus
®
  

OpMNPV  Orgyia leucostigma Forêt TM Biocontrol-1
®
 Corporation CCIP Inc., Canada 

  Orgyia pseudotsugata Ornementales Virtuss
®

   

PhopGV Phthorimaea operculella Pomme de terre Baculovirus Corpoica
®
 Vecol, Colombie 

  
Tecia solanivora 
(Symmestrischema tangolias)   

Matapol Plus
®

 PROINPA, Bolivie 

PiraGV Pieris rapeae Légumes --- Chine (1 producteur) 

PiGV Plodia interpunctella Raisins stockés et  FruitGuard
®

 USA 

  amandes   

PxGV Plutella xylostella Légumes, blé, --- Chine 

  maïs   

SeMNPV  Spodoptera exigua Principales cultures Spexit
®

 

Andermatt Biocontrol, Certis, 

Suisse 

  Spodoptera littoralis Légumes Spodo-cide
®

 PCIL, Inde 

    Spod-X
®

 USA 

      VIR-EX
®

 Biocolor, Espagne 

   --- Thailande, Chine 

SaMNPV  Diaphania hyalinata, 

Spodoptera albula (sunia), 

Principales cultures VPN82
®
  Agricola El Sol, Guatemala 
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Virus Ravageur(s) ciblé(s) Culture Nom commercial Entreprise(s) 

Spodoptera exigua 

        

SaMNPV + Voir liste sur cette page : Principales cultures VPN Ultra
®
  Agricola El Sol, Guatemala 

AcMNPV http://www.agricolaelsol.com/ Légumes   

SpliNPV Spodoptera littoralis Principales cultures Littovir
®
  Andermatt Biocontrol, Suisse 

    Légumes     

SpltNPV Spodoptera litura Coton, Légumes, Spodocide
®

 PCIL, Inde 

  Riz Spodi-cide
®

 Inde 

   Spodopterin
®

 Inde 

   Biovirus-S
®

 BIL, Inde 

   --- Chine, Thaïlande, Vietnam 

En Chine on dénombre 40 ravageurs du thé différents et  63 espèces de virus en ont été isolés, dont 38 

espèces de NPV, 17 espèces de GV, et 5 espèces de CpV (Cypovirus). Les NPV de la tordeuse du thé 

ont atteint un niveau record d’application à grande échelle. 

 

(http://resources.alibaba.com/topic/800109324/Pollution_free_tea_production_in_the_pest_control_mea

sures.h) 

http://www.agricolaelsol.com/
http://resources.alibaba.com/topic/800109324/Pollution_free_tea_production_in_the_pest_control_measures.h
http://resources.alibaba.com/topic/800109324/Pollution_free_tea_production_in_the_pest_control_measures.h
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Quel est l’intérêt de développer des bio-insecticides face aux problèmes rencontrés ? Le tableau 

1.6. présente une comparaison des performances entre les insecticides chimiques et 

biologiques. Ces derniers sont ainsi beaucoup plus faciles et abordables à développer. L’un des 

paramètres les plus importants, le risque d’apparition de résistances, est, lui aussi, à l’avantage 

des bio-pesticides. 

 

Tableau 1.6. Comparaison de données sur les performances des agents de contrôle chimiques et 

biologiques (d’après Van Lenteren, 1997). 

 

 

 Agent chimique Agent biologique 

Nombre d’ingrédients testés > 1 million 2000 

Taux de réussite 1 : 200000 1 : 10 

Coût de développement 400 million US$ 2 million US$ 

Rapport bénéfice / coût 2 : 1 20 : 1 

Risques de résistance Important Faible 

Spécificité Très faible Très forte 

Effets secondaires nocifs Beaucoup Aucun/peu 

 

 

3. Le modèle d’étude : Le carpocapse des pommes et le virus de la granulose 

3.1. Le carpocapse des pommes 

 

Le carpocapse des pommes (Figure 1.4) est le principal ravageur des vergers de pommiers, 

poiriers et noyers en climat tempéré. Il est originaire, comme le pommier, de l’Asie Mineur et 

du Caucase. Le carpocapse a probablement colonisé l’Amérique avec l’extension de la culture 

du pommier. Les premiers pommiers d’Amérique ont été plantés autour de 1620 sur la côte est 

des USA et du Québec. Dès 1796 des cultivars spécifiques des USA sont décrits comme la 

variété McIntosh (Kellerhals, 2009). Peu de temps après on trouve des pommes au Mexique. Le 

carpocapse a aujourd’hui une zone de répartition très large (Figure 1.5), ce qui fait de lui un 

ravageur d’ordre économique mondial. Les larves du carpocapse forent le fruit et pénètrent à 

l’intérieur pour se nourrir. Les fruits deviennent alors impropres à la consommation. Il a été 
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montré que, lors des années de fortes infestations, les pertes de rendement à la récolte dues au 

carpocapse pouvaient atteindre 80 %.  

 

 

 

 

 

 

Figure.1.4. Représentations du carpocapse des pommes (Cydia pomonella) (A) Carpocapse adulte (B) 

Larve de carpocapse au stade 1 (C) Pomme attaquée par le carpocapse. Photo : INRA 

(http://www7.inra.fr/hyppz/RAVAGEUR/3cydpom.htm). 

 

Le cycle de vie du carpocapse est dépendant de la température, (Howell & Neven, 2000; Riedl 

& Croft, 1978) et les larves matures passent l'hiver en diapause dans un cocon d’hibernation, 

dans les fissures de l'écorce ou dans le sol. Le cycle complet du carpocapse est présenté en 

figure 1.6. Les conditions locales ainsi que la plante hôte vont fortement influencer le 

développement de l’insecte ainsi que son nombre de générations (Audemard, 1991). Ainsi, des 

modifications climatiques ou le changement de variétés vont modifier le nombre de générations 

de l’insecte par an. C’est ce qui s’est passé, par exemple, dans le sud de la France avec une 

nouvelle génération par an et un développement plus rapide des individus (Lésel, 2004). 

L’augmentation du nombre de générations annuelles a conduit à une accélération de 

l’apparition d’individus résistants (Tabashnick & Croft, 1982), en particulier dans cette région 

(Martinet, 1996). 

 

 

 

(A) (B) (C) 

http://www7.inra.fr/hyppz/RAVAGEUR/3cydpom.htm


34 
 

 

 

 

F
ig

u
re

 
1

.5
. 

R
ép

ar
ti

ti
o

n
 

g
éo

g
ra

p
h
iq

u
e 

d
u
 

ca
rp

o
ca

p
se

 
d
es

 
p
o
m

m
es

 
(C

yd
ia

 
p
o
m

o
n
el

la
 

L
.)

 
en

 
2

0
1

0
. 

L
es

 
co

u
le

u
rs

 
re

p
ré

se
n

te
n

t 
le

 
n

iv
ea

u
 

d
’i

n
fe

st
at

io
n

, 
d

e 
b

la
n

c 
(r

av
ag

eu
r 

ab
se

n
t)

 à
 r

o
u
g
e 

(r
a
v
ag

eu
r 

p
ré

se
n
t)

. 
L

es
 c

ar
ré

s 
d
e 

co
u
le

u
rs

 r
ep

ré
se

n
te

n
t 

le
s 

ri
sq

u
es

 d
’i

n
fe

st
at

io
n

. 
S

o
u

rc
e 

: 

h
tt

p
:/

/p
o

rt
al

.s
in

av
ef

.g
o

b
.m

x
/M

ap
as

In
te

rn
ac

io
n
al

es
.h

tm
l 

(c
o
n
su

lt
é 

le
 2

4
 s

ep
t 

2
0
1
4
).

 

http://portal.sinavef.gob.mx/MapasInternacionales.html
http://portal.sinavef.gob.mx/MapasInternacionales.html
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Figure 1.6. Cycle annuel de Cydia pomonella. L’insecte réalise entre une et quatre générations par 

saison, en fonction du climat. 

Une fois la larve à l’intérieur du fruit, elle est protégée : les traitements de surface seront dès 

lors inefficaces. Il est donc nécessaire d’agir avant la pénétration des larves néonates dans le 

fruit, soit en empêchant la ponte ou l’éclosion des œufs, soit en attaquant la larve à la sortie de 

l’œuf. Comme la fenêtre d’action est étroite, il est nécessaire de multiplier les traitements. Les 

pommes sont parmi les fruits qui demandent le plus de traitements phytosanitaires (en 

moyenne 36 traitements par an (source : INRA)). Le carpocapse a progressivement développé 

des résistances à la plupart des insecticides chimiques. Les premières résistances à l’arséniate 

ont été mises en évidence au début du 20
ème

 siècle (Hough, 1928), puis au DDT dans les 

années 1950 (Cutright, 1954). Cydia pomonella a ensuite développé des résistances à tous les 

groupes d’insecticides partout dans le monde: aux organophosphorés (Bush et al., 1993 ; 

Knight et al., 1994 ; Reuveny & Cohen, 2004 ; Soleno et al., 2008), aux benzoylurées 

(incluant le difluobenzuron) (Misfit et al., 1988 ; Sauphanor et al., 1998 ; Charmillot et al., 

1999 ; Sauphanor et al., 2000 ; Pasquier & Charmillot, 2003), aux diacylhydrazines 
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(tebufenozide et methoxyfenozide) (Mota-Sanchez et al., 2008) et aux pyrethrinoïdes 

(Sauphanor et al., 2000 ; Mota-Sanchez et al., 2008 ; Sauphanor et al., 1997). 

Une méthode de contrôle biologique contre ce ravageur, développée depuis les années 70, est 

basée sur l’utilisation du virus de la granulose du carpocapse. 

 

3.2. Les baculovirus 

3.2.1. Structure 

 

Le virus de la granulose du carpocapse appartient à la famille des baculovirus.  

Il existe trois familles de virus dont les membres infectant les insectes, produisent des corps 

d’inclusion : les baculovirus, les poxivirus et les réovirus (Hajek, 2004). Les deux derniers 

possèdent aussi des espèces capables d’infecter les vertébrés. Les baculovirus n’infectent que 

des arthropodes, principalement les insectes. Même s’il a été montré que certains baculovirus 

sont capables d’entrer dans des cellules de vertébrés, ils ne produisent pas d’effet pathogène et 

ils ne sont pas capables d’initier le cycle viral. Quelques cas d’infection de vertébrés par des 

baculovirus ont été constatés mais ceux-ci n’étaient pas pathologiques (Cheng et al. 2004 ; 

Cummins, 2003). Aucun test, que ce soit par manipulation de baculovirus par l’humain 

(Mazzone & Tignor, 1976) ou ingestion (Chauthani et al. 1968) n’a provoqué d’infection 

productive. En infection de cellules in vitro par des formes virales bourgeonnantes différentes, 

aucun épisode de transcription, réplication ou expression de protéines virales n’a été observé 

(Carbonell et al., 1985 ; Carbonell & Miller, 1987). Tous ces tests ont prouvé la spécificité 

des baculovirus aux insectes ainsi que leur incapacité à se répliquer dans les vertébrés, les 

rendant acceptables du point de vue du risque sanitaire pour leur utilisation en lutte 

biologique. 

Les baculovirus forment une très grande famille de virus, pour la plupart isolés à partir de 

lépidoptères. Quelques-uns ont cependant été isolés sur d’autres ordres comme l’unique 

baculovirus de diptère isolé sur un moustique (Becnel et al., 2001 ; Moser et al., 2001), sur 

des hyménoptères comme Neodiprion sertifer (Lauzon et al., 2006) ou même sur des 

crustacés (Lester et al., 1987). Ce sont des virus à ADN double brin circulaire (Rohrman, 

2013) dont la taille est comprise entre 90 et 180 Kb selon les espèces. Ils sont très spécifiques 

et parasitent une seule espèce d’insecte ou quelques espèces proches mais du même genre. 
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Une exception existe: l’Autographa californica nucléopolyhédrovirus, AcMNPV, qui est 

capable d’infecter plus de 33 espèces de 7 familles de Lépidoptères (Groner, 1986 ; Bishop et 

al., 1995). La famille des Baculoviridae se subdivise en 4 génomes en accord avec le comité 

international de taxonomie des virus (release 2013, EC45) : les Alphabaculovirus regroupant 

les nucléopolyédrovirus spécifiques des lépidoptères (Autographa californica MNPV…), les 

Betabaculovirus composés des granulovirus spécifiques des lépidoptères (CpGV…), les 

Gammabaculovirus, nucleopolyhedrovirus spécifiques des hyménoptères (Neodiprion 

lecontei NPV) et les Deltabaculovirus comprenant le seul nucléopolyhédrovirus spécifique de 

diptère (Culex nigripalpus NPV).  

Ces virus se répliquent dans le noyau de la cellule hôte, d’où le nom de virus de polyhédrose 

nucléaire pour trois des génomes de cette famille. Le génome viral est condensé grâce à la 

protéine P6.9, présente chez tous les baculovirus (Van Oers & Vlak, 2007 ; Wang et al., 2007) 

et enfermé dans une nucléocapside dont le composant majoritaire est la protéine VP39 

(Pearson et al., 1988 ; Thiem & Miller, 1989). La nucléocapside a une structure de symétrie 

hélicoïdale qui confère au baculovirus une forme de bâtonnet (baculum en latin) d’un 

diamètre de 30 à 60 nm et d’une longueur de 250 à 300 nm variant en fonction de la taille du 

génome des différents virus (Caballero et al., 2001 ; Lopez-Ferber & Devauchelle, 2005). Ces 

nucléocapsides sont entourées par une enveloppe ; l’ensemble nucléocapside plus enveloppe 

constituant les virions. Les baculovirus produisent deux types de virions durant leur cycle 

d’infection, différents en structure et fonction : les ODV (Occlusion Derived Virus, Figure 

1.7) et les BV (virus bourgeonnants ou Budded virus, Figure 1.8). Les ODV sont libérés lors 

de la dissolution des corps d’inclusion (Occlusion Body, OB) et sont responsables de 

l’infection des cellules épithéliales de l’insecte. Les BV, quant à eux, sont une forme 

bourgeonnante du virus et vont être impliqués dans l’infection de cellule à cellule, ils sont 

responsables de l’infection systémique.  
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Figure 1.7. Représentation de la forme incluse du baculovirus (ODV) (Slack & Arif, 2007). 

 

 

Figure 1.8. Représentation la forme bourgeonnante d’un baculovirus (Slack & Arif, 2007). 

Ces deux formes sont similaires du point de vue génétique : elles contiennent le même 

génome, mais varient par l’origine et la composition de leur membrane et la présence ou non 

d’un corps d’inclusion. Les OB sont produits dans le noyau de la cellule et constitués d’une 

matrice protéique dont le composant majoritaire est la granuline pour les GVs et la polyédrine 

chez les NPVs. D’autres protéines codées par des gènes viraux ou cellulaires peuvent être 



39 
 

contenues dans les OB allant des protéines PIF (« per os infectivity factor ») responsables de 

l’entrée dans les cellules intestinales à diverses particules virales (Braunagel et al., 1996 ; 

Faulkner et al., 1997 ; Kikhno et al., 2002).  

Pour la formation des OB, les nucléocapsides, assemblées dans le noyau, vont s’entourer 

d’une membrane assemblée dans le noyau de la cellule, puis d’une matrice protéique pour 

constituer les OB (Occlusion Body). C’est cette forme qui va permettre au virus de survivre 

dans la nature. L’OB peut contenir plusieurs virions ou seulement un (polyèdre ou granule, 

respectivement). C'est principalement la structure de ces corps d'inclusion qui a 

traditionnellement permis de classer les baculovirus en deux catégories distinctes, sans valeur 

taxinomique actuellement. Le groupe NPV où les virus produisent des corps d’inclusion de 

type polyèdre (0.15 à 15 µm) contenant plusieurs virions ; chacun de ces virions peut contenir 

une ou plusieurs nucléocapsides (Figure 1.9). Cette caractéristique permet de les diviser en 

deux sous-groupes: Les Single NPV (SNPV : Single Nuclear Polyhedrosis Virus) n’ayant 

qu’une seule nucléocapside par ODV comme Heliothis armigera single nucleopolyhedrovirus 

(HearSNPV) ou les multiples NPV (MNPV : Multiple Nuclear Polyhedrose virus) contenant 

deux, ou plus, nucléocapsides par ODV comme Autographa californica multiple 

nucleopolyhedrovirus, AcMNPV (Figure 1.9).  

Les OB des granulovirus (ou virus de la granulose) sont de forme ovoïde et ont une taille 

moyenne de 450 par 250 nm. Chez les GV, il n’y a qu’un seul ODV dans le corps d’inclusion, 

appelé granule et contenant, en général, une seule nucléocapside (Figure 1.9). Il existe de 

rares cas ou quelques granules contiennent plus d’un virion (Sciocco-Cap et al., 2001). 
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Figure 1.9. Représentation des différents types de baculovirus : MNPV, SNPV et GV (Slack & Arif, 

2007). 

 

 

La forme BV est produite par le bourgeonnement de la membrane cytoplasmique de la cellule 

infectée qui confère au virus une enveloppe d’origine cellulaire dans laquelle une ou plusieurs 

glycoprotéines virales sont insérées (Figure 1.10). Les BV infectent la cellule par fusion de 

membranes à l’intérieur des vacuoles. Le virion est internalisé dans une vacuole digestive et la 

fusion à pH acide est médiée par des protéines virales spécifiques. Pour les alphabaculovirus 

du groupe I, c’est la GP64 qui est insérée (Blissard & Wenz, 1992 ; Garry & Garry, 2008 ; 

Monsma et al., 1996 ; Oomens & Blissard, 1999). Pour les autres baculovirus, la fusion de la 

membrane est due à la protéine F (Ijkel et al., 2000 ; Pearson et al., 2000). Cette protéine peut 

aussi aider à l’infection des baculovirus du groupe I dépourvus de GP64 mais la GP64 n’est 

pas suffisante pour aider les baculovirus du groupe II dépourvus de protéine F active 

(Westenberg & Vlak, 2008, Lung et al., 2002 ; Long et al., 2006). 
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Figure 1.10. Distribution des protéines d’enveloppe de fusion. Le Groupe I possède des homologues 

de la GP64 et de la protéine F mais cette dernière n’est pas une protéine de fusion. Le Groupe II 

comprend des GVs et des virus de diptères qui possèdent seulement des homologues de la protéine F, 

alors que les virus d’hyménoptères ne possèdent ni homologue de la GP64, ni homologue de la 

protéine F (Rohrman, 2013). 

 

L’enveloppe de la forme bourgeonnante des GVs est composée majoritairement de la protéine 

F comme pour les NPV du groupe II (Rohrmann & Karplus, 2001). En fonction de leur 

tropisme tissulaire, trois types de GV ont été décrits (Hilton, 2008) : le premier type est 

composé de virus agissant lentement en infectant seulement les corps gras et ne concerne que 

les lépidoptères de la famille des Noctuidae ; l’hôte meurt après 10 à 35 jours. Le second type 

est composé de virus agissant rapidement en produisant une infection généralisée (corps gras, 

trachée, hémocytes…) et tuant l’hôte en seulement 5 à 10 jours ; ce type de GV infecte 

plusieurs familles de lépidoptères (Tortricidae, Pieridae, Yponomeutidae, Pyralidae et 

Gelechiidae). Le troisième type est, quant à lui, composé d’une seule espèce, le Harrisinia 

brillians GV (HabrGV). Ce virus se réplique uniquement dans les cellules intestinales des 

larves de H. brillians, de la famille des Zygaenidae. 

Le nudibaculovirus, dépourvu de corps d’inclusion, a longtemps été considéré comme un 

sous-groupe de baculovirus mais n’est plus classé dans cette famille (Fauquet et al., 2005, 

Murphy et al., 1995). Ce virus possédait aussi un ADN circulaire mais ne formait pas d’OB 

(Wang et al., 2007).  
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Le bracovirus a longtemps été considéré comme un baculovirus atypique, à cause de 

similarités de morphologie et de certains de ses gènes. Ces observations ont conduit à une 

hypothèse d’origines communes (Fauquet et al., 2005, Murphy et al., 1995). 

 

3.2.2. Le cycle d’infection 

 

Comme indiqué précédemment, les deux types de virions (ODV et BV) interviennent à des 

stades différents de l’infection. Il existe donc deux niveaux d’infection : primaire et 

secondaire (Figure 1.11). Chaque cellule infectée (à l’exception peut-être des cellules 

intestinales chez certains insectes), produit les deux types de virions de façon séquentielle. 

 

 

 

Figure 1.11. Cycle de réplication du baculovirus. Les corps d’inclusion sont ingérés par l’insecte, 

dissous dans l’intestin et les ODVs sont libérés infectant les cellules épithéliales (A). Le virion 

bourgeonne hors de la cellule en direction basale et initie une infection systémique (B). Très tôt dans 

l’infection systémique, plus de BVs sont produits répandant l’infection dans tout l’insecte (C). Plus 
tard dans l’infection, Les ODVs sont produits, et la cellule meurt en libérant les corps d’inclusion (D). 

Le stroma virogène (VS) est indiqué. (Rohrmann, 2013). 
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3.2.2.1. L’infection primaire 

 

L’infection primaire démarre lorsque la larve ingère les OB. Ils sont alors dissous grâce aux 

conditions de pH alcalin de l’intestin de la larve, libérant les ODV (virions) et les protéines 

constituants les OB (Sciocco de Cap, 2001). La première barrière séparant les ODV des 

cellules épithéliales est la membrane péritrophique (MP). Celle-ci est composée de fibres de 

chitine et de glycoprotéines constituant à la fois une protection contre l’abrasion due aux 

particules ingérées et une barrière contre le passage d’agents pathogènes (Hegedus et al., 

2009 ; Terra, 2001). Les mécanismes de franchissement de cette barrière sont peu connus 

mais l’enhancine virale (une enzyme codée par le virus permettant la dégradation de la 

mucine présente dans la MP) et des protéinases d’origine cellulaire encapsulées dans les OB 

sont impliquées (Li et al., 2003 ; Wang & Granados, 2001, Washburn et al., 1995) et 

permettent le franchissement de la MP et la fusion des ODV avec les microvillosités des 

cellules épithéliales (Gutierrez & Lopez-Ferber, 2004). Les protéines PIF, évoquées plus tôt, 

sont essentielles à l’infection par voie orale. Les protéines PIF connues jusqu’à présent sont la 

P74 (PIF-0), PIF-1, PIF-2, PIF-3, PIF-4, PIF-5 (Odv-e66) et PIF 6 (SF58) (Simon et al. 2012) 

(Figure 1.12). Les quatre premières sont localisées dans l’enveloppe des ODV (Kikhno et al., 

2002 ; Van Oers & Vlak 2007). Certaines protéines PIF s’associent physiquement dans la 

membrane de l’ODV, d’autres agissant comme facilitateurs, (Peng et al., 2010 ; Peng et al. 

2012). Ces complexes jouent un rôle essentiel dans les premières étapes d’entrée des ODV 

mais d’autres protéines sont aussi impliquées (Rohrman, 2013). Une fois entrée dans la cellule 

par fusion avec la membrane cellulaire des microvillosités, la nucléocapside se déplace très 

rapidement en utilisant les câbles d’actine, grâce à l’action de deux protéines de la 

nucléocapside, P39 et P78/83, fixant l’actine par activation du complexe Arp2/3 (Charlton & 

Volkman 1993 ; Okawa et al. 2010). Cette structure facilite le transport des nucléocapsides 

vers le noyau (Lanier et al., 1996). À l’arrivée au pore nucléaire, l’ADN viral est libéré et le 

cycle de réplication du virus commence.  

 

3.2.2.2. L’infection systémique (ou secondaire) 
 

Les BV produits dans les cellules intestinales lors de l’infection primaire vont initier 

l’infection secondaire. Comme indiqué précédemment, la GP64 ou une protéine F active, 
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dépendant du type du virus (I ou II), est requise dans l’enveloppe des BV pour l’entrée dans 

les autres cellules (Figure 1.10). La propagation du virus hors de l’intestin est impossible par 

passage de la lame basale, composée de fibres de chitines et ayant des pores trop petits pour le 

passage des BV, mais le passage par le système trachéen est possible (Engelhard et al., 1994). 

De nombreux tissus peuvent être infectés comme les hémocytes, l’hypoderme mais les plus 

touchés sont les corps gras de la larve. 

 

 

Figure 1.12. Représentation de certaines protéines structurales des ODV.  Sont représentées: les 

protéines associées à l'enveloppe (ODV-E), les protéines PIF (également associées à l’enveloppe), la 

protéine de tégument, gp41, la protéine d’empaquetage de l’ADN, p6.9, et deux protéines basales, 

PP78 / 83 et VLF-1. Pour plus de commodité, VLF-1 et VP80 sont indiqués à l'extrémité basale, elles 

pourraient cependant être situées à l'extrémité apicale. Il existe une variété d'autres protéines de la 

capside, mais elles semblent avoir une distribution plus généralisée. (Rohrman, 2013). 

 

3.2.2.3. Le cycle de réplication dans la cellule 

 

L’expression des gènes est structurée en quatre phases (Durantel et al.,1998) :  

Une phase très précoce (0 à 15 min post-infection) lors de laquelle il y a expression des gènes 

de régulation ne nécessitant pas d’activateurs d’origine virale pour leur transcription. Ils 

possèdent des promoteurs reconnus par l’ARN polymérase II cellulaire. Leur rôle est de 

dévier la reconnaissance de la machine de transcription cellulaire des promoteurs cellulaires 

vers les promoteurs viraux.  
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Une phase précoce (15 min à 8 heures post-infection) lors de laquelle les gènes impliqués 

dans la réplication du virus et dans la manipulation de l'hôte sont exprimés (EFP, GP64, 

protéine F, inhibiteurs d’apoptose…). Ces gènes nécessitent la présence de trans-régulateurs 

viraux (par exemple, ie-0, ie-1, pe38) pour une transcription efficace. C’est à la fin de cette 

phase qu’a lieu la réplication du génome viral. 

Une phase tardive suit (8 à 20 heures post-infection) où il y a arrêt complet de réplication 

d’ADN de la cellule hôte. C’est pendant cette phase que les nucléocapsides produites migrent 

vers la membrane cellulaire et bourgeonnent, et que les BV disséminent le virus dans l’hôte. 

Une phase très tardive (20 heures post-infection) intervient à un stade avancé de l'infection. 

C’est ici que les nucléocapsides restent dans le noyau de la cellule et sont incluses dans le 

cristal protéique (polyhédrine ou granuline). Les protéases virales liquéfient l'hôte et 

dégradent la chitine de l’exosquelette. La descendance virale occluse est alors disséminée 

dans l’environnement. 

 

Des BV sont produits de façon séquentielle, infectant les autres cellules. Chez AcMNPV, il a 

été montré que 20 heures après l’infection des cellules, le stroma virogène se condensait et 

que l’infection s’orientait vers une production d’ODV plutôt que de BV (Slack & Arif, 2007). 

Les nucléocapsides destinées à former des OB ne sont pas exportées en dehors du noyau. Les 

virions vont acquérir leur enveloppe protéique (polyhédrine ou granuline) et vont être 

recouverts d’une enveloppe protectrice. Les premiers corps d’inclusion complètement formés 

apparaissent 24 heures post-infection (Slack & Arif, 2007). Les OB ne sont pas infectieux 

pour les cellules de la larve, ils ne sont libérés qu’en fin de cycle lors de la lyse cellulaire. 

Celle-ci entraîne une liquéfaction des tissus. Elle est induite par des protéase virales comme 

les chitinases et les cathepsines (Hawtin et al,. 1997) dégradant l’exosquelette de la larve 

(Asser-Kaiser et al., 2010) permettant la libération des OB et ainsi leur dispersion dans 

l’environnement. 

Ces mécanismes sont communs à tous les baculovirus, mais il existe quelques différences 

dans les processus d’infection entre NPV et GV. Par exemple, lors d’une infection par un 

NPV, le stroma virogène se trouve au centre du noyau alors que lors d’une infection par un 

GV, le noyau s’éclaircit et le matériel dense se concentre à la périphérie du noyau (Rohrmann, 

2013). La membrane nucléaire se désintègrera alors, conduisant à la fusion entre le 
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nucléoplasme et le cytoplasme. La réplication continue dans la cellule et les GV se forment 

(Winstanley & Crook, 1993). 

Chez les MNPV, une partie des nucléocapsides issues de l’infection par un virion multiple est 

capable de transiter à travers la cellule intestinale pour bourgeonner à la base de la cellule vers 

les cellules voisines, grâce à des éléments tels que la protéine GP64 produits par les 

nucléocapsides ayant commencé leur cycle de réplication dans le noyau (Granados & Lawler, 

1981; Washburn et al., 1999). Ce phénomène n’est pas observé chez les GV, ni chez les 

SNPV. 

Comme indiqué précédemment, la voie majeure d’infection pour les baculovirus est 

l’ingestion d’OB. Il existe cependant quelques baculovirus chez lesquels une infection 

verticale a été observée mais son importance dans le maintien de la population virale est 

encore très peu étudiée (Virto et al., 2013). 

 

3.2.3. Les gènes viraux  

 

Les baculovirus sont des virus à ADN circulaire double brin. La taille de leur génome est 

comprise entre 80 et 220 kb, celui du CpGV étant de 123,5 kb (Luque et al., 2001). 

Aujourd’hui, plus de 60 génomes de baculovirus ont été séquencés. Ces études ont permis 

d’identifier de nombreux gènes viraux et de les classer en plusieurs types relatifs à leur 

fonction. 

Ces gènes peuvent être classés en trois catégories. Les gènes structuraux codent, comme leur 

nom l’indique, pour des protéines de structure. Parmi eux, on retrouve polh qui code pour la 

granuline/polyhédrine protégeant les virions dans l’environnement (Croizier et al., 1994), les 

gènes F et gp64, présents chez les BV et permettant l’entrée dans la cellule par fusion 

d’enveloppe (Hefferon et al., 1999; IJkel et al., 2000; Westenberg et al., 2007), les gènes 

codant pour les protéines qui composent la nucléocapside, comme p6.9 ou vp39, ou encore 

ceux codant pour les protéines PIF, présentes chez tous les baculovirus (Wang et al., 2007) et 

essentielles pour l’infection par voie orale (Kikhno et al., 2002). 

La seconde catégorie concerne les gènes de contrôle du cycle viral permettant au virus de se 

répliquer dans l’insecte hôte. Il y a, parmi elle, la DNA polymérase ainsi que les ligases et 
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hélicases impliquées dans toutes les modifications de l’ADN (réparation, réplication 

transcription…), les transactivateurs tels les gènes immediate early (ie) ou pe38 permettant 

une régulation d’activité des autres gènes pouvant parfois être impliqués dans des mécanismes 

d’apoptose (Prikhod'ko & Miller, 1996; 1999). Cette catégorie contient également les gènes 

d’expression tardifs tels que les protéines lEF, P35, P47 et 39K qui peuvent aussi intervenir 

dans la répression de l’activité de la cellule infectée (Rapp et al., 1998; Todd et al., 1995). 

La dernière catégorie concerne les gènes permettant au virus de contrôler la réaction de 

défense de l’hôte. Ce sont souvent des inhibiteurs d’hormones tels que la protéine EGT qui 

bloque la mue de l’hôte par catalyse de l’hormone de mue avec l’UDP-glucose (O'Reilly & 

Miller, 1989; 1990) ou les gènes iap, p35 et p49 dont les produits bloquent l’apoptose de 

l’hôte (Clem & Miller, 1994) en intervenant à divers niveaux de la cascade d’activation des 

capsases (Lannan et al., 2007) ou encore les ubiquitines qui empêchent la dégradation de 

certaines protéines (Haas et al., 1996). Les cathépsines et chitinases sont aussi retrouvées dans 

cette catégorie et permettent la liquéfaction des tissus larvaires mais aussi de la membrane 

péritrophique (Kang et al., 1998). 

Pour plus de détails sur la totalité des gènes viraux, se référer à Rohrman (2013). 

Plus de 800 gènes orthologues ont été identifiés entre 29 génomes de baculovirus mais 

seulement quelques-uns sont communs, Ainsi, il existe 37 gènes conservé chez tous les 

baculovirus (« Core gene ») (Van Oers & Vlak, 2007; Harrison, 2009; Garavaglia et al., 

2012). Le CuniNPV ne possède que 30 gènes communs avec les baculovirus spécifiques de 

lépidoptères et 43 gènes sont communs entre les baculovirus d’hyménoptères et ceux de 

lépidoptères (Jehle et al., 2006). Tous les baculovirus de lépidoptères possèdent 62 gènes en 

commun (Herniou et al., 2003 ; Jehle et al., 2006). Chez les GV, 28 autres gènes sont 

communs et 22 de ces gènes sont inexistants chez les NPV, cela pouvant expliquer les 

différences entre ces deux groupes. Vingt gènes sont cependant présents chez certains GV et 

NPV mais semblent n’apporter qu’un avantage sélectif, ceux-ci n’étant pas impliqués dans le 

cycle viral (Hilton 2008). De nombreux gènes codent pour des fonctions encore inconnues à 

ce jour. 
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3.2.4. Coévolution et stratégies adaptatives des baculovirus 

 

La théorie de coévolution (ou paradoxe de la reine rouge) désigne une évolution obligatoire et 

permanente d’une espèce pour être capable de conserver ses aptitudes, suite aux évolutions 

des espèces avec lesquelles elle coévolue (Van Valen, 1973). Cette théorie privilégie les 

facteurs biotiques comme acteurs de la sélection. Dans le cas de coévolution entre un hôte et 

son/ses parasite(s), des décalages évolutifs peuvent se produire, car les armes des hôtes et 

celles des parasites sont différentes. Ce dernier aura par exemple un temps de génération plus 

court et donc un taux de mutation beaucoup plus rapide que son hôte (Combes, 2003). Dans la 

plupart des systèmes, il est quasiment impossible pour un des partenaires d’obtenir 

l’adaptation idéale ; la présence de ressources étant limitée, les organismes doivent faire des 

concessions et ne peuvent prendre complètement l’avantage. Quelques exemples existent tout 

de même comme l’interaction Asobara tabida - Wolbachia où la coévolution a tourné à 

l’avantage du parasite qui s’est rendu complètement obligatoire à l’ovogénèse de l’insecte 

(Dedeine et al., 2005). 

 

Concernant les baculovirus, comme de nombreux parasites, l’atout majeur pour leur 

adaptabilité est leur forte plasticité génomique, due au nombre élevé de réplications pour 

chaque cycle d’infection. Un seul génome qui infecte une larve peut générer plus de 10
10

 

génomes. Cela permet au virus, avec les processus de mutation et de recombinaison, de 

s’adapter rapidement à de nouveaux environnements. En étudiant la phylogénie des 

baculovirus, Herniou et al. (2004) ont mis en évidence une spécialisation des lignées virales à 

un ou plusieurs ordres d’insectes, indiquant d’ancestrales coévolutions entre les virus et leurs 

hôtes.  

La plasticité des baculovirus autorise aussi la récupération de gènes provenant de leurs hôtes, 

ou d’autres parasites qui se retrouveraient dans la même cellule. Des gènes influençant la 

physiologie des hôtes pour la modeler à leur avantage se trouvent fréquemment chez certains 

baculovirus, comme le gène egt qui, en réduisant le niveau d’hormone de la mue, permet au 

virus de bloquer la mue de la larve infectée (O’reilly & Miller, 1990) ou le blocage de 

l’apoptose avec la protéine P35 chez AcMNPV (Clem et al., 1991 ; Kamita et al, 1993) et la 

protéine IAP (inhibitor of apoptosis). 

Des variations ont été observées au sein de virus appartenant au même isolat viral (diversité 

intraspécifique). Des études ont montré des différences génotypiques entre populations au 

sein de la même espèce virale  provenant de zones géographiques différentes (Cory & Myers, 
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2003, Erlandson, 2009 ; Mũnoz & Caballero, 2001). Plus intéressant encore, ces différences 

peuvent se refléter phénotypiquement. Ainsi, différents variants génotypiques peuvent avoir 

des activités biologiques différentes (Barrera et al., 2013 ; Hodgson et al., 2001, Simon et al., 

2005 ; Bernal et al., 2013). Ces différences peuvent s’observer entre des isolats provenant de 

zones géographiques différentes, et faire qu’un isolat sera plus efficace contre un hôte 

provenant de la même zone que lui qu’un isolat provenant d’une zone différente. Par exemple, 

un isolat naturel de SfMNPV récolté en Colombie a montré une meilleure efficacité contre 

des larves de S. frugiperda provenant elles aussi de Colombie que contre des insectes 

provenant du Honduras (Barrera et al., 2013, Escribano et al., 1999). Les populations virales 

s’adapteraient aux hôtes locaux, renforçant ainsi leur fitness.  

Cette diversité observée chez les baculovirus ne serait pas possible sans une forte diversité 

chez leurs hôtes, jouant un rôle clef dans la sélection de génotypes viraux, comme la 

différence de niveaux de résistance au CpGV observée dans les populations européennes de 

carpocapse (Schmitt et al., 2013) permettant un maintien des différentes populations virales. 

C’est donc cette relation hôte-parasite qui permet un maintien de la diversité du virus et des 

hôtes. 

Cette diversité au sein de mêmes isolats est un atout majeur pour ces virus et un point clef à 

étudier pour assurer une lutte biologique durable à base de baculovirus. 

 

 

3.2.5. Le virus de la granulose de Cydia pomonella 

 

Les nombreux développements de résistance du carpocapse aux insecticides chimiques ont 

conduit à une plus forte utilisation des insecticides biologiques contre ce ravageur et plus 

particulièrement le virus de la granulose (CpGV). Une larve infectée par ce virus est présentée 

en figure 1.13.  

Le premier isolat de ce virus a été découvert au Mexique dans des vergers de pommes et de 

poires par Tanada en 1963 (Tanada, 1964). Ce virus a été produit en masse et testé en champs 

en Californie de 1965 à 1972 et à partir de 1970 en Europe (Lacey & Thomson, 2004). 

L’isolat a été transféré dans de nombreux centres de recherche dont l’INRA en France (Figure 

1.14). 
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Figure 1.13. (A) Cydia pomonella granulovirus observés au microscope électronique. Photo : Jean-

Marie Tolmès, École des Mines d’Alès. (B) Larve de Cydia pomonella infectée par le virus de la 

granulose, CpGV. Photo : Benoît Graillot, École des mines d’Alès. 

 

La première formulation commerciale de CpGV a été développée au début des années 80 par 

Sandoz Corporation. De nos jours, cinq formulations commerciales de CpGV sont produites 

dans le monde. Seules trois de ces formulations sont homologuées en Europe (Tableau 1.3). 

Les isolats viraux composants les trois formulations commerciales homologuées en Europe 

(Carpovirusine™, Granupom
®
 et Madex

®
) proviennent tous de l’isolat mexicain (CpGV-M). 

Le Virosoft
®
 homologué au Canada et aux États-Unis est composé d’un isolat québécois. 

D’autres isolats ont été découverts dans diverses parties du monde (CpGV-E en Angleterre, 

CpGV-R en Russie et CpGV-I en Iran) (Crook et al., 1985 ; Rezapanah et al., 2002) mais ne 

sont pas homologués en Europe. 

Le CpGV est très virulent et le résultat de l’infection est la rupture des téguments en fin de 

cycle viral. (Lacey et al., 2008). La dose létale pour 50% des individus traités (DL50) a été 

estimée à moins de cinq granules par larve néonate (Harvey & Volkman, 1983; Sheppard & 

Stairs, 1977), provoquant la mort dans les trois jours suivant sa contamination (Brain & Glen, 

1989). C’est le bio-insecticide le plus puissant contre Cydia pomonella et il est aussi 

performant que les insecticides chimiques (Baudry et al., 1996). De plus, il a été prouvé qu’il 

était capable de contrôler les populations résistantes aux insecticides chimiques (Baudry et al., 

1996). Le CpGV est spécifique à Cydia pomonella mais il est tout de même capable d’infecter 

différentes autres espèces de Torticidae comme Cydia molesta (la tordeuse orientale du 

pêcher (TO ou ofm), Cydia nigricana (la tordeuse du pois), ou Thaumatotibia 

(Cryptophlebia) leucotreta (faux carpocapse). La dose requise pour tuer ces insectes est, par 

(A) (B) 
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contre, significativement plus importante que pour C. pomonella, de l’ordre de 12 fois et 

jusqu’à 10 000 fois plus (Lacey et al., 2008). 

En 2003, le CpGV était utilisé sur une surface d’environ 100 000 hectares en Europe et son 

utilisation en vergers biologiques ne représentait, en fait, qu’environ 20% des ventes, celui-ci 

étant plus largement utilisé en agriculture conventionnelle pour pallier aux problèmes de 

résistances (Berling et al., 2009). 

 

 

Figure 1.14. Transferts des isolats de CpGV entre les différents instituts de recherche et firmes 

phytosanitaires (Hüber, 2007). 
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Depuis 2003, des échecs de contrôle du carpocapse du pommier avec l’isolat CpGV-M, 

d’abord en Allemagne (Fritsch et al., 2005), puis dans d’autres pays d’Europe (Sauphanor et 

al., 2006; Schmitt et al., 2013) sont apparus. La résistance des populations en champs a été 

multipliée par 1000, mais ce ratio est de plus de 60 000 sur des colonies de génotype restrictif 

pures, par exemple C. pomonella RGV (Berling et al., 2009) ou CpRR1 (Asser-Kaiser et al., 

2010). 

Asser-Kaiser et al. (2011) ont montré que la résistance du carpocapse au CpGV-M n’était pas 

conférée par un blocage au niveau du tube digestif ni par une modification de la MP ou par 

modification des récepteurs des cellules des microvillosités intestinales. La résistance est 

généralisée à toutes les cellules de l’insecte, le virus est capable d’infecter les cellules, mais sa 

réplication est bloquée à une phase précoce (Asser-Kaiser et al., 2011). Fait intéressant, cette 

résistance est restreinte spécifiquement au génotype CpGV-M ; les autres isolats, comme 

CpGV-I12 (Eberle et al., 2008) ou CpGV-R5 (Berling et al., 2009) ne sont pas inhibés. Le 

mécanisme sous-jacent à cette résistance n’est pas connu. Par contre, il a été démontré 

(Gebhardt et al., 2014) que des changements au niveau du gène viral pe-38, sont nécessaires 

et suffisants pour expliquer la capacité à se répliquer ou pas dans un hôte restrictif.  

 

3.2.6. Relations baculovirus/hôte : développement de résistances 

 

La sensibilité des larves d’insectes aux baculovirus qui leur sont inféodés varie à trois 

niveaux : en fonction du stade de développement de la larve, entre populations d’insectes et, 

finalement, d’une larve à l’autre. 

La résistance aux baculovirus augmente avec l’âge des larves. Cette variation n’est pas du 

même niveau entre espèces. Briese (1986) a résumé la variation pour 20 espèces d’insectes. Il 

a montré que le ratio de résistance augmentait de 350 000 fois pour un isolat de Pieris 

brassicae granulovirus, mais seulement de 10 fois pour un isolat de Cydia pomonella 

granulovirus, sur leurs hôtes respectifs. La plus grande susceptibilité est toujours observée sur 

les stades larvaires précoces, justifiant l’importance d’un traitement très tôt en cas 

d’utilisation de baculovirus pour le contrôle de ravageurs. Il a été proposé que cette résistance 

puisse n’être qu’un reflet du poids de l’hôte mais aucune augmentation de la dose n’est 

requise en cas d’injection du virus (Engelhard & Volkman, 1995). De plus, les larves sont 

plus sensibles lorsqu’elles sortent de mue. Dans ces conditions, leur sensibilité peut revenir 
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aux niveaux des larves néonates. Ces observations conduisent à considérer que cette 

résistance développementale est en relation avec le passage du tube digestif, avant l’infection 

systématisée de toutes les autres cellules. L’intestin constitue une barrière à la colonisation 

des larves par le virus. Des études détaillées ont révélé une augmentation de la difficulté pour 

le virus à transférer l’infection des cellules intestinales vers le reste de la larve. Le premier 

mécanisme concerne la capacité de l’hôte à renouveler ses cellules intestinales par la mue, 

permettant l’élimination des cellules infectées pendant le développement larvaire. Pendant la 

mue du quatrième vers le cinquième stade larvaire de T. ni, toutes les cellules intestinales 

infectées sont éliminées (Engelhard & Volkman, 1995). Il n’y a aucune observation indiquant 

la présence d’un renouvellement total des cellules intestinales à chaque phase de mue, ni dans 

toutes les espèces. Le second mécanisme proposé est la modification de la membrane 

péritrophique (MP) qui pourrait protéger de l’infection les cellules intestinales. Au cours du 

développement larvaire, l’épaisseur de cette membrane, voire sa structure, sont variables. Il a 

été montré que la présence d’azurants optiques dérivés du stilbène réduisait ou annulait cette 

résistance développementale (Murillo et al., 2003). Les azurants optiques sont connus pour 

interférer avec la synthèse de la chitine en perturbant la structure de la MP, dont la chitine est 

un composant clé (Wang & Granados, 2000). Par ailleurs, il semble que les agents azurants 

soient capables de prévenir le renouvellement des cellules intestinales (Washburn et al, 1998), 

ce qui conduirait à une diminution de la capacité d’élimination du virus et donc, augmenterait 

la susceptibilité de l’hôte.  

Des variations dans la sensibilité à un isolat viral donné entre des populations d’insectes 

provenant de zones géographiques différentes ont aussi été observées (Briese 1986). Même au 

sein d’une population, la présence d’individus présentant une sensibilité plus faible a été 

démontrée pour le carpocapse du pommier (Sheppard & Stairs, 1977). Ces différences ont été 

associées au fond génétique des populations, au sein desquelles les individus ne sont pas 

génétiquement homogènes. Des isolats viraux provenant de localités différentes peuvent avoir 

des efficacités variables selon les populations d’insectes. Souvent, l’isolat local offre le 

contrôle optimal pour son hôte. Le maintien des différences de sensibilité entre les 

populations d’insectes ne semble pas être lié à la présence de virus. David & Gardiner (1960) 

ont montré que les colonies de Pieris brassicae montraient des différences de sensibilité à 

deux isolats du Pieris brassicae granulovirus (PbGV) et que cette différence était maintenue 

en laboratoire pendant 36 générations en absence de contact avec le virus. Le contrôle de ces 

différences a une origine génétique variable. Chez la teigne de la pomme de terre, 
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Phthorimaea operculella, la réduction de sensibilité à un isolat de Phthorimaea operculella 

granulovirus (PhopGV) était due à un seul gène autosomal dominant, provoquant une 

résistance 15 fois supérieure à celle des individus sensibles (Briese, 1982). Chez la noctuelle 

du maïs, Spodoptera frugiperda, une variation de sensibilité d’un facteur 5 de deux colonies 

de laboratoire à trois baculovirus différents a été attribuée à un seul ou quelques gènes 

autosomaux (Reichelderfer & Benton, 1974). À l’inverse, chez le carpocapse des pommes, la 

réduction de sensibilité semble être sous contrôle multigénique (Berling et al 2013). 

Finalement, il est possible d’observer des larves, totalement ou partiellement résistantes à un 

virus donné. En laboratoire, Abot et al. (1996) ont montré que des populations du ver du pois 

Mascate, Anticarsia gemmatalis, collectées au Brésil et aux États-Unis pouvaient développer 

une résistance lorsqu’elles sont exposées à une pression de sélection exercée par l’isolat LD-

79 d’AgMNPV. La résistance commence à se développer après 4-5 générations et augmente, 

atteignant un plateau après 15 générations. Le niveau de résistance final (atteignant une 

augmentation de 17 000 fois) dépend de la population d’origine, indiquant que la variabilité 

génétique d’origine de la population hôte est un facteur important. Cependant, en champ au 

Brésil, où l’utilisation d’AgMNPV pour contrôler Anticarsia gemmatalis couvre environ un 

million d’hectares, aucune augmentation de la dose requise pour contrôler le ravageur n’a été 

observée. Ceci peut s’expliquer par l’utilisation d’isolats multiples et variables d’une année 

sur l’autre ; isolats qui sont produits en champ, sur les mêmes populations à traiter.  

Les mécanismes impliqués dans la résistance sont variables d’un cas à l’autre. Fuxa & Richter 

(1990) ont montré que la mortalité des larves sensibles et résistantes de Spodoptera 

frugiperda ne différait pas si le virus était injecté dans l’hémocèle et ont conclu que la 

résistance était associée à l’intestin, de façon similaire à celle décrite entre larves d’âges 

différents. L’analyse de la structure de la MP, a montré des différences entre des colonies de 

laboratoire de A. gemmatalis résistantes et sensibles au AgMNPV, suggérant son implication 

dans la résistance (Levy  et al., 2007). Grove & Hoover (2007) ont observé une variation dans 

la sensibilité de larves de Limantria dispar de même stade, pas seulement limitée à l’intestin, 

mais aussi systémique. Les auteurs concluent à une défense antivirale hormonale contrôlée.  
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4. Objectifs de la thèse 

 

La mise au point d’isolats capables de contrôler la résistance du carpocapse des pommes en 

vergers n’était qu’une première réponse au problème soulevé par l’apparition de résistances 

au champ. Restait à explorer la durabilité, c’est-à-dire, l’efficacité dans le temps et l’espace 

des approches et des outils dont nous disposons pour la protection des cultures. Cette thèse 

s’est effectuée en partenariat avec la société Natural Plant Protection, l’École des Mines 

d’Alès et l’INRA d’Avignon. Elle s’inscrit dans le projet Européen PURE, visant à 

développer des systèmes intégrés de protection des cultures et à analyser la durabilité des 

systèmes de protection des cultures. 

La thèse se scinde en 4 parties : une première partie sur l’étude de l’hôte et de la variation de 

sensibilité de plusieurs colonies au CpGV. L’étude des variations de sensibilité de l’hôte est  

intéressante pour mieux cerner les mécanismes impliqués dans l’apparition des résistances.  

