Communauté francaise de Belgique

FACULTE UNIVERSITAIRE DES SCIENCES AGRONOMIQUES DE
GEMBLOUX

Contribution a I'étude de I'expression protéique
difféerentielle dans I'hémolymphe deA. mellifera
L. suite a une infection par le virus de la
paralysie chronique

Travail de fin d'études

Année académique 2008-2009

Présenté par : Julien Bauwens
Promoteur(s) : Pr. Eric Haubruge

En vue de l'obtention du grade de BioingénieurBtotechnologies et Protection des
Végétaux



Table des matieres

TABLE DES MATIERES ...t ieeeee et ettt eme ettt e e et et et et e et et et et et e et e e e et e et et et e eee et et ee e e eae e 2
TABLE DES FIGURES ...ttt et ee et e e e e e e et 4
TABLE DES TABLEAUX ...ttt ee ettt ee ettt e e e e e 5
TABLE DES TABLEAUX ...ttt e et et ettt e e e 5
INTRODUCTION ... ettt e ettt e ettt e et ettt e e e e et e e et e e e e e e e e e 8.
OBUIECTIFES oottt ettt e et e ettt ettt 10
BIBLIOGRAPHIE ... e et e et et ettt e e et eee e 11
1  GENERALITES RELATIVES A L’ABEILLE DOMESTIQUE ... coveeeeeeeeeeeeeeeeee e 11
1.1 ORGANISATION DE LA COLONIE ..ottt ettt et e et e e eeeeeeeneee e 11
1.2 ANATOMIE ..ottt et e et e ettt et e ettt e et e et e eee et et e et et e et e eee et et e eeneeee e 12
1.2.1 GENERALITES . ..ot eoet ettt ettt ettt et e et e et et et et e e eee e et et e et e et e reeeeeeeeee e, 12
1.2.2 SYSTEME NERVEUX ...t iueieeeeeeeetee ot et eeeeeee et eeeeeeeaeeee st aeeeesaeeseeeeeseeeneeanns 12
1.2.3  SYSTEME DIGESTIF ...oooiiiiiiiiciremr s 12
1.