La seconde partie va s’intéresser à l’étude de l’adaptation du virus à son hôte. Cette partie 

contiendra des travaux faisant directement suite aux travaux de thèse de Marie Berling sur la 

mise au point de l’isolat CpGV-R5 (2016-r16), contournant la résistance au CpGV-M des 

insectes en vergers. Une étude du coût à contourner la résistance pour le virus sera aussi 

détaillée. Des travaux de séquençage ont également été réalisés sur cinq isolats viraux avec 

analyse des gènes positivement sélectionnés dans le but d’ouvrir de nouvelles pistes sur des 

gènes potentiellement importants pour la fitness du virus. Pour compléter cette partie, 

l’adaptation d’un mélange de CpGV à la tordeuse orientale du pêcher (Cydia molesta) sera 

détaillée. 

La troisième partie sera consacrée à l’impact de l’augmentation de la diversité de CpGV pour 

le contrôle du carpocapse des pommes (C. pomonella). Le but est ici d’explorer les 

conséquences de l’augmentation de la diversité du virus sur l’efficacité et la durabilité du 

contrôle du ravageur. 

Enfin, la quatrième partie étudiera l’évolution, au cours des générations, sur différentes 

colonies d’insectes, de plusieurs populations hétérogènes de granulovirus. Cette partie 

permettra l’analyse de l’évolution virale sous différentes pressions de sélection et pourrait 

permettre d’améliorer nos connaissances sur l’infection virale et d’ouvrir de nouvelles voies 

pour la production de bio-insecticides.  
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Chapitre 2. Matériel et Méthodes 

 

 

Ce chapitre regroupe l’ensemble des souches virales utilisées, les techniques d’élevages ainsi 

que l’ensemble des méthodes expérimentales utilisées au cours de cette thèse. 

 

 

1. Les colonies d’insectes  

1.1. Les colonies de carpocapse sensibles au virus (Sv et CpNPP) 

La colonie sensible au virus Sv est issue d’une population de C. pomonella récoltée dans un 

verger du sud-est de la France (Les Vignières, Vaucluse). Cette colonie est élevée en 

laboratoire sur milieu artificiel à l’INRA d’Avignon (Guennelon, 1981) depuis 20 ans. 

Une autre colonie sensible au virus a été utilisée, CpNPP. Cette dernière est utilisée à 

l’échelle industrielle pour la production de la Carpovirusine™ (Natural Plant Protection, Pau, 

France). CpNPP a été élevée en laboratoire pendant plus de 20 ans et est originaire du nord de 

la France. 

1.2. La colonie de carpocapse de laboratoire, résistante à CpGV-M (RGV) 

La colonie résistante au virus a été obtenue après croisement entre la colonie sensible SV et 

des individus provenant d’une population résistante trouvée dans la nature aux environs de St 

Andiol (St-A) (Sauphanor et al., 2006). La résistance ayant été définie comme dominante, les 

individus survivants à une concentration discriminante en virus, appliquée à chaque cycle, ont 

servi aux croisements de la génération suivante. La colonie RGV résultant de ces croisements 

présente un niveau de résistance supérieur à la population St-A. La totalité des individus RGV 

composant la souche est hétérozygote pour le caractère de résistance et possède un fond 

génétique identique à 99,6 % à celui de la colonie Sv (Berling et al., 2009). Le facteur de 

résistance se trouve sur le chromosome sexuel Z. Chez les lépidoptères, le déterminisme 

sexuel est opposé à celui des mammifères, le sexe hétérogamétique, les femelles étant WZ, et 

les mâles étant ZZ. Comme le caractère de résistance est dominant, il est impossible 

d’éliminer complètement des allèles sensibles, qui peuvent rester masqués dans des mâles 
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hétérozygotes. Par conséquent, cette colonie est resélectionnée tous les ans pour conserver un 

fort taux de résistance. La dernière sélection a été effectuée en septembre 2014. 

1.3. La population mixe de carpocapse (CpLGEI) 

La colonie CpLGEI est une colonie hétérogène composée de 90% de Sv et 10% de RGV. Cette 

colonie a été créée pour simuler une population naturelle de carpocapses. 

1.4. La tordeuse orientale du pêcher (Cydia molesta) (TO) 

La colonie de Tordeuse orientale, Cydia molesta, a été fournie par l’INRA d’Avignon. Cette 

colonie de laboratoire a été fondée avec des individus collectés en 2002 dans des vergers de 

pêches italiens (Fournis par Fabio Molinari, Université de Plaisance, Italie). Elle a été élevée 

en masse sur le milieu Stonefly (Heliotis Diet, WARD’s Natural Science, Rochester, NY, 

USA) pendant 6 ans par le service de protection des cultures de Lyon (France). Elle a ensuite 

été transférée à l’INRA d’Avignon en 2008. Depuis, elle est maintenue en élevage continu 

(environ 10 générations par an) sur milieu artificiel en parallèle à l’INRA et au LGEI. 

2. Les Isolats viraux 

Les isolats décrits ici correspondent aux isolats de départ. L’isolat CpGV-M (notre stock # 

2020-S1) est l’isolat viral utilisé comme référence. Cet isolat est génétiquement proche de 

l’isolat mexicain découvert et décrit par Tanada en 1964. La plupart des produits à base de 

CpGV commercialisés en Europe et notamment la Capovirusine
TM

 produite par NPP, sont 

similaires à cet isolat mexicain. 

L’isolat NPP-R1 a été fourni par NPP. Cet isolat était celui qui contournait mieux la 

résistance, et est donc à l’origine de l’isolat CpGV-R5. Son origine géographique n’a pas été 

précisée (Berling et al., 2009). 

L’isolat NPP-R1.8 (2016-r8) correspond à l’isolat NPP-R1 après 8 passages successifs sur 

larves résistantes RGV. 

L’isolat CpGV-R5 (2016-r16) est l’isolat viral capable de contourner la résistance de RGV. Cet 

isolat a été mis au point par Marie Berling au cours de sa thèse à partir de l’isolat NPP-R1 

(Berling, M., 2009). 

L’isolat I12 (# 2012) est un isolat iranien fourni par le DLR Rheinpfalz dans le cadre du 

projet européen CRAFT « Sustain CpGV » dont faisait également partie NPP. Cet isolat a été 
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amplifié par NPP et envoyé à l’Ecole des Mines d’Alès (EMA) en décembre 2006. Il a été 

identifié comme efficace sur les populations résistantes en Allemagne (Eberle et al., 2008). 

L’isolat E2 a été fourni par le DLR Rheinpfalz dans le cadre du projet européen CRAFT « 

Sustain CpGV » dont faisait également partie NPP. Il a été amplifié et formulé à NPP pour les 

essais terrain 2008. 

L’ensemble des titres des solutions virales a été déterminé par NPP par un comptage du 

nombre de granules viraux à l’aide d’un microscope optique à fond noir (Olympus BX41TF) 

(× 600) et d’une chambre de comptage Petroff-Hauser d’une profondeur de 0,01 mm. 

D’autres isolats ont été produits au cours du travail. Ils sont décrits dans les différentes parties 

de la thèse. 

3. Elevages de Cydia pomonella et Cydia molesta 

Les conditions standards appliquées pour les élevages de C. pomonella, C. molesta, et à 

l’ensemble des tests nécessitant un développement larvaire sont une température de 27°C (± 

1°C), une photopériode de 16 heures et une humidité relative de 60% (± 10%). 

3.1. Elevage de masse 

Pour les croisements des colonies pures de C. pomonella (CpNPP, Sv, RGV) les adultes sont 

placés dans des volières cubiques d’environ 25 cm
 
de côté

 
avec une feuille de Parafilm

®
 en 

son centre servant de feuilles de ponte. Des abreuvoirs contenant de l’eau sucrée et une mèche 

en coton dentaire permettant la montée de la solution par capillarité sont disposés dans les 

volières pour l’alimentation des papillons. Les feuilles de pontes sont récoltées deux fois par 

semaine (lundi et vendredi) et incubées à 27°C (± 1°C) avec une photopériode de 16 heures et 

une humidité relative de 60% (± 10%). Les larves néonates servent en partie au maintien des 

élevages, l’autre partie est dédiée aux essais biologiques. 

Pour C. molesta, les adultes sont placés en boite rondes aérées d’environ 600 cm
3
 aux parois 

tapissées de Parafilm
®

 pour permettre la ponte des individus. Les feuilles de pontes sont 

récoltées deux fois par semaine (lundi et vendredi). Les conditions d’incubation et 

d’utilisation sont les mêmes que pour C. pomonella. 
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3.2. Elevages sans sélection au virus 

Les larves de C. pomonella et C. molesta sont élevées sur un milieu artificiel contenant de la 

farine de maïs, du germe de blé, de la levure de bière, des conservateurs (acide ascorbique, 

acide benzoïque, formaldéhyde, antibiotiques, antifongiques) et de l’agar-agar (Guennelon, 

1981). L’étuve d’élevage est maintenue à une température de 27°C (± 1°C) avec une 

photopériode de 16 heures et une humidité relative de 60% (± 10%).  

3.3. Sélection de la population RGV de C. pomonella par survie au traitement au 

CpGV-M 

La sélection des insectes résistants au CpGV-M est réalisée en microplaques ELISA 96 puits 

à fond plat (Greiner bio one). Environ 200 μL de milieu artificiel (Heliothis Diet, Ward’s 

natural science, NY, USA) additionnée de 0,2 % d’acide acétique sont déposés dans chaque 

puits et lissés avec une tête de clou. 6 microlitres de suspension virale à la concentration de 

1000 granules viraux/μL sont appliqués à la surface du milieu (surface du puits = 28 mm
2
) à 

l’aide d’une micropipette. Une larve néonate, âgée de moins de 12 h, est alors prélevée avec 

un pinceau et déposée dans chaque puits. Après avoir scellé les puits avec des bandes de 

parafilm
®

 recouvert d’une plaque de verre pour éviter la fuite des larves, la microplaque est 

incubée à 25°C (± 1°C) avec une photopériode de 16 heures et une humidité relative de 60% 

(± 10%) pendant 7 jours. A la lecture du test, toutes les larves survivantes sont considérées 

comme résistantes et mises en élevage dans un milieu classique sans sélection pour le reste du 

développement larvaire. 

4. Essais biologiques 

4.1. Tests biologiques 

La sensibilité aux virus est évaluée sur des larves néonates, âgées de moins de 12 heures, en 

utilisant la méthode de dépôt en surface, dérivée de celle appliquée pour les tests de 

diagnostic de résistance de C. pomonella aux insecticides chimiques (Reyes & Sauphanor, 

2008) (Figure 2.1). Le milieu artificiel (Heliothis Diet, Ward’s natural science, NY, USA) a 

été utilisé avec ajout de 0,2 % d’acide acétique. 

La détermination de la concentration discriminante utilisée pour le diagnostic des populations 

ainsi que les premiers essais biologiques ont été effectués avec ce milieu. Au minimum cinq 

concentrations, en plus du témoin traité à l’eau distillée, ont été utilisées pour établir les 

droites de mortalité et déterminer les concentrations en virus létale pour 50 % (CL50) et 90% 
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(CL90) des individus. Chaque test a été réalisé avec au moins 32 larves par concentration et 

avec au minimum 3 répétitions. Les plaques sont incubées à 25°C (± 1°C) avec une 

photopériode de 16 heures et une humidité relative de 60% (± 10%). La lecture finale du test 

est réalisée le septième jour à l’aide d’une pointe métallique permettant de rechercher les 

larves dans le milieu et l’application un stimulus mécanique en cas de doute sur la survie de la 

larve. 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.1. Préparation d’un test biologique sur larves néonates. 

 

4.2. Analyse des données  

Les mortalités relevées dans les essais biologiques sont analysées selon une transformation 

log-probit afin de déterminer la relation concentration-mortalité (Finney, 1949; 1971) à l’aide 

du logiciel Polo+ (LeOra Software 2012). 

 

5. Amplification et purification du virus  

5.1. Amplification sur larves 

L’amplification des isolats viraux est réalisée in vivo par multiplication des isolats sur des 

larves sensibles au stade L3 ou L4 (âgées de 7 jours). Les larves sont placées dans des plaques 

24-puits contenant environ 1 g de milieu artificiel sur lequel sont déposés 50 μL de 

suspension virale à une concentration de 1 × 10
4
 granules viraux/μL, puis incubées à 25°C (± 

1°C) avec une photopériode de 16 heures et une humidité relative de 60% (± 10%). Les larves 
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infectées sont extraites du milieu artificiel quand elles sont manifestement virosées (entre le 

4
ème

 et le 5
ème

 jour post-inoculation). Les larves présentant des symptômes d’infection virale 

sont ensuite placées dans des tubes par lot de 3 et réincubées à 25°C pendant 24h de plus sans 

milieu nutritif, puis congelées à -20°C ou utilisées directement. La purification des corps 

d’inclusion viraux (OB pour Occlusion Body), communément appelés « granules » se fait en 

broyant les larves dans 500 μL d’eau distillée par tube puis le broyat est filtré à travers une 

gaze pour éliminer les débris de cuticule. Les tubes sont rincés avec 500 μL d’eau distillée 

supplémentaires. Le filtrat est rassemblé dans un tube Eppendorf
®
 de 1,5 mL. Une première 

centrifugation de 5 minutes à 8000 g est réalisée et le surnageant éliminé. Le culot de granules 

est rincé avec 1 mL d’eau distillée avant d’être centrifugé une seconde fois 5 minutes à 8000 

g. Après élimination du surnageant, les granules sont repris dans un volume de 1 mL pour 10 

larves broyées. L’échantillon est ensuite conservé au congélateur à -20°C. Pour les 

amplifications de virus réalisés au laboratoire, la détermination approximative du titre est 

réalisée par spectrophotométrie (420 nm) d’après la formule appliquée pour le titrage d’une 

suspension de Phthorimaea operculella granulovirus (PhopGV) (Zeddam et al., 2003). Cette 

formule a été adaptée au CpGV :  

 

 

𝑇𝑖𝑡𝑟𝑒 𝑣𝑖𝑟𝑎𝑙 (𝑂𝐵/µ𝑙) =
DO420nm ×  dilution ×  2,6.109

0,8
 

 

Une dilution au 100
ème

 est nécessaire. 

 

5.2. Passages successifs sur larves  

Afin de permettre une évolution des isolats viraux d’origine et des populations virales 

expérimentales, des passages successifs ont été réalisés sur des larves selon le procédé décrit 

dans le paragraphe précédent. Chaque cycle est initié à partir de l’inoculum viral du cycle 

précédent. 96 larves par passage sont inoculées afin de récupérer un minimum de 30 larves 

virosées servant à la création de l’isolat suivant. La concentration en granules de l’isolat est 

estimée par spectrophotométrie avant le comptage manuel au microscope optique à fond noir 

(Olympus BX41TF), plus précis, effectué à NPP. 
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5.3. Populations expérimentales issues de mélanges de CpGV-M + CpGV-R5  

Différentes populations expérimentales ont été construites en mélangeant des granules des 

deux isolats. Les populations ont été construites avec les proportions de chaque isolat 

indiquées dans la table (Tableau 2.1) 

 

Tableau 2.1. Composition des différents mélanges viraux réalisés. 

 

Mélanges viraux Proportion de CpGV-M (%) Proportion de CpGV-R5 (%) 

M99-R01 99 1 

M95-R05 95 5 

M90-R10 90 10 

M50-R50 50 50 

M10-R90 10 90 

 

Les populations expérimentales sont amplifiées sur larves sensibles, CpNPP ou sur larves 

résistantes, RGV. Le protocole d’amplification précédent est utilisé. La production obtenue sert 

pour effectuer l’amplification suivante. Six générations de chaque mélange sont réalisées sur 

CpNPP ainsi que sur RGV. Le plan de cette expérience est détaillé dans la partie 4 (Figure 6.1) 

 

5.4. Passages successifs de CpGV-R5 sur larves sensibles CpNPP 

Pour détecter une éventuelle perte d’efficacité de CpGV-R5 après production sur larves 

sensibles (sans pression de sélection), des passages successifs ont été réalisés. La production 

obtenue sert pour effectuer l’amplification suivante. Le protocole d’amplification est le même 

que précédemment. 
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5.5. Passages successifs d’une population génotypiquement hétérogène sur C. 

molesta 

Afin d’adapter le CpGV à C. molesta, une population virale plus hétérogène du point de vue 

génétique a été construite. Cette population est composée d’¼ de CpGV-M, ¼ de CpGV-R1, 

¼ de CpGV-E2 et ¼ de CpGV-I12. Un premier passage de cette population est effectué sur 

CpNPP dans le but d’obtenir un stock viral initial présentant une forte diversité génétique. 

Cette amplification est réalisée comme précédemment. 

Des passages successifs sur C. molesta sont ensuite effectués. Les larves néonates sont 

placées dans des plaques ELISA 96 puits préalablement remplis de milieu artificiel (Heliothis 

Diet, Ward’s natural science NY, USA) additionné de 0,2 % d’acide acétique. Les larves sont 

ensuite placées à 27°C pendant 4 jours. Après ces 4 jours,  les larves sont infectées avec la 

dernière production virale. On verse directement 12 µL de solution virale à environ 210 000 

OB/µL dans les puits contenant les larves. Les plaques sont ensuite placées à 25°C (± 1°C) 

avec une photopériode de 16 heures et une humidité relative de 60% (± 10%) pendant 5 jours. 

Les larves infectées sont alors récoltées, broyées et passées sur gaze. L’ensemble des titres de 

ces solutions virales a été déterminé par NPP par un comptage du nombre de granules viraux 

à l’aide d’un microscope optique (Olympus BX41TF) à fond noir (× 600) et d’une chambre 

de comptage Petroff-Hauser d’une profondeur de 0,01 mm. 

6. Extraction/purification ADN 

Une suspension de 500µL de granules à 10
7
 OBs/µL est additionnée d’un volume équivalent 

de 0.1 M de Na2CO3 afin d’obtenir la lyse des granules qui se manifeste par une clarification 

de la solution. Une extraction classique au phénol chloroforme est alors appliquée avec une 

étape phénol-chloroforme/alcool isoamylique (24 :1 (vol : vol)), deux étapes phénol seul et 

une dernière chloroforme seul. L’ADN est ensuite précipité à l’éthanol absolu froid en 

présence de 0,2 M de sodium acétate et conservé à -20°C sur une nuit. Les échantillons sont 

alors centrifugés 30 min à 10000 x g pour envoyer l’ADN au culot. Ces culots sont alors 

rincés délicatement à l’éthanol froid 70%, séchés plusieurs heures et remis en suspension dans 

du tampon TE 1X (tris-EDTA 0,1M-0,01M).  

La vérification de l’intégrité de l’ADN est effectuée par migration sur gel d’agarose à 0,6% de 

2 µL d’ADN non digéré additionné de 2 µL de bleu et 8 µL de tampon TAE 1X par puits. Le 

gel est ensuite coloré 20 minutes au bromure d’éthidium (BET), rincé à l’eau distillée et 
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révélé aux UV. L’ADN viral intact ne rentre pas dans le gel et reste collé aux puits de charge 

(King et Possee, 1992). 

7. Analyse de la diversité génétique par RFLP « Restriction Enzyme Length 

Polymorphism » 

Environ 500 ng d’ADN viral purifié sont digérés avec les enzymes EcoRI, BamHI, PstI, SalI, 

ou XhoI dans le tampon préconisé à 37°C pendant 3 h. Les fragments sont séparés par 

électrophorèse sur un gel d’agarose à 1% dans du tampon tris-acétate-EDTA à 80V pendant 

environ 4h. Le marqueur utilisé comme référence est l’ADN du phage λ digéré par HindIII. 

Les fragments ont été visualisés sous lumière UV après coloration au bromure d’éthidium. La 

taille des fragments et la quantité d’ADN ont été estimées grâce au logiciel Kodak 1D image 

system (Eastman Kodak Company, Rochester, NY, USA). 

8. Séquençage et analyse basique du génome de 5 isolats viraux 

8.1. Séquençage et étude des séquences 

Les isolats viraux séquencés sont CpGV-M, CpGV-R5, CpGV-R1.8, CpGV-E2 et CpGV-I12. 

Le séquençage a été réalisé par la plateforme de génotypage GENTYANE (INRA UMR 1095, 

Clermond-Ferrand, France) et par Eurofin Genomics MWG (Courtabœuf, France). 

Les Contigs ont été assemblés de novo grâce au logiciel Clone Manager (Sci-Ed software, 

Morrisville, NC, USA).  

Après séquençage, il existait quelques régions manquantes (« gaps ») dans les génomes. Des 

oligonucléotides ont été élaborés grâce au logiciel Clone Manager (Sci-Ed software, 

Morrisville, NC, USA) dans le but de combler ces  « gaps ». 

8.2. Extraction d’ADN par lyse des granules 

Chaque suspension de granules est diluée (40 µL dans 60 µL d’H2O). 100 µL de tampon 

d’extraction (Na2CO3 0,2M, NaCl 0,34M, EDTA 0,02M pH=10,5) sont ajoutés dans le but de 

lyser les granules. Les tubes sont ensuite placés au bain-marie 30 minutes à 37°C. Les 

réactions sont ensuite neutralisées avec du HCl 1M (1/10 du volume total) et ajustées à 0,5% 

SDS (1/20 du volume total avec du SDS 10%). Une centrifugation finale de 1 minute à 13000 

rpm est alors effectuée afin d’éliminer d’éventuels débris. 
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8.3. Amplification de fragments viraux par « Polymerase Chain Reaction » 

Chaque extraction d’ADN viral est diluée au 1/50. Le mélange PCR est composé de 20 µL de 

PCR Hotmastermix 2.5X (5prime, Hilden, Allemagne), 2 µL de primer forward (10µg/µL), 2 

µL de primer reverse (10µg/µL), 2 µL d’ADN viral et 24 µL d’H2O. Après 3 minutes de pré-

dénaturation à 94°C, le cycle de PCR consiste en : 15 secondes de dénaturation à 94°C, 40 

secondes d’hybridation à 60°C et 1 minute et 30 secondes d’élongation à 72°C. Ce cycle est 

répété 35 fois. 

8.4. Comparaison des séquences 

Les 5 génomes ont été alignés et comparés au génome de référence CpGV-M (GenBank 

accession number: NC002816, Luque et al., 2001) grâce au logiciel Geneious (Biomatters, 

Auckland, NZ). Les différences en nucléotides et acides aminés entre chacun de ces génomes 

ont été relevées. 

8.5. Dot plots  

Des graphiques en dot plots ont été créés afin de visualiser les similarités et différences entre 

les génomes des différents isolats viraux. Ils ont été réalisés grâce au logiciel Guepard 1.30 

(Krumsiek et al., 2007). 

8.6. Analyse des ORF positivement sélectionnées 

Une première analyse des pressions de sélection agissant sur chaque ORF a été faite en 

utilisant une approche par inférence bayésienne sur le serveur Selecton 

(http://selecton.tau.ac.il/) avec les paramètres par défaut (Doron-Faigenboim et al., 2005; 

Stern et al., 2007) pour calculer le ratio non-synonymes/synonymes (=dN/dS) de substitution 

de nucléotides agissant sur chaque ORF et pour déduire des sites d'acides aminés simples 

soumis à ce processus. Pour les ORF apparaissant significativement sélectionnées (p<0.05), 

des analyses complémentaires sont réalisées en utilisant deux méthodes du maximum de 

vraisemblance ; le logiciel Paml4 (Yang, 2007) et le logiciel HyPhy (Pond et al., 2005). Seuls 

les ORF significativement sélectionnées avec les 3 méthodes sont comptabilisées. Les autres 

sont considérées comme des faux positifs. 
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9. Analyse de la diversité génétique de marqueurs viraux par PCR  

9.1. Détermination de marqueurs spécifiques pour les isolats viraux CpGV-M et 

CpGV-R5 pour PCR quantitative. 

Pour différentier les deux isolats CpGV-M et CpGV-R5, la variabilité observée lors de 

l’analyse de séquences a été mise à profit pour développer trois couples d’oligonucléotides 

permettant de différentier les deux isolats.  

Les oligonucléotides utilisés sont listés dans le tableau 2.2. Le couple d’oligonucléotides 

« CpGV-138300 » (Garnier et al., 2009) amplifie aussi bien CpGV-M que CpGV-R5. Il 

servira comme contrôle positif, pour donner le 100% de référence de l’amplification pour les 

deux autres marqueurs. Deux couples d’oligonucléotides différentiant chacun des isolats ont 

été obtenus par comparaison des séquences génomiques de CpGV-M et CpGV-R5 (Chapitre 

5) en utilisant le logiciel Clone Manager 9 (SciED Software, Morrisville, USA). Les deux 

marqueurs ciblent deux gènes différents ORF20 et ORF27 (Tableau 2.2). La spécificité 

d’amplification du couple « CpGV-15600 » est due à la liaison à 8 nucléotides sur le génome 

de CpGV-M, absent du génome de CpGV-R5. Ainsi, ce couple n’amplifie que CpGV-M. De 

la même manière, la spécificité du couple «CpGV-20400 » à CpGV-R5 est conférée par deux 

groupes de 3 nucléotides seulement présents dans le génome de CpGV-R5. Ce couple 

n’amplifie que CpGV-R5. Cette spécificité dans l’amplification a été testée 

expérimentalement. 

9.2. Extraction ADN pour PCR quantitative 

Une lyse des granules est appliquée pour extraire l’ADN viral. 100µL de tampon d’extraction 

(0.2M Na2CO3, 0.34M NaCl, 0.02M EDTA; pH=10.5) sont ajoutés à 100µL de solution virale 

(concentration = 1.10
7
 OB/µL) et incubés 30 minutes à 37°C. La solution est ensuite 

neutralisée avec 20 µL HCl 1M et ajustée à 0,5% de SDS avec 11 µL de SDS à 10%. Une 

centrifugation d’1 minute à 13000 rpm est ensuite réalisée et le surnageant est dilué au 

dixième avant utilisation.  

9.3. PCR quantitative 

La quantification des marqueurs spécifiques de CpGV-M et CpGV-R5 dans chaque 

échantillon a été effectuée par PCR quantitative. Une gamme étalon a été produite en utilisant 

le plasmide PCR2.1- TOPO- CpGV (192 ng/mL) (Garnier et al., 2009). Des dilutions au 10
ème

 

du PCR 2.1 CpGV allant de 4 à 4×10
7
 copies de génomes /µL sont utilisées. Un contrôle 
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négatif est systématiquement inclus. La gamme étalon, le contrôle négatif et les échantillons 

sont toujours effectués en triplicats. L’efficacité des réactions était supérieure à 0.9 et l’erreur 

standard était inférieure à 3 pour tous les points de la gamme étalon. La réaction de qPCR a 

été effectuée comme suivant. Le mix PCR a été  préparé dans un volume final de 25 µL et 

contenait 12,5 µL de QuantiTect Probe PCR kit 2X (Quiagen, Courtabœuf, France), 500 nM 

d’oligonucléotides (MWG-Eurofins Operon, Courtaboeuf, France), 10X Sybergreen, 5 µL 

d’ADN et de l’eau distillée qsp 25µL. 

L’amplification PCR est effectuée en utilisant le thermocycleur Rotor gene 6600 (Corbett Life 

Science, Quiagen, Courtabœuf, France), avec le cycle suivant : une étape de pré-dénaturation 

de 15min à 95°C; suivi de 45 cycles de 15s à 95°C et 30s à 60°C. Les résultats ont été 

analysés avec le logiciel Rotor-gene 6000 Serie Software 1.7.65 (Corbett Life Science, 

Quiagen, Courtabœuf, France). 

9.4. PCR dans la zone du gène pe38 

Une étude récente a montré qu’une mutation de 24 nucléotides sur le gène pe38 était 

responsable du contournement de la résistance de Cp par certains isolats viraux (Gebhardt et 

al., 2014). Il n’a pas été possible de trouver des couples d’oligonucléotides permettant une 

discrimination par qPCR. Par contre, comme la différence entre les deux génotypes au niveau 

de ce marqueur (appelé « CpGV 18800 ») est une insertion de 24 paires de bases, une 

différentiation par taille était possible. Des oligonucléotides permettant de visualiser cette 

différence sur gel d’électrophorèse ont été dessinés. L’oligonucléotide «CpGV 18800 F » 

contient le site de reconnaissance de l’enzyme de restriction PStI et le l’oligonucléotide 

«CpGV 18800 R » contient celui de BamHI. La séquence de ces oligonucléotides est détaillée 

dans le tableau 2.2.  

Une extraction simplifiée par lyse des granules (cf : 9.2) est réalisée. Une amplification PCR 

est ensuite réalisée dans les mêmes conditions qu’en  8.3 dans un volume final de 50µL avec 

le couple «CpGV 18800 ». Seule la température d’hybridation est modifiée (65°C au lieu de 

60°C). 

Après l’amplification PCR, une double digestion des produits PCR utilisant les enzymes PstI 

et BamHI est effectuée utilisant 5µL d’ADN dans un volume final de 15µL et incubé 3 heures 

à 37°C.  Une migration des échantillons sur gel d’électrophorèse 3% (NoVaGel) dans un 

tampon tris-borate EDTA (TBE) est ensuite effectuée. Les fragments sont ensuite visualisés 
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sous lumière UV après coloration au bromure d’éthidium. La taille des fragments et la 

quantité d’ADN ont été estimées grâce au Kodak 1D image system (Eastman Kodak 

Company, Rochester, NY, USA). 

10. Persistance du virus dans les populations d’insectes en champ 

Des larves diapausantes issues de populations naturelles ont été récupérées grâce à des bandes 

pièges placées en fin de saison dans des parcelles traitées au CpGV (Figure 2.2). Ces larves 

ont été élevées au laboratoire, puis accouplés. Les adultes ont été testés après accouplement, 

ainsi que leurs descendants. 

Une détection du virus dans des individus morts récoltés en 2012 dans des parcelles traitées 

ou non au CpGV a été effectuée.  

Le broyage des larves est effectué comme en 9.2 par pool de 5 provenant de la même parcelle. 

Entre 5 et 10 pools sont réalisés par parcelle. L’extraction ADN est effectuée comme en 8.2 et 

la détection par PCRq comme en 9.3. 

 

 

Figure 2.2. Larves diapausantes utilisées dans nos expériences. 

 

10.1. Extraction d’hémolymphe 

Les larves sont au préalable lavées dans deux bains successifs de tris-SDS (0,01M tris/0,1% 

SDS) suivi d’un rinçage dans un bain d’H2O. L’hémolymphe des larves a ensuite été extraite 

par capillarité à l’aide d’une pipette pasteur effilée. Entre 3 et 6 µL d’hémolymphe ont été 

prélévés des larves 
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10.2. Récupération des corps gras 

Après extraction de l’hémolymphe, les larves sont broyées dans 200µL d’H2O et filtrées sur 

gaze. Le broyat obtenu est ensuite dilué au 10
ème

. Une extraction ADN simple par lyse des 

granules est ensuite réalisée (cf : 9.2). L’ADN extrait est ensuite dilué au 20
ème

.  

10.3. Analyse par PCR quantitative 

La PCR est effectuée dans les mêmes conditions qu’en  9.3. La quantification n’a cependant 

pas été effectuée, il y a juste eu détection de marqueurs CpGV (Tableau 2.2).  

 

 



 



 

 

 

 

Partie 1 : Variabilité entre différentes 
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Chapitre 3. Variation de sensibilité de trois colonies de 

laboratoire de carpocapse des pommes, Cydia pomonella au 

CpGV 

 

 

Les résultats présentés dans ce chapitre ont fait l’objet d’un article (Graillot, B., Blachère-

Lopez, C., Besse, S., Siegwart, M. & Lopez-Ferber, M. (2013). Variation in the 

susceptibility to CpGV in population of the codling moth, Cydia pomonella. Insect pathogens 

and entomoparasitic nematodes, IOBC-WRPS Bulletin, 90, 149-153.), ainsi que d’une 

présentation orale lors du meeting IOBC-WRPS 2013, section pathogènes d’insectes et 

nématodes à Zagreb, Croatie. 

 

 

1. Introduction 

L’utilisation de l’isolat mexicain CpGV-M (Tanada, 1964) pendant plus de 20 ans pour le 

contrôle du carpocapse en vergers a conduit à l’apparition de résistances en Allemagne 

(Fritsch et al., 2005), en France (Sauphanor et al., 2006) et dans d’autres parties de l’Europe 

(Jehle & Schmitt ; 2009 ; Schmitt et al., 2013). 

Pour comprendre ce phénomène, des investigations concernant le mécanisme de transmission 

de cette résistance au CpGV-M ont été réalisées suivant deux méthodes : sur des populations 

sauvages résistantes par croisements en masse, puis sur des individus résistants par 

croisements individuels. Les résultats obtenus après croisements en masse ont laissé penser à 

une résistance autosomale avec dominance incomplète (Eberle et al., 2006). Cependant, les 

croisement individuels ont clairement indiqué une résistance monogénique liée au sexe dans 

les essais de laboratoire, tant sur les populations françaises (Berling et al., 2007) 

qu’allemandes (Asser-Kaiser et al., 2007). Ce dernier mode de transmission a également été 

confirmé pour les populations de terrain (Aser Kaiser et al., 2009). 

De récentes études, beaucoup plus détaillées, ont suggéré que ce mécanisme ne peut pas être 

le seul responsable de cette résistance et que l’action d’autres gènes est requise pour expliquer 

la réponse observée des populations naturelles et de laboratoire (Berling et al., 2013). Le 

mode de transmission et le niveau de dominance de cette ou de ces autres déterminants 
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mineurs de résistance n’ont pas été complètement élucidés. (Berling et al., 2013). Il a été 

suggéré que des populations d’origine différente pourraient présenter des variations pour ces 

autres gènes, ce qui se traduirait par une tolérance plus ou moins grande aux virus. Cette 

tolérance pourrait ne pas être spécifique à un isolat viral, comme la résistance observée envers 

CpGV-M. Son niveau ne permettait pas nécessairement aux insectes de survivre à des fortes 

doses, mais augmenterait leurs chances de survie à des faibles ou moyennes doses. Une 

communication montre que le niveau de variabilité génétique des populations de C. 

pomonella est important (Cheney et al., 2008). 

Des études préalables sur la variabilité de sensibilité d’insectes aux baculovirus ont été 

effectuées par le passé. Ces études ont été détaillées dans la partie introductive de la thèse 

(Chapitre 1 - 3.2.4. Coévolution et stratégies adaptatives des baculovirus). 

Dans une étape préalable à l’homologation en France du CpGV-M, des essais de sélection de 

carpocapses résistants au CpGV-M ont été effectués dans des laboratoires de l’INRA. Ces 

tests n’ont pas permis l’obtention d’une colonie ayant une résistance accrue ; la colonie ayant 

complètement disparue en 9
ème

 génération (Biache et al., 1998). 

Cependant, le montage expérimental ne permettait pas de déterminer si des variations de 

tolérance existaient. Pour tester cette hypothèse, nous avons étudié la réponse de trois colonies 

de laboratoire, deux sensibles au virus (Sv et CpNPP) et une résistante au CpGV-M (RGV), à 

deux isolats viraux, l’un contournant la résistance (CpGV-R5) et l’autre ne la contournant pas 

(CpGV-M). Le but de ce travail est de mettre en évidence les différences de réponses des trois 

colonies aux isolats viraux et de montrer que deux populations, même sensibles au virus, 

présentent des différences de sensibilité. Il s’agit donc d’analyser non seulement leur réponse 

à des doses variables de virus, mais aussi leur niveau de survie à une dose forte. 

Comme indiqué au préalable (Chapitre 2, Matériel et Méthodes), les colonies Sv et RGV ont le 

même fond génétique, mise à part la présence pour RGV du gène responsable de la résistance 

au CpGV-M, localisé sur le chromosome sexuel W. Par contre, le fond génétique de la 

colonie CpNPP est différent, leur origine géographique étant pour Sv le sud-est de la France 

et pour CpNPP, le nord-ouest. 
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2. Résultats 

2.1. Analyse de la différence de sensibilité de trois colonies à deux isolats viraux 

L’efficacité de CpGV-M et CpGV-R5 sur les colonies Sv, CpNPP et RGV est décrite dans le 

tableau 3.1. Comme attendu, CpGV-M est efficace sur les colonies sensibles (Sv et CpNPP) 

mais pas sur les insectes résistants (RGV). L’isolat CpGV-R5 est, quant à lui, efficace sur les 3 

colonies. 

 

Tableau 3.1. Efficacité biologique de deux isolats de CpGV sur trois colonies de laboratoire. 

 

Isolat viral 

utilisé 

Colonie 

d’insectes 

Nb. de 

témoins 

Nb. 

d’insectes 

testés 

Nb. d’OB/µL (95% IC) 
Pente ± ES χ² 

CL50 CL90 

CpGV-M Sv 56 265 34,19 (23,74-46,41) 125,40 (85,69-239,73) 2,27 ± 0,39 3,78 

CpNPP 257 529 13,10 (6,55-23,2) 223,10 
 
(110,7-654,18) 1,04 ± 0,09 5,99 

RGV 135 261 7,84 × 10
3 
(660,45-4,13 × 10

4
) 1,17 × 10

6 
(2,15 × 10

5
-6,72 × 10

8
) 0,55 ± 0,09 6,32 

CpGV-R5 Sv 73 184 31,90 (4,13-105,64) 438,28 (127,32-1,94 × 10
4
) 0,13 ± 0,18 8,45 

 CpNPP 257 533 6,760 (2,6-13,37) 59,63 (27,54-278,55) 1,36 ± 0,13 11,42 

 RGV 176 369 22,43 (13,73-34,36) 410,67 (240,16-846,43) 1,02 ± 0,11 3,60 

 

La comparaison entre chaque modalité (combinaison isolat viral/colonie d’insectes) indique 

que chaque isolat a une action spécifique sur chacune des colonies d’insectes excepté CpGV-

R5 qui présente le même effet sur Sv et RGV (hypothèse d’égalité: P > 0,05, χ² = 1,04, ddl = 2; 

hypothèse de parallélisme: P > 0,05, χ² = 0,34, ddl = 1). 

En comparant la réponse des colonies CpNPP et Sv à l’isolat CpGV-M, de faibles mais 

significatives différences sont détectées (hypothèse d’égalité: P < 0,05, χ² = 24,80, ddl = 2; 

hypothèse de parallélisme: P < 0,05, χ² = 17,56, ddl = 1), alors que l’isolat CpGV-R5 impacte 

ces colonies de façon similaire (hypothèse de parallélisme: P > 0,05, χ² = 1,02, ddl= 1) mais 

avec une intensité différente (hypothèse d’égalité: P < 0,05, χ² = 30,40, ddl= 2). Ces 

différences sont plus visibles sur les graphiques concentration/réponse (Figures 3.1 et 3.2). 
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Figure 3.1. Concentration/mortalité de l’isolat CpGV-M sur trois colonies d’insectes 

 

Figure 3.2. Concentration/mortalité de l’isolat CpGV-R5 sur trois colonies d’insectes 

 

3. Discussion 

L’effet du gène majeur de résistance (localisé sur le chromosome W) est clairement 

identifiable en comparant la réponse de ses colonies CpNPP et Sv et de la colonie RGV lors 

d’un challenge avec CpGV-M (Figure 3.1). La différence de sensibilité observée, tant au 

niveau de la CL50 que de la CL90 entre les deux types de colonies est en accord avec les 

résultats publiés (niveau de résistance supérieure à 1000 fois) (Berling et al., 2009). 

Cependant, des différences dans l’allure des courbes de réponse apparaissent. Les deux 

colonies Sv et RGV réagissent de façon similaire aux faibles doses de CpGV-M, avec une 

mortalité faible, qui n’est pas différente de la mortalité naturelle pour des concentrations 

inférieures à 10 OB/µL. Par contre, la colonie CpNPP réagit dès les plus faibles doses. Cette 
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différence de sensibilité entre les deux populations sensibles au CpGV-M, CpNPP et Sv, peut 

être observée jusqu’aux doses d’environ 50 OB/µL. Pour des doses plus fortes, le 

comportement des deux populations devient équivalent.  

Des différences du même type peuvent être observées lors du challenge avec l’isolat CpGV-

R5. Les deux colonies Sv et RGV, présentent un comportement similaire, ce qui est logique : 

elles ont le même fond génétique,  mis à part le gène de résistance au CpGV-M qui n’affecte 

pas la réplication de CpGV-R5. Ces deux populations sont cependant moins sensibles que 

CpNPP. Les courbes dose/réponse ne se rejoignent que pour des mortalités proches du 100%, 

à la différence de ce qui était observé avec CpGV-M. 

Le test statistique montre des différences dans le parallélisme de la régression réponse/dose. 

Ces différences reflètent sans doute la manière singulière de chaque virus pour contrôler le 

cycle d’infection dans son hôte. Ainsi, CpGV-R5 apparait plus agressif pour les deux fonds 

génétiques d’hôte : il n’y a pas de plateau pour les faibles doses. Ceci suggère une infection 

primaire très efficace, tandis que CpGV-M aurait besoin d’une plus grande concentration de 

virus pour déclencher des effets pathogènes, ce qui n’implique pas, a priori, une absence de 

réplication ou de transmission. En effet, rien n’indique que les larves survivantes ne sont pas 

infectées, et ne sont pas capables de transmettre l’infection. 

Dans une colonie de laboratoire résistante allemande (CpRR1), le point de blocage de 

l’infection de CpGV-M apparait être une incompatibilité au niveau cellulaire : le virus 

n’arrive pas à se répliquer dans les tissus de l’hôte résistant (Asser-Kaiser & Jehle, 2009 ; 

Asser-Kaiser et al., 2011), même s’il semble que CpGV-M arriverait à rentrer dans ses 

cellules. Les études réalisées antérieurement (M. Berling, thèse de doctorat, 2009) n’ont pas 

permis de trouver des différences entre le mode de résistance de RGV et de CpRR1. Le gène 

viral impliqué dans le contournement de la résistance vient d’être déterminé. Il s’agit du gène 

pe38, dont la fonction reste encore inconnue (Gebhardt et al., 2014).  

Cette capacité d’effet pathogène à plus faible dose pourrait se traduire par une mortalité plus 

rapide. Dans nos conditions expérimentales il n’est pas possible de faire des déterminations 

précises du temps de survie. En général, une mortalité plus rapide s’accompagne d’une 

productivité plus faible. Cette productivité a été mesurée, et nous n’avons pas pu mettre en 

évidence de différences significatives (Partie 2, Chapitre 4; Graillot et al., 2014).  
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En condition de faible prévalence du virus, le fond génétique de Sv et de RGV pourrait être 

suffisant pour bloquer l’infection, indépendamment de l’isolat viral utilisé. 

La variabilité de sensibilité de populations naturelles à l’infection par un isolat viral a été 

décrite chez d’autres baculovirus (Briese, 1986; Abot et al., 1996). La possibilité de sélection 

d’une population avec une sensibilité réduite au CpGV basée sur le mécanisme précédemment 

décrit reste possible. Ce mécanisme ne discriminera peut être pas les isolats de la même façon 

que la résistance actuellement présente dans les vergers européens. Dans le cadre du projet 

PURE, l’INRA (Unité 1115 Plantes et Systèmes de culture Horticoles, équipe Ecologie de la 

Production intégrée) a réalisé des essais de sélection de ce type de résistance à partir des 

populations d’insectes collectées en champ, mais les résultats n’ont pas été, à ce jour, 

concluants. Par contre, une communication récente (Sauer et al., 2014) fait état d’une 

résistance différente isolée en Allemagne, qui pourrait confirmer cette possibilité. 

 

4. Conclusion de la partie  

Il a été clairement montré dans ce chapitre que des populations, au premier abord, sensibles au 

CpGV présentaient des différences de réponse aux différents isolats viraux. Ce phénomène 

n’est pas anodin car il est décrit chez plusieurs espèces d’insectes et pourrait être un des 

facteurs clef à explorer pour comprendre certains mécanismes d’apparition de résistances. 

Certains échecs dans la protection des vergers pourraient être dus à de légères différences 

dans la sensibilité des insectes. Ces différences ne sont pas faciles à détecter en utilisant les 

protocoles standards en laboratoire (pourcentages de survie à une forte dose par test unique). 

Des tests plus précis, avec des points multiples, se heurtent à la difficulté de disposer d’un 

nombre suffisant d’individus issus de populations prélevées au verger. 

 

 



 

 

 

 

Partie 2 : Adaptation du virus à des 

hôtes non-permissifs 
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Chapitre 4. Adaptation progressive d’un isolat de CpGV aux 

populations de carpocapses résistantes à CpGV-M 

 

 

Une partie des résultats présentés dans ce chapitre sont à l’origine de la publication : Graillot, 

B., Berling, M., Blachere-López, C., Siegwart, M., Besse, S. & López-Ferber, M. 2014. 

Progressive adaptation of a CpGV isolate to codling moth populations resistant to CpGV-M. 

Viruses. 6, 5135-5144. 

 

 

1. Introduction  

Les cas de résistance chez le carpocapse des pommes relevés dans les vergers après l’usage 

exclusif de CpGV-M pendant de très nombreuses années (Fritsch et al., 2005 ; Sauphanor et 

al., 2006 ; Schmitt et al., 2013) ont obligé la recherche à trouver rapidement un moyen de 

contourner ce phénomène pour contrôler ces populations d’insectes.  

De nombreux isolats ont été identifiés pour leur efficacité partielle sur les individus résistants. 

Parmi ces isolats, NPP-R1 présentait des caractéristiques intéressantes, il a donc été choisi 

comme isolat de départ pour un processus de sélection (Berling et al., 2009) (Figure 4.1). 

Les populations de virus présentent une diversité génétique naturelle qui pourrait leur 

permettre d’évoluer lorsque les conditions autorisent une adaptation du pathogène à l’hôte. 

Pour tester cette capacité d’évolution, un processus de sélection a été mis en œuvre par 

passages successifs de l’isolat NPP-R1 sur des insectes de laboratoire résistants à CpGV-M 

(RGV) dans le but d’accroitre son efficacité. L’efficacité et la spécificité de l’isolat NPP-R1 et 

de son 4
ème

 passage sur larves résistantes, 2016-r4, ont été décrites par Berling et al. (2009). 

Cette étude a montré une augmentation de l’activité du virus après quatre passages sur 

insectes résistants.  

Le procédé a ensuite été poursuivi jusqu’au 16
ème

 passage. L’efficacité et les différences 

génotypiques de ces passages ont été évoquées dans la thèse de Berling M. (2009) mais ces 

données n’ont jamais été publiées (Figure 4.1). Nous avons donc repris certains résultats de 

cette thèse que nous avons complétés avec des tests d’efficacité au bout du 8
ème

 passage 
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(2016-r8) et du 16
ème

 passage, 2016-r16 (dont le nom homologué est CpGV-R5) sur une 

colonie d’insectes sensibles, une colonie d’insectes résistants, et pour certains passages, sur 

une colonie génétiquement hétérogène, composée d’environ 10% d’insectes résistants et 90% 

d’insectes sensibles. En vue d’obtenir des informations sur le coût évolutif du contournement 

de la résistance pour le virus, des tests de production comparative ont été effectués (sur la 

colonie la plus sensible à notre disposition, CpNPP), en utilisant comme référence CpGV-M. 

Pour compléter cette analyse, nous avons étudié le maintien de la capacité de contournement 

de la résistance de CpGV-R5 en absence de sélection. Pour cela, l’isolat CpGV-R5 a été 

produit pendant 20 générations sur insectes sensibles et l’efficacité de ces passages a été 

testée sur une population d’insectes résistants. Le plan des expériences de ce chapitre est 

exposé en figure 4.2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4.1. Efficacité de CpGV-M, NPP-R1 et CpGV-R5 sur colonie sensible Sv et résistantes RGV. 

D’après Berling, 2009. 
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2. Résultats  

2.1. Analyse des profils de restriction de l’isolat NPP-R1 après passage sur insectes 

résistants 

Les ADN de NPP-R1 et de tous les passages ont été comparés à celui de CpGV-M en utilisant 

les enzymes de restriction EcoRI, BamHI, PstI, SalI and XhoI. Des fragments submolaires ont 

été observés chez tous les isolats, mais leurs proportions changent au cours des passages. Le 

pattern caractéristique de CpGV-M, en accord avec la séquence publiée, a été observé pour 

toutes les enzymes dans l’isolat NPP-R1, mélangé avec un nouveau pattern, caractérisé par un 

site EcoRI supplémentaire autours de la position 58000, la disparition d’un site BamHI en 

17745, l’apparition de deux sites PstI en 38800 et 86450, l’apparition de deux sites SalI en 

13100 et 49000. Aucune différence n’a été observée sur le profil de XhoI. Du passage 4 au 

passage 16, ce nouveau profil devient plus fréquent (bandes de plus en plus visibles). Après le 

16
ème 

passage, le profil de CpGV-M devient indétectable. Ces changements sont présentés 

dans la figure 4.3. 

 

2.2. Production virale des différents isolats 

Une analyse de la différence de production virale sur larves sensibles au virus (CpNPP) entre 

les isolats a été effectuée. Nos résultats ne permettent pas de détecter des différences de 

production entre CpGV-M, 2016-r8 et 2016-r16 (Test de Kruskal-Wallis : χ² = 29, ddl = 28,   

P = 0,4125) (Tableau 4.1).  

 

Tableau 4.1. Production par larve et par gramme de larve de trois isolats viraux sur colonie sensibles 

au virus, CpNPP. 

 

* Production moyenne d’une larve estimée sur 10 pools de 3 larves. Des lettres similaires indiquent l’absence de 

différence statistique significative par test de Kruskal Wallis. 

Isolats viraux 
Production par gramme de larves  

(× 10
11

 OB/g) +/- ES 

Production par larve* 

(× 10
10

 OB/g) +/- ES 

CpGV-M 4,84 +/- 0,29 (a) 2,48 +/- 0,1 (b) 

2016-r8 5,77 +/- 0,29 (a) 2,99 +/- 0,19 (b) 

2016-r16 (=CpGV-R5) 5,41 +/- 0,16 (a) 2,54 +/- 0,11 (b) 
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Figure 4.3. Représentation schématique des génomes des isolats de CpGV obtenus après 

amplifications séquentielles sur larves résistantes RGV. La proportion relative des sites de restriction 

variable est représentée par des rectangles hachurés. Leur taille est proportionnelle à leur abondance 

relative. Les sites de restriction partagés par les trois isolats sont représentés par des lignes de taille 

égale. 
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2.3. Tests biologiques 

Des tests d’efficacité ont été effectués avec les isolats NPP-R1, 2016-r4 (données provenant 

de Berling et al. 2009), 2016-r8 et 2016-r16 sur larves sensibles et résistantes. L’efficacité de 

chacun des isolats viraux a été estimée (Tableau 4.2). 

Sur larves sensibles, les isolats NPP-R1, 2016-r4 et 2016-r8 sont moins efficaces que l’isolat 

CpGV-M. Etonnamment, l’isolat 2016-r16 est plus efficace (CL50: 6,76 OB/µl (2,6 - 13,37); 

CL90: 59,63 OB/µl (27,54 - 278,55)) que l’isolat CpGV-M (CL50: 13,10 OB/µl (6,55 - 23,20); 

CL90: 223,10 OB/µl (110,70 - 654,18)). Sur larves résistantes, une augmentation de 

l’efficacité est observée jusqu’à l’isolat 2016-r8. L’isolat 2016-r16 possède une CL50 

légèrement plus faible (22,43 OB/µl (13,73 - 34,36)) et une LC90 similaire (410,67 OB/µl 

(240,16 - 846,43)) à 2016-r8 (CL50: 41,27 OB/µl (26,97 - 58,96); CL90: 319,24 OB/µl (207,87 

- 582,06)) indiquant que l’isolat 2016-r16 est complètement stabilisé. L’isolat CpGV-M n’est 

pas capable de contrôler efficacement la colonie hétérogène contenant 10% de larves 

résistantes (LC50 : 123,93 (6,69 - 1,32 × 10
3
) ; LC90 : 2,7 × 10

4 
(2,07 × 10

3 
- 3,36 × 10

9
)) alors 

que CpGV-R5 contrôle parfaitement cette population (LC50 : 20,21 (13,94 - 27,95) ; LC90 : 

93,09 (62,571 - 169,547)). 
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2.4. Analyse du coût pour l’isolat CpGV-R5 à contourner la résistance des insectes 

Dans le but de tester un éventuel coût pour le virus CpGV-R5 à contourner la résistance, 20 

passages successifs de ce virus ont été réalisés sur insecte sensibles CpNPP (PR5-S1 à PR5-

S20). Des tests d’efficacité ont ensuite été effectués avec les passages 0 (correspondant à 

CpGV-R5), 5, 10, 15 et 20 (respectivement PR5-S5, PR5-S10, PR5-S15 et PR5-S20) sur 

larves résistantes RGV et sensibles CpNPP. Ces résultats sont indiqués sur le tableau 4.3. 

Aucune tendance allant vers la perte d’efficacité sur insectes résistants n’est détectée entre ces 

cinq isolats (Figure 4.4). L’efficacité de ces productions sur insectes sensibles CpNPP tend 

vers celle de CpGV-M sur CpNPP. 

 

Tableau 4.3. Pathogénicité mesurée par CL50 et CL90, de l’isolat CpGV-R5 et des passages 5, 10, 15 et 

20 sur une colonie de laboratoire de C. pomonella sensible, CpNPP, et une colonie résistante à CpGV-

M, RGV. 

 

Colonie 

hôte 

Isolats 

viraux 

Nb. 

d’insectes 

testés 

 

Nb. d’OB/µl (95% IC) 

  

Pente ± ES χ² 

CL50 PR CL90 PR 
 

CpNPP CpGV-R5 790 6,76 (2,6-13,37) 0 59,63 (27,54-278,55) 0 

 

1,36 ± 0,13 11,42 

  PR5-S5 550 97,85 (68,48-133,83) 0,07 (0,44-0,11) 573,01 (389,51-982,64) 0,10 (0,06-0,19 

 

1,67 ± 0,2  1,31 

  PR5-S10 547 24,79 (17,114-34,61) 0,27 (0,17-0,44) 186,88 (122,70-331,77) 0,32 (0,17-0,61) 

 

1,46 ± 0,16 0,64 

  PR5-S15 539 44,16 (31,48-59,96) 0,15 (0,1-0,24) 240,15 (162,53-419,44) 0,25 (0,13-0,46) 

 

1,74 ± 0,21 1,48 

  PR5-S20 803 28,24 (15,67-47,52) 0,24 (0,16-0,37) 281,17 (148,27-762,80) 0,21 (0,12-0,39) 
 

1,28 ± 0,11 6,31 

RGV CpGV-R5 545 22,43 (13,73-34,36) 0 410,67 (240,16-846,43) 0 

 

1,02 ± 0,11 3,60 

  PR5-S5 453 86,58 (59,79-121,37) 0,26 (0,15-0,46) 671,18 (436,05-1,21 × 10
3
) 0,61 (0,28-1,36) 

 

1,44 ±  0,16 9,64 

  PR5-S10 671 64 (20,34-130,58) 0,35 (0,19-0,65) 856,75 (389-3,79 × 10
3
) 0,48 (0,22-1,06) 

 

1,14 ± 0,12 8,35 

  PR5-S15 646 31,61 (22,70-42,41) 0,71 (0,41-1,23) 249,23 (172,98-401,58) 1,65 (0,78-3,49) 

 

1,43 ± 0,14 2,16 

  PR5-S20 458 55,62 (24,88-99,39) 0,40 (0,22-0,76) 470,72 (246,62-1,41 × 10
3
) 0,87 (0,39-1,97) 

 

1,38 ± 0,17 4,54 
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Figure 4.4. Evolution de l’efficacité de CpGV-R5 sur larves résistantes RGV après passages sur larves 

sensibles. 

 

Une analyse par profils de restriction utilisant 4 enzymes (PstI, BamHI, EcoRI et SalI) a été 

effectuée sur les virus CpGV-M, CpGV-R5, PR5-S10 et PR5-S20. Cette analyse révèle des 

différences entre les profils (Figure 4.5). Les profils de PR5-S10 et PR5-S20 sont similaires 

sauf pour la seconde bande obtenue avec l’enzyme BamHI sur PR5-S10 non retrouvée sur 

PR5-S20. Il est intéressant de noter que, dans chaque profil, des bandes présentes dans CpGV-

M et non retrouvées dans CpGV-R5 sont présentes dans les profils de PR5-S10 et PR5-S20 

(voir figure 4.5).  
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Figure 4.5. Electrophorèse sur gel d’agarose 1 % de l’ADN de CpGV-M, CpGV-R5, R5S10 et R5S20 

digéré par les enzymes de restriction PstI, SalI, EcoRI et BamHI. (λ/HindIII): marqueur de poids 

moléculaire: ADN de phage lambda digéré avec HindIII. Les flèches blanches représentent des bandes 

normalement spécifiques de CpGV-M et les flèches vertes celles spécifiques à CpGV-R5. 

 

3. Discussion 

Les populations résistantes ne répondent pas au contrôle par CpGV-M. Les niveaux de 

résistance sont variables, d’un facteur de résistance de 100 à 1000 en fonction de la proportion 

relative de génotype résistant. La colonie résistante, RGV, développée à partir d’une 

population naturelle, présente un niveau de résistance homogène à CpGV-M d’un facteur 

7665 pour la CL90 en comparaison avec la colonie sensible. Cette homogénéité a permis une 

estimation précise de la résistance, la sélection d’un isolat, et l’évaluation du gain d’efficacité 

au cours des passages. L’isolat NPP-R1 était partiellement capable de contrôler les insectes 

résistants mais le ratio d’efficacité (CL90 sur insectes résistants/ CL90 sur insectes 

sensibles=57) n’était pas satisfaisant pour une utilisation en vergers, requérant l’application 

d’une dose trop forte pour être compatible avec les contraintes économiques du marché. 
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L’efficacité de NPP-R1 augmente au fur et à mesure des passages sur larves résistantes 

jusqu’à l’isolat 2016-r8 (8
ème

 passage). L’efficacité du 16
ème

 passage (2016-r16) est 

comparable à 2016-r8, indiquant une stabilisation de l’isolat.  

Une première tentative pour caractériser l’isolat viral NPP-R1 et son évolution après sélection 

a été effectuée en utilisant une approche par analyse de profils enzymatiques. Cette approche 

a permis de démontrer que l’isolat original était composé d’au moins deux génotypes, dont un 

similaire à CpGV-M (Berling et al., 2009) et que la proportion relative de ce génotype 

diminuait au fur et à mesure des passages sur insectes résistants. Le génotype sélectionné est 

caractérisé par la modification de différents sites de restrictions sur son génome. Il a 

récemment été montré qu’une modification au niveau du gène pe38 est responsable du 

contournement de la résistance (Gebhardt et al., 2014). Ce gène est situé entre 18574 et 19722 

nt sur CpGV-M (Luque et al., 2001). Les différences observées ici n’affectent pas cette 

région. En conséquence, il est probable qu’elles ne présentent pas une valeur sélective. 

L’isolat 2016-r16 est capable de contrôler efficacement la colonie résistante et la colonie 

hétérogène. Etonnamment, cet isolat est aussi capable de contrôler la population sensible aussi 

bien, voire mieux, que l’isolat de référence CpGV-M, permettant son utilisation sur les 

populations de vergers présentant des niveaux variables de résistance.  

La production virale sur larves sensibles a été comparée pour les isolats 2016-r8, 2016-r16 et 

l’isolat de référence CpGV-M. Aucune différence de production n’a été détectée, que l’on 

considère la production d’OB par larve ou par gramme de larve.  

La production d’OB dans nos conditions expérimentales parait être plus forte que celle 

publiée par d’autres auteurs (2,5 × 10
9
 OB/larve (Eberle et al., 2012)). Ces différences sont 

probablement le reflet du protocole d’élevage des insectes et de purification du virus. En 

utilisant des conditions différentes, Reiser et al (1993) ont obtenu une concentration de 1,7 × 

10
10

 OB/larve. 

Nous avons effectué quelques tests pour vérifier s’il existait une différence de temps létal 

entre les trois isolats ; cette caractéristique pouvant être liée aux différences de production, 

mais ces expérimentations se sont révélées peu concluantes. Par contre, notre expérience lors 

de la production de stocks viraux ne révèle aucune différence sensible de temps létal entre ces 

trois isolats. 



88 
 

De plus, aucune perte d’efficacité sur insectes résistants (RGV) n’a été observée après 

productions successives de l’isolat CpGV-R5, capable de contourner la résistance, sans 

pression de sélection (sur larves sensibles). Si contourner la résistance avait un coût pour le 

virus, il aurait pu/dû perdre progressivement son efficacité sur larves résistantes au cours des 

passages sur hôte permissif. Cela confirme l’hypothèse d’absence de coût énoncée après étude 

de la production du virus. Il est intéressant de noter qu’après plusieurs générations 

d’amplification de l’isolat CpGV-R5 sur un hôte permissif, des bandes similaires à CpGV-M, 

disparues après sélection de l’isolat sur hôte non-permissifs, réapparaissent. 

Une étude récente indique l’absence totale de coût pour l’insecte à devenir résistant au virus 

au laboratoire (Undorf-Spahn et al., 2012). Une étude similaire sur des populations sauvages 

résistantes tire les mêmes conclusions (Siegwart, M. Communication personnelle).Les 

niveaux de production et d’efficacité similaires des isolats viraux capables de contourner la 

résistance sur les différentes colonies d’insectes (sensibles et résistantes) suggèrent  une 

absence de coût génétique pour le virus à contrôler les populations résistantes.  

 

4. Conclusion 

L’isolat  2016-r16 (CpGV-R5) est donc capable de contrôler efficacement les populations 

résistantes à CpGV-M et les populations sensibles aussi bien que CpGV-M ainsi que les 

populations hétérogènes. Cet isolat est maintenant commercialisé par l’entreprise Natural 

Plant Protection SAS sous la dénomination commerciale “Carpovirusine™ Evo2”. 

Si, comme nos résultats le sous-entendent, il n’y a aucun coût génétique pour le virus à 

contrôler ces populations, quel est l’intérêt de la préservation de CpGV-M dans la nature ? Il 

est impossible de répondre à cette question en n’utilisant que les paramètres de valeur 

sélective décrits ici. 

Pour tenter de répondre à cette question, nous avons séquencé le génome de 5 isolats viraux 

pour essayer de relier l’impact de certaines modifications génétiques à l’efficacité biologique 

des isolats ; puis nous avons réalisé une analyse des gènes positivement sélectionnés. Ces 

résultats sont décrits dans le chapitre 5. 

 



89 
 

Chapitre 5. Comparaison de séquences de cinq isolats de 

Cydia pomonella granulovirus : détection des gènes 

positivement sélectionnés 

 

 

Une partie des résultats présentés dans ce chapitre ont fait l’objet d’un article (Graillot, B., 

Besse, S., Blachère-Lopez, C., Siegwart, M. & Lopez-Ferber, M. (2013). Sequence 

analysis of CpGV-R5 isolate able to efficiently control CpGV-M resistant insects: relation 

between biological activity and genome. Insect pathogens and entomoparasitic nematodes, 

IOBC-WRPS Bulletin, 90, 195-199.), ainsi que d’une présentation sous forme de poster lors 

du meeting IOBC-WRPS 2013 section pathogènes d’insectes et nématodes à Zagreb, Croatie. 

L’analyse détaillée des génomes et la recherche des gènes sélectionnés positivement font 

partie d’un manuscrit en cours de préparation (Graillot, B., Palma, L., Blachère-Lopez, C., 

Siegwart, M. Besse, S., & Lopez-Ferber, M. Detecting positively selected genes between 

CpGV isolates.) 

 

 

1. Introduction 

Les méthodes de séquençage étant devenues de plus en plus performantes au fil des années, le 

nombre de génomes séquencés est à ce jour important. Le premier génome de baculovirus 

(Autographa californica MNPV (AcMNPV), clone C6) a été séquencé en 1994 (Ayres et al., 

1994), et, à titre d’exemple, trois étaient séquencés en 1997 (Posse & Rohrmann, 1997). 

Aujourd’hui, plus de 60 génomes complets de baculovirus sont disponibles, à savoir 16 de 

GV et 49 de NPV (GenBank, données de décembre 2014). Il existe une grande variété de 

tailles de génomes chez les baculovirus, allant de 80kb à 180kb. Elle se retrouve au niveau 

des gènes qui au nombre de 89 ORF pour le plus petit (Neodiprion sertifer NPV (Nese NPV)) 

(Garcia-Maruniak et al., 2004) atteignent 181 ORF pour le plus grand (Xestia c-nigrum GV 

(Xecn GV)) (Van Oers & Vlak, 2007). L’analyse de génomes de différents isolats de la même 

espèce virale a permis de mettre en évidence la diversité des baculovirus (Zhang et al., 2005 ; 

Li et al., 2005, Thézé et al., 2014).  
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Les séquences codantes chez les baculovirus sont également distribuées sur les deux brins 

d’ADN et les régions intergéniques sont réduites (Van Oers & Vlak, 2007). Dans toute la 

famille des Baculoviridae, 37 gènes strictement conservés (qui sont appelés les « core 

genes ») ont été identifiés (Van Oers & Vlak, 2007; Harrison, 2009; Garavaglia et al., 2012) 

et classifiés en 5 groupes : les gènes impliqués dans la transcription de l’ARN, la réplication 

de l’ADN, les protéines structurales, les protéines auxiliaires et les gènes ayant une fonction 

encore inconnue (Herniou et al., 2003). Un total de 62 gènes communs sont détectés chez tous 

les baculovirus de lépidoptères (Herniou et al., 2003; Jehle et al., 2006) et sont impliqués dans 

les fonctions biologiques basiques du virus comme l’infection des cellules ou encore dans la 

structure des virions (Rohrmann, 2013; Miele et al., 2011). 

Le génome complet de l’isolat CpGV-M, clone 1 (CpGV-M1), a été complètement séquencé 

par Luque et al. (2001). Les auteurs ont révélé que celui-ci  comportait 143 ORF pour une 

taille de 123 500 nucléotides. Suite au séquençage du génome d’AcMNPV, la présence de 

régions répétées ayant comme noyau un site EcoRI avait été décrite. Ces régions ont été 

appelées hr pour « highly repeated » regions. Avec le séquençage d’autres génomes, il 

apparait que la présence de régions hr est commune à tous les baculovirus, mais que leur 

séquence est variable. En effet, dans d’autres génomes il n’y a pas conservation de ces sites de 

restriction. Les zones contenant des régions hr sont des hauts-lieux de recombinaison 

intragénomique (Van Oers & Vlak, 2007), contribuant à la plasticité génotypique des 

baculovirus. Il semble que ces régions agissent aussi en cis-activateur de la transcription des 

gènes précoces chez AcMNPV (Lu & Miller, 1997) et pourraient fonctionner comme origine 

de réplication (Kool et al., 1994). Le polymorphisme des régions hr est souvent dû à un 

nombre variable de motifs répétés. Pour CpGV-M, une zone répétée majeure et 13 copies 

d’un palindrome imparfait mesurant 73-77 pb sont distribuées au sein du génome (Luque et 

al., 2001 ; Hilton & Winstanley, 2007) et jouerait le rôle des hr. 

Pour en revenir à notre modèle d’étude, il a été indiqué qu’il n’y avait aucun coût pour 

l’insecte à mettre en place une résistance à l’isolat viral CpGV-M au laboratoire (Undorf-

Spahn et al., 2012). Peu de tests ont été effectués mais il semble en être de même pour le virus 

qui ne montre pas de coût pour le contournement de cette résistance (voir chapitre 3). 

Comment expliquer le maintien de CpGV-M dans les populations naturelles si aucun coût à 

contourner la résistance ne se manifeste ? Par ailleurs, dans le chapitre 3, nous avons analysé 

la variabilité de susceptibilité de trois colonies de laboratoire (deux fonds génétiques 
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différents). Est-ce que les différents isolats viraux subissent des pressions de sélection leur 

permettant de mieux surmonter les contraintes de chaque hôte ? 

Une approche pour aborder ces questions est l’analyse comparée des séquences des génotypes 

caractéristiques de ces isolats. Cinq isolats viraux ont été choisis pour leur diversité 

d’efficacité sur carpocapses résistants. La séquence consensus de chacun des isolats a été 

déterminée par alignement. Puis, ces séquences ont été comparées à la séquence de référence 

du clone CpGV-M1 (Luque et al., 2001).  

Dans un premier temps, la séquence d’un isolat de CpGV-M de notre stock (2020-s1) a été 

comparée à la séquence précédemment publiée pour corriger de possibles erreurs de 

séquençage et obtenir une nouvelle séquence de référence. Les génomes d’isolats viraux ayant 

des efficacités variables sur carpocapses résistants (CpGV-E2, CpGV-I12, CpGV-R1.8 et 

CpGV-R5) capables de contourner la résistance du carpocapse à CpGV-M ont ensuite été 

comparés à notre séquence de l’isolat CpGV-M et à celle de CpGV-M1. Gebhardt et al. 

(2014) ont récemment indiqué qu’une modification au sein du gène pe38 (ORF 24) était 

responsable du contournement de la résistance. Une analyse des gènes à sélection positive a 

donc été conduite dans le but d’évaluer si ce gène, et d’autres, étaient positivement 

sélectionnés et ainsi ouvrir de nouvelles pistes sur des gènes potentiellement importants pour 

la fitness du virus.  

 

2. Résultats 

2.1. Séquençage complet du génome de 5 isolats viraux et comparaison avec le 

génome de référence CpGV-M1 

Les génomes des isolats CpGV-M, CpGV-E2, CpGV-I12, CpGV-R1.8 et CpGV-R5 ont été 

entièrement séquencés, assemblés de novo, et comparés à la séquence de référence CpGV-M1 

(Luque et al., 2001). Les ORF ont été nommées en accord avec les annotations présentes sur 

la séquence de CpGV-M1 (Luque et al., 2001). L’alignement de ces 5 séquences avec l’isolat 

de référence est présenté dans la figure 5.1. 



92 
 

 

 

 

F
ig

u
re

 5
.1

. 
C

ar
te

 d
e 

l’
al

ig
n

em
en

t 
co

m
p
le

t 
d
es

 5
 g

én
o
m

es
 v

ir
au

x
 a

v
ec

 l
e 

g
én

o
m

e 
d
e 

ré
fé

re
n
ce

 (
L

u
q

u
e 

et
 a

l.
, 

2
0

0
1

).
 L

es
 t

ri
an

g
le

s 
re

p
ré

se
n

te
n

t 
le

s 
O

R
F

 :
 e

n
 

g
ri

s 
le

s 
O

R
F

 i
n

ch
an

g
ée

s,
 e

n
 r

o
u

g
e 

le
s 

O
R

F
 d

e 
C

p
G

V
-M

 p
ré

se
n
ta

n
t 

d
es

 d
if

fé
re

n
ce

s 
av

e
c 

C
p
G

V
-M

1
 e

t 
en

 b
le

u
 l

es
 O

R
F

 p
ré

se
n

ta
n

t 
d

es
 d

if
fé

re
n

c
es

 a
u

tr
es

 q
u

e
 

ce
ll

es
 r

et
ro

u
v

ée
s 

en
tr

e 
C

p
G

V
-M

 e
t 

C
p

G
V

-M
1
. 



93 
 

2.1.1. Séquençage complet du génome de CpGV-M  

La séquence de CpGV-M obtenue a une taille de 123 335 nucléotides (nt). Cette séquence est 

un peu plus courte que celle de référence (Luque et al., 2001) qui avait une taille de 123 500 

nt. Le contenu en G/C de CpGV-M est de 45 % contre 45,27% pour CpGV-M1 (Luque et al., 

2001). 142 ORF ont été obtenues pour CpGV-M alors que 143 ORF avaient été prédites pour 

CpGV-M1 (Luque et al., 2001) (Tableau 5.1). Le séquençage de CpGV-M indique des 

différences dans 27 ORF par rapport à CpGV-M1. Ces différences sont dues à l’insertion ou 

la délétion d’un nucléotide entrainant un changement de cadre de lecture dans la séquence et à 

des changements en acides aminés (aa) basés sur des modifications d’un nucléotide (Single 

Nucléotide Polymorphisms ou SNP). Il est intéressant de noter que la plupart des différences 

observées entre CpGV-M et CpGV-M1 se trouvent dans des zones répétées du génome. 

Des modifications majeures ont été relevées dans les ORF 28, 29, 36, 50, 51, 52, 82, 129 et 

130 qui présentent des fusions ou des coupures par rapport à la séquence de référence. Les 

ORF 28 et 29 sont prédites comme une seule ORF de 456 aa pour CpGV-M. Cette différence 

est due à l’ajout d’un T en position 23 012. Le décalage de cadre de lecture généré entraine la 

disparition du codon stop TGA de l’ORF 28 et l’ORF continue jusqu’au codon stop de l’ORF 

29 en position 23 851. 

L’ORF 36 est scindée en deux, 36a et 36b mesurant respectivement 55 et 61 aa. Cette 

modification est due à la délétion d’un G en position 30 984 et à l’insertion d’un A en position 

31 060. Ces changements de cadre créent deux ORF qui se chevauchent. 

L’ORF 38 trouvée dans CpGV-M1 est absente dans CpGV-M. Cette ORF est couverte par 

l’ORF 37 ayant une taille de 744 aa contre 683 chez CpGV-M1 . 

Les ORF 50 et 51 de CpGV-M1 sont prédites comme une seule ORF de 1101 aa. Cette 

modification est due à des différences dans une vingtaine de nucléotides entrainant un 

changement de cadre et donc une disparition du codon stop TAA original de l’ORF 51. Un 

nouveau codon stop situé 192 nt en aval, allonge donc la protéine potentielle de 64 aa par 

rapport à CpGV-M1. 

L’ORF 52 est prédite comme scindée en deux, 52a et 52b, mesurant respectivement 213 et 

121 aa alors que  chez CpGV-M1 elle mesurait 342 aa. L’ORF 52a commence 144 nt en 

amont de l’originale décrite dans CpGV-M1. A cause d’un changement de cadre, l’ORF 52a 

se termine après 213 aa en position 43 909. L’ORF 52b commence en 48 881, soit 28 aa en 
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amont du codon stop de l’ORF 52a, pour se terminer à la fin  de l’ORF 52 décrite pour  

CpGV-M1. 

L’ORF 82 est elle aussi prédite comme coupée en deux : 82a et 82b, ayant respectivement une 

taille de 231 et 84 aa. Elles se chevauchent de 76 aa. L’insertion d’un G en position 64 829 

chez CpGV-M provoque un changement de cadre, faisant se terminer l’ORF 82b en position 

64 401. 

Les ORF 129 et 130 présentes chez CpGV-M1 sont  fusionnées chez CpGV-M. L’addition 

d’un G en position 112 699 provoque un changement de cadre supprimant le codon stop et 

rendant codants les 177 nt présents entre les ORF 129 et 130.  

Les ORF 6, 31, 35 et 105 sont plus courtes chez CpGV-M que chez CpGV-M1. Les ORF 26, 

27, 37, 55, 76 et 135 sont, par contre, plus longues. Ces modifications sont dues à des 

modifications de nt, décalant les codons stop. 

Des différences d’un nt provoquent un simple changement d’aa ou un changement de cadre 

pour les ORF 3, 6, 11, 17, 26, 27, 31, 50+51, 55, 73, 83, 87, 125, 131 et 135. Au total, la 

séquence CpGV-M est similaire à 99,7% à celle de CpGV-M1 (Luque et al., 2001).
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Tableau 5.1. Positions et orientations des 142 ORF prédites pour CpGV-M. Les ORF sont numérotées 

en fonction des ORF annotées de CpGV-M1 (Luque et al., 2001). Les ORF différentes des ORF 

prédites pour CpGV-M1 en termes de taille et de séquence d’amino acides sont écrites en rouge. Les 

différences sont signalées comme suit : fs = changement de cadre, ∆ = délétion, ▼ = insertion,  

remplacement de nt(s) par d’autre(s), * = modification de nt sans conséquence et par les indications de 

modifications.  

 

ORF 

CpGV-M 

ORF 

CpGV-M1 
Nom 

Position dans 

CpGV-M 

Taille 

(nt) 

Taille 

(aa) 

Positions et types 

des différences en 

aa 

Positions et types des 

différences en nt 

1 1 granuline 1>747 747 248 
  

2 2 
 

749<1273 525 174 
  

3 3 pk-1 1254>2093 840 279 fs 162-180 
∆ 1736 (c) ;  1748 (a->g) ; 

▼ 1792 (t) 

4 4 
 

2173<2739 567 188 
  

5 5 
 

2729>2971 243 80 
  

6 6 
 

3122>3298 177 58 fs 51-57, ∆ 59-72 ∆ 3271 (t) 

7 7 ie-1 3391<4857 1467 488 
  

8 8 
 

4963>5541 579 192 
  

9 9 
 

5581<5886 306 101 
  

10 10 chitinase 6027<7811 1785 594 
  

11 11 cathepsine 7934>8935 1002 333 S231C  8626-8627 (cg->gc) 

12 12 
 

9015-9248 234 77 
  

12-13 
      

∆ 9255 (g) 

13 13 gp37 9318<10073 756 251 
  

14 14 odv-e18 10146<10400 255 84 
  

15 15 p49 10401<11774 1374 457 
  

15-16 
      

▼ 12066 (catggttttaattac) , 

 12080 (a->g), ▼ 12140 

(c) 

16 16 
 

12162<12752 591 196 
  

17 17 iap-3 12882>13709 828 275 V166A  13363 (t->c) 

18 18 odv-e56 13747<14814 1068 355 
  

19 19 orf15R 15188>15415 228 75 
  

20 20 orf16L 15475<16182 708 235 
  

21 21 orf17L 16451<16630 180 59 
  

22 22 orf17R 16853>17896 1044 347 
  

23 23 
 

17987>18445 459 152 
  

24 24 pe38 18589<19737 1149 382 
  

25 25 
 

20183<20347 165 54 
  

26 26 
 

20346>21107 762 253 
Y2F, ∆ 60-135, ▼ 

133 aa (121) 

 20335 (a->t), ∆ 20510-

20733, ▼ 21239 (t), ▼ 

21240 (t) , ▼ 21256 (a) 

27 27 
 

20376<21620 1245 414 
C 191 L, Y 197 I, 

▼ 49 aa (365) 

 20335 (a->t), ∆ 20734-

20510, ▼ 21239 (t), ▼ 

21240 (t) ,  ▼ 21256 (a) 
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ORF 

CpGV-M 

ORF 

CpGV-M1 
Nom 

Position dans 

CpGV-M 

Taille 

(nt) 

Taille 

(aa) 

Positions et types 

des différences en 

aa 

Positions et types des 

différences en nt 

28 28+29 
 

22481>23851 1371 456 fused (fs 73-78) 

▼ 22902  (t), ▼ 22934 (c), 

▼ 22944 (c), ▼ 22992 (g), 

▼ 23012 (t), ▼ 23072 

(ccgc), ∆ 23078 (g) 

30 30 
 

24439>24984 546 181 
  

30-31 
      

25297 ▼ (c) 

31 31 Protéine-F 25116>26909 1794 597 H523Q, ∆ 599-601 
 26881 (c-> a), ▼ 27090 

(t) 

32 32 
 

27135>28475 1341 446 
  

33 33 
 

28547<29431 885 294 
  

34 34 
 

29474<30163 690 229 
  

35 35 pif-3 30057>30632 576 191 ∆ 192-199 ▼ 30814 (g) 

36a 36 
 

30808<30972 165 55 fs 36 split ▼ 31060 (a) 

36b 36 
 

30711<30893 183 61 split ▼ 31060 (a), ∆ 30984 (g) 

37 37 odv-e66 31015<33249 2235 744 ▼ 1-61 

▼ 33020 (t), ▼ 33027 (t), ▼ 

33037 (ac),  33037-33038 

(ct->tg), ▼ 33063 (t), ▼ 

33353 (a) 

- 38 
      

39 39 
 

33291>33608 318 105 
  

40 40 
 

33661<33990 330 109 
  

41 41 lef-2 34131>34646 516 171 
  

42 42 orf35RA 334738>334986 249 82 
  

43 43 
 

35033<35377 345 114 
  

44 44 orf36L 35442<36065 624 207 
  

45 45 
 

36124<36588 465 154 
  

46 46 mp-nase 36646<38283 1638 545 
  

47 47 p13 38290>39099 810 269 
  

48 48 pif-1 39143>40261 1119 372 
  

49 49 
 

40258<40647 390 129 
  

50 50+51 
 

40583>43900 3318 1101 fused 

▼ 42942 (tg),  42943 (g-

>a), ▼ 42955 (agg),  

42955 (g->a), ▼ 42985 (a); 

▼ 43016 (a); ▼ 43028 (g); 

▼ 43049 (a); ▼ 43080 (a); 

▼ 43116 (ca);  43116 (c-

>a); ▼ 43147 (g);▼ 43173 

(g);  43221 (a->g) , ∆ 

43352 (a),  43358 (c-

>a),▼ 43986 (a), ▼ 44003 

(a) 

52a 52 
 

43909<44649 741 213 
▼ 1-33, fs 212 

split 
▼ 44090 (a) 

52b 52 
 

43519<43881 363 121 split ▼ 43986 (a), ▼ 44003 (a) 

52-53 
      

▼ 44727 (t), ▼ 44768 (t) 

53 53 
 

44659>44805 147 48 
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ORF 

CpGV-M 

ORF 

CpGV-M1 
Nom 

Position dans 

CpGV-M 

Taille 

(nt) 

Taille 

(aa) 

Positions et types 

des différences en 

aa 

Positions et types des 

différences en nt 

54 54 ubiquitine 44881<45165 285 94 
  

55 55 
 

45244>46308 1065 355 

fs269-281 

fs307-327 

▼ 327-355 

∆ 46220 (t), ▼ 46257 (t), ▼ 

46335 (g) 

56 56 
 

46315>46524 210 69 
  

57 57 pp31/39K 46601<47326 726 241 
  

58 58 lef-11 47277<47681 405 134 
  

59 59 sod 47636<48034 399 132 
  

60 60 p74 48408<50474 2067 688 
  

61 61 
 

50663<50905 213 70 
  

62 62 
 

50877<51446 570 189 
  

63 63 bro 51584>51751 168 55 
  

64 64 
 

52464>53156 693 230 
  

65 65 
 

53254<53493 240 79 
  

66 66 ptp-2 53648>53869 222 73 
  

67 67 
 

53944<54207 264 87 
  

68 68 p47 54179>55561 1383 460 
  

69 69 
 

55600>56262 663 220 
  

69-70 
      

∆ 56489 (a) 

70 70 
 

56335<56889 555 184 
  

71 71 p24capside 56959>57570 612 203 
  

72 72 
 

57609<57953 345 114 
  

72-73 
      

▼ 58289 (ata) 

73 73 38.7kd 58147<58743 597 198 S72A, I98V, C19W 
 58620 (t->c),  58698 (a-

>c),  58855 (a->c) 

74 74 lef-1 58724<59431 708 235 
  

75 75 pif-2 59557>61173 1617 538 
  

75-76 
      

▼ 61547 (c), ▼ 61590 (ct) 

76 76 
 

61332<62012 681 227 ▼ 196-227 
▼ 61547 (c), ▼ 61590 (ct), 

 61590 (t->c) 

77 77 
 

62080<62391 312 103 
  

78 78 
 

62400<62627 228 75 
  

79 79 
 

62651>63121 471 156 
  

80 80 lef-6 63118<63423 306 101 
  

81 81 dbp 63502<64374 873 290 
  

82a 82 
 

64582<65274 693 231 split ▼ 64829 (g) 

82b 82 
 

64401<64658 258 84 split 
 

83 83 p45 65164>66483 1320 439 fs 53-55 
▼ 65485 (a),  65489 (t-

>g), ∆ 65492 (g) 

84 84 p12 66515>66844 330 109 
  

85 85 bv/odv-c42 66903>68045 1143 380 
  



98 
 

ORF 

CpGV-M 

ORF 

CpGV-M1 
Nom 

Position dans 

CpGV-M 

Taille 

(nt) 

Taille 

(aa) 

Positions et types 

des différences en 

aa 

Positions et types des 

différences en nt 

86 86 p6.9 68077>68226 150 49 
  

87 87 lef-5 68327<69055 729 242 fs 88-91 
▼ 68949 (t), ∆ 68958 (c),  

69016 (t->c) 

88 88 38K 68879>69910 1032 343 
  

89 89 
 

70078<70563 486 161 
  

90 90 hélicase 70547>73942 3396 1131 
  

91 91 odv-e25 74054<74695 642 213 
  

92 92 
 

74785>75270 486 161 
  

93 93 
 

75334>76089 756 251 
  

93-94 
      

 76265 (t->g) 

94 94 iap 76133<76864 732 243 
  

95 95 lef-4 76869<78311 1443 480 
  

96 96 vp39capside 78383>79240 858 285 
  

97 97 odv-ec27 79382>80248 867 288 
  

98 98 ptp-2 80562>81047 486 161 
  

99 99 
 

81138<82322 1185 394 
  

100 100 
 

82354>82680 327 108 
  

101 101 vp91capside 82715<84721 1998 665 
  

102 102 tip20 84693>85343 651 216 
 

 85099 (c->t)* 

103 103 
 

85318>85893 576 191 
  

104 104 gp41 85919>86788 870 289 
  

105 105 
 

86868>87128 261 86 ∆ 1-25 
 

106 106 vlf-1 87085>88221 1137 378 
  

107 107 
 

88317>88571 255 84 
  

108 108 
 

88683>89129 447 148 
  

109 109 
 

89224<89799 576 191 
  

109-110 
      

∆ 90059-90060 (aa) 

110 110 
 

90128<90535 408 135 
  

111 111 dnapol 90655<93810 3156 1051 
  

112 112 desmoplakine 93752>95908 2157 718 
  

113 113 lef-3 96119<97180 1062 353 
  

114 114 
 

97149>97529 381 126 
  

115 115 
 

97651>98157 507 168 
  

116 116 iap-5 98339>99166 828 275 
  

117 117 lef-9 99141>100640 1500 499 
  

118 118 fp25K 100676>101161 486 161 
  

119 119 
 

101274>101762 489 162 
  

120 120 dna-ligase 101813<103525 1713 570 
 

 103322 (g->t)* 

121 121 
 

103825>104040 216 71 
  

122 122 
 

104134>104334 201 66 
  

123 123 fgf 104424<105626 1203 400 
  

123-124 
      

∆ 105810 (t) 
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ORF 

CpGV-M 

ORF 

CpGV-M1 
Nom 

Position dans 

CpGV-M 

Taille 

(nt) 

Taille 

(aa) 

Positions et types 

des différences en 

aa 

Positions et types des 

différences en nt 

124 124 
 

105779>106078 300 99 
  

125 125 alk-exo 106241>107437 1197 398 H352N  107460 (c->a) 

126 126 hélicase-2 107361>108734 1374 457 
  

127 127 rr1 108823<110697 1875 624 
  

128 128 rr2a 110825>111913 1089 362 
  

129 129+130 
 

111946<112926 981 327 fused ▼ 112699 (g) 

131 131 lef-8 113004<115625 2622 873 Q738E  113579 (g->c) 

132 132 
 

115713>116108 396 131 
 

∆ 116273 (g)* 

133 133 
 

116170<116358 189 62 
  

134 134 
 

116348>116749 402 133 
  

135 135 
 

116818<117948 1131 377 
D281N, ▼ 355-

377 
▼ 117093 (t),  117273 (c-

>t) 

136 136 
 

117954<118175 222 73 
  

137 137 lef-10 118126>118395 270 89 
  

138 138 vp1054 118253>119251 999 332 
  

139 139 
 

119141<119461 321 106 
  

140 140 
 

119562>120605 1044 347 
  

141 141 egt 120688<122142 1455 484 
  

142 142 
 

122160>122363 204 67 
  

143 143 me53 122336>123247 912 303 
  

 

2.1.2. Séquençage complet du génome de CpGV-E2 

Le génome de CpGV-E2, estimé à 123 463 pb est composé de 142 ORF. Le ratio en G/C est 

de 45%. Toutes les différences trouvées en comparant les séquences de CpGV-M et CpGV-

M1 (Luque et al., 2001) sont retrouvées pour CpGV-E2. Ce résultat prouve que les 

différences obtenues entre CpGV-M et CpGV-M1 correspondaient à des erreurs de 

séquençage et d’annotations dans CpGV-M1 et non a de réelles différences entre isolats. Au 

niveau des différences en aa, 12 ORF présentent des modifications absentes sur CpGV-M. 

Comme dans CpGV-M, l’ORF 38 n’est pas retrouvée. Toutes ces différences sont présentées 

dans le tableau 5.2. 

Les ORF 26 et 27 sont retrouvées plus longues que celles de CpGV-M et CpGV-M1 alors que 

les ORF 32 et 50+51 sont plus courtes. Comme précédemment, ces modifications sont dues à 
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des modifications de nt, décalant le codon stop plus tôt ou plus tard dans la séquence. Les 

modifications majeures constatées ici concernent les ORF 26 et 27 (Tableau 5.2). 

Des différences d’un nt provoquent un simple changement d’aa ou un changement de cadre 

pour les ORF 10, 24, 26, 27, 37, 61, 62, 70, 79, 95. Au total, la similarité du génome de 

CpGV-E2 avec CpGV-M est de 99,7%. La figure 5.2 confirme cette similarité. 

L’ORF 24 correspond au gène pe38. Cette ORF est connue pour son rôle dans le 

contournement de la résistance du carpocapse à l’isolatCpGV-M (Gebhardt et al., 2014). 

Selon ces auteurs, CpGV-E2 présente une délétion de 24 pb qui n’est pas mise en évidence 

dans notre séquençage. 

Tableau 5.2. Positions et orientations des 142 ORF prédites pour CpGV-E2. Les ORF sont 

numérotées en fonction des ORF annotées de CpGV-M1 (Luque et al., 2001). Les ORF différentes des 

ORF prédites pour CpGV-M1 en termes de taille et de séquence d’amino acides sont écrites en rouge. 

Les différences réelles par rapport à CpGV-M sont écrites en bleu. Les différences sont signalées 

comme suit : fs = changement de cadre, ∆ = délétion, ▼ = insertion,  remplacement de nt(s) par 

d’autre(s), * = modification de nt sans conséquence et par les indications de modifications.  

 

ORF 

CpGV-E2 

ORF 

CpGV-M1 
Nom 

Position dans 

CpGV-E2 

Taille 

(nt) 

Taille 

(aa) 

Positions et types 

des différences en 

aa 

Positions et types des 

différences en nt 

1 1 granuline 1>747 747 248 
 

 564 (t->c)* 

2 2 
 

749<1273 525 174 
  

3 3 pk-1 1254>2093 840 279 fs162-180 
∆ 1736 (c);  1748 (a->g) ; 

▼ 1792 (t) 

4 4 
 

2173<2739 567 188 
  

5 5 
 

2729>2971 243 80 
  

6 6 
 

3122>3298 177 58 fs51-57, ∆ 59-72 ∆ 3271 (t) 

7 7 ie-1 3391<4857 1467 488 
  

8 8 
 

4963>5541 579 192 
  

9 9 
 

5581<5886 306 101 
  

10 10 chitinase 6027<7811 1785 594 E473D, M555L 
 6150 (t->g),  6394 (c-

>g),  6478(c->t) 

11 11 cathepsine 7934>8935 1002 333 S231C  8626-8627 (cg->gc) 

12 12 
 

9015>9248 234 77 
  

12-13 
      

∆ 9255 (g) 

13 13 gp37 9318<10073 756 251 
  

14 14 odv-e18 10146<10400 255 84 
  

15 15 p49 10401<11774 1374 457 
  

15-16 
      

▼ 12138 (c ) 

16 16 
 

12146<12736 591 196 
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ORF 

CpGV-E2 

ORF 

CpGV-M1 
Nom 

Position dans 

CpGV-E2 

Taille 

(nt) 

Taille 

(aa) 

Positions et types 

des différences en 

aa 

Positions et types des 

différences en nt 

17 17 iap-3 12866>13693 828 275 V166A  13363 (t->c) 

18 18 odv-e56 13731<14798 1068 355 
  

19 19 orf15R 15172>15399 228 75 
  

20 20 orf16L 15459<16166 708 235 
  

21 21 orf17L 16435<16614 180 59 
  

22 22 orf17R 16837>17880 1044 347 
  

23 23 
 

17971>18429 459 152 
  

24 24 pe38 18573<19721 1149 382 V318A, D319N  18768-18770 (cca->ttg) 

25 25 
 

20167<20331 165 54 
  

26 26 
 

20330>21298 969 322 

∆ 31-32, F35I, 

N40I  51 (3 I -> 

N), ∆ 2I (63-64) -> 

fs, M72I, ▼ 89-

322 

∆ 20422-20427 (tcatct),  

20439 (t->a),  20455 (a-

>t), ∆ 20488-20496 

(tcatcatcg), ∆ 20515-20520 

(tcatca),  20567 (g->c), ▼ 

20631 (t), ▼ 20730 (tcc),  

20738 (g->a),  20775 (t-

>a),  20791 (g->c),  

20799 (g->c), 

27 27 
 

20360<21811 1452 483 

fs 191-197, 

A344G, H347D, 

D352V, ▼ 367 E, 

fs 402 ▼ 407-483 

∆ 20422-20427 (tcatct),  

20439 (t->a),  20455 (a-

>t), ∆ 20488-20496 

(tcatcatcg), ∆ 20515-20520 

(tcatca),  20567 (g->c), ▼ 

20631 (t), ▼ 20730 (tcc),  

20738 (g->a),  20775 (t-

>a),  20791 (g->c),  

20799 (g->c),  ▼ 21239 (t), 

▼ 21240 (t), ▼ 21256 (a) 

28 28+29 
 

22672>24042 1371 456 fused (fs 73-78) 

22902 ▼ (t), 22934 ▼ (c), 

▼ 22944 (c),▼ 22992 (g), 

▼ 23012 (t), ▼ 23072 

(ccgc), ∆ 23078 (g) 

28+29-30 
      

 24365 (a->g),  24371 

(t->g), ∆ 24492-24508 

(aacattttctacgtaat) 

30 30 
 

24613>25158 546 181 
  

30-31 
      

▼ 25297 (c ) 

31 31 protéine-F 25290>27083 1794 597 H523Q, ∆ 599-601 
 26881 (c->a), ▼ 27090 

(t) 

32 32 
 

28625<27309 1317 438 ∆ 20-27 
∆ 27388-27411 

(gagggtttggaggcgctgaatgcg) 

33 33 
 

28697<29581 885 294 
  

34 34 
 

29624<30313 690 229 
  

35 35 pif-3 30207>30782 576 191 ∆ 192-199 ▼ 30814 (g) 

36a 36 
 

30958<31122 165 55 fs 36 split ▼ 31060 (a) 

36b 36 
 

30861<31043 183 61 split ∆ 30984 (g), ▼ 31060 (a) 

37 37 odv-e66 31165<33399 2235 744 

H26Q, L30V, 

L34V, L37Q, 

L43V,  fs 67-70, ▼ 

1-61 

▼ 33020 (t), ▼ 33027 (t), 

▼ 33037 (ac),  33037-

33038 (ct->tg),  33151 (g-

>t),  33162 (g->c),  

33174 (g->c)  33184 (g-

>t),  33135 (g->c), ▼ 

33063 (t), ▼ 33353 (a) 
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ORF 

CpGV-E2 

ORF 

CpGV-M1 
Nom 

Position dans 

CpGV-E2 

Taille 

(nt) 

Taille 

(aa) 

Positions et types 

des différences en 

aa 

Positions et types des 

différences en nt 

- 38 
      

39 39 
 

33441>33758 318 105 
  

40 40 
 

33811<34140 330 109 
  

41 41 lef-2 34281>34796 516 171 
  

42 42 orf35RA 34888>35136 249 82 
  

43 43 
 

35183<35527 345 114 
  

44 44 orf36L 35592<36215 624 207 
  

45 45 
 

36274<36738 465 154 
  

46 46 mp-nase 36796<38433 1638 545 
  

47 47 p13 38440>39249 810 269 
  

48 48 pif-1 39293>40411 1119 373 
  

49 49 
 

40408<40797 390 129 
  

50 50+51 
 

40733>44035 3303 1100 
∆ 906 (TQPPV), 

fused 

▼ 42942 (tg),  42943 (g-

>a),▼ 42955 (agg),  

42955 (g->a), ▼ 42985 (a); 

▼ 42985 (a); ▼ 43016 (a); 

▼ 43028 (g); ▼ 43049 (a); 

▼ 43080 (a); ▼ 2nt 43116 

(ca);  43116 (c->a); ▼ 

43147 (g);▼ 43173 (g);  

43221 (a->g) , ∆ 43352 (a), 

 43358 (c->a), ∆ 43477-

43491 (actcaaccaccagtt),  

43759 (c->a),▼ 43986 (a), 

▼ 44003 (a) 

52a 52 
 

44044<44784 741 213 
▼ 1-33, fs 212, 

split 
▼ 44090 (a) 

52b 52 
 

43654<44016 363 120 split ▼ 43986 (a), ▼ 44003 (a) 

52-53 
      

▼ 44727 (t), ▼ 44768 (t) 

53 53 
 

44794>44940 147 48 
  

54 54 ubiquitine 45016<45300 285 94 
  

55 55 
 

45379>46443 1065 355 

fs269-281 

fs307-327 

▼ 327-355 

∆ 46220 (t), ▼ 46257 (t), 

▼ 46335 (g) 

56 56 
 

46450>46659 210 69 
  

57 57 pp31/39K 46736<47461 726 241 
  

58 58 lef-11 47412<47816 405 134 
  

59 59 sod 47771<48169 399 132 
  

60 60 p74 48543<50609 2067 688 
  

60-61 
      

∆ 50676 (a),  50777 (a-

>g),  50784 (a->g),  

50818 (a->g) 

61 61 
 

50827<51039 213 70 M24T  51005 (a->g) 

62 62 
 

51011<51580 570 189 

H154R, K155V, 

V156D, ∆ 157-

158, ▼ 161-162, 

▼ 51132 (tcaact), ∆ 51143-

51148 (atcctt),  51150 (a-

>t),  51152-51158 

(tttgtgt->aactctg) 

63 63 bro 51718>51885 168 55 
  

64 64 
 

52598>53290 693 230 
 

 53095 (a->g)* 
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ORF 

CpGV-E2 

ORF 

CpGV-M1 
Nom 

Position dans 

CpGV-E2 

Taille 

(nt) 

Taille 

(aa) 

Positions et types 

des différences en 

aa 

Positions et types des 

différences en nt 

65 65 
 

53388<53627 240 79 
  

66 66 ptp-2 53782>54003 222 73 
  

67 67 
 

54078<54341 264 87 
  

68 68 p47 54313>55695 1383 460 
  

69 69 
 

55734>56396 663 220 
  

70 70 
 

56470<57024 555 184 V39D  56948 (a->t) 

70-71 
      

∆ 57089-57096 (aataaatc) 

71 71 p24capside 57086>57697 612 203 
  

72 72 
 

57736<58080 345 114 
  

72-73 
      

▼ 58289 (ata) 

73 73 38.7kd 58274<58870 597 198 
  

74 74 lef-1 58851<59558 708 235 
  

75 75 pif-2 59684>61300 1617 538 
 

 61026 (t->c)* 

75-76 
      

▼ 61547 (c ), ▼ 61590 (ct) 

76 76 
 

61459<62139 681 226 ▼ 196-227 
▼ 61547 (c ), ▼ 61590 (ct 

),   61590 (t->c) 

77 77 
 

62207<62518 312 103 
  

78 78 
 

62527<62754 228 75 
  

79 79 
 

62778>63248 471 156 M65C  63009 (t->c) 

80 80 lef-6 63245<63550 306 101 
 

 63523 (c->t)* 

81 81 dbp 63629<64501 873 290 
 

 63943 (a->c)* 

82a 82 
 

64401<64709 693 231 split ▼ 64829 (g) 

82b 82 
 

64528<64785 258 85 split 
 

83 83 p45 65291<66610 1320 439 fs 53-55 

▼ 65485 (a),  65489 (t-

>g), ∆ 65492 (g),  

65690(t->c)* 

84 84 p12 66642>66971 330 109 
  

85 85 bv/odv-c42 67030>68172 1143 380 
 

 67867 (a->g)* 

86 86 p6.9 68204>68353 150 49 
  

87 87 lef-5 68454<69182 729 242 fs 88-91 
▼ 68949 (t), ∆ 68958 (c ), 

 69016 (t->c) 

88 88 38K 69006>70037 1032 343 
  

89 89 
 

70205<70690 486 161 
  

90 90 hélicase 70674>74069 3396 1131 
  

91 91 odv-e25 74181<74822 642 213 
  

92 92 
 

74912<75397 486 161 
  

93 93 
 

75461>76216 756 251 
  

94 94 iap 76260<76991 732 243 
  

95 95 lef-4 76996<78438 1443 480 N272S  77661 (t->c) 

96 96 vp39capsid 78510>79367 858 285 
  

97 97 odv-ec27 79509>80375 867 288 
  

98 98 ptp-2 80689>81174 486 161 
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ORF 

CpGV-E2 

ORF 

CpGV-M1 
Nom 

Position dans 

CpGV-E2 

Taille 

(nt) 

Taille 

(aa) 

Positions et types 

des différences en 

aa 

Positions et types des 

différences en nt 

99 99 
 

81265<82449 1185 394 
  

100 100 
 

82481>82807 327 108 
  

101 101 vp91capsid 82839<84842 1998 665 
  

102 102 tip20 84820>85470 651 216 
  

103 103 
 

85445>86020 576 191 
  

104 104 gp41 86046>86915 870 289 
 

 86781 (c->g)* 

105 105 
 

86995>87255 261 86 ∆ 1-25 
 

106 106 vlf-1 87212>88348 1137 378 
  

107 107 
 

88444>88698 255 84 
  

108 108 
 

88810>89256 447 148 
  

109 109 
 

89351<89926 576 191 
  

110 110 
 

90257<90664 408 135 
  

111 111 dnapol 90784>93939 3156 1051 
  

112 112 desmoplakine 93881>96037 2157 718 
  

113 113 lef-3 96248<97309 1062 353 
  

114 114 
 

97278>97658 381 126 
  

115 115 
 

97780>98286 507 168 
  

116 116 iap-5 98468>99295 828 275 
  

117 117 lef-9 99270>100769 1500 499 
  

118 118 fp25K 100805>101290 486 161 
  

119 119 
 

101403>101891 489 162 
  

120 120 dna-ligase 101942<103654 1713 570 
 

 103322 (g->t)* 

121 121 
 

103954>104169 216 71 
  

122 122 
 

104263>104463 201 66 
  

123 123 fgf 104553<105755 1203 400 
  

123-124 
      

∆ 105810 (t) 

124 124 
 

105908>106207 300 99 
  

125 125 alk-exo 106370>107566 1197 398 H352N  107460 (c->a) 

126 126 hélicase-2 107490>108863 1374 457 
  

127 127 rr1 108952<110826 1875 624 
  

128 128 rr2a 110954>112042 1089 362 
  

129 129+130 
 

112075<113055 981 326 fused ▼ 112699 (g) 

130-131 
      

∆ 115802 (g) 

131 131 lef-8 115754>113133 2622 873 Q738E  113579 (g->c) 

132 132 
 

115841>116236 396 131 
 

∆ 116273 (g)* 

133 133 
 

116298<116486 189 62 
  

134 134 
 

116476>116877 402 133 
  

135 135 
 

116946<118076 1131 376 
D281N, ▼ 355-

377 
▼ 117093 (t),  117273 

(c->t) 

136 136 
 

118082<118303 222 73 
  

137 137 lef-10 118254>118523 270 89 
  

138 138 vp1054 118381>119379 999 332 
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ORF 

CpGV-E2 

ORF 

CpGV-M1 
Nom 

Position dans 

CpGV-E2 

Taille 

(nt) 

Taille 

(aa) 

Positions et types 

des différences en 

aa 

Positions et types des 

différences en nt 

139 139 
 

119269<119589 321 106 
  

140 140 
 

119690>120733 1044 347 
  

141 141 egt 120816<122270 1455 484 
  

142 142 
 

122288>122491 204 67 
  

143 143 me53 122464>123375 912 303 
  

 

 

 

Figure 5.2. Analyse en dot plot du génome complet de CpGV-M et CpGV-E2. Un zoom a été pratiqué 

sur les zones les moins semblables. 

 

2.1.3. Séquençage complet du génome de CpGV-I12 

Le génome de CpGV-I12 a été estimé à 123 516 pb et composé de 142 ORF. Le ratio en G/C 

est de 45,1%. Les différences trouvées en comparant les séquences de CpGV-M et CpGV-M1 

(Luque et al., 2001) sont aussi retrouvées pour CpGV-I12. Au niveau des différences en aa, 
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13 ORF montrent des modifications absentes sur CpGV-M. Comme pour CpGV-M, l’ORF 38 

n’est pas retrouvée. Toutes ces différences sont présentées dans le tableau 5.3. 

Les ORF 27, 46, 66 et 70 sont plus longues que celles de CpGV-M et CpGV-M1 alors que les 

ORF 24, 32, 50+51 sont plus courtes. Comme précédemment, ces modifications sont dues à 

des diférences de nt, décalant le codon stop dans la séquence.  

Des différences d’un nt provoquent soit un simple changement d’aa soit  un changement de 

cadre de lecture pour les ORF 26, 27, 39, 46, 66, 70, 83, 101 et 141. Au total, la similarité du 

génome de CpGV-I12 avec celui de CpGV-M est de 99,6%. La figure 5.3 confirme cette 

similarité. 

Les modifications majeures constatées ici sont, comme précédemment, dans les ORF 26, 27 et 

70 (Tableau 5.3). 

Une délétion de 24 pb au niveau d’une zone répétée est observée au niveau du gène pe38, en 

accord avec les  observations d’Eberle (2009). 

 

Tableau 5.3. Positions et orientations des 142 ORF prédites pour CpGV-I12. Les ORF sont 

numérotées en fonction des ORF annotées de CpGV-M1 (Luque et al., 2001). Les ORF différentes des 

ORF prédites pour CpGV-M1 en termes de taille et de séquence d’amino acides sont écrites en rouge. 

Les différences réelles par rapport à CpGV-M sont écrites en bleu. Les différences sont signalées 

comme suit : fs = changement de cadre, ∆ = délétion, ▼ = insertion,  remplacement de nt(s) par 

d’autre(s), * = modification de nt sans conséquence et par les indications de modifications. 

 

ORF 

CpGV-I12  

ORF 

CpGV-M1  
Nom 

Position dans 

CpGV-I12 

Taille 

(nt) 

Taille 

(aa) 

Positions et types 

des différences en 

aa 

Positions et types des 

différences en nt 

1 1 granuline 1>747 747 248 
  

2 2 
 

749<1276 528 175 ▼ 114 G ▼ 924 (cca) 

3 3 pk-1 1257>2096 840 279 fs 161-180 
∆ 1739 (c ),  1748 (a->g), 

▼ 1792 (t) 

4 4 
 

2176<2742 567 188 
  

5 5 
 

2732<2974 243 80 
  

6 6 
 

3125>3301 177 58 fs 51-57, ∆ 59-72 
∆ 3271 (t),  3288 (g->a)*, 

 3293 (t->a)* 

7 7 ie-1 3393<4859 1467 488 
  

8 8 
 

4965>5543 579 192 
  

9 9 
 

5583<5888 306 101 
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ORF 

CpGV-I12  

ORF 

CpGV-M1  
Nom 

Position dans 

CpGV-I12 

Taille 

(nt) 

Taille 

(aa) 

Positions et types 

des différences en 

aa 

Positions et types des 

différences en nt 

10 10 chitinase 6029<7813 1785 594 
  

11 11 cathepsine 7936>8937 1002 333 S231C  8626-8627 (cg->gc) 

12 12 
 

9017>9250 234 77 
  

12-13 
      

∆ 9255 (g) 

13 13 gp37 9320<10075 756 251 
  

14 14 odv-e18 10148<10402 255 84 
  

15 15 p49 10403<11776 1374 457 
  

15-16 
      

▼ 12140 (c ) 

16 16 
 

12148<12738 591 196 
 

 12615 (g->t)* 

17 17 iap-3 12868>13695 828 275 V166A  13363 (t->c) 

18 18 odv-e56 13733<14800 1068 355 
  

18-19 
      

 15020 (a->g) 

19 19 orf15R 15174>15401 228 75 
  

20 20 orf16L 15461<16168 708 235 
  

21 21 orf17L 16437<16616 180 59 
  

22 22 orf17R 16839<17882 1044 347 
 

 17186 (c->t)* 

23 23 
 

17973<18431 459 152 
  

24 24 pe38 18575<19699 1125 374 ∆ 318-325 

 18703 (t->g), ∆ 18748-

18771 

(tgtgtcatccactgtgtcatccac), 

 18901 (a->g) 

24-25 
      

▼ 20148 (attataatacatttttata) 

25 25 
 

20164>20328 165 54 
  

26 26 
 

20327>21313 987 328 

Y2F, I45S, V48D, 

I49Q, V50H, I53L, 

I54L, D56Y, I58L, 

V62H, D67Y, 

L68P, Q95H, 

Q99H, fs 101-121, 

▼ 121-329 

 20335 (a->t);  20464 

(t->g);  20473 (t->a);  

20475-20476 (at->ca);  

20478-20480 (gtc->cat);  

20487 (a->c);  20490 (a-

>c);  20496 (g->t);  

20502 (a->c);  20514-

20515 (gt->ca);  20529 

(g->t);  20533 (t->c);  

20615 (g->c) ;  20624 (g-

>t);  20627 (g->t); ▼ 

20630 (t);  20648 (t->c); 

 20679 (g->t),  20694 

(t->a);  20701 (g->a);  

20708 (t->g);  20735-

20736 (at->ca);  20738 (g-

>c);  20753 (g->t);  

20789 (a->c)  20820 (c-

>a);  20839 (g->c);  

20863 (c->t);  20873 (t-

>c);  20904 (g->t);  

20919 (t->a);  20926 (g-

>a),  20963 (g->c);  

20987 (a->c);  21005 (g-

>c); ▼ 21239 (t), ▼ 21240 

(t), ▼ 21256 (a) 
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ORF 

CpGV-I12  

ORF 

CpGV-M1  
Nom 

Position dans 

CpGV-I12 

Taille 

(nt) 

Taille 

(aa) 

Positions et types 

des différences en 

aa 

Positions et types des 

différences en nt 

27 27 
 

20357<21826 1470 489 

fs 191-197, I281M, 

D289E, H304L, 

P309H, I319M, 

E323K, L327M, 

L331V, S337I, 

H347Q, D364E, 

Y365L, H379L, 

P384H, I394M, ▼ 

405-490 

 20464 (t->g);  20473 

(t->a);  20475-20476 (at-

>ca);  20478-20480 (gtc-

>cat);  20487 (a->c);  

20490 (a->c);  20496 (g-

>t);  20502 (a->c);  

20514-20515 (gt->ca);  

20529 (g->t);  20533 (t-

>c);  20615 (g->c) ;  

20624 (g->t);  20627 (g-

>t); ▼ 20630 (t);  20648 

(t->c);  20679 (g->t),  

20694 (t->a);  20701 (g-

>a);  20708 (t->g);  

20735-20736 (at->ca);  

20738 (g->c);  20753 (g-

>t);  20789 (a->c)  

20820 (c->a);  20839 (g-

>c);  20863 (c->t);  

20873 (t->c);  20904 (g-

>t);  20919 (t->a);  

20926 (g->a),  20963 (g-

>c);  20987 (a->c);  

21005 (g->c); ▼ 21239 (t), 

▼ 21240 (t), ▼ 21256 (a) 

27-28 
      

 22037 (a->c) 

28 28+29 
 

22687>24057 1371 456 fused 

▼ 22902 (t), ▼ 22934 (c), 

▼ 22944 (c), ▼ 22992 (g), 

▼ 23012 (t), ▼ 23072 

(ccgc) ∆ 23078 (g) 

29-30 
      

 24343-24344 (ct->aa),  

24347 (a->c);  24350 (t-

>a) ;  24371 (t->c) ;  

24416 (c->t); ∆ 24492-

24508 (aacattttctacgtaat), ∆ 

24549-24551 (gag) 

30 30 
 

24625>25170 546 181 
  

30-31 
      

▼ 25297 (c ) 

31 31 protéine-F 25302>27095 1794 597 H523Q, ∆ 599-601 
 26788 (a->g)*,  26881 

(c->a), ▼ 27090 (t) 

32 32 
 

27321>28637 1317 438 ∆ 20-27 
∆ 27388-27411 

(gagggtttggaggcgctgaatgcg) 

33 33 
 

28709<29593 885 294 
  

34 34 
 

29636<30325 690 229 
  

35 35 pif-3 30219>30794 576 191 ∆ 192-199 
 30441 (c->t)*, ▼ 30814 

(g) 

35-36 
      

▼ 30851 (a) 

36a 36 
 

30971<31135 165 55 fs 36 split ▼ 31060 (a) 

36b 36 
 

30874<31056 183 61 split ∆ 30984 (g), ▼ 31060 (a) 

36-37 
      

∆ 31204 (t) 

37 37 odv-e66 33411<31177 2235 744 ▼ 1-62 

▼ 33020 (t), ▼ 33027 (t), 

▼ 33037 (ac),  33037-

33038 (ct->tg), ▼ 33063 (t), 

▼ 33353 (a) 

- 38 
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ORF 

CpGV-I12  

ORF 

CpGV-M1  
Nom 

Position dans 

CpGV-I12 

Taille 

(nt) 

Taille 

(aa) 

Positions et types 

des différences en 

aa 

Positions et types des 

différences en nt 

39 39 
 

33453>33770 318 105 R71K, N77G 
 33691 (g->a),  33708-

33709 (aa->gg) 

39-40 
      

▼ 33845 (tattcaat) 

40 40 
 

33831<34160 330 109 
  

41 41 lef-2 34301>34816 516 171 
  

42 42 orf35RA 34908>35156 249 82 
  

43 43 
 

35203<35547 345 114 
  

44 44 orf36L 35612<36235 624 207 
  

45 45 
 

36294<36758 465 154 
  

46 46 mp-nase 36816>38456 1641 546 E178D, ▼ 475 G 
▼ 37048 (acc),  37939 (c-

>a) 

47 47 p13 38463>39272 810 269 
  

48 48 pif-1 39316>40434 1119 372 
  

49 49 
 

40431<40820 390 129 
  

50+51 50 
 

40756>44058 3303 1100 
∆ 1072-1077, 

fused 

 40882 (c->t), ▼ 42942 

(tg),  42943 (g->a),▼ 

42954 (agg),  42955 (g-

>a), ▼ 42985 (a); ▼ 43016 

(a); ▼ 43028 (g); ▼ 43049 

(a); ▼ 43080 (a); ▼  43116 

(ca);  43116 (c->a); ▼ 

43147 (g);▼ 43173 (g);  

43221 (a->g) , ∆ 43352 (a), 

 43358 (c->a), ∆ 43477-

43491 (actcaaccaccagtt), ▼ 

43986 (a), ▼ 44003 (a) 

52a 52 
 

44067<44807 741 246 
▼ 1-33, fs 212 

split 
▼ 44090 (a) 

52b 52 
 

43677<44039 363 121 split ▼ 43986 (a), ▼ 44003 (a) 

53 53 
 

44817>44963 147 48 
  

54 54 ubiquitine 45039<45323 285 94 
  

55 55 
 

45402>46466 1065 354 

fs269-281 

fs307-327 

▼ 327-355 

∆ 46220 (t), ▼ 46257 (t), 

▼ 46335 (g) 

56 56 
 

46473>46682 210 69 
  

57 57 pp31/39K 46759<47484 726 241 
  

58 58 lef-11 47435<47839 405 134 
  

59 59 sod 47794<48192 399 132 
  

60 60 p74 48566<50632 2067 688 
  

60-61 
      

 50777 (a->g) 

61 61 
 

50851<51063 213 70 
  

62 62 
 

51035<51604 570 189 
  

63 63 bro 51742>51909 168 55 
  

63-64 
      

▼ 52156 (ttta), 

64 64 
 

52626>53318 693 230 
  

65 65 
 

53416<53655 240 79 
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ORF 

CpGV-I12  

ORF 

CpGV-M1  
Nom 

Position dans 

CpGV-I12 

Taille 

(nt) 

Taille 

(aa) 

Positions et types 

des différences en 

aa 

Positions et types des 

différences en nt 

66 66 ptp-2 53810>54049 240 79 fs 50, ▼ 73-79 ∆ 53967-53971 (atttg) 

67 67 
 

54101<54364 264 87 
  

68 68 p47 54336>55718 1383 460 
  

69 69 
 

55757>56419 663 220 
  

70 70 
 

56493<57068 576 191 

L20I, ▼ S 26, 

V39D, ▼ 5 aa 40 

(EYQSE), ▼ 47 

(YQSEDEHYE), ∆ 

81 

 56620 (g->a); ∆ 56818-

56820 (tga); ∆ 56861-56878 

(tcggatacatcagagtac), ▼ 

56920 

(ttcatagtgttcatcctctgattggta), 

 56944 (a->g), ▼ 56945 

(tctgattggtat),  56948 (a-

>t), ▼ 56983 (act),  

57003 (g->t), 

71 71 p24capside 57138>57749 612 203 
  

72 72 
 

57788<58132 345 114 
  

71-72 
      

▼ 58289 (ata) 

73 73 38.7kd 58326<58922 597 198 S72A, I98V, C19W 
 58620 (t->c),  58698 

(a->c),  58855 (a->c) 

74 74 lef-1 58903<59610 708 235 
  

75 75 pif-2 59736>61352 1617 538 
  

76 76 
 

61511<62191 681 226 ▼ 196-227 
▼ 61547 (c), ▼ 61590 (ct ), 

 61590 (t->c) 

77 77 
 

62259<62570 312 103 
  

78 78 
 

62579<62806 228 75 
  

79 79 
 

62830>63300 471 156 
  

80 80 lef-6 63297<63602 306 101 
  

81 81 dbp 63681<64553 873 290 
  

82a 82 
 

64453<665453 693 231 split ▼ 64829 (g) 

82b 82 
 

64580<64837 258 85 split 
 

83 83 p45 65343>66662 1320 439 
Y4C, G20C, fs 53-

55 

 65338 (a->g),  65385 

(g->t), ▼ 65485 (a),  

65489 (t->g), ∆ 65492 (g) 

84 84 p12 66694>67023 330 109 
  

85 85 bv/odv-c42 67082>68224 1143 380 
  

86 86 p6.9 68256>68405 150 49 
  

87 87 lef-5 68506<69234 729 242 fs 88-91 

▼ 68949 (t), ∆ 68958 (c), 

 69004 (a->c)*,  69016 

(t->c) 

88 88 38K 69058>70089 1032 343 
 

 69312 (t->g)* 

89 89 
 

70257<70742 486 161 
  

90 90 hélicase 70726>74121 3396 1131 
 

 72792 (t->c)* 

91 91 odv-e25 74233<74874 642 213 
 

 74449 (t->c)* 

91-92 
      

 74907 (a->g) 

92 92 
 

74964<75449 486 161 
  

93 93 
 

75513>76268 756 251 
  

94 94 iap 76312<77043 732 243 
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ORF 

CpGV-I12  

ORF 

CpGV-M1  
Nom 

Position dans 

CpGV-I12 

Taille 

(nt) 

Taille 

(aa) 

Positions et types 

des différences en 

aa 

Positions et types des 

différences en nt 

95 95 lef-4 77048<78490 1443 480 
 

 77477 (t->c)* 

96 96 vp39capsid 78562>79419 858 285 
  

97 97 odv-ec27 79561>80427 867 288 
  

97-98 
      

 80447 (a->g) 

98 98 ptp-2 80741>81226 486 161 
  

99 99 
 

81317<82501 1185 394 
  

99-100 
      

 82509 (g->t) 

100 100 
 

82533>82859 327 108 
  

101 101 vp91capside 82894<84891 1998 665 S518N 
 83230 (t->c)*,  83324 

(c->t) 

102 102 tip20 84872>85522 651 216 
 

 85099 (c->t)* 

103 103 
 

85497>86072 576 191 
  

104 104 gp41 86098>86967 870 289 
  

105 105 
 

87047>87307 261 86 ∆ 1-25 
 

106 106 vlf-1 87264>88400 1137 378 
  

107 107 
 

88496>88750 255 84 
  

108 108 
 

88862>89308 447 148 
  

109 109 
 

89403<89978 576 191 
  

110 110 
 

90309<90716 408 135 
  

111 111 dnapol 90836<93991 3156 1051 
  

112 112 desmoplakine 93933>96089 2157 718 
  

113 113 lef-3 96300<97361 1062 353 
  

114 114 
 

97330>97710 381 126 
  

115 115 
 

97832>98338 507 168 
  

116 116 iap-5 98520>99347 828 275 
  

117 117 lef-9 99322>100821 1500 499 
  

118 118 fp25K 100857>101342 486 161 
  

119 119 
 

101455>101943 489 162 
  

120 120 dna-ligase 101994<103706 1713 570 
 

 103322 (g->t)* 

121 121 
 

104006>104221 216 71 
  

122 122 
 

104315>104515 201 66 
  

123 123 fgf 104605<105807 1203 400 
  

123-124 
      

∆ 105810 (t) 

124 124 
 

105960>106259 300 99 
  

125 125 alk-exo 106422>107618 1197 398 H352N  107460 (c->a) 

126 126 hélicase-2 107542>108915 1374 457 
  

127 127 rr1 109004<110878 1875 624 
  

128 128 rr2a 111006>112094 1089 362 
 

 111875 (a->g)* 

129 129+130 
 

112127<113107 981 326 fused ▼ 112699 (t) 

131 131 lef-8 113185<115806 2622 873 Q738E 
 113579 (g->c),  

114822 (g->a) 
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ORF 

CpGV-I12  

ORF 

CpGV-M1  
Nom 

Position dans 

CpGV-I12 

Taille 

(nt) 

Taille 

(aa) 

Positions et types 

des différences en 

aa 

Positions et types des 

différences en nt 

132 132 
 

115894>116289 396 131 
 

∆ 116273 (g) 

133 133 
 

116351<116539 189 62 
  

134 134 
 

116529>116930 402 133 
  

135 135 
 

116999<118129 1131 376 
D281N, ▼ 355-

377 
▼ 117093 (t),  117273 (c-

>t) 

136 136 
 

118135<118356 222 73 
  

137 137 lef-10 118307<118576 270 89 
  

138 138 vp1054 118434>119432 999 332 
  

139 139 
 

119322<119642 321 106 
  

140 140 
 

119743>120786 1044 347 
 

 120080 (a->g)* 

141 141 egt 120869<122323 1455 484 K285R, A281G 
 121454 (t->c),  121466 

(g->c),  122149 (a->g) 

142 142 
 

122341>122544 204 67 
  

143 143 me53 122517>123428 912 303 
  

 

 

 

 

Figure 5.3. Analyse en dot plot du génome complet de CpGV-M et CpGV-I12. Un zoom a été 

pratiqué sur les zones les moins semblables. 
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2.1.4. Séquençage complet du génome de CpGV-R1.8 

CpGV-R1.8 correspond à la 8
ème

 production successive de l’isolat NPP-R1 sur insectes 

résistants RGV. Le génome de CpGV-R1.8 a été estimé à 123 429 pb et est composé de 142 

ORF. Le ratio en G/C est de 45%. Toutes les différences trouvées en comparant les séquences 

de CpGV-M et CpGV-M1 (Luque et al., 2001) sont retrouvées pour CpGV-R1.8. Au niveau 

des différences en aa, 50 ORF présentent des modifications absentes sur CpGV-M, ce qui est 

beaucoup plus important que pour CpGV-E2 et CpGV-I12. Cinq de ces ORF modifiées sont 

identiques à CpGV-I12 : les ORF 2, 39, 70, 101 et 141. Comme pour CpGV-M, l’ORF 38 

n’est pas retrouvée. Toutes ces différences sont présentées dans le tableau 5.4. 

Les ORF 16, 27, 46, 52b, 70 et 109 sont plus longues que celles de CpGV-M et CpGV-M1 

alors que les ORF 6, 20, 24, 25, 26, 32, 62 et 94 sont plus courtes. Comme précédemment, ces 

modifications sont dues à des différences  de nt, décalant le codon dans la séquence. Il est 

intéressant de signaler que l’ORF 26 a été massivement réduite passant de 253 aa pour CpGV-

M à 25 aa pour CpGV-R1.8, elle a donc presque disparu. 

Des différences d’un ou plusieurs nt provoquent soit de simples changement d’aa soit une 

modification de cadre de lecture pour les ORF 3, 7, 10, 15, 17, 20, 24, 25, 27, 31, 32, 34, 37, 

39, 41, 44, 46, 50+51, 57, 61, 62, 66, 68, 70, 74, 82, 89, 92, 93, 94, 95, 96, 99, 101, 119, 122, 

125, 127, 128, 132, 138, 139, 140, 141. Au total,  la similarité des génomes de CpGV-R1.8  et 

de CpGV-M est de 99,3%. La figure 5.4 illustre cette similarité. 

Les modifications majeures constatées ici sont, comme précédemment, sur les ORF 26 et 27 

mais aussi sur les ORF 25, 50+51 et 70 présentant de fortes différences avec celles de la 

séquence de CpGV-M (Tableau 5.4). 

Une délétion de 24 pb au niveau d’une zone répétée est observée au niveau du gène pe38, en 

accord avec les observations d’Eberle (2009). Deux substitutions supplémentaires sont 

également observées (K347G et Q354K) (Tableau 5.4). 
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Tableau 5.4. Positions et orientations des 142 ORF prédites pour CpGV-R1.8. Les ORF sont 

numérotées en fonction des ORF annotées de CpGV-M1 (Luque et al., 2001). Les ORF différentes des 

ORF prédites pour CpGV-M1 en termes de taille et de séquence d’amino acides sont écrites en rouge. 

Les différences réelles par rapport à CpGV-M sont écrites en bleu. Les différences sont signalées 

comme suit : fs = changement de cadre, ∆ = délétion, ▼ = insertion,  remplacement de nt(s) par 

d’autre(s), * = modification de nt sans conséquence et par les indications de modifications. 

 

ORF 

CpGV-

R1.8  

ORF 

CpGV-M1  
Nom 

Position dans 

CpGV-R1.8 

Taille 

(nt) 

Taille 

(aa) 

Positions et types 

des différences en 

aa 

Positions et types des 

différences en nt 

1 1 granuline 1>747 747 248 
 

 246 (c->t)*,  249 (a-

>c)*,  564 (t->c)*,  603 

(g->a)* 

2 2 
 

749<1276 528 175 ▼ 114 G ▼924 (cca) 

3 3 pk-1 1257>2096 840 279 R9C, fs 161-180 
 1278 (c->t), ∆ 1736 (c), 

 1748 (a->g), ▼ 1792 (t) 

3-4 
      

∆ 2135 (a) 

4 4 
 

2175<2741 567 188 
  

5 5 
 

2731>2973 243 80 
  

6 6 
 

3124>3327 204 67 
▼ 25-35, fs 51-58, 

∆ 59-72 

▼ 3697 

(acaagtttaatgtactacaaattttac), 

∆ 3271 (t),  3288 (g->a), 

 3293 (t->a) 

7 7 ie-1 3420<4886 1467 488 E367D 
 3602 (t->c),  3758 (c-

>a),  3802 (g->a) 

7-8 
      

 4928 (g->a),  4953 (a-

>t) 

8 8 
 

4992>5570 579 192 
  

9 9 
 

5610<5915 306 101 
  

9-10 
      

∆ 5987 (a) 

10 10 chitinase 6055<7839 1785 594 E473D, M555L 
 6150 (t->g),  6394 (c-

>g),  6478 (c->t)* 

11 11 cathepsine 7962>8963 1002 333 S231C  8626-8627 (cg->gc) 

12 12 
 

9043>9276 234 77 
  

12-13 
      

∆ 9255 (g) 

13 13 gp37 9346<10101 756 251 
  

14 14 odv-e18 10174<10428 255 84 
  

15 15 p49 10429<11802 1374 457 D30V 
 10834 (g->a)*,  10931 

(a->g)*,  11688 (t->a) 

15-16 
      

▼ 12066 (catggttttaatgtacg), 

 12080 (a->g),  12118 

(a->t), ▼ 12140 (c ) 

16 16 
 

12190<12780 630 209 ▼ 1-13 
▼ 12752 (t),  12615 (g-

>t)* 

17 17 iap-3 12911>13738 828 275 A61V, V166A 
 13048 (c->t),  13363 (t-

>c) 

18 18 odv-e56 13776<14843 1068 355 
 

 14263 (t->c)* 

18-19 
      

 15020 (a->g),  15154 

(g->c) 

19 19 orf15R 15217>15444 228 75 
  

20 20 orf16L 15504<16202 699 232 
G102A, H103Q, 

A142T, ∆ 166-168 

∆ 15665-15673 (ttgggataa), 

 15744 (c->t),  15859 (c-

>a),  15863 (c->g) 
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ORF 

CpGV-

R1.8  

ORF 

CpGV-M1  
Nom 

Position dans 

CpGV-R1.8 

Taille 

(nt) 

Taille 

(aa) 

Positions et types 

des différences en 

aa 

Positions et types des 

différences en nt 

21 21 orf17L 16471<16650 180 59 
  

22 22 orf17R 16873>17916 1044 347 
 

 17186 (c->t)*,  17734 

(c->t)* 

23 23 
 

18007<18465 459 152 
  

24 24 pe38 18609<19733 1125 374 
∆ 318-325, 

K347G, Q354K 

 18639 (g->t),  18660 (t-

>g),  18703 (t->g)*, ∆ 

18748-18771 

(tgtgtcatccactgtgtcatccac),  

18901 (a->g)* 

24-25 
      

 20117 (c->t),  20137 (a-

>t), ∆ 20148-20151 (atta),  

20153-20154 (aa->tt) 

25 25 
 

20187<20327 141 46 
M40T, ∆ 49-54 de 

M, ∆ 19, ∆ 21 

∆ 20182-20186 (tataa),  

20195 (a->g)*,  20208 (a-

>g), ∆ 20271-20273 (ctg), ∆ 

20276-20278 (act),  20318 

(a->t)* 

26 26 
 

20326>20403 78 25 fs 13, ∆ 27-129 

 20623 (a->g), ∆ 20367-

20371 (ctcat),  20383-

20384 (at->tc),  20386-

20387 (at->ta) 

27 27 
 

20324<21850 1527 508 

▼ 407-508, V4A, 

fs 191-196, 

G317A, E323D, 

G392A, E398D, 

fs399 I437D, 

I438D, V439D, ▼ 

454 

(IDDEDEDEDE), 

N465V, N469D, 

I470E, N492Y, 

N493D, fs 497 

 20363 (a->g), ∆ 20367-

20371 (ctcat),   20383-

20384 (at->tc),  20386-

20387 (at->ta),  20451 (a-

>t),  20455 (a->t), ∆ 

20468 (t),  ▼ 

20469(ttcatcatcatcatagtcatca), 

▼ 20361 (t),  20636 (t-

>g),  20655 (c->g),   

20861 (t->g),  20880 (c-

>g), ▼ 21239 (t), ▼ 21240 

(t), ▼ 21256 (a),  21816 

(a->g) 

27-28 
      

 22307 (a->c) 

28 28+29 
 

22711>24081 1371 456 
fs 72-87 , fs 103-

134, fused 

▼ 22902 (t), ▼ 22934 (c ), 

▼ 22944 (c ), ▼ 22992 (g), 

▼ 23012 (t), ▼ 23072 

(ccgc), ∆ 23078 (g), 

29-30 
      

∆ 24492-24508 

(aacattttctacgtaat), ∆ 24536-

24551 (acgtaataaaaatgag), 

30 30 
 

24636>25181 546 181 
 

 24780 (g->a)* 

30-31 
      

 25201 (a->g), ▼ 25215 

(atatatatatat), ▼ 25297 (c ) 

31 31 
 

25325>27118 1794 597 

G323E, L505I, 

H523Q, fs 593, ∆ 

599-601 

 25951 (g->a),  26280 

(g->a),  26590 (g->a),  

26788 (a->g),  26825 (c-

>a),  26881 (c->a),▼ 

27090 (t) 

32 32 
 

27344>28660 1317 438 

∆ 20-27, L63M, 

V242A, V256A, 

M421T 

∆ 27388-27411 

(gagggtttggaggcgctgaatgcg), 

 27541 (c->a),  28079 (t-

>c),  28121 (t->c),  

28293 (c->t),  28616 (t->c) 

33 33 
 

28732<29616 885 294 
 

 28782 (c->t)* 

34 34 
 

29659<30348 690 229 G167A, N130S 
 29860 (c->g),  29971 (t-

>c),  29973 (g->a) 
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ORF 

CpGV-

R1.8  

ORF 

CpGV-M1  
Nom 

Position dans 

CpGV-R1.8 

Taille 

(nt) 

Taille 

(aa) 

Positions et types 

des différences en 

aa 

Positions et types des 

différences en nt 

35 35 pif-3 30242>30817 576 191 ∆ 192-199 
 30441 (c->t)*, ▼ 30184 

(g) 

35-36 
      

▼ 30851 (a) 

36a 36 
 

30994<31158 165 54 fs 36, split ▼ 31060 (a) 

36b 36 
 

30897<31079 183 60 split ▼ 31060 (a), ∆ 30984 (g) 

36-37 
      

∆ 31204 (t) 

37 37 odv-e66 31200<33434 2235 744 ▼ 1-61, fs29-143 

 31342 (a->g); ▼ 33020 

(t); ▼ 33027 (t); ▼ 33037 

(ac);  33037-33038 (ct-

>tg), ▼ 33099 

(ggtggtggagta), ∆ 33156-

33167 (ggtgtaggtgga),  

33184 (g->a),  33212 (t-

>c),  33298 (t->c), ▼ 

33353 (a), 

- 38 
      

39 39 
 

33476>33793 318 105 R71K, N77G 
remp 33691 (g->a), remp 

33708-33709 (aa->gg) 

39-40 
      

▼ 33845 (tattcaat) 

40 40 
 

33854<34183 330 109 
  

41 41 lef-2 34324<34839 516 171 V48A, F97L 
 34462 (t->c),  34610 (c-

>a) 

42 42 orf35RA 34931>35179 249 82 
 

 35166 (c->a)* 

43 43 
 

35570<35226 345 114 
 

 35288 (c->t)* 

44 44 orf36L 35635<36258 624 207 I8L  36233 (t->g) 

45 45 
 

36317<36781 465 154 
  

46 46 mp-nase 36839<38479 1641 546 
▼ 476 (G), E178D, 

V87L 

▼ 37048 (acc),  37717 (a-

>g),  37732 (g->a),  

37939 (c->a),  38214 (c-

>g), 

47 47 p13 38486>39295 810 269 
 

 38946 (a->g)*,  38985 

(t->g)* 

48 48 pif-1 39339>40457 1119 372 
  

49 49 
 

40454<40843 390 129 
  

50 50+51 
 

40779<44081 3303 1100 

fused Y74H, 

V234A, P486S, ▼ 

518 (P), L599F, fs 

724 

 40882 (c->t),  40991 (t-

>c),  41350 (a->g),  

41472 (t->c),  41902 (a-

>g),  42227 (c->t), ∆ 

42323-42325 (ccc),   

42569 (c->t), ▼ 42942 (tg), 

 42943 (g->a), ∆ 42955 

(agg),  42955 (g->a), ▼ 

42985 (a),  43016 (a), ▼ 

43028 (g),  43039 (a->t), 

▼ 43049 (a),  43080 (a), 

▼ 43116 (ac),  43116 (c-

>), ▼ 43147 (g), ▼ 43173 

(g), remp 43195 (g->a),  

43221 (a->g), ∆ 43352 (a), 

 43358 (c->a), ∆ 43477-

43491 (actcaaccaccagtt), ▼ 

43981 (aga), ▼ 43986 (a), ▼ 

44003 (a) 

52a 52 
 

44090<44830 741 246 split 
▼ 44090 (a), ▼ 44727 (t), 

▼ 44768 (t) 

52b 52 
 

43697<44062 366 121 
split, fs 18-101, ▼ 

L27 

▼ 43981 (aga), ▼ 43986 (a), 

▼ 44003 (a), 
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ORF 

CpGV-

R1.8  

ORF 

CpGV-M1  
Nom 

Position dans 

CpGV-R1.8 

Taille 

(nt) 

Taille 

(aa) 

Positions et types 

des différences en 

aa 

Positions et types des 

différences en nt 

53 53 
 

44840>44986 147 48 
  

54 54 ubiquitine 45062<45346 285 94 
  

55 55 
 

45425>46489 1065 354 
fs 269-281, fs 307, 

▼ 327-354 
∆ 46220 (t), ▼ 46257 (t), ▼ 

46335 (g) 

56 56 
 

46496>46705 210 69 
  

57 57 pp31/39K 46782<47507 726 241 A210V, N216D 
 46851 (t->c),  46868 (g-

>a),  47077 (a->c)* 

58 58 lef-11 47458<47862 405 134 
  

59 59 sod 47817<48215 399 132 
  

60 60 p74 48589<50655 2067 688 
 

 49268 (t->c)* 

60-61 
      

∆ 50676 (a),  50777 (a-

>g),  50784 (a->g),  

50818 (a->g) 

61 61 
 

50873<51085 213 70 M24T  51005 (a->g) 

62 62 
 

51057<51566 510 169 
D39Y, ∆ 137-158, 

▼ 162 (VE) 

▼ 51132 (tcaact), ∆ 51143-

51208 

(atccttaactttgtgtggttcatcaactct

gggttcatcaactctgggttcatcaactc

tgggttc),  51502 (c->a), 

63 63 bro 51704>51871 168 55 
 

 51834 (t->c)*,  51840 

(a->g)* 

63-64 
      

▼ 52156 (tattttattta), 

64 64 
 

52595>53287 693 230 
 

 53095 (a->g)* 

65 65 
 

53385<53624 240 79 
  

65-66 
      

 53702 (t->g) 

66 66 ptp-2 53779>54018 240 79 L36M, fs 50 
 53923 (c->a), ∆ 53967-

53971 (atttg) 

67 67 
 

54070<54333 264 87 
  

68 68 p47 54305>55687 1383 460 Y24H, V346M 
 54399 (c->t),  54418 (t-

>c),  55384 (g->a) 

69 69 
 

55726>56388 663 220 
  

69-70 
      

∆ 56489 (a) 

70 70 
 

56461<57036 576 191 

L20I, ▼ S 26, 

V39D, ▼ 40 

(EYQSE), ▼ 47 

(YQSEDEHYE), ∆ 

81 

 56620 (g->a); ∆ 56818-

56820 (tga); ∆ 56861-56878 

(tcggatacatcagagtac), ▼ 

56920 

(ttcatagtgttcatcctctgattggta), 

 56944 (a->g), ▼ 56945 

(tctgattggtat),  56948 (a-

>t), ▼ 56983 (act),  57003 

(g->t), 

70-71 
      

∆ 57089-57096 (aataaatc) 

71 71 p24capside 57098>57709 612 203 
  

71-72 
      

 57764 (a->g) 

72 72 
 

57748<58092 345 114 
  

72-73 
      

▼ 58289 (ata) 

73 73 38.7kd 58286<58882 597 198 C19W, S72A, I98V 
 58620 (t->c),  58698 (a-

>c),  58855 (a->c) 

74 74 lef-1 58863<59570 708 235 N28K  59516 (a->c) 

75 75 pif-2 59696>61312 1617 538 
 

 61026 (t->c)* 

76 76 
 

61471<62151 681 226 ▼ 196-227 
▼ 61547 (c ), ▼ 61590 (ct ), 

 61590 (t->c) 
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ORF 

CpGV-

R1.8  

ORF 

CpGV-M1  
Nom 

Position dans 

CpGV-R1.8 

Taille 

(nt) 

Taille 

(aa) 

Positions et types 

des différences en 

aa 

Positions et types des 

différences en nt 

77 77 
 

62219<62530 312 103 
  

78 78 
 

62539<62766 228 75 
  

79 79 
 

62790>63260 471 156 
  

80 80 lef-6 63257<63562 306 101 
 

 63523 (c->t)* 

81 81 dbp 63641<64513 873 290 
 

 63679 (a->g)*,  63943 

(a->c)* 

82a 82 
 

64721<65413 693 231 split ▼ 64829 (g) 

82b 82 
 

64540<64797 258 85 split 
 

83 83 p45 65303>66622 1320 439 
Y4C, G20C, fs 53-

55, I284M 

 65338 (a->g),  65385 

(g->t), ▼ 65485 (a),  

65489 (t->g), ∆ 65492 (g), 

 65571 (t->c),  65690 (t-

>c),  66179 (a->g), 

84 84 p12 66654>66983 330 109 
  

84-85 
      

 67013 (c->t) 

85 85 bv/odv-c42 67042>68184 1143 380 
 

 67147 (g->a)*,  67867 

(a->g)* 

86 86 p6.9 68216>68365 150 49 
  

87 87 lef-5 68466<69194 729 242 fs 88-91 

 68839 (g->a), ▼ 68949 

(t), ∆ 68958 (c ),  69004 

(a->c),  69016 (t->c) 

88 88 38K 69018>70049 1032 343 
 

 69312 (t->g)* 

89 89 
 

70217<70702 486 161 S137P  70319 (a->g) 

90 90 hélicase 70686>74081 3396 1131 
 

 71160 (c->t);  71310 (a-

>g);  71328 (g->a);  

71388 (c->a);  71499 (c-

>t);  71550 (c->t);  

72594 (c->a);  72633 (t-

>c);  72792 (t->c) 

91 91 odv-e25 74193<74834 642 213 
 

 74449 (t->c)* 

91-92 
      

 74907 (a->g) 

92 92 
 

74924<75409 486 161 I111M 

 75102 (a->c);  75165 

(c->t)*;  75186 (t->c)*;  

75381 (g->a)* 

93 93 
 

75473>76228 756 251 V145M 

 75590 (g->a)*;  75614 

(g->a)*;  75623 (g->t)*;  

75930 (g->a);  76190 (a-

>g)* 

93-94 
      

 76265 (t->g) 

94 94 iap 76272<76003 684 227 ∆1-25, T9G 
 76955 (t->c),  77026 (c-

>t) 

95 95 lef-4 77008<78450 1443 480 N272S 
 77477 (t->c)*,  77661 

(t->c) 

96 96 vp39capside 78522>79379 858 285 D90S 

 78639 (c->t)*,  78711 

(g->a)*,  78814-78815 (ga-

>ag) 

96-97 
      

 79464(a->g) 

97 97 odv-ec27 79521>80387 867 288 
  

97-98 
      

 80447 (a->g),  80595 (t-

>c) 

98 98 ptp-2 80701>81186 486 161 
  

98-99 
      

 81287 (t->c) 

99 99 
 

81277<82461 1185 394 A116V  82140 (g->a) 
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ORF 

CpGV-

R1.8  

ORF 

CpGV-M1  
Nom 

Position dans 

CpGV-R1.8 

Taille 

(nt) 

Taille 

(aa) 

Positions et types 

des différences en 

aa 

Positions et types des 

différences en nt 

99-100 
      

 82509 (g->t) 

100 100 
 

82493>82819 327 108 
  

100-101 
      

 82847 (t->g) 

101 101 vp91capside 82854<84851 1998 665 S518N 

 82975 (g->a)*;  83002 

(a->c)*  83230 (t->c)*;  

83324 (c->t) 

102 102 tip20 84832>85482 651 216 
  

103 103 
 

85457>86032 576 191 
  

104 104 gp41 86058>86927 870 289 
 

 86781 (c->g)* 

105 105 
 

87007>87267 261 86 ∆ 1-25 ▼ 87004 (a) 

106 106 vlf-1 87224>88360 1137 378 
  

107 107 
 

88456>88710 255 84 
  

107-108 
      

 88835 (g->c) 

108 108 
 

88822>89268 447 148 
  

109 109 
 

89363<89950 588 195 ▼ 10-14 ▼ 89937 (acaggatttttc) 

109-110 
      

∆ 90054-90067 

(aaaaaaaatcaaag),  90139 

(t->c) 

110 110 
 

90267<90674 408 135 
  

111 111 dnapol 90794<93949 3156 1051 
  

112 112 desmoplakine 93891>96047 2157 718 
  

113 113 lef-3 96258<97319 1062 353 
  

114 114 
 

97288>97668 381 126 
  

115 115 
 

97790>98296 507 168 
  

116 116 iap-5 98478>99305 828 275 
  

117 117 lef-9 99280>100779 1500 499 
 

 99629 (g->a)* 

118 118 fp25K 100815>101300 486 161 
  

119 119 
 

101413>101901 489 162 A77V 
 101668 (c->t),  101840 

(t->c)* 

119-120 
      

∆ 101944-101962 

(aatactttttaattaacta) 

120 120 dna-ligase 101933<103645 1713 570 
 

 102254 (a->g)*,  

103274 (g->a)*,  103322 

(g->t)*,  103565 (a->g)* 

120-121 
      

 103768 (t->c),  103910 

(t->a),  103974 (c->t) 

121 121 
 

103945>104160 216 71 
  

122 122 
 

104254>104454 201 66 V46I  104434 (g->a) 

123 123 fgf 104544<105746 1203 400 
 

 105624 (t->c)* 

123-124 
      

∆ 105810 (t),  105835 (a-

>c) 

124 124 
 

105899>106198 300 99 
  

125 125 alk-exo 106361>107557 1197 398 K91R ,H352N 

 106107 (t->c)*,  
106678 (a->g),  107460 (c-

>a) 

126 126 hélicase-2 107481>108854 1374 457 
  

127 127 rr1 108943<110817 1875 624 Y542F 
 109239 (t->a),  109904 

(a->g)*,  110258 (g->a)* 

128 128 rr2a 110945>112033 1089 362 E349K  111875 (a->g)*,  
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ORF 

CpGV-

R1.8  

ORF 

CpGV-M1  
Nom 

Position dans 

CpGV-R1.8 

Taille 

(nt) 

Taille 

(aa) 

Positions et types 

des différences en 

aa 

Positions et types des 

différences en nt 

112035 (g->a) 

129 129+130 
 

112066<113046 981 326 fs 131, fused ▼ 112699 (g) 

131 131 lef-8 113124<115745 2622 873 Q738E 
 113579 (g->c),  114822 

(g->a)* 

131-132 
      

∆ 115802 (g),  115803 (g-

>a) 

132 132 
 

115832>116227 396 131 T25N 
 115913 (t->c)*,  

115951 (c->a), ∆ 116273 (g) 

133 133 
 

116289<116477 189 62 
  

134 134 
 

116467>116868 402 133 
 

 116576 (g->a)* 

135 135 
 

116937<118067 1131 376 
D281N, ▼ 355-

377 
▼ 117093 (t),  117273 (c-

>t) 

136 136 
 

118073<118294 222 73 
  

137 137 lef-10 118245>118514 270 89 
  

138 138 vp1054 118372>119370 999 332 V233I  119114 (g->a) 

139 139 
 

119260<119580 321 106 D45G  119493 (t->c) 

140 140 
 

119681>120724 1044 347 
D263E, N294D, 

T331A 

 120080 (a->g)*;  

120515 (t->g);  120606 (a-

>g);  120717 (a->g);  

120728 (t->a)* 

140-141 
      

∆ 120789-120815 

(tattatttagtattgtattgtatattt), ▼ 

120836 (aa), 

141 141 egt 120782<122236 1455 484 A281G, K285R 

 121048 (t->c)*;  

121075 (g->a)*;  121454 

(t->c);  121466 (g->c) 

142 142 
 

122254>122457 204 67 
  

143 143 me53 122430>123341 912 303 
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Figure 5.4. Analyse en Dot plot du génome complet de CpGV-M et CpGV-R1.8. Un zoom a été 

pratiqué sur les zones les moins semblables. 

 

2.1.5. Séquençage complet du génome de CpGV-R5 

CpGV-R5 correspond au 16
ème

 passage successif de l’isolat NPP-R1 sur insectes résistants 

RGV. Le génome de CpGV-R5 a été estimé à 123 136 pb et est composé de 142 ORF. Le ratio 

en G/C est de 44,9%. Toutes les différences trouvées en comparant les séquences de CpGV-M 

et CpGV-M1 (Luque et al., 2001) sont retrouvées pour CpGV-R5. Au niveau des différences 

en aa, 56 ORF présentent des modifications absentes sur CpGV-M ce qui est beaucoup plus 

important que pour CpGV-E2 et CpGV-I12 et beaucoup plus proche de CpGV-R1.8. 

Quarante-cinq de ces ORF modifiées sont identiques à CpGV-R1.8. Les seules qui diffèrent 

de CpGV-R1.8 sont les ORF 27, 32, 72, 76, 82b, 94, 106, 108 et 111 ainsi que les ORF 25 et 

26 qui ont complètement disparu. En plus de ces deux ORF, l’ORF 38 n’est plus présente 

comme dans tous les autres génomes séquencés ici. Toutes ces différences sont présentées 

dans le tableau 5.5. Seules les ORF différentes de CpGV-R1.8 seront ici traitées, les autres 

ayant déjà été décrites dans le paragraphe précédent. 

Les ORF 27 et 32 sont plus longues que celles de CpGV-M et CpGV-M1 alors que les ORF 

72 et 94 sont plus courtes. Les ORF 25 et 26 ont, quant à elles, complètement disparu du fait 

d’une importante délétion de 37 nt (20 455 à 20 492) supprimant le codon start des deux ORF. 
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Des différences d’un ou plusieurs nt provoquent de simples changement d’aa ou un 

changement de cadre pour les ORF 27, 72, 76, 82b, 94, 106, 108 et 111.  Au total,  la 

similarité du génome de CpGV-R5 par rapport à celui de CpGV-M est de 98,9%. La figure 

5.5 illustre cette similarité. 

Les modifications majeures constatées ici sont identiques à celles observées sur CpGV-R1.8. 

La structure du gène pe38 est, elle aussi, identique à CpGV-R1.8 (Tableau 5.4 et 5.5). 

 

Tableau 5.5. Positions et orientations des 142 ORF prédites pour CpGV-R5. Les ORF sont 

numérotées en fonction des ORF annotées de CpGV-M1 (Luque et al., 2001). Les ORF différentes des 

ORF prédites pour CpGV-M1 en termes de taille et de séquence d’amino acides sont écrites en rouge. 

Les différences réelles par rapport à CpGV-M sont écrites en bleu. Les différences sont signalées 

comme suit : fs = changement de cadre, ∆ = délétion, ▼ = insertion,  remplacement de nt(s) par 

d’autre(s), * = modification de nt sans conséquence et par les indications de modifications. 

 

ORF 

CpGV-R5  

ORF 

CpGV-M1  
Nom 

Position dans 

CpGV-R5 

Taille 

(nt) 

Taille 

(aa) 

Position et type des  

differences en aa 

Position et type des 

differences en nt 

1 1 granuline 1>747 747 248 
 

 246 (c->t)*,  249 (a-

>c)*, 564 (t->c)*,  603 

(g->a)* 

2 2 
 

749<1276 528 175 ▼ 114 G ▼ 924 (cca) 

3 3 pk-1 1257>2096 840 279 R9C, fs 161-180 
 1278 (c->t), ∆ 1736 (c ), 

 1748 (a->g), ▼ 1792 (t) 

3-4 
      

∆ 2135 (a) 

4 4 
 

2175<2741 567 188 
  

5 5 
 

2731>2973 243 80 
  

6 6 
 

3124>3327 204 67 
▼ 25-35, fs 51-58, 

∆ 59-72 

▼ 3697 

(acaagtttaatgtactacaaattttac), 

∆ 3271 (t),  3288 (g->a), 

 3293 (t->a) 

7 7 ie-1 3420<4886 1467 488 E367D 
 3602 (t->c)*,  3758 (c-

>a), remp 3802 (g->a)* 

7-8 
      

 4928 (g->a),  4953 (a-

>t) 

8 8 
 

4992>5570 579 192 
  

9 9 
 

5610<5915 306 101 
  

9-10 
      

∆ 5987 (a) 

10 10 chitinase 6055<7839 1785 594 E473D, M555L 
 6150 (t->g),  6394 (c-

>g),  6478 (c->t)* 

11 11 cathepsine 7962>8963 1002 333 S231C  8626-8627 (cg->gc) 

12 12 
 

9043>9276 234 77 
  

12-13 
      

∆ 9255 (g) 

13 13 gp37 9346<10101 756 251 
  



123 
 

ORF 

CpGV-R5  

ORF 

CpGV-M1  
Nom 

Position dans 

CpGV-R5 

Taille 

(nt) 

Taille 

(aa) 

Position et type des  

differences en aa 

Position et type des 

differences en nt 

13-14 
      

▼ 10113 

(ttaaacaacacaaattaaacaacacaa

attaaacaacacaaattaaacaacacaa

a) 

14 14 odv-e18 10230<10484 255 84 
  

15 15 p49 10485<11858 1374 457 D30V 
 10834 (g->a)*,  10931 

(a->g)*,  11688 (t->a) 

15-16 
      

▼ 12066 (catggttttaatgtacg), 

 12080 (a->g),  12118 

(a->t), ▼ 12140 (c ) 

16 16 
 

12246<12836 630 209 ▼ 1-13 ▼ 12752 (t),  12615 (g->t) 

17 17 iap-3 12967>13794 828 275 A61V, V166A 
 13048 (c->t),  13363 (t-

>c) 

18 18 odv-e56 13832<14899 1068 355 
 

 14263 (t->c)* 

18-19 
      

 15020 (a->g),  15154 

(g->c) 

19 19 
 

15273>15500 228 75 
  

20 20 orf16L 15560<16258 699 232 
G102A, H103Q, 

A142T, ∆ 166-168 

∆ 15665-15673 (ttgggataa), 

 15744 (c->t),  15859 (c-

>a),  15863 (c->g) 

21 21 orf17L 16527<16706 180 59 
  

22 22 orf17R 16924>17967 1044 347 
 

 17186 (c->t),  17734 (c-

>t) 

23 23 
 

18058>18516 459 152 
  

24 24 pe38 18660<19784 1125 374 
∆ 318-325, 

K347G, Q354K 

 18639 (g->t),  18660 (t-

>g),  18703 (t->g)*, ∆ 

18748-18771 

(tgtgtcatccactgtgtcatccac),  

18901 (a->g)* 

24-25 
      

 20117 (c->t),  20137 (a-

>t), ∆ 20148-20151 (atta),  

20153-20154 (aa->tt) 

- 25 
      

- 26 
      

27 27 
 

20369<21643 1275 424 

V4A, fs 191-197,∆ 

364-438, ▼ 453, ∆ 

489-501 

∆ 20327-20364 

(ggtcatgtatgtagtggttcagacagaa

tatacactat),  20451 (a->t), 

 20455 (a->t), ∆ 20468 (t), 

▼ 20468 

(cttcatcttcatcttcatcttcatcatcaat

), ∆ 20515-20738 

(tcatcatcatcatcgacctcattaatcat

ctcccggtccacggtcgtgtcatgttcct

cagccttgttggttgtaaggtcactccgc

tcaaacaccatcagaatgttgcgcagct

gtgtttttcatcctcttgtattatgcctttttc

aaacaaaaagcactcagggtcatgtttg

tagtggttcagacagaatatacactgtg

gcccttcatcatcatcatag), ▼ 

21239 (t), ▼ 21240 (t), ▼ 

21256 (a),  21816 (a->g) 

27-28 
      

 22307 (a->c) 

28 28+29 
 

22504>23874 1371 456 
fs 72-87 , fs 103-

134, fused 

▼ 22902 (t), ▼ 22934 (c ), 

▼ 22944 (c ), ▼ 22992 (g), 

▼ 23012 (t), ▼ 23072 

(ccgc), ∆ 23078 (g), 

29-30 
      

 24416 (c->t), ∆ 24492-

24508 (aacattttctacgtaat), ∆ 

24536-24551 

(acgtaataaaaatgag), 

30 30 
 

24429<24974 546 181 
 

 24780 (g->a) 

30-31 
      

 25201 (a->g), ▼ 25215 
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ORF 

CpGV-R5  

ORF 

CpGV-M1  
Nom 

Position dans 

CpGV-R5 

Taille 

(nt) 

Taille 

(aa) 

Position et type des  

differences en aa 

Position et type des 

differences en nt 

(atatatatatat), ▼ 25297 (c ) 

31 31 protéine-F 25118<26911 1794 597 

G323E, L505I, 

H523Q, fs 593, ∆ 

599-601 

 25951 (g->a),  26280 

(g->a),  26590 (g->a),  

26788 (a->g),  26825 (c-

>a),  26881 (c->a),▼ 

27090 (t) 

32 32 
 

27137>28480 1344 447 
∆ 20-27, L63M, ▼ 

120 (9aa), V242A, 

V256A, M421T 

∆ 27388-27411 

(gagggtttggaggcgctgaatgcg), 

remp 27541 (c->a), ▼ 27689 

(AAACTGAAGAAGAAAT

ACAGCAAAATC),  

28079 (t->c),  28121 (t-

>c),  28293 (c->t),  
28616 (t->c) 

33 33 
 

28552<29436 885 294 
 

 28782 (c->t) 

34 34 
 

29479<30168 690 229 G167A, N130S 
 29860 (c->g),  29971 (t-

>c),  29973 (g->a) 

35 35 pif-3 30062>30637 576 191 ∆ 192-199 
 30441 (c->t)*, ▼ 30184 

(g) 

36a 36 
 

30813<30977 165 54 fs 36, split ▼ 31060 (a) 

36b 36 
 

30716<30898 183 60 split ▼ 31060 (a), ∆ 30984 (g) 

36-37 
      

∆ 31204 (t) 

37 37 odv-e66 31019<33253 2235 744 ▼ 1-61, fs29-143 

 31342 (a->g); ▼ 33020 

(t); ▼ 33027 (t); ▼ 33037 

(ac);  33037-33038 (ct-

>tg), ▼ 33099 

(ggtggtggagta), ∆ 33156-

33167 (ggtgtaggtgga),  

33184 (g->a),  33212 (t-

>c),  33298 (t->c), ▼ 

33353 (a), 

- 38 
      

39 39 
 

33476>33793 318 105 R71K, N77G 
 33691 (g->a),  33708-

33709 (aa->gg) 

39-40 
      

▼ 33845 (tattcaat) 

40 40 
 

33673<34002 330 109 
  

41 41 lef-2 34143>34658 516 171 V48A, F97L 
 34462 (t->c),  34610 (c-

>a) 

42 42 orf35RA 34750>34998 249 82 
 

 35166 (c->a) 

43 43 
 

35045<35389 345 114 
 

 35288 (c->t) 

44 44 orf36L 35454<36077 624 207 I8L  36233 (t->g) 

45 45 
 

36136<36600 465 154 
  

46 46 mp-nase 36658<38298 1641 546 
▼ 476 (G), E178D, 

V87L 

▼ 37048 (acc),  37717 (a-

>g),  37732 (g->a),  

37939 (c->a),  38214 (c-

>g), 

47 47 p13 38305>39114 810 269 V212I 

 38946 (a->g)*,  38985 

(t->g)*,  39030 (c->t)*,  

39081 (a->g)*,  39112 (g-

>a), 

48 48 pif-1 39158>40276 1119 372 
  

49 49 
 

40273<40662 390 129 
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ORF 

CpGV-R5  

ORF 

CpGV-M1  
Nom 

Position dans 

CpGV-R5 

Taille 

(nt) 

Taille 

(aa) 

Position et type des  

differences en aa 

Position et type des 

differences en nt 

50 50+51 
 

40598>43900 3303 1100 

fused Y74H, 

V234A, P486S, ▼ 

518 (P), L599F, fs 

724 

 40882 (c->t),  40991 (t-

>c),  41350 (a->g),  

41472 (t->c),  41902 (a-

>g),  42227 (c->t), ∆ 

42323-42325 (ccc), remp 

42569 (c->t), ▼ 42942 (tg), 

 42943 (g->a), ∆ 42955 

(agg),  42955 (g->a), ▼ 

42985 (a), remp 43016 (a), 

▼ 43028 (g),  43039 (a-

>t), ▼ 43049 (a),  43080 

(a), ▼ 43116 (ac),  43116 

(c->), ▼ 43147 (g), ▼ 43173 

(g),  43195 (g->a),  

43221 (a->g), ∆ 43352 (a), 

 43358 (c->a), ∆ 43477-

43491 (actcaaccaccagtt), ▼ 

43981 (aga), ▼ 43986 (a), ▼ 

44003 (a) 

52a 52 
 

43909<44649 741 246 split 
▼ 44090 (a), ▼ 44727 (t), 

▼ 44768 (t) 

52b 52 
 

43516<43881 366 121 
split, fs 18-101, ▼ 

L27 

▼ 43981 (aga), ▼ 43986 (a), 

▼ 44003 (a), 

53 23 
 

44659>44805 147 48 
  

54 54 ubiquitine 44881<45165 285 94 
  

55 55 
 

45244>46308 1065 354 
fs 269-281, fs 307, 

▼ 327-354 
∆ 46220 (t), ▼ 46257 (t), ▼ 

46335 (g) 

56 56 
 

46315>46524 210 69 
  

57 57 pp31/39K 46601<47326 726 241 A210V, N216D 
 46851 (t->c),  46868 (g-

>a),  47077 (a->c)* 

58 58 lef-11 47681<47277 405 134 
  

59 59 sod 47636<48034 399 132 
  

60 60 p74 48408<50474 2067 688 
 

 49268 (t->c) 

60-61 
      

∆ 50676 (a),  50777 (a-

>g),  50784 (a->g),  

50818 (a->g) 

61 61 
 

50692<50904 213 70 M24T  51005 (a->g) 

62 62 
 

50876<51385 510 169 
D39Y, ∆ 137-158, 

▼ 162 (VE) 

▼ 51132 (tcaact), ∆ 51143-

51208 

(atccttaactttgtgtggttcatcaactct

gggttcatcaactctgggttcatcaactc

tgggttc),  51502 (c->a), 

63 63 bro 51523>51690 168 55 
 

 51834 (t->c),  51840 (a-

>g) 

63-64 
      

▼ 51992 

(atagcgacctcaccgaaataccgtgc

gcaaggtatttacgtgatcgggtgtagta

gaaatatcgctaaaacactacacctgttg

aattacgctagatcgcctgcagacaagc

tggactacgtgttcgtatccatcgatatg

ggcaaccataaggcgactatatgcgaa

aagatgtattgcaatcgctggagtccact

accactagagtgacg), ▼ 52156 

(tattttattta) 

64 64 
 

52626>53318 693 230 
 

 53095 (a->g) 

65 65 
 

53416<53655 240 79 
  

65-66 
      

 53702 (t->g) 

66 66 ptp-2 53810>54049 240 79 L36M, fs 50 
 53923 (c->a), ∆ 53967-

53971 (atttg) 



126 
 

ORF 

CpGV-R5  

ORF 

CpGV-M1  
Nom 

Position dans 

CpGV-R5 

Taille 

(nt) 

Taille 

(aa) 

Position et type des  

differences en aa 

Position et type des 

differences en nt 

67 67 
 

54101<54364 264 87 
  

68 68 p47 54336>55718 1383 460 Y24H, V346M 
 54399 (c->t),  54418 (t-

>c),  55384 (g->a) 

69 69 
 

55757>56419 663 220 
  

69-70 
      

∆ 56489 (a) 

70 70 
 

56492<57067 576 191 

L20I, ▼ S 26, 

V39D, ▼ 40 

(EYQSE), ▼ 47 

(YQSEDEHYE), ∆ 
81 

 56620 (g->a); ∆ 56818-

56820 (tga); ∆ 56861-56878 

(tcggatacatcagagtac), ▼ 

56920 

(ttcatagtgttcatcctctgattggta), 

 56944 (a->g), ▼ 56945 

(tctgattggtat),  56948 (a-

>t), ▼ 56983 (act),  57003 

(g->t), 

70-71 
      

∆ 57089-57096 (aataaatc) 

71 71 p24capside 57129>57740 612 203 
  

71-72 
      

 57764 (a->g) 

72 72 
 

57868<57975 108 35 fs 21, ∆ 35-114 

∆ 57914-58061 

(atgagttaacaaaatactttatcctaaca

aaattgtgattaccgtcccagtacagtcg

ctctttggacatcatcttcctataaatctcc

agttcaatcatcaaatacacatactggta

gtatctagccgttatcggatcattggtca

c) 

NC 72-73 
      

▼ 58289 (ata) 

73 73 38.7kd 58169<58765 597 198 C19W, S72A, I98V 
 58620 (t->c),  58698 (a-

>c),  58855 (a->c) 

74 74 lef-1 58746<59453 708 235 N28K  59516 (a->c) 

75 75 pif-2 61195<59579 1617 538 
  

76 76 
 

61354<62034 681 226 D85E, ▼ 196-227 

▼ 61547 (c ), ▼ 61590 (ct ), 

 61590 (t->c),  61923 (a-

>c) 

77 77 
 

62102<62413 312 103 
  

78 78 
 

62422<62649 228 75 
  

79 79 
 

62673<63143 471 156 
  

80 80 lef-6 63140<63445 306 101 
 

 63523 (c->t) 

81 81 dbp 63524<64396 873 290 
 

 63679 (a->g),  63943 

(a->c) 

82a 82 
 

64604<65296 693 230 split ▼ 64829 (g) 

82b 82 
 

64423<64680 258 85 
∆ 1-16, G18T, 

Y34T, A149S, split 

 65338 (a->g),  65385 

(g->t) 

83 83 p45 65186>66505 1320 439 
Y4C, G20C, fs 53-

55, I284M 

 65338 (a->g),  65385 

(g->t), ▼ 65485 (a),  

65489 (t->g), ∆ 65492 (g), 

 65571 (t->c),  65690 (t-

>c),  66179 (a->g), 

84 84 p12 66537>66866 330 109 
  

84-85 
      

 67013 (c->t) 

85 85 bv/odv-c42 66925<68065 1143 380 
 

 67147 (g->a),  67867 

(a->g) 

86 86 p6.9 68099>68248 150 49 
  

87 87 lef-5 68349<69077 729 242 fs 88-91 

 68839 (g->a), ▼ 68949 

(t), ∆ 68958 (c ), remp 69004 

(a->c),  69016 (t->c) 
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ORF 

CpGV-R5  

ORF 

CpGV-M1  
Nom 

Position dans 

CpGV-R5 

Taille 

(nt) 

Taille 

(aa) 

Position et type des  

differences en aa 

Position et type des 

differences en nt 

88 88 38K 68901>69932 1032 343 
 

 69312 (t->g) 

89 89 
 

70100<70585 486 161 S137P  70319 (a->g) 

90 90 hélicase 70569>73964 3396 1131 
 

 71160 (c->t);  71310 (a-

>g);  71328 (g->a);  

71388 (c->a);  71499 (c-

>t);  71550 (c->t);  

72594 (c->a);  72633 (t-

>c);  72792 (t->c) 

91 91 odv-e25 74076<74717 642 213 
 

 74449 (t->c)* 

91-92 
      

 74907 (a->g) 

92 92 
 

74807<75292 486 161 I111M 

 75102 (a->c);  75165 

(c->t)*;  75186 (t->c)*;  

75381 (g->a)* 

93 93 
 

75356>76111 756 251 V145M 

 75590 (g->a)*;  75614 

(g->a)*;  75623 (g->t)*;  

75930 (g->a);  76190 (a-

>g)* 

93-94 
      

 76265 (t->g) 

94 94 iap 76381<76662 282 93 
∆1-25, T9G, ∆ 

107-166 +fs 

∆ 76532-76707 

(ggctgcgtttcattaacaacactcttgat

aaactcatcacttttcttcataaccacaaa

ttgacaccccatgttggcttcaatatgcct

tcgccacggatcatcgcccaccctcca

atcacaaatcgactcaccgcaacaaaa

acactcaacttgatctccccgtccactgt

aaca),  76955 (t->c),  

77026 (c->t) 

95 95 lef-4 76715<78157 1443 480 N272S 
 77477 (t->c)*,  77661 

(t->c) 

96 96 vp39capside 78229>79086 858 285 D90S 

 78639 (c->t)*,  78711 

(g->a)*,  78814-78815 (ga-

>ag) 

96-97 
      

 79464(a->g) 

97 97 odv-ec27 79228>80094 867 288 
  

NC 97-98 
      

 80447 (a->g),  80595 (t-

>c) 

98 98 ptp-2 80408>80893 486 161 
  

98-99 
      

 81287 (t->c) 

99 99 
 

80984<82168 1185 394 A116V  82140 (g->a) 

99-100 
      

 82509 (g->t) 

100 100 
 

82200>82526 327 108 
  

100-101 
      

 82847 (t->g) 

101 101 vp91capside 82561<84558 1998 665 S518N 

 82975 (g->a)*;  83002 

(a->c)*  83230 (t->c)*;  

83324 (c->t) 

102 102 tip20 84539>85189 651 216 
  

103 103 
 

85164>85739 576 191 
  

104 104 gp41 85765>86634 870 289 
 

 86781 (c->g) 

105 105 
 

86714>86974 261 86 ∆ 1-25 ▼ 87004 (a) 

106 106 vlf-1 86931>88067 1137 378 D160E 

 87589 (a->g)*,  87605 

(t->c)*,  87727 (t->g),  

87267 (c->t)* 

107 107 
 

88163>88417 255 84 
  

107-108 
      

 88835 (g->c) 

108 108 
 

88529>88975 447 148 V101A  89147 (t->c) 

109 109 
 

89070<89657 588 195 ▼ 10-14 ▼ 89937 (acaggatttttc) 
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ORF 

CpGV-R5  

ORF 

CpGV-M1  
Nom 

Position dans 

CpGV-R5 

Taille 

(nt) 

Taille 

(aa) 

Position et type des  

differences en aa 

Position et type des 

differences en nt 

109-110 
      

∆ 90054-90067 

(aaaaaaaatcaaag),  90139 

(t->c) 

110 110 
 

89974<90381 408 135 
  

111 111 dnapol 90501<93656 3156 1051 A824T 

 91255 (a->g)*,  91506 

(c->t),  93103 (a->g)*,  

93442 (a->g)* 

112 112 desmoplakine 93598>95754 2157 718 
  

113 113 lef-3 95965<97026 1062 353 
  

114 114 
 

96995>97375 381 126 
  

115 115 
 

97497>98223 507 168 
  

116 116 iap-5 98185>99012 828 275 
  

117 117 lef-9 98987>100486 1500 499 
 

 99629 (g->a) 

118 118 fp25K 100522>101007 486 161 
  

119 119 
 

101120>101608 489 162 A77V 
101668 (c->t),  101840 

(t->c)* 

119-120 
      

∆ 101944-101962 

(aatactttttaattaacta) 

120 120 dna-ligase 101640<103352 1713 570 
 

 102254 (a->g),  103274 

(g->a),  103322 (g->t),  

103565 (a->g) 

120-121 
      

 103768 (t->c),  103910 

(t->a),  103974 (c->t) 

121 121 
 

103652>103867 216 71 
  

122 122 
 

103961>104161 201 66 V46I  104434 (g->a) 

123 123 fgf 104251<105453 1203 400 
 

 105624 (t->c) 

123-124 
      

∆ 105810 (t),  105835 (a-

>c) 

124 124 
 

105606>105905 300 99 
  

125 125 alk-exo 106068>107264 1197 398 K91R ,H352N 

 106107 (t->c)*,  

106678 (a->g),  107460 (c-

>a) 

126 126 hélicase-2 107188>108561 1374 457 
  

127 127 rr1 108650<110524 1875 624 Y542F 
 109239 (t->a),  109904 

(a->g)*,  110258 (g->a)* 

128 128 rr2a 110652>111740 1089 362 E349K 
 111875 (a->g)*,  

112035 (g->a) 

129 129+130 
 

111773<112753 981 326 fs 131, fused ▼ 112699 (g) 

131 131 lef-8 112831<115452 2622 873 Q738E 
 113579 (g->c),  114822 

(g->a)* 

131-132 
      

∆ 115802 (g),  115803 (g-

>a) 

132 132 
 

115539>115934 396 131 T25N 
115913 (t->c)*,  115951 

(c->a), ∆ 116273 (g) 

133 133 
 

115996<116184 189 62 
  

134 134 
 

116174>116575 402 133 
 

 116576 (g->a) 

135 135 
 

116644<117774 1131 376 
D281N, ▼ 355-

377 
▼ 117093 (t),  117273 (c-

>t) 

136 136 
 

117780<118001 222 73 
  

137 137 lef-10 117952>118221 270 89 
  

138 138 vp1054 118079>119077 999 332 V233I  119114 (g->a) 

139 139 
 

118967<119287 321 106 D45G  119493 (t->c) 
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ORF 

CpGV-R5  

ORF 

CpGV-M1  
Nom 

Position dans 

CpGV-R5 

Taille 

(nt) 

Taille 

(aa) 

Position et type des  

differences en aa 

Position et type des 

differences en nt 

140 140 
 

119388>120431 1044 347 
D263E, N294D, 

T331A 

 120080 (a->g)*;  

120515 (t->g);  120606 (a-

>g);  120717 (a->g);  

120728 (t->a)* 

140-141 
      

∆ 120789-120815 

(tattatttagtattgtattgtatattt), ▼ 

120836 (aa), 

141 141 egt 120489<121943 1455 484 A281G, K285R 

 121048 (t->c)*;  

121075 (g->a)*;  121454 

(t->c);  121466 (g->c);  

122149 (a->g)* 

142 142 
 

121961>122164 204 67 
  

143 143 me53 122137>123048 912 303 
  

 

 

 

 

Figure 5.5. Analyse en dot plot du génome complet de CpGV-M et CpGV-R5. Un zoom a été pratiqué 

sur les zones les moins semblables. 

 

2.2. Analyse des gènes à sélection positive 

L’analyse des gènes positivement sélectionnés a été effectuée par le Dr Léopoldo Palma de 

l’université de Pampelune (Espagne). Une première analyse de la sélection agissant sur 

chaque ORF a été effectuée en utilisant une méthode par inférence bayésienne sur le serveur 

Selecton. Cette étude a révélé plusieurs gènes positivement sélectionnés : les ORF 3, 6, 51, 
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62, 83 et 87. Cette analyse pouvant détecter des faux positifs, de nouvelles études utilisant la 

méthode du maximum de vraisemblance ont été effectuées avec les logiciels Paml4 et HyPhy. 

L’ensemble de ces trois études révèle la sélection positive de 4 gènes : l’ORF 3 codant pour le 

gène pk-1, l’ORF 6 codant pour un gène inconnu, l’ORF 83 codant pour le gène p45 et l’ORF 

87 codant pour le gène lef-5.  

 

3. Discussion 

L’analyse de la séquence obtenue avec notre isolat CpGV-M a révélé des différences avec la 

séquence de CpGV-M1 publiée par Luque et al. (2001). Ces différences sont 

vraisemblablement des erreurs de séquençages car elles sont aussi retrouvées sur les 4 autres 

génomes séquencés. Il apparait donc que les ORF 28 et 29 n’en forment, en réalité, qu’une 

seule. Il en est de même pour les ORF 50 et 51 ainsi que pour les ORF 129 et 130. Il apparait 

aussi que les ORF 36, 52 et 82 sont scindées en deux parties. 

L’isolat CpGV-I12 est celui ayant le plus grand génome avec 123 516 pb alors que CpGV-R5 

est celui possédant le plus petit génome avec 123 136 pb. Malgré des différences entre 

certains génomes, il existe une très grande conservation, la plus faible ressemblance étant 

entre CpGV-M et CpGV-R5 avec une similarité de 98,6%. 

Très peu de différences sont observées entre les génomes de CpGV-M et CpGV-E2, excepté 

pour les ORF 26 et 27 présentant de fortes modifications. Malgré la proximité du génome de 

CpGV-M avec celui de CpGV-E2, ce dernier semble être capable de contrôler les populations 

de carpocapses résistants à CpGV-M. Cependant nous n’observons pas la modification de 24 

pb sur le gène pe38 énoncée par Gebhardt et al. (2014) chez CpGV-E2, seule une 

modification de 2 aa est observée. 

Les génomes de CpGV-I12, CpGV-R1.8 et CpGV-R5 présentent, par contre, de nombreuses 

différences par rapport à celui de CpGV-M. Les plus importantes sont situées sur les ORF 26 

et 27. Chez CpGV-I12, ces deux ORF sont grandement modifiées mais conservées. Chez 

CpGV-R1.8, par contre, l’ORF 27 est conservée alors que l’ORF 26 semble disparaitre. Cette 

tendance est confirmée avec la séquence de CpGV-R5, chez qui les ORF 26 et 27 ont 

complètement disparu. La délétion de 24 nt sur le gène pe38 est observée sur ces 3 génomes 

ainsi qu’une modification de 2 aa supplémentaires pour les génomes de CpGV-R1.8 et 

CpGV-R5. 
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Il est intéressant de noter que les ORF 26 et 27 n’ont aucun homologue parmi les autres 

granulovirus et se situent dans des régions répétées (Luque et al., 2001). L’existence d’un 

produit (protéine) reste à démontrer. Le polymorphisme observé dans ces ORF semble 

confirmer que cette zone (ORF 25-27) fait partie des régions hr du CpGV, comme mis en 

évidence par Luque et al. (2001). 

Les gènes positivement sélectionnés sont des gènes pouvant être essentiels ou bien donner un 

avantage sélectif au virus. L’analyse a révélé 4 gènes de ce type : les ORF 3 (pk-1), 6, 83 

(p45) et 87 (lef-5). pk-1 est impliqué dans la transcription tardive et l’expression très tardive et 

est essentiel pour les mécanismes d’infection des baculovirus. Ce gène semble aussi associé 

avec le complexe de transcription très tardive et impliqué dans la phosphorylation de lef-8 

(Mishra et al., 2008). p45 apparait comme essentiel pour les baculovirus, sa délétion étant 

létale (Rohrmann, 2013). La délétion de lef-5 est aussi létale pour le virus, cette protéine étant 

un facteur d’initiation (Rohrmann, 2013). Aucune fonction n’est connue pour l’ORF 6.  

Il est intéressant ici de noter que le gène pe38 n’a pas été reconnu comme positivement 

sélectionné, ce qui semble indiquer qu’il n’apporte pas un avantage sélectif. Pourtant, si 

comme indiqué par Gebhardt et al. (2014), une mutation sur ce gène est à elle seule 

responsable du contournement de la résistance, on pourrait s’attendre à ce que ce gène soit 

indispensable au virus pour l’infection d’individus résistants et soit positivement sélectionné. 

Ce n’est pas  le cas alors que d’autres gènes sont, quant à eux, positivement sélectionnés.  

 

4. Conclusion 

L’analyse des génomes des cinq isolats de CpGV a révélé une diversité génétique importante 

entre isolats. Les modifications sur le gène pe38 récemment publiées et responsables du 

contournement de résistance par le virus ont été observées sur les génomes de CpGV-I12, 

CpGV-R1.8 et CpGV-R5, mais pas sur CpGV-E2. Malgré cela, nos résultats ne révèlent pas 

de sélection positive pour ce gène.  

En reliant ces données d’absence de sélection positive du gène pe38 avec l’absence de coût 

pour le virus mise en évidence dans le chapitre 4, il parait difficile de conclure que ce gène est 

l’unique responsable du contournement de la résistance. Si la modification de ce gène en était 

complètement responsable, et s’il y avait un coût sélectif pour l’un ou l’autre des allèles (type 

M ou type R5), il serait sélectionné dans tous les génomes de CpGV. Or, ce n’est pas du tout 
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ce qui est observé dans les populations naturelles, où des génotypes ne présentant pas cette 

délétion, comme celui de CpGV-M, sont rencontrés. Des voies alternatives, sans différences 

de coût, seraient donc disponibles pour le virus lors de la colonisation d’un hôte. La 

diversification que cela entrainerait augmenterait la difficulté pour cet hôte à devenir résistant 

à tous les génotypes viraux.  

De nouvelles analyses seront requises pour comprendre l’importance d’une telle diversité au 

sein des populations naturelles de CpGV et évaluer si le gène pe38 est le seul impliqué dans 

ce mécanisme de contournement de la résistance ou si d’autres gènes le sont également.  

Une explication possible à la détection d’une diversité très importante chez le CpGV pourrait 

être la présence d’une multitude de stratégies virales pour contourner les différences de 

permissivité des hôtes. Ainsi, il serait possible pour le virus de contourner des phénomènes de 

résistance en privilégiant une nouvelle voie pour infecter son hôte. De telles modifications 

permettraient au virus de perdurer dans la nature sans avoir recours à des modifications 

drastiques de génome pour suivre l’évolution de son hôte et donc à moindre coût biologique. 

De nouvelles analyses seront requises comme des travaux de séquençages massifs comme 

déjà effectué sur AcMNPV (Chateigner, 2014) pour comprendre l’ampleur de la diversité des 

populations de CpGV. La seule obligation pour le virus est de conserver une large diversité de 

génotypes viraux dans le but d’infecter une vaste diversité d’hôtes.  
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Chapitre 6. Adaptation du CpGV à la tordeuse orientale du 

pêcher (Cydia molesta) par évolution dirigée 

 

 

Ce travail a fait l’objet d’un dépôt de brevet  et fera l’objet d’une publication : Graillot, B., 

Besse, S., Blachère-Lopez, C., Siegwart, M. & Lopez-Ferber, M. Host range extension of 

CpGV : adaptation to Oriental Fruit Moth, Cydia molesta. 

 

 

1. Introduction 

La tordeuse orientale du pêcher (Cydia molesta) est l’un des principaux ravageurs des 

rosacées et en particulier des pêchers. Toutefois, il s’attaque aussi aux pommiers, poiriers, 

cognassiers, abricotiers et pruniers (Figure 6.1). Ce ravageur est répandu en Europe (France, 

Espagne, Italie, Russie), en Asie (Chine, Japon), en Amérique du Nord et du Sud et en 

Afrique du Sud (Figure 6.2). Les dégâts causés par les chenilles sont d’abord situés sur les 

pousses, forage de galeries provoquant le repli en crosse et le dessèchement, puis sur les 

fruits, création de galeries les rendant impropres à la consommation.  

 

 

 

Figure 6.1. Illustration de la tordeuse orientale du pêcher Cydia molesta. (A) Larve attaquant une 

pousse de pêcher (B) Dégâts provoqués par une larve dans une pêche (C) Individu adulte. 

Photos INRA (http://www7.inra.fr/hyppz/RAVAGEUR/3cydmol.htm) 

 

(A) (B) (C) 

http://www7.inra.fr/hyppz/RAVAGEUR/3cydmol.htm
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Ces ravages ont des impacts économiques lourds pouvant aller jusqu’à une perte de plus de 

45% de la récolte. La lutte chimique est utilisée contre ce ravageur mais elle est limitée car, en 

plus d’avoir un effet néfaste sur l’environnement et les insectes auxiliaires, ce moyen de 

contrôle est de moins en moins efficace et des cas de résistances à diverses molécules 

chimiques ont été détectés (Pree et al. 1998, Kanga et al. 2003 ; Siegwart et al., 2011).  

Une alternative aux pesticides chimiques est l’utilisation de phéromones pour la confusion 

sexuelle (Wright, 1965). Elle consiste en la pose de diffuseurs de phéromones dans les vergers 

avant les premiers vols pour empêcher l’accouplement des papillons. Cette méthode est 

cependant coûteuse et nécessite un contrôle régulier des parcelles pour être efficace. Sur des 

zones où la pression du ravageur est importante, les résultats n’atteignent pas les attentes, 

certains mâles arrivant à s’accoupler (Cardé & Minks, 1995). Enfin, dans la grande majorité 

des cas, l’utilisation de la confusion sexuelle est accompagné par plusieurs (jusqu’à 6) 

traitements par an positionnés surtout en fin de saison lorsque la pression parasitaire est très 

forte (Siegwart, M. Communication personnelle). 

En complément, ou comme alternative aux méthodes biologiques existantes (confusion 

sexuelle, utilisation de prédateurs ou parasites), le développement d’un agent de biocontrôle 

d’origine virale est un enjeu économique important. Faute d’avoir isolé un virus à partir de 

larves de C. molesta, l’adaptation d’un virus provenant d’une espèce proche a été tentée. 

Cette stratégie a déjà été appliquée pour combattre le ravageur de la pomme de terre Tecia 

solanivora pour lequel aucun isolat viral n’était disponible. T. solanivora, la teigne du 

Guatemala, a été introduite en Amérique du Sud en 1985 via le Venezuela, pour 

progressivement s’étendre vers le Sud (Colombie en 1991, Equateur en 1996, …). Dans ces 

pays, il n’y avait pas la cohorte de pathogènes ou prédateurs pouvant contrôler ce nouvel 

insecte, qui a progressivement pris la place de la teigne locale de la pomme de terre 

Phthorimaea operculella. Les deux insectes sont proches du point de vue phylogénétique. Un 

granulovirus pathogène pour P. operculella est connu, le Phtorimaea operculella 

granulovirus, PhopGV, et son utilisation en tant qu’agent de biocontrôle est préconisée par le 

Centre International de la Pomme de Terre (CIP) pour le contrôle de P. operculella. Il a été 

suggéré de l’utiliser également pour le contrôle de T. solanivora. Des études avaient montré la 

capacité d’isolats de ce virus à infecter des hôtes alternatifs mais l’efficacité était trop faible 

pour en faire un bioinsecticide (Pollet et al., 2003; Rebaudo et al., 2006). La prospection dans 

des populations de T. solanivora en Colombie, quelques années après l’arrivée du ravageur, a 
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permis de trouver plusieurs isolats viraux. Après analyse, ces isolats se sont révélés 

génétiquement très proches de ceux connus de PhopGV. Vraisemblablement, la présence de 

ce nouvel hôte a permis de sélectionner, parmi les génotypes viraux de PhopGV présents sur 

le terrain, certains, qui, progressivement, se sont adaptés à ce nouvel hôte, permettant un 

niveau de contrôle satisfaisant dans les tests en laboratoire ou en parcelles expérimentales. Le 

produit formulé était capable de contrôler efficacement les larves de T. solanivora dans les 

entrepôts de pomme de terre (Villamizar et al., 2008a). Cet isolat est appelé #Col 6. Il a été 

montré que ces virus pouvaient être utilisés en combinaison avec les insecticides chimiques 

dans une vision de lutte intégrée (Espinel et al., 2009). 

L’isolat CpGV-M a été testé sur d’autres espèces d’insectes phylogénétiquement proches, et 

notamment la tordeuse orientale, Cydia molesta (= Grapholita molesta) (Huber, 1978). Lacey 

et al (2005) ont fait une analyse comparée de l’activité de CpGV-M sur ces deux insectes en 

laboratoire sur des larves néonates. Ils ont constaté que la tordeuse orientale était 557 et 589 

fois moins sensible au CpGV-M que le carpocapse des pommes, mesuré par les 

concentrations létales 50 et 95, respectivement. Pour leur part, Kraaz et al. (2011) indiquent 

une CL50 de 130190 OB/g de milieu nutritif pour l’isolat CpGV-M sur C. molesta, contre 

1058 OB/g de milieu pour C. pomonella. Il est possible que les différences observées soient 

dues aux méthodes de réalisation des tests biologiques. 



136 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Source:http://portal.sinavef.gob.mx/MapasInternacionales.html.
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Bonhomme et al. (2011) indiquent un niveau de protection important contre la tordeuses 

orientale en verger par l’isolat CpGV-M, sur des essais conduits entre 2004 et 2011. En 2005, 

sur une parcelle de pêchers, une diminution des dégâts proche de 20% par rapport aux 

témoins non traités a été décrite. Ces résultats ont conduit à l’extension de l’homologation de 

la Carpovirusine
TM 

2000 en France, dont la matière active est le CpGV-M, pour le contrôle de 

C. molesta. Kraaz et al. (2011) font part de l’obtention d’un isolat viral de CpGV par sélection 

en laboratoire (isolat ABC V22). Ils obtiennent une amélioration de l’efficacité de 45 fois, 

comparée à celle du CpGV-M sur une colonie de Cydia molesta, sans perte d’efficacité sur C. 

pomonella. Ils n’indiquent pas le procédé d’obtention. 

Un mélange d’isolats viraux (CpGV-M, E2, I12 et R1) a été réalisé et produit pendant 14 

générations sur tordeuse orientale. Des tests d’efficacité ont été effectués toutes les 3 

générations pour vérifier l’adaptation de ce mélange à la tordeuse orientale. Le 12
ème

 passage 

a été produit sur la colonie de carpocapse des pommes CpNPP, sensible au CpGV-M, pour 

vérifier si le nouveau virus obtenu était amplifiable sur l’insecte de référence utilisé en 

production industrielle. Des profils de restriction utilisant les enzymes EcoRI, BamHI, PstI et 

SalI ont été effectués après le 12
ème

 passage sur C. molesta et ce même passage produit sur 

CpNPP. Ces profils sont comparés à ceux de CpGV-M et CpGV-R5. Une dernière analyse 

utilisant les primers permettant de discriminer CpGV-M et CpGV-R5 sur le gène pe38 a été 

effectuée. Le plan de ces expérimentations est représenté en figure 6.3. 
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2. Résultats 

2.1. Tests d’efficacité des isolats viraux résultant des passages successifs sur 

tordeuse orientale (TO) 

L’efficacité sur tordeuse orientale (CL50 et CL90) du mélange de base et des productions 

virales issues des différents passages sur larves de TO (Vofm) a été déterminée par une 

analyse probit. Ces résultats sont présentés dans le tableau 6.1 et la figure 6.4. 

 

 

Tableau 6.1. Efficacité sur TO des productions virales issues des passages successifs du mélange 

d’isolats sur TO. 

 

Isolat viral 

Nbre 

d'insectes 

testés 

 

Nbre d'OBs/µL (95% IC) 

 

Pente ± ES χ²   

CL50 PR CL90 PR 

Mix M-R1-E2-

I12 
371 

3,96 × 10
3
 (208-3,28 × 

10
3
) 

0 
2,70 × 10

5
 (3,26 × 10

4
-7,16 

× 10
8
) 

0 0,70 ± 0,08 17,56 

Vofm-1 373 
8,40 × 10

3
 (4,58 × 10

3
-

1,42 × 10
4
) 

0,48 (0,21-1,09) 
1,22 × 10

5
 (6,38 × 10

4
-3,15 

× 10
5
) 

2,21 (0,6-8,15) 1,10 ± 0,15 1,65 

Vofm-3 372 
1,22 × 10

4
 (7,15 × 10

3
-

1,92 × 10
4
) 

0,36 (0,17-0,8) 
9,28 ×10

4 
(5,35 × 10

4
-2,23 

× 10
5
) 

2,77 (0,78-9,84) 1,46 ± 0,23  1,7 

Vofm-5 467 
2,72 × 10

3
 (1,66 × 10

3
-

4,19 × 10
3
) 

1,46 (0,67-3,19) 
2,92 × 10

4
 (1,67 × 10

4
-6,65 

× 10
4
) 

9,25 (2,66-32,15) 1,24  ± 0,16  0,78 

Vofm-7 278 
2,29 × 10

3
 (303,29-9,14 × 

10
3
) 

1,72 (0,75-3,91) 
2,60 × 10

4
 (6,90 × 10

3
-1,06 

× 10
4
) 

10,38 (2,95-36,63) 1,22 ± 0,15 7,41 

Vofm-10 424 528,35 (332,02-786,37) 7,51 (3,54-15,93) 
3,23 × 10

3
 (1,99 × 10

3
-6,88 

× 10
3
) 

83,34 (24,96-

278,27) 
1,63 ± 0,24 1,35 

Vofm-12 308 73,28 (46,37-114,88) 
54,05 (24,69-

118,34) 
601,44 (339,15-1,40 × 10

3
) 

448,39 (127,69-

1,57 × 10
3
) 

1,40 ± 0,18 0,96 

Vofm-14 550 218,55 (112,55-434,58) 
18,12 (7,239-

45,37) 

2,40 × 10
3
 (1,05 × 10

3
-9,40 

× 10
3
) 

112,54 (25,82-

490,56) 
1,23  ± 0,20 2,31 
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Figure 6.4. Efficacité sur TO des productions virales issues des passages successifs du mélange viral 

produit sur TO. 

 

Une forte augmentation de l’efficacité a été observée entre le mélange d’isolats et le virus issu 

du premier passage (Vofm-1) pour la CL90 (Mélange M-R1-E2-I12 : 2,70 × 10
5 

(3,26 × 10
4 

- 

7,16 × 10
8
) ; Vofm-1 : 1,22 × 10

5 
(6,38 × 10

4 
- 3,15 × 10

5
)). Chacun des passages suivants 

apporte un gain substantiel d’efficacité. Pour la CL50, l’amélioration d’efficacité n’est 

flagrante qu’à partir du 10
ème

 passage. La meilleure efficacité est obtenue avec le passage 12 

(Vofm-12 : CL50 : 73,28 (46,37 - 114,88) CL90 : 601,44 (339,15 - 1,40 × 10
3
), indiquant une 

adaptation du mélange viral au nouvel hôte. Le passage 14 est un peu moins performant 

(Vofm-14 : LC50 : 218,55 (112,55 - 434,58) LC90 2,40 × 10
3
 (1,05 × 10

3 
- 9,40 × 10

3
), 

indiquant une possible stabilisation d’efficacité du virus sur TO. Le virus Vofm-12 est donc 

capable de contrôler efficacement une population de laboratoire de tordeuse orientale. 
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2.2. Tests d’efficacité des productions virales issues des passages successifs issus 

de TO sur une colonie sensible de carpocapse du pommier 

Des tests d’efficacité ont été effectués avec les virus produits sur TO sur la colonie de 

carpocapse du pommier sensible à CpGV-M, CpNPP, pour vérifier si ces productions ne 

perdent pas d’efficacité sur leur hôte d’origine. Ces résultats sont présentés dans le tableau 6.2 

et la figure 6.5. 

 

 

Tableau 6.2. Efficacité sur CpNPP des productions virales issues de passages successifs du mélange 

viral produit sur TO. 

 

Isolat viral 
Nbre 

d'insectes 

testés 

 

Nbre d'OBs/µL (95% IC) 

 

Pente ± ES χ²   

CL50 PR CL90 PR 

Mix M-R1-

E2-I12 
553 15,79 (7,78-32,92) 0 103,2 (46-527,52) 0 1,57 ± 0,15 10,29 

Vofm-1 555 36,75 (11,92-132,14) 0,43 (0,29-0,64) 168,26 (62,53-5,66 × 10
3
) 0,61 (0,33-1,14) 1,94 ± 0,19 24,05 

Vofm-3 547 56,25 (41,12-77,90) 0,28 (0,18-0,43) 499,70 (312,5-945,81) 0,21 (0,10-0,45) 1,35 ± 0,13 1,22 

Vofm-5 559 44,71 (33,08-60,21) 0,35 (0,23-0,54) 335,36 (223,55-573,2) 0,31 (0,16-0,60) 1,46 ± 0,13 2,66 

Vofm-7 550 30,89 (23,80-39,78) 0,51 (0,35-0,76) 121,78 (87,55-194,08) 0,85 (0,46-1,56) 2,15 ± 0,25 0,42 

Vofm-10 1017 78,16 (60,87-99,43) 0,20 (0,14-0,30) 797,20 (566,64-1,22 × 10
3
) 0,13 (0,07-0,24) 1,27 ± 0,09 0,63 

Vofm-12 498 29,47 (21,09-40,58) 0,54 (0,35-0,83) 238,09 (156,31-416,13) 0,43 (0,22-0,85) 1,41 ± 0,14 0,50 

Vofm-14 500 86,49 (62,49-118) 0,18 (0,12-0,28) 611,75 (404,79-1,07× 10
3
) 0,17 (0,09-0,33) 1,51 ± 0,15 2,41 
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Figure 6.5. Efficacité sur Carpocapse des productions virales issues des passages successifs du 

mélange viral produit sur TO. 

 

La pathogénicité sur CpNPP des OB produits sur TO est globalement maintenue, même si au 

cours des passages, des oscillations apparaissent, surtout au niveau de la CL90. Les CL50 de 

toutes les productions sont similaires, alors que la CL90 de certaines productions est un peu 

plus élevée (CL90 : Vofm-3 : 499,7 (312,5 - 945,81) ; Vofm-10 : 797,2 (566,64 - 1,22 × 10
3
) ; 

Vofm-14 : 611,75 (409,79 - 1,07 × 10
3
) que celle de l’isolat le plus efficace, Vofm-7 (CL90 : 

121,78 (87,55 - 194,08)). L’isolat Vofm-12 précédemment sélectionné pour son efficacité sur 

TO présente une très bonne efficacité sur CpNPP (Vofm-12 : CL50 : 29,47 (21,09 - 40,58) 

CL90 : 121,78 (87,55 - 194,08)), comparable à l’efficacité de CpGV-M sur CpNPP. Une 

analyse plus approfondie serait nécessaire pour vérifier si ces oscillations correspondent à des 

effets d’échantillonnage ou de dérive, ou s’ils révèlent une tendance sous-jacente. 
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L’isolat Vofm-12 a été testé sur larves de carpocapses résistantes à CpGV-M et il s’est avéré 

que cet isolat était capable de contrôler convenablement ces insectes ((CL50 : 142,13 (17,57 - 

408,33) CL90 : 2,29 × 10
3
 (764,49 - 3,16 × 10

4
) sur un effectif de 376 larves), sans pour autant 

égaler l’efficacité de CpGV-R5 sur RGV. 

2.3. Production de Vofm-12 sur population de carpocapses sensibles et test 

d’efficacité 

Le virus issu du 12
ème

 passage du mélange viral sur larves de tordeuse orientale a été produit 

sur une population sensible de carpocapse des pommes (CpNPP) pour simuler une production 

industrielle ; la production du virus et l’entretien des élevages étant beaucoup plus faciles à 

gérer en conditions industrielles sur le carpocapse des pommes que sur la tordeuse orientale. 

La production de ce virus sur CpNPP est de  4,40 × 10
11

 OB/g de larve (± 0.23 × 10
11

) soit 

2,13 × 10
10

 OB/larve (± 0.12 × 10
11

). Ce chiffre est comparable à celui obtenu avec CpGV-R5 

(voir chapitre 4, tableau 4.1) et indique clairement que le virus peut être produit sur CpNPP. 

Des tests d’efficacité sur carpocapse et tordeuse orientale ont été effectués avec cet isolat 

produit sur CpNPP (appelé Vofm-12-cp) et une perte d’efficacité d’un facteur 4 est observée 

sur tordeuse (CL50 : 296,04 (186,33 – 468,76) ; CL90 : 2348,24 (1,32 × 10
3
 – 5,51 × 10

3
) et 

d’un facteur 1,5 sur CpNPP (CL50 : 50,96 (7,97 – 157,06) ; CL90 : 340,88 (118,26 – 1,23 × 

10
4
). 

2.4. Profils enzymatiques et analyse du gène pe38 

Des profils de restriction ont été effectués avec les enzymes EcoRI, BamHI, PstI et SalI sur 

CpGV-M, CpGV-R5, Vofm-12 et Vofm-12-cp. Ces profils révèlent que Vofm-12-cp a le 

même profil pour les 4 enzymes que Vofm-12. Ces données indiquent qu’un passage sur 

l’hôte d’origine ne modifie pas le génotype du virus. Il est intéressant de noter que ces deux 

isolats possèdent un profil proche de celui de CpGV-M pour l’enzyme BamHI, proche de 

CpGV-R5 pour les enzymes EcoRI et SalI et un mélange des deux pour PstI. Le profil n’est 

pas présenté ici, la photo étant de très mauvaise qualité. 

Aucune différence n’a été observée au niveau de la zone du gène pe38 entre différentes 

production de l’isolat Vofm-12-cp par rapport à Vofm-12. Une forte proportion du génome de 

CpGV-M et une très faible de CpGV-R5 sont observées dans toutes ces productions. Ces 

résultats sont présentés dans la figure 6.6. 
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Figure 6.6. Analyse des proportions des génomes de CpGV-M et CpGV-R5 grâce au marqueur 

CpGV-18800 localisé dans le gène pe38 pour les isolats CpGV-M, CpGV-R5, Vofm-12 et 5 

productions indépendantes de l’isolat Vofm-12-cp. 

 

3. Discussion 

L’amplification par passages successifs d’une population virale synthétique obtenue en 

mélangeant 4 isolats de CpGV sur la tordeuse orientale a permis d’augmenter l’efficacité de 

ce mélange sur la colonie de laboratoire de cet insecte. Un gain d’efficacité de 450 fois a été 

constaté entre le mélange d’origine et le virus issu du 12
ème

 passage (Vofm-12). Cet isolat 

viral est aussi 120 fois plus efficace que CpGV-M seul. Aucune perte d’efficacité sur la 

colonie de référence de l’hôte d’origine, i.e. C. pomonella, n’a été constatée au cours des 

passages sur tordeuse orientale, indiquant que ce virus peut être utilisé à la fois pour contrôler 

C. molesta mais aussi les populations sensibles de C. pomonella. L’isolat Vofm-12 a une 

activité significative envers la colonie RGV de C. pomonella, résistante au CpGV-M, mais 

avec une efficacité en deçà de celle de CpGV-R5. 

Si on compare nos résultats avec ceux publiés par Kraaz et al. (2011), on observe une 

amélioration 10 fois supérieure dans notre cas. Ceci pourrait être dû à notre approche 

d’utilisation d’un isolat viral de départ riche du point de vue génotypique.  

Il nous a été possible de démontrer que le virus est capable de s’adapter à un nouvel hôte 

(TO), de même qu’il s’est adapté à une population de son hôte d’origine présentant des 

caractéristiques génétiquement différentes (RGV). Quelles sont les limites de cette adaptation ? 

Est-il possible de prédire  qu’un virus pourra, ou non, s’adapter à un hôte ? Nous n’avons pas 

la réponse. Des expériences de changement d’hôtes ont été réalisées auparavant, surtout chez 

Vofm-12-cp 
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les NPV. Les travaux sur le Bombyx mori nucleopolyhedrovirus ont montré que le blocage se 

situe au niveau de la réplication du virus, et que la substitution de quelques aminoacides dans 

l’hélicase virale (gène p143) suffisent à lui permettre une extension de spectre d’hôtes (Kondo 

et Maeda, 1991,  Maeda et al., 1993 ; Croizier et al., 1994 ; Kamita & Maeda, 1997 ; Argaud 

et al., 1998). Par contre, chez d’autres virus, le point de blocage n’est pas le même. Ainsi, 

chez AcMNPV, l’ajout d’un gène provenant de Lymantria dispar nucleopolyhedrovirus, 

permet sa réplication sur les cellules de Lymantria dispar Ld652Y. Ce gène a été appelé host 

range factor 1 (hrf1) (Chen et al., 1998). Aucune règle n’a été trouvée permettant une 

prédiction (Miller et Lu., 1997). Pour chaque hôte potentiel/virus, des recherches doivent être 

faites, les points de blocage de la réplication virale ne sont pas identiques et le ou les gènes 

impliqués sont souvent différents. 

Dans notre cas, la justification principale de cette recherche de changement de spectre d’hôte, 

voire d’élargissement, était clairement à visée appliquée, pour la protection des cultures. Les 

résultats obtenus sont satisfaisants, même si les concentrations létales obtenues sur C. molesta 

sont plus élevées que celles habituellement observées sur le carpocapse. Ceci peut être dû à 

une plus petite taille de la larve, ce qui veut dire vraisemblablement une plus faible dose 

ingérée. Il faudrait pouvoir mesurer précisément cette dose ingéré pour comparer de façon 

précise. 

Cette adaptation à la tordeuse orientale se fait sans perte importante de capacité pathogène sur 

l’hôte d’origine.  

Pour permettre une production plus simple de cet isolat, nous avons testé la productivité et 

vérifié si une perte d’efficacité était observée après multiplication sur le carpocapse. L’étude 

de la productivité nous montre que le virus peut être amplifié sans problème sur l’hôte 

d’origine avec une productivité proche de celle de CpGV-R5 sur CpNPP. En ce qui concerne 

l’efficacité, nous avons constaté, malgré le fait que les profils de restrictions soit identiques, 

une légère perte d’efficacité de l’ordre d’un facteur 4 sur TO et d’un facteur 1,5 sur 

carpocapse. L’efficacité reste cependant acceptable et 2 fois meilleure qu’énoncée par Kraaz 

et al. (2011). 
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4. Conclusion 

Comme pour l’isolat NPP-R1, il a été possible d’adapter le CpGV à un hôte non-permissif par 

passages successifs. Le virus Vofm-12 obtenu permet un contrôle optimal des larves de 

tordeuse orientale du pêcher mais aussi du carpocapse des pommes. La possibilité de le 

multiplier sur larves de carpocapses sensibles au CpGV-M sans perte majeure d’efficacité 

permettrait une production industrielle plus facile. Des essais en verger avec ce virus seront 

cependant nécessaires pour évaluer sa capacité à contrôler les populations naturelles de 

tordeuse orientale du pêcher. 
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Conclusion de la partie  

Les isolats naturels de virus sont capables, dès l’origine, de contourner les résistances. Cette 

capacité préexistante peut cependant être améliorée par sélection, comme démontré dans cette 

partie. Dans les deux cas décrits précédemment, ces améliorations se traduisent par une baisse 

de la diversité apparente. Il n’y a, par contre, aucune perte d’efficacité envers les hôtes 

d’origine. 

Nos résultats questionnent directement la théorie du trade-off. Cette théorie, pour la première 

fois énoncée par Anderson & May (1982), décrit l’impossibilité pour un organisme (i.e. un 

virus) d’augmenter indéfiniment sa fitness sans en payer le prix (Alizon et al., 2009). Des 

compromis seront donc obligatoires pour un organisme, résumés en une perte de certaines 

capacités pour en obtenir de nouvelles. 

Dans ces conditions, peut-on imaginer la possibilité d’acquisition de la capacité de se 

répliquer dans un nouvel hôte sans perdre la capacité de se répliquer dans celui d’origine ? En 

ne suivant que la théorie du trade-off, il apparait que non. Cette théorie favorise les 

populations spécialistes en prédisant qu’au cours de cycles de réplication dans un même 

environnement, la population va s’adapter à son environnement mais, qu’en contrepartie, cette 

population perdra l’adaptation pour d’autres environnements. Il apparait que cette affirmation 

n’est pas toujours vraie. Il est possible, comme dans nos exemples, que le virus soit capable 

d’emprunter plusieurs voies pour arriver à infecter un hôte. Nos résultats semblent indiquer 

que les populations virales ne changent pas complètement de voie évolutive lors d’un 

changement drastique d’environnement (i.e. d’hôte) mais que ce changement de chemin est 

beaucoup plus complexe. 

Quel est le prix à payer pour le virus à étendre sa gamme d’hôte ? Nos résultats semblent 

indiquer que le seul coût pour la population virale est une baisse de sa diversité génétique. En 

effet, les populations virales qui ont, par exemple, été successivement produites sur un hôte 

non permissif ont perdu une partie importante de leur diversité.  

Le virus de la granulose se maintient-il dans les vergers ? Nous avons fait des détections de 

virus sur des larves diapausantes et environ 8% des individus testés étaient infectés. D’autres 

analyses ont été effectuées sur les adultes et descendants de ces larves ainsi que dans des 

parcelles traitées ou non au CpGV mais les résultats obtenus ne permettent pas d’arriver à une 

quelconque conclusion quant au mode de transmission du virus. Des résultats préliminaires 
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nous indiquent cependant une présence du virus dans des œufs issus de deux parents infectés 

dont un sorti de diapause. Ces résultats pourraient constituer le premier indice sur le mode de 

transmission du virus mais restent trop préliminaires pour être exploités, de nouvelles 

analyses seront requises. 
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Chapitre 7. Caractéristiques biologiques de différents 

mélanges expérimentaux de CpGV : capacité à contrôler les 

populations sensibles et résistantes 

 

 

Les résultats présentés dans ce chapitre sont à l’origine de la publication : Graillot, B., Bayle, 

S., Blachere-López, C., Besse, S., Siegwart, M. & López-Ferber, M. 2014. Biological 

characteristics of experimental CpGV mixed genotype isolates: ability to control susceptible 

and resistant host populations. Applied and Environmental Microbiology, (soumis) et d’une 

communication orale en août 2014 lors du meeting de la Society for Invetebrate Pathology à 

Mainz en Allemagne. 

 

 

1. Introduction 

La diversité génétique chez les populations de parasites est un facteur important dans 

l’évolution continuelle des capacités de défense de l’hôte (Read & Taylor, 2001 ; Mideo, 

2009). Les populations naturelles de virus sont génétiquement hétérogènes ; certains variants 

génotypiques pouvant être prévalents sur d’autres (Muñoz et al., 1998; Hitchmann et al., 

2007). Le fait que les génotypes minoritaires ne soient pas éliminés dans les populations 

sauvages suggère que l’hétérogénéité est un paramètre important pour la survie virale (Possee 

& Rohrmann, 1997). Les pressions qui favorisent et maintiennent la diversité génétique dans 

les populations virales sont complexes et semblent dépendre de procédés agissant sur la 

reproduction des parasites au sein des hôtes, favorisant certains génotypes, et de procédés 

agissant sur la transmission d’hôte à hôte, pouvant privilégier d’autres variants (Ebert & 

Hamilton, 1996). Chez les baculovirus, ces deux processus étant gérés par des particules 

virales phénotypiquement différentes, ils peuvent, au moins partiellement, être analysés de 

façon dissociée. 

Comme les pathogènes et leurs hôtes coévoluent depuis très longtemps, il a été postulé que la 

résistance d’un ravageur aux produits issus de son pathogène (Huber, 1986) ne pouvaient en 

aucun cas se produire, contrairement aux développements de résistances observés avec les 

insecticides chimiques (Hoy, 1998). Le développement de l’utilisation de pathogènes 

d’insectes en lutte biologique innondative était complètement basé sur cette affirmation. 
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Briese et al. (1980) ont cependant indiqués que « si une sélection de résistance peut être 

produite en laboratoire, la même chose peut se produire en champs avec une exposition 

continuelle au virus ». 

Comme indiqué en introduction, la pomme est le troisième fruit le plus produit au monde 

(FAOSTATS, 2013) et son ravageur principal est le carpocapse (Cydia pomonella). Le CpGV 

a été utilisé pendant plus de 20 ans jusqu’à l’apparition des premiers cas de résistances en 

vergers (Fritsch et al., 2005 ; Sauphanor et al., 2006), confirmant les hypothèses de Briese et 

al. (1980). Pour contourner cette résistance, des études ont été menées dans le but d’obtenir 

un nouveau variant viral capable de contrôler ces populations d’insectes résistants. Une vaste 

collection d’isolats viraux a été prélevée dans différentes zones géographiques (Rezapanah et 

al., 2008). De nouveaux isolats ont été caractérisés en testant ces collections et en 

sélectionnant des isolats provenant de collections de laboratoire contre les larves de 

carpocapses résistants (Eberle et al., 2008 ; Berling et al., 2009), montrant qu’une importante 

variabilité génétique est présente dans les populations de granulovirus et que cette variabilité 

conduit à des différences biologiques. 

La présence d’individus sensibles et résistants dans les populations d’hôte soulève cependant 

la question sur la capacité relative d’un seul génotype viral à contrôler toutes les populations 

et le risque de développement de nouvelles résistances. 

La question majeure qui se profile est pourquoi la résistance à un virus donné, i.e. le CpGV, 

se produit en agrosystèmes et ne se produit pas durant l’évolution naturelle virus-hôte ? Fuxa 

(2004) a souligné l’importance de la capacité du virus à prévenir la résistance de l’hôte en 

conditions naturelles. Une réponse possible pourrait être liée à la différence entre 

l’homogénéité génétique au cours du temps et dans l’espace de l’agent de biocontrôle et la 

diversité des isolats naturels (diversité à un moment donné avec plusieurs génotypes au sein 

du même isolat viral, diversité géographique mais aussi diversité temporelle avec des 

modifications dans le génotype au cours du temps). 

La variabilité génétique a été décrite au début des années 80 chez les populations de NPV 

(Lee & Miller, 1978) et de GV (Crook et al., 2005 ; Jehle et al., 2003 ; Vickers et al., 1991). 

La variabilité chez les NPV semble être plus importante que chez les GV. 

Ces dernières années, un regain d’intérêt pour le rôle de la diversité génétique a conduit à 

explorer plus précisément la structure des populations naturelles sauvages de NPV (Graham et 

al., 2004) et les mécanismes impliqués dans la génération et le maintien d’une telle diversité. 
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Le phénomène de coinfection des cellules hôtes a été étudié chez Autographa californica 

multicapsid nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) et s’est révélé être un trait généralisé chez 

AcMNPV (Bull et al., 2001). La co-occlusion et le co-enveloppement (la possibilité de 

transmission de plus d’un génotype dans un seul polyèdre ou un seul virion, respectivement) 

ont été démontrés pour Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus, SfMNPV 

(Lopez-Ferber et al., 2003; Clavijo et al., 2009). Un tel mécanisme conduit à une 

augmentation de la transmission pour une population virale (Simon et al., 2005). La 

différence dans la structure des OB entre NPV et GV peut être mise en relation avec la plus 

faible variabilité apparente chez ces derniers : un seul OB d’un NPV contenant plusieurs 

virions peut représenter à lui seul la diversité de la population; un seul OB de GV ne contient 

qu’un génotype. Une infection avec un seul OB de NPV conduit à une infection 

génotypiquement diverse alors que pour le GV elle conduit à une infection clonale. 

Dans un autre système virus/hôte (SfMNPV-NIC et Spodoptera frugiperda), Simon et al. 

(2005) ont montré que l’hétérogénéité génétique contribue à l’efficacité des populations 

virales et que ces populations expérimentales, génétiquement hétérogènes, étaient plus 

efficaces que les génotypes individuels seuls. Plus récemment, de nouvelles études utilisant 

des techniques de séquençage massif de plusieurs populations d’AcMNPV ont montré une 

variabilité encore plus importante que ce que nous pouvions imaginer (Chateigner A., 2014, 

Thèse de doctorat). 

La même approche a été testée dans ce chapitre avec le CpGV sur des populations de 

carpocapse sensibles et résistantes au CpGV-M. Cinq mélanges ont été réalisés avec CpGV-M 

et CpGV-R5 (Tableau 2.1) et testés sur larves sensibles et résistantes. Les proportions de 

chaque génome ont aussi été évaluées par PCR quantitative après une production de chaque 

mélange sur larves sensibles et résistantes. 
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2. Résultats 

2.1. Réplication des génotypes viraux dans les différents hôtes 

La réplication des isolats CpGV-M et CpGV-R5 a été analysée par PCR quantitative, en 

utilisant des marqueurs spécifiques, sur des OB produits sur larves sensibles (CpNPP) et 

résistantes (RGV). Les résultats sont listés dans le tableau 7.1. 

La proportion relative de chaque marqueur a été estimée en comparant l’amplification pour le 

marqueur « CpGV 15600 » avec le marqueur commun « CpGV-138200 ». Lors d’une 

infection de larves CpNPP et RGV par CpGV-R5, aucun marqueur de CpGV-M n’a été trouvé. 

De même, aucun marqueur de CpGV-R5 n’est trouvé lors d’une infection de CpNPP par 

CpGV-M, L’inoculation de larves RGV avec CpGV-M à une concentration de 800 OB/µL ne 

permettait pas d’induire une mortalité. Pour vérifier l’absence d’une infection latente ou d’une 

contamination par CpGV-R5 dans les larves RGV, les insectes sont inoculés à une 

concentration de 30 000 OB/µL. Aucun marqueur de CpGV-R5 n’a été retrouvé dans la 

descendance virale provenant des larves ayant développé des signes d’infection dans ces 

conditions. 

Des marqueurs correspondant aussi bien à CpGV-M et CpGV-R5 ont été détectés dans la 

descendance virale de chaque mélange produit sur CpNPP indiquant que les deux virus sont 

capables d’infecter les cellules hôte et de s’y répliquer. Etonnamment, des marqueurs 

correspondant aux deux isolats viraux sont aussi retrouvés dans la descendance virale du 

mélange amplifiée sur RGV, indiquant que CpGV-M est capable, en présence de CpGV-R5, 

d’infecter des cellules hôtes résistantes et de se répliquer. 

 



153 
 

 

R
1
0
0
 R

%
 

1
0
0
 

1
0
0
 

1
0
0
 

M
%

 

0
 

0
 

0
 

M
1
0
-R

9
0
 

R
%

 

9
0
 

9
9
 

5
7
 

M
%

 

1
0
 

1
 

4
3
 

M
5
0
-R

5
0
 

R
%

 

5
0
 

4
8
 

6
2
 

M
%

 

5
0
 

5
2
 

3
8
 

M
9
0
-R

1
0
 

R
%

 

1
0
 

6
5
 

5
8
 

M
%

 

9
0
 

3
5
 

4
2
 

M
9
5
-R

0
5
 

R
%

 

5
 

2
4
 

0
 

M
%

 

9
5
 

7
6
 

1
0
0
 

M
9
9
-R

0
1
 

R
%

 

1
 

7
5
 

0
 

M
%

 

9
9
 

2
5
 

1
0
0
 

M
1
0
0
 R

%
 

0
 

0
 

0
 

M
%

 

1
0

0
 

1
0

0
 

1
0

0
 

C
o
m

p
o
si

ti
o
n

 d
es

 m
él

a
n

g
es

 

O
ri

g
in

e 
d

es
 m

a
rq

u
eu

rs
 

 

P
1
/C

p
N

P
P

 

P
1
/R

G
V
 

M
él

a
n

g
e 

in
o
cu

lé
 

O
B

 p
ro

d
u

it
s 

 T
a
b

le
a
u

 7
.1

. 
P

ro
p

o
rt

io
n

 r
el

at
iv

e 
d

u
 m

ar
q
u
eu

r 
sp

éc
if

iq
u
e 

«
 C

p
G

V
-1

5
6
0
0

 »
 c

o
m

p
ar

é 
au

 m
ar

q
u

eu
r 

co
m

m
u

n
 «

 C
p

G
V

-1
3

8
3

0
0

 »
 d

an
s 

le
s 

d
if

fé
re

n
ts

 

m
él

an
g

es
 e

t 
d

an
s 

le
s 

O
B

 c
o

ll
ec

té
s 

ap
rè

s 
u
n
e 

am
p
li

fi
ca

ti
o
n
 (

P
1
) 

d
e 

ce
s 

m
él

an
g
es

 s
u
r 

la
rv

es
 s

en
si

b
le

s 
(C

p
N

P
P

) 
et

 r
és

is
ta

n
te

s 
(R

G
V
).

 

R
=

C
p

G
V

-R
5

; 
M

 =
 C

p
G

V
-M

 



154 
 

2.2. Efficacité des virus purs 

L’efficacité des populations virales mélangées sur les trois colonies d’insectes (CpLGEI, 

CpNPP et RGV) est détaillée dans le tableau 7.2 et les figures 7.1 à 7.4. 

 

Tableau 7.2. Pathogénicités, mesurées par CL50 et CL90  de deux isolats viraux (CpGV-M et CpGV-

R5) et de 5 mélanges de ces deux isolats en différentes proportions sur des colonies de laboratoire de 

C. pomonella sensible (CpNPP) et résistantes au virus (RGV).  

 

Colonie 

d’insecte 

Proportions des 

isolats viraux (%) Nb. de 

témoins 

Nb. 

d’insectes 

testés 

Nb. d’OB/µL (95% IC) 
Pente ± ES χ² 

CpGV-M CpGV-R5 CL50 CL90 

CpNPP 100 0 257 529 
13,10  

(6,55-23,2) 

223,1 
  

(110,7-654,18) 
1,04 ± 0,09 5,99 

 
99 1 244 520 

28,84  

(4,15-55,91) 

172,4  

(86,3-1828,76) 
1,65 ± 0,25 9,98 

 
95 5 291 696 

13,15  

(8,91-18,58) 

98,51
  

(63,835-180,57) 
1,47 ± 0,17 1,43 

 
90 10 166 361 

8,46  

(1,67-22,56) 

90,33  

(31,76-1646,44) 
1,25 ± 0,15 12,87 

 
50 50 165 350 

10,69  

(5,56-18,39) 

94,29  

(49,24-278,52) 
1,36 ± 0,12 4,23 

 
10 90 163 352 

3,40  

(1,09-4,40) 

22,29  

(11,12-119,03) 
1,57 ± 0,24 6,43 

 
0 100 257 533 

6,76  

(2,6-13,37) 

59,63  

(27,54-278,55) 
1,36 ± 0,13 11,42 

Sv 100 0 56 265 
34,19 

 (23,74-46,41) 

125,40  

(85,69-239,73) 
2,27 ± 0,39 3,78 

 99 1 43 89 
17,31  

(3,85-43,95) 

347,33 

 (123,37-3,04 × 10
3
) 

0,98 ± 0,24 3,68 

 95 5 43 216 
104,88  

(27,81-255,15) 

770,63  

(307,56-6,96 × 10
3
) 

1,48 ± 0,22 6,93 

 90 10 90 312 
24,76  

(2,87-90,81) 

1,55 × 10
3
  

(326,56-1,15 × 10
5
) 

0,71 ± 0,09 10,48 

 50 50 138 444 
30,09  

(9,95-70,1) 

1,08 × 10
3 

 
(371,27-8,11 × 10

3
) 

0,82 ± 0,08 7,84 

 10 90 97 213 
70,91  

(8,51-350,44) 

804,14  

(193,37-1,02 × 10
5
) 

1,22 ± 0,15 14,89 

 0 100 73 184 
31,90  

(4,13-105,64) 

438,28  

(127,32-1,94 × 10
4
) 

0,13 ± 0,18 8,45 

CpLGEI 100 0 221 652 
123,93  

(6,69-1,32 × 10
3
) 

2,7 × 10
4 

 
(2,07 × 10

3
-3,36 × 10

9
) 

0,55 ± 0,05 27,31 

 
99 1 39 175 

36,45 

 (10,09-79,04) 

604,53  

(282,69-2,06 × 10
3
) 

1,05 ± 0,21 2,80 

 
95 5 28 188 

431,71  

(132,42-1447,66) 

2,83 × 10
3 

 
(978,02-1,19 × 10

5
) 

1,57 ± 0,23 2,09 

 
90 10 115 548 

49,80  

(34,31-69,62) 

763,80  

(501,45-1,30 × 10
3
) 

1,08 ± 0,09 2,05 
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Colonie 

d’insecte 

Proportions des 

isolats viraux (%) Nb. de 

témoins 

Nb. 

d’insectes 

testés 

Nb. d’OB/µL (95% IC) 
Pente ± ES χ² 

CpGV-M CpGV-R5 CL50 CL90 

CpLGEI 50 50 181 724 
29,27  

(14,75-51,57) 

405,02  

(205,49-1,14 × 10
3
) 

1,12 ± 0,08 8,2 

 
10 90 48 375 

70,40  

(24,50-211,36) 

555,50  

(190,35-7,30 × 10
3
) 

1,43 ± 0,12 18,86 

 
0 100 134 281 

20,21  

(13,94-27,95) 

93,09  

(62,571-169,547) 
1,93 ± 0,27 1,28 

RGV 100 0 135 261 
7,84 × 10

3  

(660,45-4,13 × 10
4
) 

1,17 × 10
6 
(2,15 × 10

5
-

6,72 × 10
8
)
 0,55 ± 0,09 6,32 

 99 1 42 174 
1,77 × 10

3  

(813,25-5,08 × 10
3
) 

1,89 × 10
4 

 
(6,16 × 10

3
-3,08 × 10

5
) 

1,25 ± 0,21 4,11 

 
95 5 122 356 265,49 (51,85-982,95) 

7,59 × 10
3  

(1,78 × 10
3
-3,17 × 10

5
) 

0,88 ± 0,09 22,41 

 
90 10 215 817 

201,78 

 (139,95-280,83) 

2,35 × 10
3 

 
(1,51 ×  10

3
-4,23 × 

10
3
) 

1,20 ± 0,09 5,46 

 
50 50 221 973 

16,45  

(8,41-29,07) 

311,55  

(151,53-938,21) 
1,00 ± 0,06 16,35 

 
10 90 86 361 

31,64 

 (20,54-44,42) 

185,86  

(125,53-330.04) 
1,67 ± 0,23 1,11 

 
0 100 176 369 

22,43  

(13,73-34,36) 

410,67 

 (240,16-846,43) 
1,02 ± 0,11 3,60 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7.1. Efficacité (CL50 et CL90) des 5 mélanges viraux sur la colonie sensible CpNPP. La ligne 

pleine représente l’efficacité de CpGV-M sur CpNPP, la ligne pointillée celle de CpGV-R5 sur 

CpNPP. 
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Figure 7.2. Efficacité (CL50 et CL90) des 5 mélanges viraux sur la colonie résistante RGV. L’efficacité 

de CpGV-M sur RGV ne peut pas s’inscrire dans ce graphe car CpGV-M n’infecte pas RGV, la ligne 

pointillée représente l’efficacité de CpGV-R5 sur RGV. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7.3. Efficacité (CL50 et CL90) des 5 mélanges viraux sur la colonie mélangée CpLGEI. La ligne 

pleine représente l’efficacité de CpGV-M sur CpLGEI, la ligne pointillée celle de CpGV-R5 sur 

CpLGEI. 
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Figure 7.4. Efficacité (CL50 et CL90) des 5 mélanges viraux sur la colonie sensible Sv. La ligne pleine 

représente l’efficacité de CpGV-M sur Sv, la ligne pointillée celle de CpGV-R5 sur Sv. 

 

 

Comme prévu, l’isolat CpGV-M est capable de contrôler efficacement les colonies sensibles, 

CpNPP (CL50 : 13,10 (6,55 - 23,2) CL90 : 223,1 (110,7 - 654,18)) et Sv (CL50 : 34,19 (23,47 - 

46,41) CL90 : 125,4 (85,69 - 239,73). De plus fortes concentration de CpGV-M sont requises 

pour tuer les larves résistantes RGV (CL50 : 7,84 × 10
3
 (660,45 - 4,13 × 10

4
) CL90 : 1,17 × 10

6
 

(2,15 × 10
5
- 6,72 × 10

8
)), ce qui concorde avec de précédents résultats : la CL50 est multipliée 

par 550 (7,84 × 10
3
 OB/µL sur RGV contre 13,10 OB/µL sur CpNPP). Comme constaté 

précédemment, la concentration de 800 OB/µL utilisée est très en dessous de la concentration 

requise pour tuer les larves RGV. 

La colonie mélangée CpLGEI, contenant environ 10% de génotypes résistants et 90% de 

génotypes sensibles, présente, comme attendu, une sensibilité intermédiaire à CpGV-M. La 

différence observée n’est pas très importante pour la CL50 mais cette différence est plus 

marquée pour la CL90 (LC50 : 123,93 (6,69 - 1,32 × 10
3
) CL90 : 2,7 × 10

4
 (2,07 × 10

3
- 3,36 × 

10
9
)). Cet effet est clairement visible sur la figure 7.5 A. Un plateau est observé à 80% de 

mortalité : tous les individus sensibles sont tués mais les individus résistants survivent. 

Aucune explication n’a été trouvée pour la forte mortalité observée à faible dose, formant le 

premier plateau à environ 20% de mortalité. 
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Figure 7.5. Représentation dose/mortalité sur les colonies CpLGEI pour CpGV-M (A) et le mélange 

M90-R10 (B). 

 

 

Comme attendu, CpGV-R5, actif aussi bien sur les populations sensibles que résistantes, est 

capable de contrôler la population mélangée CpLGEI (CL50 : 20,21 (13,94 - 27,95) CL90 : 

93,09 (62,571 - 169,55)). La CL50 de CpGV-R5 pur est comprise entre 6,76 OB/µL et 22,43 

OB/µL. Sur colonie sensible CpNPP, CpGV-R5 (CL50 : 6,72 (2,6 - 13,37) CL90 : 59,63 (27,54 

- 278,55) est plus efficace que CpGV-M (LC50 : 13,10 (6,55 - 23,2) LC90 : 223,1 (110,7 -

654,18)). 
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2.3. Efficacité des populations mélangées de virus 

Sur les insectes sensibles, CpNPP, la meilleure pathogénicité (i.e. la plus faible valeur de 

LC50/90) est obtenue avec une population mélangée composée de 10% de CpGV-M et 90% de 

CpGV-R5 (CL50 : 3,4 (1,09 - 4,40) CL90 : 22,29 (11,12 - 119,03)). Les différences d’efficacité 

entre toutes les populations virales ne sont cependant pas très importantes mais toutefois 

statistiquement significatives (χ²=115, ddl=12, P<0.05), comprises entre 3,4 (1,09 -  4,40) 

OB/µL et 28,84 (4,15 - 55,91) OB/µL pour la CL50. 

Pour la colonie d’insectes RGV, la présence du génotype CpGV-R5, même en faibles 

proportions, résulte en une baisse importante des valeurs de LC50/90. 

En présence d’insectes résistants, aussi bien issus de la colonie RGV que de la colonie 

d’insectes hétérogène CpLGEI, l’inoculation même en très faible proportion, de génotype 

CpGV-R5 permet une baisse importante de la dose requise pour tuer les larves. 

Une population mélangée composée de 50% de CpGV-M et 50% de CpGV-R5 est capable de 

contrôler les insectes résistants RGV aussi efficacement que CpGV-R5 pur (hypothèse 

d’égalité : χ²=1.46, ddl=2, P>0.05 ; hypothèse de parallélisme: χ²=0.00, ddl=1, P>0.05). 

La présence de seulement 1% de CpGV-R5 (et 99% de CpGV-M) montre une différence 

claire d’effet biologique sur des populations d’hôtes complètement ou partiellement résistants, 

comparé à CpGV-M pur. Une réduction de 3 fois de la CL50 et de 100 fois de la CL90 est 

observée (M99-R01 sur CpLGEI : CL50 : 36,45 (10,09 - 79,04), CL90 : 604,53 (282,69 - 2.06 

× 10
3 

; M99-R01 sur RGV : CL50 : 1,77 × 10
3
 (813,25 - 5,08 × 10

3
), CL90 : 1,89 × 10

4
 (6,16 × 

10
3 

- 3,08 × 10
5
)). Les valeurs obtenues pour la CL50 du mélange M95-R05 sur CpLGEI sont 

probablement aberrantes. 

La relation dose/mortalité de CpGV-M sur la population CpLGEI (Figure 7.5 A) est 

typiquement une réponse de population mélangée. En testant les populations virales 

mélangées sur la colonie CpLGEI, la réponse est similaire à celle obtenue avec un génotype 

viral unique sur population complètement sensible. La figure 7.5 B montre le résultat obtenu 

avec le mélange M90-R10. Cela indique qu’une population mélangée contenant une petite 

quantité de CpGV-R5 est capable de contrôler une population d’hôtes génétiquement 

hétérogène et que la présence de CpGV-M n’est pas neutre. 

Pour la population virale mélangée M50-R50, l’hypothèse d’additivité est rejetée (χ
2
 = 24,149 

pour ddl de 6; P<0,001; χ
2
 = 91,123 pour ddl de 5; P<0,001; et χ

2
 =54,472, pour ddl de 5; 
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P<0,001; respectivement pour RGV; CpNPP et CpLGEI). Les deux virus agissent de façon 

synergique. Les résultats obtenus pour les autres mélanges (M90-R10; M95-R05 and M99-

R01) sur RGV et CpNPP ne franchisent pas le seuil de signification. 

L’efficacité des mélanges sur la colonie CpNPP n’a pas été développée car nous n’avons 

trouvé aucune logique dans ces résultats. 

 

3. Discussion 

Sur la colonie résistante (RGV), le niveau de contrôle obtenu en utilisant un isolat pur de 

CpGV-R5 est satisfaisant, alors qu’une très forte concentration de l’isolat CpGV-M pur est 

requise pour contrôler efficacement cette population. Sur colonie sensible, cet effet n’a pas pu 

être observé, CpGV-M et CpGV-R5 seuls étant capables de contrôler cette population. 

Il a été suggéré que le mécanisme de résistance pouvait être un dû à un blocage précoce de la 

réplication virale dans les cellules de l’insecte (Asser-Kaiser & Jehle, 2009 ; Asser-Kaiser et 

al., 2011), aucune réplication n’étant observée lors d’une infection avec une faible dose de 

CpGV-M per os ou par injection (Asser-Kaiser et al., 2011). Une infection létale peut 

cependant être établie en inoculant des insectes résistants avec de très fortes concentrations 

(Berling et al., 2013). 

CpGV-M n’étant pas capable de se répliquer dans les insectes résistants, nous pouvions nous 

attendre, en utilisant des isolats viraux mélangés, à une corrélation positive entre la proportion 

de CpGV-M et la dose requise pour tuer. Ce n’est pas du tout ce qui a été observé. La 

présence de CpGV-M a contribué à la pathogénicité globale de la population mélangée de 

virus. De plus, les marqueurs spécifiques de CpGV-M sont présents dans la descendance en 

OB, confirmant que la réplication dans un hôte résistant se produit. Or, les marqueurs que 

nous avons utilisés ne sont pas reliés à la capacité à se répliquer dans un hôte résistant, celle-

ci étant reliée au gène pe38 comme récemment démontré (Gebhardt et al., 2014). Nous 

pensons que ces marqueurs ne sont pas sujet à sélection en fonction du génotype de l’hôte 

(sensible ou résistant). La présence de marqueurs originaires des deux génotypes dans la 

descendance de tous les mélanges indique que les deux virus infectent les larves et se 

répliquent efficacement.  

Les résultats présentés ici indiquent que le mécanisme impliqué dans la restriction de la 

réplication de CpGV-M peut être pallié par la présence de CpGV-R5. Cette action d’aide de la 
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part de CpGV-R5 peut intervenir à différents niveaux, i.e. l’entrée dans l’insecte, la 

réplication dans les cellules de l’intestin, la dispersion dans les autres tissus et la réplication 

généralisée.  

Le mécanisme d’aide peut être classé en deux catégories : ceux qui agissent en trans et ceux 

qui agissent en cis. Tanada & Hukuhara (1971) ont été les premiers à décrire les facteurs de 

synergie en analysant l’action d’aide d’un granulovirus. Ils ont démontré que l’effet pouvait 

être produit en trans, signifiant qu’une particule physique (un OB du Pseudaletia Unipuncta 

granulovirus (PuGV)) peut aider une autre particule (un OB du Pseudaletia Unipuncta 

Nucléopolyhédrovirus (PuNPV)) pour démarrer l’infection. Il a plus tard été montré que cette 

action etait due à la présence de la membrane péritrophique (MP) dégradant les enzymes 

(Hashimoto et al., 1991). Des effets similaires ont été obtenus en ajoutant des substances 

chimiques, comme l’azurant fluorescent FB28 à un inoculum d’OB.  

Un blocage de l’infection des cellules épithéliales a été observé quand un ou plusieurs des 

composants structuraux du virus permettant la fusion à la membrane étaient absents. Ces 

composés sont appelés « Per Os Infectivity proteins » (PIF) (Peng et al., 2012). Pour ces 

protéines, l’action d’aide se fait en cis : les protéines d’aide doivent être dans la même 

particule (Kikhno et al., 2002). En mélangeant des OB défectifs PIF et des OB compétents 

PIF, la complémentation ne peut se produire. Dans notre modèle, les populations mélangées 

de CpGV ont été obtenues en mélangeant des OB produits indépendamment et une action 

d’aide s’est produite. L’effet d’aide ne requiert aucun facteur de cis-action, comme observé 

chez d’autres sytèmes de baculovirus (Lopez-Ferber et al., 2003 ; Clavijo et al., 2009 ; Simon 

et al., 2005). 

Une analyse détaillée du point de blocage pour CpGV-M chez les insectes résistants a été 

publiée (Asser-Kaiser et al., 2011). L’addition d’azurant fluorescent FB28 ne permettait pas 

une infection productive, démontrant ainsi que le mécanisme impliqué dans la résistance 

n’était pas lié à la dégradation de la MP. De plus, les auteurs démontrent que le CpGV-M 

n’est pas capable de se répliquer, ni dans les cellules intestinales, ni dans toutes les autres 

cellules étudiées. Une incompatibilité cellule hôte/virus généralisée a été suggérée. 

Une différence majeure entre MNPV et GV doit ici être considérée. Chez les MNPV, les 

ODV (occlusion derived virions) contiennent un nombre variable de génomes. Des génomes 

de virus défectifs peuvent être co-enveloppés dans le même virion avec réplication autonome 

des génomes et peuvent alors être transmis ensemble à un nouvel hôte, le génome complet 



162 
 

agissant comme un facteur d’aide aux virus défectifs pour l’entrée et la réplication dans les 

cellules de l’intestin. Chez les GV, comme l’ODV ne transporte qu’un seul génome, cet effet 

d’aide pour la réplication ne pourra se produire que si une cellule intestinale est infectée par 

deux virions simultanément. La DL50 du CpGV a été estimée entre 1,2 (Huber, 1986) et 5 

(Lawrence et al., 2008) OB/µL. Un niveau similaire est observé pour CpGV-R5 sur insectes 

résistants. En conséquence, l’infection multiple d’une cellule épithéliale est probablement un 

événement très rare, et chaque particule virale infectante doit être capable d’accomplir un 

cycle complet d’infection, de réplication et de transmission cellule à cellule dans l’insecte 

infecté. La présence de marqueurs de CpGV-M dans les OB produits suggère que, au moins 

au niveau de l’intestin, l’infection de la même cellule par plusieurs génotypes viraux n’est pas 

requise pour la réplication de CpGV-M. 

En conséquence, comme la présence de CpGV-R5 dans l’hôte aide le génome CpGV-M à 

infecter les cellules, nous proposons qu’un facteur de diffusion sécrété par les cellules 

infectées par CpGV-R5 rend les cellules non-infectées permissibles à l’infection par CpGV-

M. Cette question sera explorée plus tard (Chapitre 8). 

A faible dose, la plupart des larves mortes auront ingéré seulement un à quelques OB. 

Malheureusement, notre approche ne nous permet pas de vérifier la dose réelle ingérée. Pour 

cela, il faudrait utiliser la méthode du droplet feeding et évaluer le nombre d’OB ingérés. 

Nous nous sommes heurtés à des problèmes techniques qui ne nous ont pas permis d’obtenir 

des résultats convaincants. Nous avons donc abandonné cette approche. 

La probabilité d’ingestion d’un OB de CpGV-R5 augmente avec la proportion relative de 

CpGV-R5 dans le mélange ou avec la dose ingérée ; et inversement, elle décroit avec la 

proportion relative de CpGV-M. La plus haute probabilité d’obtenir une infection mixte est 

obtenue lorsque les deux virus sont présents à la même fréquence. Dans nos conditions, lors 

d’une infection d’hôtes avec un mélange viral contenant 50% de CpGV-R5, suivant la 

probabilité de distribution, toutes les larves devraient rencontrer les deux génotypes viraux. 

Le test d’additivité pour ce virus a été rejeté, indiquant un effet synergique lors de l’infection 

des larves par les deux virus. Inversement, pour les mélanges ayant une fréquence extrême 

d’un des deux génotypes, la probabilité d’une infection mixte dans une larve est faible, 

expliquant l’impossibilité de détecter une synergie. Similairement, nos données montrent que 

pour l’amplification virale (faite à une plus forte concentration, 800 OB/µL), presque toutes 

les larves mortes ont rencontré les deux génotypes viraux et que les deux génotypes viraux ont 

été transmis. 
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Sur une population mélangée, comme CpLGEI, les survivants à une infection par CpGV-M 

sont, normalement, des individus résistants. Dans ces conditions, ajouter une petite quantité 

de CpGV-R5 va réduire la CL90, et aider à contrôler efficacement les populations et prévenir 

l’augmentation du nombre de résistants dans les générations futures  

 

4. Conclusion de la partie 

Utiliser des génotypes d’isolats viraux mélangés semble permettre un contrôle efficace tout en 

préservent la diversité virale, réduisant probablement les pressions de sélection sur chaque 

génotype et permettant la génération de diversité dans la population virale. La conséquence 

finale devrait être la réduction de la vitesse ou de la probabilité de génération de résistances 

de l’insecte contre les génotypes viraux. Combiner cette approche avec une coévolution 

temporelle des populations virales avec leurs hôtes devrait prévenir le développement de 

nouvelles résistances, faisant de la lutte biologique contre cet insecte une méthode de contrôle 

durable. 

Nos données ne permettent pas de déterminer s’il y a co-infection des cellules par CpGV-M et 

CpGV-R5 et si cette étape est requise pour la réplication de CpGV-M dans un hôte résistant 

ou si, alternativement, un facteur diffusable est sécrété par les cellules infectées par CpGV-R5 

rendant sensible à CpGV-M les cellules non-infectées. Si la co-infection est un mécanisme 

généralisé, comme chez les NPV (Bull et al., 2001), davantage de variabilité pourrait être 

générée par la recombinaison. 

Pour explorer plus en détails ces hypothèses, des productions successives de ces mélanges ont 

été réalisées sur larves sensibles et résistantes. Leur efficacité a été testée mais une analyse 

plus poussée des quantités de génomes produits a aussi été réalisée pour déterminer si un 

phénomène de recombinaison est possible chez les GV. Ces analyses sont décrites dans le 

chapitre suivant. 
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Chapitre 8. Evolution des mélanges viraux : tests d’efficacité 

et analyse des proportions de chaque génome après plusieurs 

passages sur larves de carpocapses sensibles et résistantes 

 

 

Une partie de ce chapitre fera l’objet d’une publication actuellement en préparation : Graillot, 

B., Bayle, S., Besse, S., Blachère Lopez, C., Siegwart, M. & Lopez-Ferber, M. Successive 

passages of mixed CpGV populations converge to an optimal efficacy and produce 

recombination. 

 

 

1. Introduction 

Comme indiqué dans le chapitre précédent, la co-infection de cellules hôtes est un trait 

généralisé chez AcMNPV (Bull et al., 2001) et les phénomènes de co-occlusion et de co-

enveloppement ont été démontrés pour Spodoptera frugiperda Multiple 

Nucleopolyhedrovirus, SfMNPV (Lopez-Ferber et al., 2003 ; Clavijo et al., 2009). 

Ces phénomènes de co-infection d’une même cellule et de recombinaison ont souvent été 

observés pour les NPV mais jamais pour les GV. Il est normal de ne pas rencontrer de co-

encapsidation du fait même de la structure des GV mais il est difficile d’imaginer que deux 

GV ne pourraient pas coloniser la même cellule et s’y répliquer. Malgré quelques travaux 

ayant montré des phénomènes de recombinaison lors de l’infection de leur hôte, tant entre le 

génome de l’hôte et celui du virus (Ahrens & Jehle, 2002) ou entre génotypes différents du 

même virus, Cryptoflebia leucotreta granulovirus (Jehle et al., 2003), l’étendue de ce 

phénomène de co-infection n’a été que peu étudiée. 

Précédemment, nous avons étudié l’efficacité de mélanges en différentes proportions de deux 

isolats de CpGV - CpGV-M et CpGV-R5 - ainsi que la composition génétique de ces 

mélanges après production sur des larves de carpocapses sensibles et résistantes. 

Ce travail a été poursuivi et tous les mélanges ont été produits pendant 6 générations sur 

larves sensibles (CpNPP) et résistantes (RGV). Des tests d’efficacité de ces productions ont été 
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effectués sur larves CpNPP et RGV ainsi qu’une quantification PCR de chaque génome à 

l’aide des marqueurs utilisés précédemment.   

Ce système à 2 virus et 2 hôtes se présente comme un modèle pour une étude d’évolution 

expérimentale ; le virus ne rencontrant pas de coût apparent à contourner une résistance (voir 

chapitre 4) et l’hôte ne présentant pas de coût détectable non plus en développant une 

résistance (Undorf-Spahn et al., 2012). 

Ce travail a deux objectifs. Le premier consiste en un suivi de l’évolution de l’efficacité des 

mélanges viraux précédemment préparés en les produisant avec pression de sélection (sur 

insectes résistants) et sans pression de sélection (sur insectes sensibles), pour observer dans 

les deux cas l’effet de l’infection par un mélange de GV. 

Le second objectif est de rechercher d’éventuels phénomènes de co-infection d’une même 

cellule par des GV, et de recombinaison. 

Comme indiqué dans le chapitre précédent, il est impossible de conclure à un quelconque 

événement de recombinaison des deux virus après une production en utilisant seulement les 

marqueurs sélectionnés. En effet, il faut au moins deux marqueurs présentant une variabilité 

pour pouvoir établir des analyses de recombinaison. Un second marqueur variable a donc été 

trouvé, « CpGV-20400 », et deux oligonucléotides l’encadrant ont été désignés. En PCR 

quantitative, ce couple d’amorces amplifie une bande sur CpGV-R5 mais pas sur CpGV-M 

(voir Chapitre 2, tableau 2.2). Il a été décrit récemment que le contournement de la résistance 

par le virus était dû à une modification du gène pe38, matérialisée par une délétion de 24 pb 

dans le génome de CpGV-R5 par rapport à celui de CpGV-M (Gebhardt et al., 2014). Il est 

impossible de créer des amorces spécifiques à l’un ou l’autre virus, comme réalisé 

précédemment, car la zone délétée chez CpGV-R5 est une zone répétée et donc également 

présente chez CpGV-M. Des amorces ont donc été créées dans la zone encadrant la délétion, 

de façon à amplifier un fragment de 275 ou 299 paires de bases selon le génome et visualiser 

ces 2 fragments sur gel d’agarose haute résolution. 

Le plan des analyses effectuées dans ce chapitre est présenté dans la figure 8.1. 
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2. Résultats 

2.1. Tests d’efficacité  

Des tests d’efficacité des différentes productions des mélanges viraux ont été effectués sur la 

colonie sensible (CpNPP) et la colonie résistance à CpGV-M (RGV). Les résultats obtenus 

pour les mélanges ont été décrits dans le chapitre 7 (Tableau 7.2 et Figure 7.1 à 7.4). Ici, seule 

l’efficacité des productions successives de ces mélanges sera détaillée. 

2.1.1. Efficacité des productions issues de larves sensibles CpNPP 

Les résultats des tests biologiques des productions issues d’insectes sensibles effectués sur 

CpNPP sont décrits dans le tableau 8.1 et la figure 8.2. Ces tests indiquent un gain significatif 

d’efficacité au cours des générations pour atteindre l’efficacité de CpGV-M (CL50=13,10 

(6,55 - 23,2) ; CL90=223,1 (110,7 - 654,18)) à la sixième génération des mélanges M99-1 

(CL50=13,87 (6,24 - 26,43) ; CL90=187,03 (86,12 - 701,04)), M50-R50 (CL50=23,29 (16,2 - 

32,87) ; CL90=264,25 (164,49 - 500,59)) et M10-R90 (CL50=29,94 (8,32 - 66,24) ; 

CL90=322,97 (118,86 - 2,83 × 10
3
)) et l’efficacité de CpGV-R5 (CL50=6,76 (2,6 - 13,37) ; 

CL90=59,63 (27,54 - 278,55)) à la sixième génération des mélanges M95-R05 (CL50=8,19 

(4,91 - 14,39); CL90=91,48 (45,43 - 308,42)) et M90-R10 (CL50=10,5 (6,03 - 16,51) ; 

CL90=62,35 (36,43 - 153,32)). 
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Tableau 8.1. Pathogénicités, mesurées par CL50 et CL90,  des 6 productions successives sur larves 

sensibles CpNPP de 5 mélanges viraux sur des colonies de laboratoire de C. pomonella sensibles au 

virus (CpNPP). 

 

Colonie 

d’insecte 

Isolats 

viraux 

Nb. 

d’insectes 

testés 

Nb. d’OB/µL (95% IC) 
Pente ± ES χ² 

CL50 CL90 

CpNPP G199-01 462 29,39 (20,82-40,34) 169,90 (113,94-296,54) 1,68 ± 0,19 2,82 

  G195-05 483 111,56 (75,32-151,5) 517,84 (355,75-949,06) 1,92 ± 0,30 3,88 

  G190-10 484 74,92 (52,36-105,25) 601,38 (387,26-1,09 × 10
3
) 1,42 ± 0,14 3,07 

  G150-50 513 26,27 (17,71-35,71) 99,98 (69,99-175,41) 2,21 ± 0,35 3,32 

  G110-90 466 95,44 (63,85-137,87) 1,03 × 10
3
 (633,7-1,98 × 103)   1,24 ± 0,13 1,58 

  G299-01 522 27,13 (19,23-37,16) 161,60 (109,02-277,58) 1,65 ± 0,18 1,41 

  G295-05 522 24,67 (16,75-35,01) 210,94 (135,08-387,99) 1,38 ± 0,15 1,05 

  G290-10 510 27 (12,21-43,45) 124,96 (72,69-436,92) 1,93 ± 0,33 4,51 

  G250-50 664 26,86 (12,80-49,02) 289,75 (143,86-896,56) 1,24 ± 0,11 7,04 

  G210-90 515 26,84 (18,27-38,06) 231,7 (148,57-424,23) 1,37 ± 0,15 1,34 

  G399-01 457 37,31 (10,15-87,995) 389,45 (152,89-3,19 × 10
3
) 1,26 ± 0,14 10,43 

  G395-05 439 51,26 (14,83-98,80) 299,35 (146,67-2,12 × 10
3
) 1,67 ± 0,25 7,66 

  G390-10 422 56,89 (39,56-78,86) 381,39 (253,29-670,43) 1,55 ± 0,17 2,19 

  G350-50 679 29,04 (6,62-73,92) 421,37 (152,65-3,75 × 10
3
) 1,10 ± 0,11 13,48 

  G310-90 433 57,8 (31,98-100,45) 384,34 (200,95-1,14 × 10
3
) 1,56 ± 0,15 6,26 

  G499-01 559 29,82 (19,16-45,23) 319,86 (185,03-695,23) 1,24 ± 0,12 11,73 

  G495-05 525 38,99 (28,37-53,16) 270,33 (178,82-472,22) 1,52 ± 0,15 2,94 

  G490-10 532 36,24 (15,99-75,03) 405,74 (172,58-1,91 × 10
3
) 1,22 ± 0,12 8,03 

  G450-50 811 61,39 (41,04-89,71) 680 (412,56-1,34 × 10
3
) 1,23 ± 0,1 13,63 

  G410-90 520 57,49 (37,83-85,12) 328,73 (200,66-705,88) 1,69 ± 0,18 13,41 

  G599-01 556 28,63 (13,18-51,92) 198,81 (100,72-720,93) 1,52 ± 0,18 25,11 

  G595-05 522 25,32 (15,85-39,48) 415,20 (236,28-866,72) 1,06 ± 0,1 1,74 

  G590-10 544 48,78 (34,11-67,86) 383,56 (251,06-679,28) 1,43 ± 0,15 9,23 

  G550-50 553 41,59 (24,63-67,81) 313,61 (172,10-803,49 1,46 ± 0,14 18,13 

  G510-90 464 45,60 (18,87-89,29) 397,11 (184,46-1,73 × 10
3
) 1,36 ± 0,15 28,94 

  G699-01 536 13,87 (6,24-26,43) 187,03 (86,12-701,04) 1,13 ± 0,12 22,86 

  G695-05 502 8,19 (4,91-14,39) 91,48 (45,43-308,42) 1,22 ± 0,14 4,99 

  G690-10 786 10,50 (6,03-16,51) 62,35 (36,43-153,32) 1,66 ± 0,17 22,53 

  G650-50 531 23,29 (16,20-32,87) 264,25 (164,49-500,59) 1,22 ± 0,12 2,42 

  G610-90 773 26,94 (8,32-66,24) 322,97 (118,86-2,82 × 10
3
) 1,19 ± 0,10  16,59 
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Figure 8.2. Efficacité (CL50 et CL90) sur CpNPP des différents mélanges viraux produits sur larves 

sensibles. La ligne pleine indique l’efficacité de CpGV-M et la ligne pointillée indique l’efficacité de 

CpGV-R5. 

 

Les résultats des tests sur larves résistantes de ces productions issues d’individus sensibles 

sont présentés dans le tableau 8.2 et la figure 8.3. Ces résultats indiquent que les efficacités 

des générations G1 à G3 sont similaires à celles de CpGV-R5 sur RGV voire meilleures. 

L’efficacité des générations G4 et G5 est assez fluctuante. Par contre, toutes les générations 6 

atteignent au moins l’efficacité de CpGV-R5 sur RGV. Seule la G6 M50-R50 a une efficacité 

égale à celle de CpGV-R5 seul sur RGV (CL50=38,68 (24,58 - 56,4) ; CL90=462,4 (299,93 - 

817,65)), alors que toutes les autres G6 atteignent une efficacité supérieure à celle de CpGV-

R5 seul (G6 M99-R1 : CL50=40,89 (7,43 - 109,24) CL90=294,64 (110,16 - 4,08 × 10
3
); G6 

M95-R05 : CL50=36,37 (17,34 - 68,13) CL90=270,31 (135,55 - 853,78) ; G6 M90-R10 : 

CL50=30,3 (15,77 - 50,36) CL90=319,71 (179,35 - 761,25) ; G6 M10-R90 : CL50=28,24 (19,32 

- 38,32) CL90=164,1 (115,26 - 269,16)). 
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Tableau 8.2. Pathogénicités, mesurées par CL50 et CL90,  des 6 productions successives sur larves 

sensibles (CpNPP) de 5 mélanges viraux sur des colonies de laboratoire de C. pomonella résistantes au 

virus (RGV). 

 

Colonie 

d’insecte 

Isolats 

viraux 

Nb. 

d’insectes 

testés 

Nb. d’OB/µL (95% IC) 

Pente ± ES χ² 

CL50 CL90 

RGV G199-01 414 176,36 (114,60-249,42) 966,71 (640,27-1,8 × 10
3
)  1,73 ± 0,25 8,75 

  G195-05 561 53,1 (33,81-76,56) 441,66 (288,69-798,88) 1,39 ± 0,17 3,21 

  G190-10 689 54,74 (16,05-110,85) 364,35 (171,26-2,17 × 10
3
) 1,56 ± 0,25 3,26 

  G150-50 460 127,15 (36,73-247,60) 1,09 × 10
3 
(524,49-5,94 × 10

3
) 1,37 ± 0,20 6,23 

  G110-90 458 36,60 (14,75-67,33) 331,21 (168,91-1,11× 10
3
) 1,34 ± 0,17 5,21 

  G299-01 461 107,29 (70,46-154,06) 869,17 (559,54-1,6 × 10
3
) 1,41 ± 0,16 0,80 

  G295-05 451 23,14 (16,27-32,40) 229,20 (145,36-422,12) 1,29 ± 0,13 2,41 

  G290-10 445 106,86 (20,85-236,98) 974,39 (435,56-5,41 × 10
3
) 1,34 ± 0,20 3,84 

  G250-50 447 88,41 (57,73-130,36) 1,10 × 10
3
 (671,47-2,15 × 10

3
) 1,17 ± 0,12 2,314 

  G210-90 442 60,96 (21,58-102,79) 300,67 (175,19-963,57) 1,85 ± 0,34 4,04 

  G399-01 458 122,99 (87,41-165,19) 583,23 (403,96-999,21) 1,90 ± 0,25 5,77 

  G395-05 453 38,35 (10,23-90,29) 755,96 (290,91-4,76 × 10
3
) 0,99 ± 0,12 6,71 

  G390-10 454 27,15 (10,40-57,76) 1,09 × 10
3 
(418,79-5,47 × 10

3
) 0,80 ± 0,08 19,06 

  G350-50 441 44,00 (20,26-83,33) 833,73 (384,75-2,79 × 10
3
)  1,00 ± 0,10 4,33 

  G310-90 427 39,14 (25,28-56,84) 280,60 (180,78-516,94) 1,50 ± 0,18 0,87 

  G499-01 444 50,21 (32,72-73,10) 445,61 (282,68-826,83) 1,35 ± 0,15 1,81 

  G495-05 435 47,75 (30,85-68,93) 358,88 (232,40-658,43) 1,46 ± 0,18 1,56 

  G490-10 423 43,26 (16,6-92,20) 718,57 (300,57-3,11 × 10
3
)  1,05 ± 0,11 6,13 

  G450-50 447 91,79 (45,09-163,16) 1,08 × 10
3
 (546,3-3,17 × 10

3
)   1,20 ± 0,13 4,18 

  G410-90 439 108,68 (44,19-203,11) 856,34 (428,82-3,07 × 10
3
) 1,43 ± 0,19 20,27 

  G599-01 611 243,29 (114,99-389,52) 2,19 × 10
3
 (1,37 × 10

3
-4,7 × 10

3
) 1,34 ± 0,23 0,53 

  G595-05 881 255,51 (191,31-328,77) 1,77 × 10
3
 (1,28 × 10

3
-2,7 × 10

3
) 1,53 ± 0,15 4 

  G590-10 409 57,97 (26,99-105,60) 616,17 (311,53-1,82 × 10
3
) 1,25 ± 0,14 4,15 

  G550-50 440 67,40 (43,18-95,49) 402,08 (268,71-728,60) 1,65 ± 0,23 2,20 

  G510-90 691 138,92 (36,96-279,96) 1,16 × 10
3
 (544,98-6,69 × 10

3
) 1,39 ± 0,17 9,91 

  G699-01 448 40,89 (7,43-109,24) 294,64 (110,16-4,08 × 10
3
) 1,49 ± 0,19 7,20 

  G695-05 643 36,67 (17,34-68,13) 270,31 (135,55-853,78) 1,48 ± 0,14 7,82 

  G690-10 886 30,30 (15,77-50,36) 319,71 (179,35-761,25) 1,25 ± 0,11 5,95 

  G650-50 619 38,68 (24,58-56,40) 462,40 (299,93-817,65) 1,19 ± 0,12 3,93 

  G610-90 636 28,24 (19,32-38,32) 164,10 (115,26-269,16) 1,68 ± 0,21 1,14 

 

 

 

 



171 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8.3. Efficacité (CL50 et CL90) sur RGV des différents mélanges viraux produits sur larves 

sensibles. La ligne pointillée indique l’efficacité de CpGV-R5. 
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Les sixièmes générations de tous les mélanges produits sur CpNPP sont capables de contrôler 

aussi bien les insectes sensibles que les insectes résistants et cela aussi bien que CpGV-R5. 

2.1.2. Efficacité des productions issues de larves résistantes RGV 

Les résultats des tests biologiques sur des insectes sensibles CpNPP des productions issues de 

la colonie RGV sont décrits dans le tableau 8.3 et la figure 8.4. 

 

Tableau 8.3. Pathogénicités, mesurées par CL50 et CL90,  des 6 productions successives sur larves 

résistantes (RGV) de 5 mélanges viraux sur des colonies de laboratoire de C. pomonella sensibles 

(CpNPP). 

 

Colonie 

d’insecte 

Isolats 

viraux 

Nb. 

d’insectes 

testés 

Nb. d’OB/µL (95% IC) 
Pente ± ES χ² 

LC50 LC90 

       

CpNPP G199-01 492 80,73 (28,60 - 173,25) 384,19 (178,01 - 2,88 × 10
3
) 1,89 ± 0,23 11,25 

  G195-05 493 53,80 (37,90 - 72,88) 270,97 (186,45 - 463,82) 1,83 ± 0,23 1,57 

  G190-10 546 92,64 (44,60 - 160,48) 830,02 (435,03 - 2,55 × 10
3
) 1,35 ± 0,16 4,69 

  G150-50 501 62,46 (29,03 - 110,94) 525,17 (267,52 - 1,81 × 10
3
) 1,39 ± 0,16 5,55 

  G110-90 490 89,41 (57,34 - 129,24) 725,97 (459,08 - 1,42 × 10
3
) 1,41 ± 0,18 3,05 

       

              

  G399-01 455 42,28 (15,82 - 74,19) 301,06 (160 - 1,19 × 10
3
) 1,50 ± 0,25 4,37 

  G395-05 441 45,26 (14,40 - 103,25) 251,81 (109,21 - 2,02 × 10
3
) 1,72 ± 0,20 11,85 

  G390-10 479 42,30 (8,55 - 105,98) 255,15 (102,49 - 4,08 × 10
3
) 1,64 ± 0,21 7,56 

  G350-50 497 61,30 (40,20 - 90,63) 1,05 × 10
3
 (622,78 - 2,07 × 10

3
) 1,04 ± 0,1 2,97 

  G310-90 492 32,28 (5,34 - 75,45) 310,82 (127,4 - 3,17 × 10
3
) 1,30 ± 0,18 9,03 

       

              

  G699-01 549 72,03 (42,30 - 109,63) 324,20 (197,90 - 796,16) 1,96 ± 0,27 4,16 

  G695-05 501 17,92 (5,62 - 42,66) 244,13 (91,42 - 1,87 × 10
3
) 1,13 ± 0,12 9,78 

  G690-10 487 53,10 (38,43 - 72,49) 398,32
 
(264,37 - 685,78) 1,46 ± 0,14 2,79 

  G650-50 556 41,29 (29,49 - 55,70) 226,32 (154,83 - 387,75) 1,73 ± 0,21 0,75 

  G610-90 497 41,01 (18,97 - 72,55) 347,49 (176,56 - 1,24 × 10
3
) 1,38 ± 0,17 5,12 
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Figure 8.4. Efficacité (CL50 et CL90) sur CpNPP des différents mélanges viraux produits sur larves 

résistantes. La ligne pleine indique l’efficacité de CpGV-M et la ligne pointillée indique l’efficacité de 

CpGV-R5. 

 

Les résultats sont ici moins clairs que pour les virus produits sur larves sensibles. L’efficacité 

de ces productions sur insectes résistants indique une CL50 plus forte que celles obtenues avec 

CpGV-M et CpGV-R5 sur larves sensibles, excepté pour la G6 M95-R05 (17,92 (5,62 -

42,66)) atteignant l’efficacité de CpGV-M. Pour la CL90, à partir de la G3, toutes les 

productions développent la même efficacité que CpGV-M sur populations sensibles, excepté 

la G3 50-50. 

Les résultats des tests de ces productions effectuées sur RGV sont détaillés dans le tableau 8.4 

et la figure 8.5.  
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Tableau 8.4. Pathogénicité, mesurées par CL50 et CL90,  des 6 productions successives sur larves 

résistantes (RGV) de 5 mélanges viraux sur des colonies de laboratoire de C. pomonella résistantes au 

virus (RGV). 

 

Colonie 

d’insecte 

Isolats 

Viraux 

Nb. 

D’insectes 

testés 

Nb. d’OBs/µL (95% IC) 
Pente ± SE χ² 

LC50 LC90 

       

RGV G199-01 433 117,65 (79,23 - 160,55) 488,61 (337,25 - 881,23) 2,07 ± 0,33 2,12 

  G195-05 435 109,32 (78,24 - 142,61) 318,6 (234,56 - 519,12) 2,76 ± 0,46 1,12 

  G190-10 438 186,77 (122,06 - 266,24) 1,26 × 10
3
 (819,53 - 2,35 × 10

3
) 1,55 ± 0,20 1,25 

  G150-50 447 129,62 (47,43 - 226,93) 870,54 (480,27 - 2,88 × 10
3
) 1,55 ± 0,25 4,35 

  G110-90 435 71,97 (31,00 - 132,42) 661,67 (332,50 - 2,21 × 10
3
) 1,33 ± 0,17 4,82 

              

       

  G399-01 466 56,11 (35,52 - 79,78) 288,54 (192,91 - 532,54) 1,80 ± 0,27 0,90 

  G395-05 449  60,87 (41,00 - 84,37) 352,54 (236,84 - 632,27) 1,68 ± 0,22 2,83 

  G390-10 441 33,03 (6,48 - 90,35) 231,40 (85,70 - 6,39 × 10
3
) 1,52 ± 0,19 15,08 

  G350-50 689 81,35 (26,67 - 148,92) 587,06 (306,58 - 2,37 × 10
3
) 1,49 ± 0,19 7,95 

  G310-90 447 43,99 (22,69 - 77,06) 345,12 (176,65 - 1,12 × 10
3
) 1,43 ± 0,16 5,45 

              

       

  G699-01 427 116,10 (76,37 - 164,80) 728,27 (479,14 - 1,33 × 10
3
) 1,61 ± 0,21 1,80 

  G695-05 439 41,82 (22,12- 65,15) 368,98 (230,50 - 752,33) 1,36 ± 0,21 2,90 

  G690-10 813 186,46 (102,88 - 267,37) 912,73 (555,33 - 3,13× 10
3
) 1,86 ± 0,30 15,316 

  G650-50 470 58,22 (16,51 - 128,09) 826,35 (353,57 - 4,04 × 10
3
) 1,11 ± 0,15 5,68 

  G610-90 690 48,26 (31,23 - 69,48) 547,61 (357,09 - 966,13) 1,22 ± 0,13 2,68 
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Figure 8.5. Efficacité (CL50 et CL90) sur RGV des différents mélanges viraux produits sur larves 

résistantes. La ligne pointillée indique l’efficacité de CpGV-R5. 

 

L’efficacité sur larves résistantes RGV des productions issues d’insectes résistants présente une 

forte variabilité. Toutes les production de 3
ème

 génération montrent une bonne efficacité (G3 

M99-R01 : CL50=56,11 (35,52 - 79,78) CL90=288,54 (192,91 - 532,54) ; G3 M95-R05: 

CL50=60,87 (41 - 84,37) CL90=352,54 (236,84 - 632,27) ; G3 M90-R10: CL50=33,03 (6,48 - 

90,35) CL90=231,4 (85,7 - 6,39 × 10
3
) ; G3 M50-R50: CL50=81,35 (26,67 - 148,92) 

CL90=587,06 (306,58 - 2,37 × 10
3
) ; G3 M10-R90: CL50=43,99 (22,69 - 77,06) CL90 345,12 

(176,65 - 1,12 × 10
3
). Par contre, seule la G6 M95-R05 est capable de contrôler les larves RGV 

(CL50=41,82 (22,12 - 65,15) CL90=368,98 (230,5 - 752,33), les autres présentant une 

efficacité plutôt mauvaise. 
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2.2. Analyse de la proportion de marqueurs de chaque génome par PCRq 

Une analyse par PCR quantitative a été effectuée sur les productions des différents mélanges 

issus d’insectes sensibles et résistants. Ces résultats sont présentés dans les tableaux 8.5 à 8.8. 

La PCR a révélé que les marqueurs de chacun des virus étaient présents dans l’intégralité des 

productions issues d’insectes sensibles (tableau 8.5 et 8.7). Ce résultat est attendu, les deux 

virus étant capables d’infecter l’hôte et de s’y multiplier. 

 

Tableau 8.5. Pourcentages d’allèles provenant de CpGV-M sur le marqueur « CpGV-15600 » par 

rapport au marqueur commun « CpGV-138300 (en bleu) » et de CpGV-R5 par rapport au marqueur 

commun « CpGV-138300 », déduit (en noir) dans les différents mélanges viraux et dans leurs 

productions successives sur larves sensibles CpNPP.  

 

 
M99-R01 M95-R05 M90-R10 M50-R50 M10-R90 

Générations %M %R %M %R %M %R %M %R %M %R 

0 99 1 95 5 90 10 50 50 10 90 

1 25 75 76 24 35 65 52 48 1 99 

2 18 82 86 14 31 69 56 48 23 77 

3 16 84 80 20 40 60 66 34 16 84 

4 15 85 87 23 55 45 30 70 44 56 

5 7 93 87 23 89 11 32 68 39 61 

6 4 96 66 34 72 28 46 54 17 83 

 

 

Les tests de quantification par PCR sur les productions de mélanges issues d’insectes 

résistants (Tableau 8.6 et 8.8), mettent en évidence une réplication effective de CpGV-M dans 

des individus résistants grâce à la présence de CpGV-R5 (Chapitre 7). Par ailleurs, ils 

indiquent aussi que seuls des marqueurs de CpGV-R5 sont retrouvés dans certaines 

production. En effet, il n’y a présence d’aucun marqueur de CpGV-M à partir de la G4 du 

mélange M99-R01 et de la G3 du mélange M90-R10. Comme constaté pour les productions 

successives des mélanges sur insectes permissifs, les proportions sont très variables et 

n’égalent jamais 100% de CpGV détecté : la somme des pourcentages de marqueurs excède 

même parfois les 100%. 
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Tableau 8.6. Pourcentages d’allèles provenant de CpGV-M sur le marqueur « CpGV-15600 » par 

rapport au marqueur commun « CpGV-138300 » (en bleu) et de CpGV-R5 par rapport au marqueur 

commun « CpGV-138300 », déduit (en noir) dans les différents mélanges viraux et dans leurs 

productions successives sur larves résistantes RGV.  

 

 
M99-R01 M95-R05 M90-R10 M50-R50 M10-R90 

Générations %M %R %M %R %M %R %M %R %M %R 

0 99 1 95 5 90 10 50 50 10 90 

1 121 0 114 0 42 58 38 62 43 57 

2 44 56 51 49 2 98 7 93 69 38 

3 12 88 30 70 0 100 2 98 39 61 

4 0 100 45 55 0 100 7 93 10 90 

5 0 100 49 51 0 100 9 91 13 87 

6 0 100 36 64 0 100 4 96 6 94 

 

 

 

Tableau 8.7. Pourcentages d’allèles provenant de CpGV-R5 sur le marqueur « CpGV-20400 » par 

rapport au marqueur commun « CpGV-138300 » (en bleu) et de CpGV-M par rapport au marqueur 

commun « CpGV-138300 », déduit (en noir) dans les différents mélanges viraux et dans leurs 

productions successives sur larves sensibles CpNPP.  

 

 
M99-R01 M95-R05 M90-R10 M50-R50 M10-R90 

Générations %M %R %M %R %M %R %M %R %M %R 

0 99 1 95 5 90 10 50 50 10 90 

1 70 30 87 13 86 14 79 21 53 47 

2 57 43 85 15 87 13 78 22 64 36 

3 48 52 81 19 84 16 79 21 65 35 

4 60 40 86 14 75 25 76 24 85 15 

5 71 29 87 13 75 25 80 20 80 20 

6 69 31 92 8 72 28 81 19 75 25 
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Tableau 8.8. Pourcentages d’allèles provenant de CpGV-R5 sur le marqueur « CpGV-20400 » par 

rapport au marqueur commun « CpGV-138300 » (en bleu) et de CpGV-M par rapport au marqueur 

commun « CpGV-138300 », déduit (en noir) dans les différents mélanges viraux et dans leurs 

productions successives sur larves résistantes RGV.  

 

 
M99-R01 M95-R05 M90-R10 M50-R50 M10-R90 

Générations %M %R %M %R %M %R %M %R %M %R 

0 99 1 95 5 90 10 50 50 10 90 

1 84 16 99 1 71 29 47 53 53 47 

2 57 43 92 8 9 91 19 81 58 42 

3 55 45 93 7 18 82 0 113 49 51 

4 16 84 85 15 13 87 17 83 0 105 

5 12 88 82 18 12 88 15 85 0 105 

6 16 84 91 9 16 84 21 79 0 105 

 

Ces résultats semblent donner un premier indice sur une probable co-infection de cellules par 

deux GV et une possible recombinaison des génomes. Les marqueurs « CpGV-15600 » et 

« CpGV-20400 » ne sont pas, à notre connaissance, impliqués dans le phénomène de 

résistance, et donc, ne doivent pas être soumis à sélection.  

Il est possible d’observer des variations dans les fréquences relatives de chaque allèle au cours 

des passages successifs : cela implique une recombinaison entre les deux marqueurs. Dans 

quelques cas, une proportion de 100% est observée dans une génération, non confirmée dans 

les suivantes. Cela ne peut indiquer qu’une présence d’un des allèles en-dessous de la limite 

de détection de la PCR. Par contre, dans certaines lignées, il y fixation d’un des marqueurs 

(proportion de 100%). Seuls des allèles provenant de CpGV-R5 sont fixés lors de 

l’amplification sur RGV, indépendamment de la proportion d’origine de CpGV-R5 (Tableau 

8.6 et 8.8). Cela arrive seulement dans les lignées amplifiées sur l’hôte résistant, RGV, mais 

pas celles amplifiées sur CpNPP. Cette différence d’évolution ne peut être due qu’à des 

« effets de fondateur ». En effet, chaque larve dans nos conditions d’infection, n’ingère que 

quelques OB, impliquant des forts goulots d’étranglement dans la population virale. Il est 

possible de supposer que la présence d’une pression de sélection pour l’allèle viral 

« résistant » du gène pe38 accroit ces effets par des actions de liaison génétique, les trois 

gènes étant dans la même molécule physique. Il est difficile de calculer une distance 
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génétique en « Morgan », car le résultant de chaque évènement ne peut être isolé. La distance 

entre le marqueur CpGV-18800 localisé dans le gène pe38, soumis à sélection, et les autres 

marqueurs est indiquée dans le Tableau 8.9. Une seule lignée a fixé l’allèle R du marqueur 

20400 (Tableau 8.8), tandis que deux lignées ont fixé l’allèle R du marqueur CpGV-15600, 

même si la distance avec pe38 est plus grande. 

 

Tableau 8.9. Distances en nucléotides entre les marqueurs utilisés. Dans la partie supérieure droite, 

dans le sens horaire du génome. Dans la partie inferieure gauche, dans le sens antihoraire du génome. 

La taille considérée est celle du CpGV-M publiée par Luque et al. (2001). 

 

Marqueurs 15600 18800 20400 

15600  3200 4800 

18800 120300  1600 

20400 118700 121900  

 

 

2.3. Quantification de marqueurs pe38 sur les différentes productions de mélanges : 

comparaison avec les résultats précédemment obtenus  

 

Dans le but de compléter les résultats précédemment obtenus par PCR quantitative sur les 

productions de mélanges, une analyse par PCR a été effectuée avec des marqueurs permettant 

de différencier CpGV-M et CpGV-R5 dans la zone de pe38, codant pour le contournement de 

la résistance (Gebhardt, 2014). En effet, une différence de 24 pb entre ces deux virus serait 

une des clefs du contournement de la résistance par le virus. Nous avons développé un couple 

d’oligonucléotides entourant cette zone (marqueur « CpGV-18800 »). 

Une analyse a tout d’abord été effectuée pour vérifier que la différence de taille était 

visualisable en gel d’agarose Cette analyse est présentée dans la figure 8.6. 
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Figure 8.6. Différenciation de CpGV-M et CpGV-R5 ainsi que des 5 mélanges viraux d’origine grâce 

aux primers pe38 

 

La différenciation des deux génomes apparait clairement sur le gel. Il est donc possible de 

différencier les génomes des deux virus sur la zone de pe38. L’analyse révèle également 

qu’une quantification des deux génomes est possible dans les mélanges viraux avec ce 

marqueur. Cette quantification est difficile pour des proportions très proches comme vu sur la 

figure 8.6 pour les mélanges M99-R01 et M95-R05 où il est presque impossible de 

différencier 99% et 95% de CpGV-M ainsi que 1% et 5% de CpGV-R5. Les différences entre 

le mélange M99-R01, M90-R10, M50-R50 et M10-R90 sont, par contre, très facilement 

évaluables. Il est donc possible de quantifier ces deux génomes avec une précision d’environ 

10%. 

Cette méthode a donc été utilisée pour quantifier les deux génomes dans les productions de 

mélanges viraux issues de CpNPP (Figure 8.7). 
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Figure 8.7. Analyse des proportions des génomes de CpGV-M et CpGV-R5 grâce au marqueur 

« CpGV-18800 » localisé dans le gène pe38 pour les différentes productions des mélanges viraux 

issues de larves sensibles CpNPP. 

 

L’analyse effectuée sur les productions de mélange issues de larves permissives, donc sans 

pression de sélection, révèle des différences de proportions de génomes de CpGV-M et 

CpGV-R5 dans la zone pe38 et dans les zones précédemment étudiées par PCR quantitative. 

A part quelques exceptions, la totalité des proportions obtenues avec le marqueur CpGV-

18800 sont différentes de celles précédemment obtenues, confirmant des événements de 

recombinaison des virus au cours des générations. De nouvelles bandes d’environ 350 pb sont 

aussi obtenues à partir de la 4
ème

 génération. Il pourrait s’agir de nouvelles formes de pe38 

obtenues par duplication de ces régions répétées. 
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La même analyse a été effectuée avec les productions successives de mélanges issues de 

larves résistantes et ayant donc subi une pression de sélection (Figure 8.8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8.8. Analyse des proportions des génomes de CpGV-M et CpGV-R5 grâce au marqueur 

« CpGV-18800 » localisé dans le gène pe38 pour les différentes productions des mélanges viraux 

issues de larves résistantes RGV. 

 

Lors de productions des mélanges sur insectes résistants, les deux génomes sont retrouvés sur 

les générations 1 et 2 sauf pour le mélange M95-R05 dans lequel le génome de CpGV-M 

disparait complètement à partir de la génération 2. A partir de la génération 3, aucun 

marqueur de CpGV-M n’est retrouvé dans les productions de mélanges sauf pour M95-R05 

où les deux marqueurs sont toujours présents. La tendance à la recombinaison est retrouvée 

comme dans les productions sur insectes sensibles avec des bandes d’environ 350 pb 

apparaissant à partir de la génération 4 de certains mélanges, et notamment M95-R05 où la 

présence de l’allèle M a été maintenue. Il est intéressant de noter qu’une bande d’environ 350 
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pb apparait clairement dans les productions du mélange M95-R05 indiquant une possible 

réorganisation par duplication de cette zone répétée dans les productions successives de ce 

mélange. La proportion de marqueurs semble concorder avec ce qui avait été obtenu 

précédemment par PCR quantitative, sauf pour le mélange M10-R90 dans lequel un maintien 

important du génome de CpGV-M dans les 3 premières générations est obtenu alors que 

l’analyse du gène pe38 indique clairement un disparition totale du génome de CpGV-M après 

la seconde génération. 

3. Discussion 

L’analyse d’efficacité des différentes productions de mélanges issues d’insectes sensibles a 

montré un gain d’efficacité au fur et à mesure des générations pour atteindre une efficacité 

optimale à la 6
ème

 génération. Dans cette dernière, l’efficacité atteint celle de l’isolat CpGV-M 

sur larves sensibles et de l’isolat CpGV-R5 sur larves résistantes. L’efficacité des productions 

issues de larves RGV est, par contre, moins convaincante. Alors que ces productions 

permettent un contrôle satisfaisant de la colonie sensible, une seule génération de mélange 

égale l’efficacité de CpGV-R5 à chaque génération (M95-R05). Les autres possèdent une 

efficacité satisfaisante pour la G3 mais une moins bonne efficacité pour la G6. Il semble que 

produire ces mélanges avec une forte pression de sélection joue en défaveur de l’efficacité.  

L’étude de ces mélanges par PCR quantitative conforte les résultats décrits dans le chapitre 7 

Sur les productions des mélanges issues d’insectes sensibles, les deux marqueurs sont 

retrouvés dans tous les mélanges, et, ce, de la G1 à la G6. Les proportions sont par contre très 

fluctuantes et semblent, pour les deux mélanges extrêmes M99-R01 et M10-R90, sélectionner 

le génome de CpGV-R5 alors que le génome de CpGV-M semble être sélectionné pour les 

trois autres. Malgré cela, aucun des génomes ne disparait. Lorsque ces mélanges sont, par 

contre, produits sur l’hôte non-permissif, la proportion s’inverse. Comme démontré 

précédemment, CpGV-M est capable de se répliquer dans un hôte résistant en présence de 

CpGV-R5 mais disparait dans deux mélanges (à partir de la G3 M99-R01 et de la G4 M90-

R10) et tend à disparaitre dans les mélanges M50-R50 et M10-R90. CpGV-M se maintient par 

contre dans les productions successives du mélange M95-R05. Les proportions des deux 

génomes sont très fluctuantes pour toutes les productions et leur somme n’égale jamais 100% 

de CpGV détecté et, parfois, le dépasse.  

Ces proportions n’atteignant pas un total de 100% constituent le premier indice de possibles 

événements de recombinaison et, donc, de co-infection d’une cellule par plusieurs GV. Les 
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marqueurs utilisés pour détecter chaque génome ne sont cependant pas liés à une quelconque 

efficacité biologique. Nous ne pouvons donc pas conclure sur ce sujet uniquement avec ces 

résultats. 

De nouvelles analyses ont donc été effectuées dans une zone codant pour le contournement de 

la résistance : pe38 (Gebhardt et al. 2014). Les tests de quantification de chaque génome au 

niveau du gène pe38 nous ont permis de montrer que les proportions obtenues sur d’autres 

parties du génome avec nos marqueurs précédents sont complètement différentes de celles 

obtenues avec ces nouveaux marqueurs pour les productions issues de larves sensibles. Nous 

ne trouvons donc pas les mêmes quantités de génome de CpGV-M et CpGV-R5 avec deux 

marqueurs différents, ce qui indique une recombinaison des génomes.  

Cette même analyse effectuée avec les productions issues d’insectes non-permissifs indique 

clairement une contre sélection du génome de CpGV-M dans 4 des 5 mélanges produits et 

confirme les événements de recombinaison précédemment observés avec l’apparition de 

nouvelles bandes sur le gel d’agarose et la différence de proportion de génomes observée avec 

les deux méthodes.  

Le mélange M95-R05 produit sur insectes résistants présente, par contre, les marqueurs pe38 

de CpGV-M et CpGV-R5. Il est, de plus, le seul mélange produit sur carpocapses résistants 

capable de contrôler efficacement à la fois les insectes sensibles et résistants. Cela semble 

indiquer que la présence du génome de CpGV-M apporte quelque chose au génome de 

CpGV-R5. CpGV-M pourrait donc avoir un avantage sur CpGV-R5, expliquant la persistance 

du génome de CpGV-M dans la nature malgré l’apparition de résistances.  

La recombinaison de deux génomes ne pourra se produire qu’en cas de co-infection de la 

même cellule par deux ou plusieurs GV, les GV n’ayant, par définition, qu’un seul génome. Il 

apparait donc ici qu’il y a eu co-infection d’une même cellule épithéliale par plusieurs GV et 

qu’une multitude de recombinants ont été produits.  
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4. Conclusion de la partie 

Dans ce chapitre, nous avons clairement démontré l’efficacité des mélanges viraux produits 

sur insectes sensibles et la présence d’événements de co-infection et de recombinaison. Ces 

résultats peuvent être expliqués par l’absence de pression de sélection qui a permis la 

production d’une multitude de recombinants. En plus d’apporter de nouvelles perspectives 

pour les industriels en permettant d’apporter une diversité génétique dans leurs formulations, 

et ainsi ralentir les phénomènes de résistance, ces résultats constituent une avancée majeure 

dans la compréhension de l’évolution des GV. 

Lors d’une production sur hôte non permissif, le génome de CpGV-M a été rapidement contre 

sélectionné dans la plupart des mélanges. Seul un mélange a conservé les deux génomes 

pendant les 6 générations. La meilleure efficacité obtenue pour ce mélange semble indiquer 

que la présence du génome de CpGV-M apporte un avantage au mélange, comme énoncé 

dans le chapitre 7. Ce résultat pourrait, en partie, expliquer la présence du génome CpGV-M 

dans la nature malgré la présence de résistance. 

Pour compléter ces résultats, il serait intéressant de produire de nombreuses populations de 

chacune des générations de mélanges. Il a été montré par Chateigner (2014) que différentes 

productions du virus d’AcMNPV présentaient des évolutions différentes au cours de passages 

successifs sur des hôtes permissifs ou réfractaires, avec une réserve de diversité génétique 

variable. Sur certains hôtes, cette diminution de la diversité génétique s’est accompagnée de 

l’extinction de la population.  

Ces données pourraient permettre d’évaluer la variabilité des recombinaisons des GV et 

apporter de nouvelles informations sur ces mécanismes très peu connus à ce jour. 
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Cette thèse s’appuie sur deux visions complémentaires, une clairement finalisée, demandant 

une solution durable aux problèmes de résistance du carpocapse du pommier au CpGV en 

champs et une plus fondamentale qui consiste en l’étude de l’évolution et de la diversité 

génétique de plusieurs isolats du granulovirus CpGV. 

La question centrale qui a motivé ce travail et permis son déroulement est celle de la 

durabilité des systèmes de contrôle des ravageurs à l’aide de pathogènes, l’un des outils de la 

lutte biologique. Cette question de durabilité est une préoccupation centrale pour la recherche 

agronomique, dans le cadre des objectifs fixés de réduction des intrants tout en maintenant des 

niveaux de production (en quantité et en qualité) acceptables. La recherche conduite pendant 

cette thèse s’inscrit dans le projet européen PURE, Innovative Crop Protection for sustainable 

agriculture (FP7-265865), et plus précisément dans la tâche « Pest evolution and enhancement 

of the durability of IPM solutions ». 

Le choix de l’exploration du système carpocapse du pommier (Cydia pomonella)/virus de la 

granulose (Cydia pomonella granulovirus, CpGV) repose à la fois sur l’importance 

économique de la production de pommes et poires, d’où la nécessité d’avoir les moyens de la 

protéger contre le carpocapse, mais aussi sur les possibilités d’analyser des interactions 

hôtes/parasites qu’offre cette famille virale. 

Au cours de cette thèse, nous avons exploré plusieurs aspects des interactions granulovirus/ 

hôtes en nous intéressant en premier lieu aux différences de sensibilité des hôtes puis en 

analysant en profondeur l’effet de la diversité génétique de différentes populations virales sur 

différents hôtes, et l’évolution de ces populations, avec ou sans pression de sélection, ainsi 

que leurs capacités adaptatives envers des hôtes non-permissifs. 

D’un point de vue appliqué, ce travail a apporté certaines réponses sur la durabilité de la lutte 

biologique à l’aide du granulovirus mais les résultats obtenus soulèvent encore plus de 

questions sur l’obtention d’une méthode durable. Il nous est impossible de conseiller une 

méthode qui garantirait une efficacité constante dans toutes situations sans qu’aucun 

phénomène de résistance ne se produise mais il parait clair que les capacités évolutives du 

virus vont lui permettre de supporter des phénomènes de résistance de la part des hôtes. 

Nos résultats suggèrent qu’une solution envisageable est de toujours garder une longueur 

d’avance sur l’adaptation du ravageur. Un moyen de garantir une lutte durable sera donc de 

surveiller les populations naturelles de façon continue. Il faudra tout particulièrement 

surveiller des zones où un échec au traitement par le virus commercialisé serait signalé afin de 
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pouvoir réagir rapidement en permettant une évolution dirigée du virus pour contourner la 

résistance de l’hôte. Ces contrôles devront être effectués tous les ans et reposeront sur un 

travail combiné entre la recherche, les industriels et les exploitants. Seul ce suivi permettra un 

contrôle efficace de l’hôte en diminuant drastiquement le risque d’échec des traitements. 

D’un point de vue fondamental, ces travaux ont permis de mieux connaitre les populations de 

granulovirus et de mettre en lumière une diversité génétique beaucoup plus importante que ce 

qu’on aurait pu imaginer. La différence de structure entre les nucléopolyédrovirus et les 

granulovirus ne laissait pas présager cette grande diversité génétique chez CpGV, mais nos 

résultats mettent en évidence des mécanismes similaires entre ces deux genres comme une 

possible co-infection de mêmes cellules et la recombinaison de génomes démontrant la 

possibilité de formation d’une multitude de variants et donc d’une variabilité génétique très 

élevée. 

Pour donner la mesure de la diversité génétique présente chez le CpGV, des analyses par 

séquençage massif des populations seraient judicieuses. Ces travaux n’ont jamais été 

envisagés chez les GV mais ont été réalisés récemment sur des populations de NPV. Ce type 

d’approche permettrait d’évaluer plus précisément l’étendue de la diversité génétique des GV 

et de mieux comprendre les capacités évolutives de ces virus. Ces métadonnées feraient 

avancer conjointement la recherche fondamentale et appliquée et permettraient l’élaboration 

de nouvelles formulations adaptées à différents ravageurs. 
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Abstract: The NPP-R1 isolate of CpGV is able to replicate on CpGV-M-resistant codling 

moths. However, its efficacy is not sufficient to provide acceptable levels of control in 

natural (orchard) conditions. A laboratory colony derived from resistant codling moths was 

established, which exhibited a homogeneous genetic background and a resistance level 

more than 7000 fold. By successive cycles of replication of NPP-R1 in this colony, we 

observed a progressive increase in efficacy. After 16 cycles (isolate 2016-r16), the efficacy 

of the virus isolate was equivalent to that of CpGV-M on susceptible insects. This isolate 

was able to control both CpGV-M-susceptible and CpGV-M-resistant insects with similar 

efficacy. No reduction in the levels of occlusion body production in susceptible larvae was 

observed for 2016-r16 compared to CpGV-M. 
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1. Introduction 

Codling moth (CM) is a major insect pest of apples and pears [1]. CM is distributed worldwide in 

temperate climates in the majority of apple production areas [2]. After years of chemical control, CM 

progressively developed resistances to most chemical insecticides [3], making the use of alternative 

methods for pest control necessary to sustain production and reduce environmental impacts.  

Among biological control agents, baculoviruses (Nucleopolyhedroviruses (NPVs) and 

Granuloviruses (GVs)) are the only virus group used in field conditions. They are used as microbial 

insecticides due to their specificity for one or a few insect species [4], in annual cultures, in orchards, 

or in forests [5,6]. Baculoviruses are double stranded-DNA viruses restricted to invertebrates, and 

more precisely arthropodes [6]. Baculoviruses have genome sizes ranging from 80–180 kbp, and 

replicate in the nucleus of infected cells. These viruses are characterised by enveloped rod-shaped 

nucleocapsids occluded in a proteinaceous matrix [7]. Baculovirus possess two types of particles, the 

Oclusion Body (OB), containing one or more virions, that ensures horizontal transmission between 

susceptible hosts; and the Budded Virus, a much simpler particle containing one virus genome used for 

transmission between cells inside the host. There are two different types of OBs: the first is small, 

granular, ellipsoidal-shaped occlusion bodies, characteristic of the GVs (now called 

betabaculoviruses), that generally contains a single enveloped nucleocapsid and the second, bigger, 

polyhedron shaped, present in all other Baculovirus genera, lepidopteran nucleopolyhedrovirus (NPV) 

or alphabaculoviruses, hymenopteran NPV or gammabaculoviruses, and dipteran NPV or 

deltabaculoviruses. Each polyhedron contains numerous nucleocapsids enveloped alone (single 

enveloped) or in groups (multiple enveloped), and distributed throughout the polyhedral occlusion 

body matrix. Baculoviruses infect the larval stages of insects particularly in the order Lepidoptera [8]. 

The first Cydia pomonella granulovirus (CpGV) isolate was found in Mexico (CpGV-M, [9]). In 

Europe, all commercial formulations before 2010 were derived from this CpGV-M isolate [10]. This 

isolate appears to have limited genetic diversity [11] and a representative clone has been completely 

sequenced [12], making it the reference genotype. 

Since 2004, after years of generalized use, resistance to CpGV-M has been reported in orchards in 

Germany [13] and France [14]. Now, resistance is distributed across Europe [15], but not in other 

continents. This may be due to a lower use of CpGV isolates. 

In order to bypass this resistance, research was conducted to obtain new viral variants able to 

control these resistant insect populations. Various natural isolates were found to be able to partially 

overcome the resistance; among them, the isolate NPP-R1 [16].  

Natural virus populations present an inherent genetic diversity and are able to evolve when 

conditions allow adaptation of the pathogen to the host. Taking advantage of this fact, a selection 

process has been carried out by successive passages on a resistant insect laboratory colony, called 

RGV, in order to increase the efficiency of the NPP-R1 isolate [16]. The efficiency and specificity of 
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the NPP-R1 virus and the 2016-r4 isolate corresponding to the fourth passage have been previously 

described. An increasing activity against resistant insects was detected at that point [16].  

We have continued the process for 16 generations of codling moth. In this study, we characterize 

the virus populations by their efficacy on controlling CpGV-M susceptible and resistant codling moth 

laboratory colonies; their genetic composition, and their productivity.  

2. Materials and Methods 

2.1. Insects 

Two Cydia pomonella laboratory colonies were used in this work, a laboratory colony susceptible 

to CpGV-M, used as reference colony; and the resistant colony, RGV. This last colony was derived 

from a natural resistant population (St-A) found in the region of Saint Andiol (Bouches-du-Rhône, 

France), followed by selection for resistance to CpGV-M as previously described [16]. RGV is 

periodically selected for CpGV-M resistance in order to maintain a high level of resistance [16]. 

2.2. Viruses 

The CpGV-M isolate (our laboratory stock 2020-s1) is used as a reference and comes from the 

inoculum for production of Carpovirusine (Natural Plant Protection (NPP), Arysta LifeScience group, 

Pau, France) and is genetically and phenotypically similar to the Mexican isolate discovered and 

described by Tanada (1964) [9]. 

The NPP-R1 isolate was provided by NPP. This isolate comes from the virus collection of the firm. 

The original stock was amplified using the susceptible colony reared at the NPP facility prior to use in 

bioassays. The 2016-r4; 2016-r8 and 2016-r16 isolates are respectively the result of four, eight and  

16 cycles of multiplication of NPP-R1 on RGV larvae. 

2.3. Amplification of Virus 

Third-instar (L3) resistant larvae (7 days old) reared on a virus-free diet were used for viral 

amplification. A viral suspension was prepared in distilled water at a concentration of 800 OB/µL. 

Fifty µL was deposited evenly on the surface of a formaldehyde free-diet (Stonefly Heliothis Diet, 

Ward’s Science, Rochester, NY, USA) in 24-well plates and allowed to penetrate. Then L3 larvae 

were deposed on these plates and incubated at 25 °C (± 1 °C) with a 16:8-h (light/dark) photoperiod 

and a relative humidity of 60% (±10%). After 4 days, all larvae presenting signs of viral infection were 

extracted from the rearing diet and transferred to Eppendorf® tubes and stored at the same temperature 

for an additional day, then frozen (−20 °C). Larvae were processed as previously described [16]. The 

occlusion bodies were resuspended in distilled water, and stored at −20 °C. 

The same process was carried out for each virus passage. 
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2.4. Evaluation of Viral Production of 2016-r8 and 2016-r16 Isolate 

The protocol described above (Section 2.3) was used using susceptible larvae, to allow replication 

without a selective pressure. Larvae were pooled by groups of three and weighed before 

homogenisation. 30 groups are analyzed for each isolate. The production yields expressed in OBs/larva 

and OBs/g of larva were compared using the non-parametric Kruskal-Wallis test. 

2.5. Bioassays 

Bioassays were carried out as previously described [16]. Briefly, neonate larvae of both laboratory 

colonies, susceptible and resistant (24 h old or less) were individually placed in 96-well plates 

containing about 200 µL of a formaldehyde-free artificial diet (Stonefly Heliothis Diet, Ward’s 

Science, Rochester, NY, USA), after a 6-µL volume of an OB suspension was spread over the surface 

of each well (well surface area = 28 mm2). The same volume of distilled water was used in control 

wells. Bioassays were performed using six virus concentrations, ranging from 2–6250 OBs/µL for the 

most efficient virus/host combination and 10–100,000 OBs/µL for the least efficient combination. The 

wells were sealed with Parafilm™, and the microplates were incubated in a growth chamber at 25 °C 

(± 1 °C) with a 16:8-h (light/dark) photoperiod and a relative humidity of 60% (± 10%). Mortality was 

recorded at 7 days postinfection. Larvae that did not react to physical stimuli were considered dead. At 

least three independent experiments were carried out. After verifying their homogeneity, the data were 

pooled. Mortality data were subjected to probit analysis [17] performed with the POLO+ software 

(LeOra Software, Berkeley, CA, USA) [18]. 

2.6. DNA Extraction and Restriction Endonuclease (REN) Analysis of CpGV Isolates 

Viral DNA of the different productions detailed in Section 2.3, was extracted from OBs as 

previously described [16]. Approximately 500 ng of purified virus DNA was digested with EcoRI, 

BamHI, PstI, SalI, or XhoI (Fisher Scientific, Illkirch, France) in the supplied buffer at 37 °C for 3 h. 

The DNA restriction fragments were separated by electrophoresis in 1% agarose gels in  

Tris-acetate-EDTA buffer at 80 V for approximately 4 h. λ-phage DNA/ HindIII fragments were used 

as standards for size determination. Fragments were visualized under UV light by ethidium bromide 

staining. The fragment sizes and DNA quantity were estimated using the Kodak 1D image system 

(Eastman Kodak Company, Rochester, NY, USA). 

3. Results 

3.1. REN Analysis 

DNA from NPP-RI and all the successive passages were compared to that from CpGV-M using 

EcoRI, BamHI, PstI, SalI and XhoI. Submolar fragments were observed in all isolates, but their 

relative proportions changed over passages. The characteristic pattern of CpGV-M, in conformity with 

the published sequence, was observed for all enzymes in the NPP-R1 isolate, mixed with a new 

pattern, characterized for a supplementary EcoRI site around position 58000, the disappearance of the 

BamHI site at 17745; the appearance of two PstI sites at 38800 and 86500; for SalI, two supplementary 
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sites were observed around positions 13100 and 49000. No differences were detected on XhoI profiles. 

From passages 4–16, this new profile becomes more frequent. At passage 16, the CpGV-M pattern is 

undetectable. These changes are represented in Figure 1. 

 

Figure 1. Graphical map of the genomes of CpGV isolates obtained after sequential 

amplification on resistant RGV larvae. The relative proportion of the variable restriction 

sites are represented by dashed rectangles. Their length is proportional to the relative 

abundance. The restriction sites shared by the three isolates are represented by lines of 

equal length. 
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Table 1. Production per larvae and per gram of larvae of three virus isolates on susceptible insects. 

Virus isolate Production (per gram of larvae (× 1011 OB/g) ± SE Production per larvae * (× 1010 OB/g) ± SE 

CpGV-M 4.84 ± 0.29 a 2.48 ± 0.10 b 

2016-r8 5.77 ± 0.29 a 2.99 ± 0.19 b 

2016-r16 5.41 ± 0.16 a 2.54 ± 0.11 b 

* Mean production of a larvae estimated by 10 pools of 3 larvae each. Similar letters indicate no statistically significant differences by Kruskal Wallis test; superscript: 

results having the same letter. i.e., a or b indicate they are not statistically different. 

Table 2. Pathogenicities, measured by LC50 and LC90, of four virus isolates on Cydia pomonella laboratory colonies susceptible and resistant 

to CpGV-M. 

Host colony Virus isolate 
Total No. of  

insects tested 

No. of Occlusion Bodies/µL (95% CI) 
Slope ± SE χ2 

Resistance factor  

(fold) (a) 

LC50 LC90 LC50 LC90 

Susceptible CpGV-M 786 13.10 (6.55–23.20) 223.10 (110.70–654.18) 1.04 ± 0.09 5.99 1.0 1.0 

 
NPP-R1 (b) 689 25.80 (14.48–39.93) 328.55 (196.93–702.51) 1.16 ± 0.13 1.28 2.0 1.5 

 
2016-r4 (b) 999 39.65 (6.40–133.91) 805.85 (260.20–1.36 × 103) 0.98 ± 0.11 13.60 3.0 3.6 

 
2016-r8 445 48.37 (21.18–81.44) 280.52 (158.02–857.03) 1.68 ± 0.25 4.67 3.7 1.3 

 
2016-r16 790 6.76 (2.60–13.37) 59.63 (27.54–278.55) 1.36 ± 0.13 11.42 0.5 0.3 

Resistant CpGV-M 396 7.84 × 103 (660.45–4.13 × 104) 1.71 × 106 (2.15 × 105–6.72 × 108) 0.55 ± 0.09 6.32 598 7664.7 

 
NPP-R1 (b) 578 166.31 (91.21–278.27) 1.28 × 104 (5.95 × 103–3.80 × 104) 0.70 ± 0.08 4.81 12.7 57.4 

 
2016-r4 (b) 1201 102.31 (63.20–146.91) 1.57 × 103 (1.01 × 103–2.97 × 103) 1.10 ± 0.10 6.21 7.8 7.0 

 
2016-r8 456 41.27 (26.97–58.96) 319.24 (207.87–582.06) 1.44 ± 0.17 1.83 3.2 1.4 

 
2016-r16 545 22.43 (13.73–34.36) 410.67 (240.16–846.43) 1.02 ± 0.11 3.60 1.7 1.8 

(a) The pathogenicity of CpGV-M on susceptible larvae is used as a reference level; (b) Results from [16]. 
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3.2. Viral Production of Isolates 

No difference was found in the production per grams of susceptible larvae between CpGV-M, 

2016-r8 and 2016-r16 (Kruskal-Wallis test: χ2 = 29, df = 28, p = 0.4125) (Table 1). 

3.3. Bioassays 

Bioassays were performed with the NPP-R1, 2016-r4 (data from [16]), 2016-r8 and 2016-r16 

isolates on susceptible and resistant larvae. The efficiency of each viral isolates was estimated by 

probit analysis (Table 2). 

On susceptible larvae, the NPP-R1, the 2016-r4 and the 2016-r8 isolates were less efficient than 

CpGV-M isolate. Surprisingly, the 2016-r16 isolate was more efficient (LC50: 6.76 OB/µL  

(2.60–13.37); LC90: 59.63 OB/µL (27.54–278.55)) than CpGV-M isolate (LC50: 13.10 OB/µL  

(6.55–23.20); LC90: 223.10 OB/µL (110.70–654.18)). On resistant larvae, an increase of efficiency 

was observed up to the 2016-r8 isolate. The 2016-r16 isolate had a slightly better LC50 (22.43 OB/µL 

(13.73–34.36)) and similar LC90 (410.67 OB/µL (240.16–846.43)) than 2016-r8 (LC50: 41.27 OB/µL 

(26.97–58.96); LC90: 319.24 OB/µL (207.87–582.06)) indicating that this isolate was  

completely stabilized. 

4. Discussion 

Codling moth resistant natural populations did not respond to control by CpGV-M. The resistance 

levels were variable, from a hundred fold to more than a thousand fold resistance as a function of the 

relative frequency of the resistant genotypes. The RGV resistant colony, developed from a natural 

population, exhibits a homogeneous resistance level against CpGV-M of 7665 fold (LC90), compared 

to the level for the susceptible colony. This homogeneity allowed a precise estimate of the resistance, a 

selection of a virus isolate, and the evaluation of the gains in efficacy over successive passages. The 

isolate NPP-R1 is partially able to control the resistant colony, but the efficacy ratio (LC90 on resistant 

insect/LC90 on susceptible insects = 57) was not satisfactory for its use in field conditions, as it would 

require application doses too high to be compatible with economic constraints. 

Following passages of the NPP-R1 isolate on resistant larvae, the efficiency of the viruses increased 

up to the 2016-r8 isolate (eighth passage). The efficiency of the 16th passage 2016-r16 was 

comparable to 2016-r8, indicating a stabilization of the isolate. 

A first attempt to characterize the NPP-R1 virus isolate and its evolution over selection was made 

using a RFLP approach. This approach allowed us to demonstrate that the original isolate is composed 

of at least two genotypes, one similar to CpGV-M, and that the relative proportion of this genotype 

diminished over passages on a resistant insect colony, but they do not disappear. The selected genotype 

is characterized by modifications of various restriction sites on its genome. It has been recently 

demonstrated that modification at the level of the pe38 virus gene is responsible of overcoming the 

resistance [19]. This gene is located between 18574 and 19722 nt on CpGV-M [12]. The differences 

observed do not affect this region. Accordingly, they probably do not present a selective value. 

The final isolate obtained, 2016-r16, was able to efficiently control the resistant colony. 

Surprisingly, this isolate also controlled the susceptible colony as well or better than the reference 
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isolate, CpGV-M, indicating its potential usefulness as a control agent for insect field populations of 

codling moth presenting variable ratios of susceptible vs. resistant insects. 

The OB production under our conditions appeared to be higher than the usual levels  

(2.5 × 109 OB/larva [20]). The differences were probably related to the protocol of larvae rearing. 

Using different conditions, Reiser et al. (1993) reported a yield of 1.7 × 1010 OB/larva [21]. 

The virus yield was compared on susceptible larvae for 2016-r8 and 2016-r16 and the reference 

CpGV-M. No differences in virus production were observed either when considering OB per larva nor 

OB per gram of larvae. The experimental conditions used in our test did not allow verifying if there 

were differences in the speed of kill. 

A recent work revealed that there is no apparent fitness cost for the insect to become resistant [22]. 

Our data did not find either a cost for the virus to overcome this resistance. Putting together our data, 

similar efficacy and similar level of production in both insect colonies, it is tempting to hypothesize 

that there is neither a genetic cost for the virus to overcome the resistance. If there is no genetic cost 

for a virus population on controlling resistant populations, what is the rationale of the preservation in 

nature of CpGV-M? Clearly, using only two fitness parameters, it is not possible to accept or refuse 

this hypothesis, and more research will be required before being able to do so. 

The isolate 2016r16 is able to efficiently overcome the resistance to CpGV-M. This isolate is now 

commercialized by Natural Plant Protection under the “Carpovirusine Evo2” designation. 
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Abstract: Failure in codling moth populations control with CpGV in apple orchards has been 

attributed to the action of a single allele located in the Z chromosome. However, differences in the 

mortality patterns between genetically homogeneous susceptible and resistant insect laboratory 

strongly suggest that other mechanisms are responsible of variation in the susceptibility of insect to 

CpGV isolates.  

 
Key words: Cydia pomonella, multigenic resistance 

 

 

Introduction 
 

The Cydia pomonella granulovirus, CpGV (Betabaculoviridae) has been extensively used for 

the control of codling moth proliferation in orchards soon after its first isolation (Tanada, 

1964) and characterisation (Crook et al., 1985). In 2005, a failure of control and possible 

development of resistance was reported in Germany (Fritsch et al., 2005), later in France 

(Sauphanor et al., 2006) and other parts of Europe (Jehle & Schmitt, 2009). First 

investigations into the resistance of C. pomonella to CpGV-M carried out in Germany using 

single pair crosses clearly indicated monogenic and sex-linked resistance (Asser-Kaiser et al., 

2007). Recently more detailed studies suggested that other mechanisms are required to 

explain the observed response of natural and laboratory populations to virus challenges 

(Berling et al., 2013; Jehle & Schmitt, 2009). In this study, the response of laboratory 

colonies to virus challenge has been analysed from this perspective. 

 

 

Material and methods  
 

Insect colonies 

Three Cydia pomonella colonies were used in this analysis: i) the SV colony, a susceptible 

laboratory imbred strain, derived from a field population collected at Les Vignières 

(Vaucluse, France) in early nineties, and reared without selection pressure at INRA 

(Avignon); ii) the RGV colony (Berling et al., 2009), derived from SV by introgression of the 

major resistant determinant found in a french natural resistant population in St Andriol 

(Sauphanor et al., 2006), and the CpNPP colony, that is the susceptible colony used at 

industrial level for the production of Carpovirusine™. CpNPP has been reared in laboratory 



for more than 20 years and originally comes from northern France. All colonies are reared on 

artificial diet (Guenelon et al., 1981).  

Virus isolates  

Two Cydia pomonella granulovirus (CpGV) (Betabaculovirinae, Baculoviridae) isolates were 

used in this study, the CpGV–M isolate, found in Mexico (Tanada, 1964), and the CpGV-R5, 

derived from NPP-R1 by selectionon RGV insects (Besse et al., 2011) for 16 passages as 

previously described (Berling et al., 2009). 

Bioassays  

Bioassays against neonate larvae (0 to 12 h old) were carried out using a diet surface 

contamination method in 96-well plates containing about 200µl of a formaldehyde-free 

artificial diet (Heliothis Diet; Ward’s Natural Science, USA). A 6µl volume of an OB 

suspension was deposited over the diet surface of each well (well surface area 28 mm
2
). The 

same volume of distilled water was used in control wells. Bioassays were performed using 

five or six CpGV concentrations, ranging from 3 to 729 OBs/µl for the most efficient isolates 

(corresponding to 0.643 to 156.2 OBs/mm
2
 of diet surface) and up to 3.125 x10

6
 OBs/µl for 

the RGV colony for the least efficient isolate (6.696 x10
5
 OBs/mm

2
). One larva was placed in 

each well. The wells were sealed with parafilm, and the microplates were incubated in a 

growth chamber at 25°C with a 16:8-h (light/dark) photoperiod. Larvae dying during the first 

day postinoculation were excluded from the analysis. Three to five different independent 

replicate tests have been performed for each modality representing 600 to 1000 infected 

individuals per modality. Tests presenting high mortality in controls (more than 10%) or have 

been removed from the analysis. Mortality was recorded at 7 days postinfection. Larvae that 

did not react to physical stimuli were considered dead.Data were subjected to analysis using 

the software Polo+ (LeOra Software 2012).  

 

 

Results and discussion  
 

It has been proven that the major determinant of resistance to CpGV-M is located on the Z 

chromosome, and thus, follows a sexual transmission pattern (Asser-Kaiser et al., 2007). 

However, carefull analysis of the available data from isogenic strains revealed inconsistancies 

with this predicted model (Berling et al., 2013). It has been suggested that other resistance 

mecahnisms could exist (Jehle et al., 2011)  

 

 

Table 1. Biological efficiency of two CpGV isolates on three laboratory colonies. 

Virus Insect LD50 Conf Int 95% LD90 Conf Int 95% Slope χ2 

C
p

G
V

-M
 SV 34 24 - 46 125 86 - 239 2.271±0.387 3.782 

CpNPP 13 7 - 23 223 111 - 653 1.041±0.087 5.9895 

RGV 7122 1196 - 37429 1.83x106 2.15x105 - 3.68x108 0,531±0.072 6.5308 

C
p

G
V

-R
5
 SV 32 4 - 106 438 127 - 19402 0.126±0.175 8.4499 

CpNPP 7 03 - 12 60 28 - 279 1.355±0.127 11.425 

RGV 22 14 - 33 410 240 - 845 1.011±0?102 3.622 

 

Table 1 present the results of bioassays on the three C. pomonella colonies. As expected, the 

CpGV-M isolate is efficient on susceptible insects (CpNPP and SV) but not on resistant 

insects (RGV). The CpGV-R5 isolate is efficient in all three colonies.  



The comparisons of efficiency between each modality indicate that each virus displays a 

specific action on each insect colony excluding CpGV-R5 which shows the same effect on SV 

and RGV (Equality hypothesis: P > 0.05 , χ² = 1.04, df =  2, tail probability = 0.596; 

Parallelism hypothesis: P > 0.05, χ² = 0.34 , df = 1,  tail probability = 0.559). This result could 

reflect the shared genetic background of SV and RGV colonies (Berling et al. 2009).  

When comparing the dose-réponse to the CpGV-M isolate of CpNPP and SV, small but 

significatives differences are found (Equality hypothesis: P < 0.05, χ² = 24.80, df = 2, tail 

probability = 0.00; Parallelism hypothesis: P < 0.05, χ² = 17.56, df = 1, tail probability = 

0.00), whereas CpGV-R5 virus impacts these colonies on a similar way (Parallelism 

hypothesis: P > 0.05, χ² = 1.02, df = 1, tail probability = 0.314) but with different intensity 

(Equality hypothesis: P < 0.05, χ² = 30.40, df = 2, tail probability = 0.00). CpNPP appears to 

be a laboratory colony “fully susceptible” to both CpGV isolates, while SV and its derivate, 

RGV, have a lower susceptibility level. As seen in Figure 1, although the global trends are 

similar for SV and CpNPP, at low multiplicity of infection CpNPP is more susceptible than SV 

to both virus isolates.  

 

 

 

 
Figure 1. Dose/mortality plots for the two virus isolates on three insect colonies.  

 

 

These differences are probably the reflect of differences in the ways the two viruses control 

the infection cycle in their hosts. In condition of low virus prevalence, the genetic background 

of SV would be enough for blocking an outbreak.  

In other baculoviruses, variability on the susceptibility of natural populations to the 

infection with a virus isolate has been described. (Briese, 1986; Abot et al., 1996). The 

possibility of selection of a population with reduced susceptibility to CpGV based on this 



second mechanism remains open. This second mechanism would not necessarily discriminate 

isolates in a similar way as the resistance actually present in european orchards.  
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Abstract: The CpGV-R5 isolate is able to overcome resistant populations of codling moth to the 

CpGV-M isolate. The complete sequences of CpGV-R5 and the CpGV-M used for industrial 

production at Natural Plant Protection have been determined. Among the differences found, some are 

specific to the R5 isolate, others are common to various isolates able to overcome the resistance, like 

modification on the p38 gene product.  

Key words: Granulovirus, CpGV, resistance, sequence analysis 

 

 

Introduction  
 

The first isolate of the Cydia pomonella granulovirus,CpGV was found in Mexico (CpGV-M 

(Tanada, 1964). CpGV is used in biological control agains codling moth. In Europe, all 

commercial formulations of CpGV are derived from the same CpGV-M isolate (Lacey et al., 

2008). 

In 2005, firsts cases of resistance were detected in Germany (Fritsch et al., 2005) and 

France (Sauphanor et al., 2006). Researches conducted in various laboratories and companies 

resulted in the characterization of various virus isolates that could control the CpGV-M 

resistant insects (Berling et al., 2009; Eberle et al., 2009; Rezapanah et al., 2008; Zingg, 

2011). Among them, the CpGV-R5 has been selected for commercialization by NPP (Besse et 

al., 2011).  

The complete sequence of CpGV-M is known (NC_002816.1)(Luque et al., 2001). 

Comparison between the sequences of these new isolates can allow the identification of the 

virus genes involved in resistance by-passing, in a fist step to unveil the modification in the 

host-virus relationships in CpGV-M resistant insects. This approach has been used with 

various CpGV isolates (Eberle et al., 2009). 

In this study the sequences of the CpGV-M isolate presently used by us (CpGV-MNPP) 

and the CpGV-R5 isolate have been determined and compared to the reference sequence of 

CpGV-M1, (Luque et al., 2001).  

 

 

Material and methods  
 

Virus amplification and DNA extraction  



All viruses used were provided by Natural Plant Protection (Arysta LifeScience) NPP-R1 was 

previously described by Berling and coworkers (Berling et al., 2009). NPP-R5 was derived 

from NPP-R1 trhouch selection by passaging on RGV resistant insects. CpGV-MNPP is the 

stock used for Carpovirusine TM production. It comes from the original mexican isolate 

(Klingauf, 2006). All viruses were amplified on SV larvae. as previously described. Occlusion 

bodies were purified and viral DNA extracted as described. (Berling et al., 2009).  

Sequencing  

Sequencing was carried out by the GENTYANE platform of genotyping (INRA UMR 1095, 

Clermond-Ferrand, France) using a shotgun approach. For closing the remaining sequencing 

gaps, a primer walking strategy was used. Purified PCR amplicons were sequenced by 

Eurofins MWG (Ebersberg, Germany).  

PCR amplification and gel purification of amplicons  

Specific primers were designed close to the borders of the gaps in the DNA sequences, using 

the sequence of CpGV-M previously published (Luque et al., 2001) as a reference. PCR 

reactions were carried out using standard protocols. The presence of the amplicon was 

controlled on a 1% agarose gel stained with ethydium bromide. The amplicons were gel 

purified using the QIAquick gel extraction kit (Quiagen) following manufacturer instructions.  

Genome assembly and sequence analysis  

The sequences were assembled and analysed using Clone manager V9 (SCI-ED software). 

Web available programs were used for sequence comparison.  

 

 

Results and discussion  
 

Table 1. Main differences observed between CpGV-M1 and CpGV-R5. Δ indicates deletions 

and ▼indicates insertions. 

CpGV-R5 

ORF 

CpGV-M1 

ORF 
name 

position in 

CpGV-M1 

lenght 

(nt) 

lenght 

(aa) 
position and type of aa differences 

7 7 ie-1 3392<4858 1479 493 E367D, ▼VPHW463, R466I  

24 24 pe38 18574<19722 1125 374 Δ312-319, K355Q, Q355K 

32 32   27331>28671 1341 447 
Δ14-21, L71M, ▼TEEEIQQNT120, 

V250A, V264A, M429T 

46 46 mp-nase 36835<38472 1641 546 V85L, E177D,▼G472 

62 62   51047<51616 507 169 
D38Y, Δ122-136, Δ157, D158E, Δ159-

162 

70 70   56506<57060 876 292 

L20I, ▼S23, ▼D34, ▼EYQ37, V38S, 

D39E, ▼Y47, P48Q, S51D, ▼H52, 

P53Y, S54E, V55P, D57E, V59E, 

S60P, E61S, Y62S, ▼S64, ΔS81  

87 87 lef-5 68491<69219 726 242 A87L, E88R, N89T, P90T 

 

Sequence comparison between CpGV-M and CpGV-M-NPP 

The CpGV-MNPP sequence is similar to the CpGV-M1 sequence (Luque et al., 2001). Thirty 

one changes affecting ORFs were found, some contributing to fuse two contiguous ORFs. 



The most important change is located in ORF 32, with a series of substitutions. All SNPs in 

polh and lef8 of CpGV-MNPP are conserved. (Eberle et al., 2009). Fourteen other differences 

are detected in non-coding regions. A 16 nt insertion is found between ORFs 15 and 16, and a 

variability region is located between ORFs 50 and 51. 

Sequence comparison between CpGV-M-1 and CpGV-R5 

CpGV-R5 appears to be different to the 4 other classes of CpGV isolates proposed in function 

of the nucleotide variability at granulin (polh) and lef-8 genes (Eberle et al., 2009). CpGV-R5 

is similar to B class (as CpGV-E2) on granulin and to A class when considering lef-8. 

The isolate CpGV-R5 has 124 differences in respect to CpGC-M1 (Luque et al., 2001). 

Eberle (Eberle, 2010) has compared CpGV-M, CpGV-I12 and CpGV-S. Two thirds of the 66 

ORFs conserved between CpGV-M-1 and CpGV-S are also conserved in CpGV-R5. Only 

one third presents differences, and among these only two ORFs (ORF25 and ORF26) arbors 

major changes. The most significant differences are presented in table 1. The detail of the 

PE38 and IE-I sequences for each virus is presented in Figure 1.  

 

 

 
Figure 1. Partial alignment of the predicted amino acid sequences of various isolates of CpGV 

at the ORF7 (IE-1) and ORF24 (PE38).   

 

 

Previous work (Eberle, 2010) suggested an association between PE38 (ORF24) variation and 

virus ability to bypass the resistance. Figure 1 details the differences found at the PE38 

(CpGV-M1 ORF 24) between the various isolates analyzed in this paper. The main deletion 

previously described for CpGV-I01, is also conserved in CpGV-R1.8 and its derivative, 

CpGV-R5. Two specific aminoacid changes differentiate these last isolates from all the 

others, K355Q and Q362K.  

 

IE-1 CpGV-M1        351 KELQNLKNEYGTEADVEEFMRLSVAHPRGDVVFNMKVRDTNTQRYRINCF 

IE-1 CpGV-MNPP      351 KELQNLKNEYGTEADVEEFMRLSVAHPRGDVVFNMKVRDTNTQRYRINCF 

IE-1 CpGV-I01       351 KELQNLKNEYGTEADVDEFMRLSVAHPRGDVVFNMKVRDTNTQRYRINCF 

IE-1 CpGV-R1.8      351 KELQNLKNEYGTEADVDEFMRLSVAHPRGDVVFNMKVRDTNTQRYRINCF 

IE-1 CpGV-R5        351 KELQNLKNEYGTEADVDEFMRLSVAHPRGDVVFNMKVRDTNTQRYRINCF 

 

IE-1 CpGV-M1        401 RMDSVHVWVNSMVYSDVQQFNLKKMIQRHRWGTHHILQFDYMYNSMMSKL 

IE-1 CpGV-MNPP      401 RMDSVHVWVNSMVYSDVQQFNLKKMIQRHRWGTHHILQFDYMYNSMMSKL 

IE-1 CpGV-I01       401 RMDSVHVWVNSMVYSDVQQFNLKKMIQRHRWGTHHILQFDYMYNSMMSKL 

IE-1 CpGV-R1.8      401 RMDSVHVWVNSMVYSDVQQFNLKKMIQRHRWGTHHILQFDYMYNSMMSKL 

IE-1 CpGV-R5        401 RMDSVHVWVNSMVYSDVQQFNLKKMIQRHRWGTHHILQFDYMYNSMMSKL 

 

IE-1 CpGV-M1        451 HAEVSKLVIRYV----LSRRSFDLLQNDCSKLKLSYKKIVYE 

IE-1 CpGV-MNPP      451 HAEVSKLVIRYV----LSRRSFDLLQNDCSKLKLSYKKIVYE 

IE-1 CpGV-I01       451 HAEVSKLVIRYV----LSRRSFDLLQNDCSKLKLSYKKIVYE 

IE-1 CpGV-R1.8      451 HAEVSKLVIRYV----LSRRSFDLLQNDCSKLKLSYKKIVYE 

IE-1 CpGV-R5        451 HAEVSKLVIRYVVPHWLSIRSFDLLQNDCSKLKLSYKKIVYE 

 

 

PE38 CpGV-M1        101 PRVQTAERNYNEFVGAIRNAAGEPMEAEQESPANEPAADYNSMMDDMINN 

PE38 CpGV-NPP       101 PRVQTAERNYNEFVGAIRNAAGEPMEAEQESPANEPAADYNSMMDDMINN 

PE38 CPGV-I01       101 PRVQTAERNYNEFVGAIRNAAGEPMEAEQESPANEPAADYSSMMDDMINN 

PE38 CpGV-R1.8      101 PRVQTAERNYNEFVGAIRNAAGEPMEAEQESPANEPAADYNSMMDDMINN 

PE38 CpGV-R5        101 PRVQTAERNYNEFVGAIRNAAGEPMEAEQESPANEPAADYNSMMDDMINN 

 

Perfect match between all five sequences from 150 to 300 

 

PE38 CpGV-M1        301 TEDDITKSVANDTVDDTVDDTVDDTIMRDDSLMVANDTPSRKSYKILKRR 

PE38 CpGV-MNPP      301 TEDDITKSVANDTVDDTVDDTVDDTIMRDDSLMVANDTPSRKSYKILKRR 

PE38 CpGV-I01       301 TEDDITKSVAN--------DTVDDTIMRDDSLMVANDTPSRKSYKNLKKR 

PE38 CpGV-R1.8      301 TEDDITKSVAN--------DTVDDTIMRDDSLMVANDTPSRKSYKILKRR 

PE38 CpGV-R5        301 TEDDITKSVAN--------DTVDDTIMRDDSLMVANDTPSRKSYKILKRR 

 

PE38 CpGV-M1        351 YLNLKQKFISHQYIVKSLTDSLRRATKKPIKY 

PE38 CpGV-MNPP      351 YLNLKQKFISHQYIVKSLTDSLRRATKKPIKY 

PE38 CpGV-I01       343 YLNLKQKFISHQYIVKSLTDSLRRATKKPIKY 

PE38 CpGV-R1.8      343 YLNLQQKFISHKYIVKSLTDSLRRATKKPIKY 

PE38 CpGV-R5        343 YLNLQQKFISHKYIVKSLTDSLRRATKKPIKY 
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Introduction  
  

The first isolate of the Cydia pomonella granulovirus, CpGV was found in Mexico (CpGV-M) [1] and is used as a biological control agent against the codling moth.  

In Europe, all commercial formulations of CpGV up to 2005 were derived from the same CpGV-M isolate [2]. 

Resistance towards this isolate was identified in 2005, in both Germany [3]  and France [4], giving rise to various virus isolates being characterised by separate laboratories, with the aim of 

controlling CpGV-M resistant insects [5] [6] [7] [8]. Among them, the CpGV-R5 has been selected for commercialization by NPP [9].  

The complete sequence of CpGV-M is known (NC_002816.1) [10]. Comparison between the sequences of these new isolates can allow the identification of the virus genes involved in 

overcoming resistance, as a first step in unveiling the modification in the host-virus relationships amongst CpGV-M resistant insects. This approach has been used with various CpGV 

isolates [6]. In this study, both the sequences of the CpGV-M isolate (currently used by us, CpGV-MNPP) and the CpGV-R5 isolate, have been determined and compared to the reference 

sequence of CpGV-M [10] named CpGV-M1 in the sequences alignments.  

 

Material and methods  
  

Virus amplification and DNA extraction  
All viruses used were provided by Natural Plant Protection (Arysta LifeScience) NPP-R1 was previously described by Berling and coworkers [5]. NPP-R5 was derived from NPP-R1 through 

selection by passaging on RGV resistant insects. CpGV-MNPP is the stock used for CarpovirusineTM production. It comes from the original mexican isolate [11]. All viruses were amplified on 

susceptible SV larvae. as previously described. Occlusion bodies were purified and viral DNA extracted as described [5]. 

  

Sequencing  
Sequencing was carried out by the GENTYANE platform of genotyping (INRA UMR 1095, Clermond-Ferrand, France) using a shotgun approach. For closing the remaining sequencing 

gaps, a primer walking strategy was used. Purified PCR amplicons were sequenced by Eurofins MWG (Ebersberg, Germany).  

 

PCR amplification and gel purification of amplicons  
Specific primers were designed close to the borders of the gaps in the DNA sequences, using the sequence of CpGV-M previously published [10] as a reference. PCR reactions were 

carried out using standard protocols. The presence of the amplicon was controlled on a 1% agarose gel stained with ethydium bromide. The amplicons were gel purified using the 

QIAquick gel extraction kit (Quiagen) following manufacturer instructions.  

 

Genome assembly and sequence analysis  
The sequences were assembled and analysed using Clone manager V9 (SCI-ED software). Programs available online were used for sequence comparison.  

Results and discussion 
 

Sequence comparison between CpGV-M and CpGV-M-NPP 
The CpGV-MNPP sequence is similar to the CpGV-M1 sequence [10] . Thirty one changes affecting ORFs were found, some contributing to fuse two adjacent ORFs. The most important 

change is located in ORF 32, with a series of substitutions. All SNPs in polh and lef8 of CpGV-MNPP are conserved [6]. Fourteen other differences were detected in non-coding regions. A 16 

nt insertion is found between ORFs 15 and 16, and a variability region is located between ORFs 50 and 51. 

 

Sequence comparison between CpGV-M-1 and CpGV-R5 
CpGV-R5 appears to be different to the 4 other classes of CpGV isolates dictated by the nucleotide variability at granulin (polh) and lef-8 genes [6]. CpGV-R5 is similar to B class (as CpGV-

E2) on granulin and to A class when considering lef-8. 
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Main differences observed between CpGV-M1 and CpGV-R5. Δ indicates 

deletions and ▼indicates insertions. The isolate CpGV-R5 has 124 differences in respect to 

CpGV-M1 [10]. Eberle [12] has compared CpGV-M, 

CpGV-I12 and CpGV-S. Two thirds of the 66 ORFs, 

conserved between CpGV-M-1 and CpGV-S, are also 

conserved in CpGV-R5. Only one third presents 

differences, and among these only two ORFs (ORF25 

and ORF26) harbors major changes. The most 

significant differences are presented in this table. 

 

 

 

Previous work [12] suggested an association between 

PE38 (ORF24) variation and virus ability to bypass the 

resistance. This figure depicts the differences found at 

the PE38 (CpGV-M1 ORF 24) and IE-1 (CpGV-M1 

ORF 7) between the various isolates analyzed. The 

main deletion previously described for CpGV-I01 is also 

conserved in CpGV-R1.8, and its derivative CpGV-R5. 

Two specific amino-acid changes differentiate these 

last isolates from all the others, K355Q and Q362K.  
 

CpGV-R5 

ORF

CpGV-M1 

ORF 
name 

Position in 

CpGV-M1 

lenght 

(nt)

lenght 

(aa) 

position and type of aa 

differences 

7 7 Ie-1 3392<4858 1479 493 
E367D, ▼VPHW463, 

R466I  

24 24 pe38 18574<19722 1125 374 
Δ312-319, K355Q, 

Q355K 

32 32 27331>28671 1341 447 

Δ14-21, L71M, 

▼TEEEIQQNT120, 

V250A, V264A, M429T 

46 46 mp-nase 36835<38472 1641 546 V85L, E177D,▼G472 

62 62 51047<51616 507 169 
D38Y, Δ122-136, Δ157, 

D158E, Δ159-162 

70 70 56506<57060 876 292 

L20I, ▼S23, ▼D34, 

▼EYQ37, V38S, D39E, 

▼Y47, P48Q, S51D, 

▼H52, P53Y, S54E, 

V55P, D57E, V59E, 

S60P, E61S, Y62S, 

▼S64, ΔS81  

87 87 Lef-5 68491<69219 726 242 A87L, E88R, N89T, P90T 

IE-1 CpGV-M1        351 KELQNLKNEYGTEADVEEFMRLSVAHPRGDVVFNMKVRDTNTQRYRINCF 

IE-1 CpGV-MNPP      351 KELQNLKNEYGTEADVEEFMRLSVAHPRGDVVFNMKVRDTNTQRYRINCF 

IE-1 CpGV-I01       351 KELQNLKNEYGTEADVDEFMRLSVAHPRGDVVFNMKVRDTNTQRYRINCF 

IE-1 CpGV-R1.8      351 KELQNLKNEYGTEADVDEFMRLSVAHPRGDVVFNMKVRDTNTQRYRINCF 

IE-1 CpGV-R5        351 KELQNLKNEYGTEADVDEFMRLSVAHPRGDVVFNMKVRDTNTQRYRINCF 

  

IE-1 CpGV-M1        401 RMDSVHVWVNSMVYSDVQQFNLKKMIQRHRWGTHHILQFDYMYNSMMSKL 

IE-1 CpGV-MNPP      401 RMDSVHVWVNSMVYSDVQQFNLKKMIQRHRWGTHHILQFDYMYNSMMSKL 

IE-1 CpGV-I01       401 RMDSVHVWVNSMVYSDVQQFNLKKMIQRHRWGTHHILQFDYMYNSMMSKL 

IE-1 CpGV-R1.8      401 RMDSVHVWVNSMVYSDVQQFNLKKMIQRHRWGTHHILQFDYMYNSMMSKL 

IE-1 CpGV-R5        401 RMDSVHVWVNSMVYSDVQQFNLKKMIQRHRWGTHHILQFDYMYNSMMSKL 

  

IE-1 CpGV-M1        451 HAEVSKLVIRYV----LSRRSFDLLQNDCSKLKLSYKKIVYE

IE-1 CpGV-MNPP      451 HAEVSKLVIRYV----LSRRSFDLLQNDCSKLKLSYKKIVYE 

IE-1 CpGV-I01       451 HAEVSKLVIRYV----LSRRSFDLLQNDCSKLKLSYKKIVYE 

IE-1 CpGV-R1.8      451 HAEVSKLVIRYV----LSRRSFDLLQNDCSKLKLSYKKIVYE 

IE-1 CpGV-R5        451 HAEVSKLVIRYVVPHWLSIRSFDLLQNDCSKLKLSYKKIVYE 

 

 
PE38 CpGV-M1        101 PRVQTAERNYNEFVGAIRNAAGEPMEAEQESPANEPAADYNSMMDDMINN 

PE38 CpGV-NPP       101 PRVQTAERNYNEFVGAIRNAAGEPMEAEQESPANEPAADYNSMMDDMINN 

PE38 CPGV-I01       101 PRVQTAERNYNEFVGAIRNAAGEPMEAEQESPANEPAADYSSMMDDMINN 

PE38 CpGV-R1.8      101 PRVQTAERNYNEFVGAIRNAAGEPMEAEQESPANEPAADYNSMMDDMINN 

PE38 CpGV-R5        101 PRVQTAERNYNEFVGAIRNAAGEPMEAEQESPANEPAADYNSMMDDMINN 

  

Perfect match between all five sequences from 150 to 300 

  

PE38 CpGV-M1        301 TEDDITKSVANDTVDDTVDDTVDDTIMRDDSLMVANDTPSRKSYKILKRR 

PE38 CpGV-MNPP      301 TEDDITKSVANDTVDDTVDDTVDDTIMRDDSLMVANDTPSRKSYKILKRR 

PE38 CpGV-I01       301 TEDDITKSVAN--------DTVDDTIMRDDSLMVANDTPSRKSYKNLKKR 

PE38 CpGV-R1.8      301 TEDDITKSVAN--------DTVDDTIMRDDSLMVANDTPSRKSYKILKRR 

PE38 CpGV-R5        301 TEDDITKSVAN--------DTVDDTIMRDDSLMVANDTPSRKSYKILKRR 

  

PE38 CpGV-M1        351 YLNLKQKFISHQYIVKSLTDSLRRATKKPIKY 

PE38 CpGV-MNPP      351 YLNLKQKFISHQYIVKSLTDSLRRATKKPIKY 

PE38 CpGV-I01       343 YLNLKQKFISHQYIVKSLTDSLRRATKKPIKY 

PE38 CpGV-R1.8      343 YLNLQQKFISHKYIVKSLTDSLRRATKKPIKY 

PE38 CpGV-R5        343 YLNLQQKFISHKYIVKSLTDSLRRATKKPIKY 
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Problématique: la résistance
Après plus de 20 ans d’utilisation à grande échelle d’un isolat viral (CpGV-M), des populations de carpocapses résistantes ont été détectées en champs.
Pour remédier à ce problème, deux solutions ont été envisagées : l’utilisation d’un nouveau variant naturel capable de contourner la résistance ou la sélection, sur larves résistantes, d’isolats
viraux existants. Le variant CpGV-M n’est pas capable de se répliquer dans les i nsectes résistants.
Le résultat de ces travaux fût la mise au point, par passages successifs sur larves résistantes, d’un isolat viral capable de contourner la résistance: l’isolat CpGV-R5.

CpGV-R5 
ORF

CpGV-M1 
ORF

nom
Position in 
CpGV-M1

taille (nt) taille (aa)
Position et type de 

différences d’aa

7 7 Ie-1 3392<4858 1479 493 E367D, ▼VPHW463, R466I 

24 24 pe38 18574<19722 1125 374 ∆312-319, K355Q, Q355K

32 32 27331>28671 1341 447
∆14-21, L71M, 
▼TEEEIQQNT120, V250A, 
V264A, M429T

46 46 mp-nase 36835<38472 1641 546 V85L, E177D,▼G472

62 62 51047<51616 507 169
D38Y, ∆122-136, ∆157, D158E, 
∆159-162

70 70 56506<57060 876 292

L20I, ▼S23, ▼D34, ▼EYQ37, 
V38S, D39E, ▼Y47, P48Q, 
S51D, ▼H52, P53Y, S54E, 
V55P, D57E, V59E, S60P, 
E61S, Y62S, ▼S64, ∆S81 

87 87 Lef-5 68491<69219 726 242 A87L, E88R, N89T, P90T

Ravageur : Carpocapse de la pomme ( Cydia pomonella) Moyen de lutte : Cydia pomonella granulovirus (CpGV)

Principal ravageur des vergers de pommiers et poiriers à 
travers le monde.
Résistant à la plupart des insecticides chimiques.

Enormes pertes 
économiques

Spécifique à un ou deux hôtes.
Sans danger pour les autres êtres vivants.

Mode d’action du virus:

1 - Les granules viraux (Gv) sont ingérés par les la rves dès l'éclosion.
2 - Les Gv sont hydrolysés dans les cellules digestiv es des larves. 
3 - La multiplication des Gv entraîne l'arrêt de l'al imentation des larves.
4 - Multiplication des Gv dans les cellules. 
5 - Mort des larves par septicémie. 

Très bon agent 
de biocontrôle

Augmenter la variabilité génétique du virus par uti lisation de mélanges viraux 
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99%M-1%R5 95%M-5%R5 90%M-10%R5 50%M-50%R5 10%M-90%R5

Productions %M %R %M %R %M %R %M %R %M %R

mélange 99 1 95 5 90 10 50 50 10 90

Mortes Sv 85 15 45 65 71 29 71 29 2 98

Mortes RGV 88 12 99 1 59 41 42 58 48 52

Efficacité de contrôle des insectes résistants RGV en fonction des proportions de chaque virus ,
CpGV-M et CpGV-R5, dans le mélange. Analyse par PCR quantitative de la composition génétique des différents

mélanges et des larves mortes sensibles (Sv) et résistantes (RGV) à CpGV-M
suite à l’ingestion de ces mélanges.

Des mélanges viraux ont été préparés en faisant varier les quantités de CpGV-M et CpGV-R5 comme décrit dans
le tableau ci-dessous.
L’efficacité de ces mélanges (dose tuant 50 et 90% de la population) par rapport à la quantité de CpGV-M est
représentée en figure ci-contre.

Un contrôle similaire est atteint avec des compositions variables (0 à 90% de CpGV-M) sur larves résistantes.
La présence d’une très faible proportion de CpGV-R5 ajoutée à CpGV-M est suffisante pour assurer un
contrôle efficace des insectes résistants.

La composition de chaque mélange viral a été déterminée par PCR quantitative grâce à des marqueurs spécifiques. Le virus
produit par des larves (sensible et résistantes) infectées et tuées par ces mélanges a aussi été analysé (Tableau ci-contre)
Pour les mélanges, les proportions correspondent à la composition théorique.
Pour les larves mortes, nous trouvons des marqueurs des deux virus, même sur les insectes résistants, indiquant que
CpGV-M est capable de se répliquer sur des insectes non permi ssifs, à la condition que CpGV-R5 soit présent.

Trouver les zones variables du génome viral respons ables du contournement de la résistance

PE38 CpGV-M1        101 PRVQTAERNYNEFVGAIRNAAGEPMEAEQESPANEPAADYNSMMDDMINN

PE38 CpGV-NPP       101 PRVQTAERNYNEFVGAIRNAAGEPMEAEQESPANEPAADYNSMMDDMINN

PE38 CPGV-I01       101 PRVQTAERNYNEFVGAIRNAAGEPMEAEQESPANEPAADYSSMMDDMINN

PE38 CpGV-R1.8      101 PRVQTAERNYNEFVGAIRNAAGEPMEAEQESPANEPAADYNSMMDDMINN

PE38 CpGV-R5        101 PRVQTAERNYNEFVGAIRNAAGEPMEAEQESPANEPAADYNSMMDDMINN

Alignement parfait entre les cinq sequences de 150 to 300

PE38 CpGV-M1        301 TEDDITKSVANDTVDDTVDDTVDDTIMRDDSLMVANDTPSRKSYKILKRR

PE38 CpGV-MNPP      301 TEDDITKSVANDTVDDTVDDTVDDTIMRDDSLMVANDTPSRKSYKILKRR

PE38 CpGV-I01       301 TEDDITKSVAN--------DTVDDTIMRDDSLMVANDTPSRKSYKNLKKR

PE38 CpGV-R1.8      301 TEDDITKSVAN--------DTVDDTIMRDDSLMVANDTPSRKSYKILKRR

PE38 CpGV-R5        301 TEDDITKSVAN--------DTVDDTIMRDDSLMVANDTPSRKSYKILKRR

PE38 CpGV-M1        351 YLNLKQKFISHQYIVKSLTDSLRRATKKPIKY

PE38 CpGV-MNPP      351 YLNLKQKFISHQYIVKSLTDSLRRATKKPIKY

PE38 CpGV-I01       343 YLNLKQKFISHQYIVKSLTDSLRRATKKPIKY

PE38 CpGV-R1.8      343 YLNLQQKFISHKYIVKSLTDSLRRATKKPIKY

PE38 CpGV-R5        343 YLNLQQKFISHKYIVKSLTDSLRRATKKPIKY

Principales différences observées entre le génome de CpGV-M et CpGV-R5. ∆
indique une délétion et ▼ indique une insertion.

Différences observées en acides aminés entre les génomes de 5 isolats
viraux pour le gènes Pe38.

L’ADN viral de 5 isolats a été séquencé,
et les génomes de CpGV-M et CpGV-R5
comparés.
L’isolat CpGV-R5 présente 124
différences par rapport à CpGV-M. Des
études précédentes ont comparé
CpGV-M, CpGV-I12 et CpGV-S. deux
tiers des 66 ORFs, conservées entre
CpGV-M et CpGV-S, sont aussi
conservées dans CpGV-R5. Seul un
tiers présente des differences, et parmi
elles, seules deux ORFs (25 et 26)
présentent de fortes modifications. Les
principales différences sont listées
dans le tableau de gauche.

Des études précédentes
semblaient relier la variation de
Pe38 à la faculté du virus à
contourner la résistance. Sur la
figure ci-contre, on observe
que les modification de Pe38
sont toujours les mêmes
pour les virus contournant la
résistance ce qui confirme
cette hypothèse. Pour CpGV-
R5, deux amino-acides
spécifiques changent, et
différencient cet isolat des
autres (K355Q et Q362K).

Contexte :  Production des pommes et impacts enviro nnementaux

Objectif :  Diminuer la pollution par l’utilisation  de bio-insecticide

0

10 000 000

20 000 000

30 000 000

40 000 000

50 000 000

60 000 000

70 000 000

80 000 000

2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011

La pomme fait partie des fruits et légumes
les plus traités par les pesticides chimiques
et les plus consommés dans le monde.
Son impact sanitaire et environnemental
est donc un problème majeur.
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de la production mondiale: 56 785 000 t.

Production mondiale de pomme par an en tonnes (sources: FAOSTAT) Top 10 des pays producteurs de pomme dans le monde (sources: FAOSTAT)

Répartition mondiale du carpocapse (2008)

Résistance du carpocapse aux insecticides chimiques

Enjeu : garantir la durabilité (pérennité) de cette  méthode

Projet européen PURE FP7/ 2007-2013 n°FP7-265865  - fi nancement CIFRE-Arysta life science/NPP N°2012/0194  ANRT

benoit.graillot@mines-ales.fr

Ouverture: Comment la présence de CpGV-R5 aide à la  réplication de CpGV-M?
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La lutte biologique comme 
moyen de diminuer la 
pollution diffuse causée par 
les pesticides chimiques 

Auteurs 

Partenaires 

Benoît GRAILLOT 

Christine BLACHERE-
LOPEZ 

Miguel LOPEZ-FERBER 

La protection des cultures, cause de 

pollution diffuse 

n Sans protection des cultures, les récoltes seraient lourdement 
compromises, et la survie de notre agriculture difficile à assurer. 

n La protection des vergers de pommes demande jusqu’à 
25 traitements annuels pour éviter les attaques d’insectes 
ravageurs. 

n L’arrivée d’un nouveau ravageur peut détruire complètement la 
production. 

miguel.lopez-ferber@mines-ales.fr 

Les deux structures de résistance des 

baculovirus: le polyèdre et le granule. 
Photos M. Lopez-Ferber et J.M. Taulemesse  

Dégâts produits par les larves de T. solanivora : 

formation de galeries et pourrissement à cause de 

l'infection secondaire par des micro-organismes. 
Photos : C. Espinel ; P. Cuartas. 

L’utilisation de pathogènes des ravageurs 

comme alternative 

n Éliminer les ravageurs en les rendent malades.  

n Mais en n’affectant pas le reste de l’écosystème (plantes, animaux, 
micro-organismes) 

n Famille de virus inféodée aux arthropodes. Sans pathogénicité pour les 
plantes ni les animaux. 

n Chaque espèce de virus se réplique sur une ou quelques espèces 
d’insecte proches.  

n Les baculovirus survivent dans l’environnement.  

n Mais des améliorations possibles : 

n Meilleure efficacité sur un (nouvel) hôte 

n Contrôle du développement de résistances 

Les baculovirus, insecticides biologiques de 

choix 

Sélectionner des baculovirus pour une 

meilleure efficacité 

Variabilité naturelle 
n Prospection et collecte de nouveaux isolats viraux. 

n Caractérisation de leur potentiel.  

Adaptation dans le laboratoire 
n Amélioration de performances envers un hôte. 

n Adaptation à un nouvel hôte proche (pas toujours possible). 

Maintenir l’efficacité au cours du temps 

n Contrôle de l’apparition de résistances chez l’hôte.  

n Maintien de la diversité génétique. 

Diminution de la dose nécessaire pour contrôler un insecte 

au cours des générations de sélection d’un baculovirus. 
Données M. Berling et C. Blachère-Lopez  
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Évolution de la CL50 en fonction 
des passages sur RGV 

n Les insecticides chimiques se retrouvent dans les sols, puis dans l’eau, où ils ont des effets nocifs. 
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Abstract : 

 

Resistance to biocontrol agents is a critical issue worldwide in orchards. Thereby the codling 

moth Cydia pomonella developed resistances under repeated treatments with Cydia 

pomonella granulovirus (CpGV) in several European countries. These resistances raise the 

issue of the durability of such a pest control. This work aims to investigate various aspects of 

granulovirus/host interactions: first by studying the susceptibility variations to CpGV 

infection between different laboratory insect colonies in order to assess the mechanisms of 

resistances apparition; to investigate the virus diversity, complete genomes of five viral 

isolates used over this work have been sequenced and an analysis of the positively selected 

genes has been carried out as to come up with new genes potentially important for the fitness 

of the virus. The adaptability of CpGV to a resistant C. pomonella host as well as to a related 

specie, Cydia molesta has also been studied. Finally, the efficiency, on different insect 

colonies, of mixed populations of viral genotypes as well as their successive offspring have 

been analyzed. These studies allowed highlighting a wide genetic diversity among CpGVs, 

together with co-infection within cell and recombination phenomenon. Thus, if it seems 

impossible to certify a biocontrol method with constant efficacy, it appears that the evolutive 

capacities of viruses will allow overcoming host resistance phenomenon. However, one will 

need to keep one step ahead from the virus, which means an annual survey to permit a 

directed evolution of the virus. 

 

 

 



École Nationale Supérieure des Mines 

de Saint-Étienne 

 

NNT : 2015 EMSE 0782 

 

Benoît GRAILLOT 

 

Analyse de la durabilité de la lutte biologique à l’aide de baculovirus dans les 

conditions de protection des cultures fruitières 

 

Spécialité: Sciences et Génie de l’Environnement 

 

Mots clefs : Cydia pomonella, Cydia molesta, contrôle biologique, baculovirus, CpGV, 

résistance, évolution virale, diversité génétique 

 

Résumé : 

 

La résistance aux agents de biocontrôle est un problème majeur dans les cultures du monde 

entier. Ainsi, le carpocapse du pommier, Cydia pomonella, a développé des résistances contre 

des traitements répétés au Cydia pomonella granulovirus (CpGV) dans plusieurs pays 

d’Europe. Ces résistances posent la question de la durabilité de ce type de lutte contre les 

ravageurs. Ce travail porte sur l’étude de plusieurs aspects des interactions 

granulovirus/hôtes : en premier lieu, sur l’étude des différences de sensibilité au CpGV entre 

des colonies d’insectes de laboratoire afin de mieux cerner les mécanismes d’apparition de 

résistances. Concernant le virus, le génome complet de cinq isolats viraux utilisés au cours de 

ces travaux a été séquencé et une analyse des gènes positivement sélectionnés a été conduite 

afin de découvrir de nouveaux gènes potentiellement importants pour la valeur sélective du 

virus. L’adaptabilité du CpGV à un hôte C. pomonella résistant ainsi qu’à un hôte d’une 

espèce proche, Cydia molesta a également été étudiée. Enfin, l’efficacité, sur différentes 

colonies d’insectes, de populations de génotypes viraux mélangées ainsi que de leurs 

générations successives ont été analysés. Ces études nous ont permis de mettre en évidence 

une diversité génétique très étendue chez le CpGV ainsi que des phénomènes de co-infections 

d’une même cellule et de recombinaison. Ainsi, s’il semble impossible de certifier une 

méthode de biocontrôle d’une efficacité constante, il apparait que les capacités évolutives des 

virus permettront de supporter des phénomènes de résistance des hôtes. Il faudra cependant 

toujours conserver une longueur d’avance sur le virus et cela passera par un suivi annuel afin 

de permettre une évolution dirigée du virus. 

 


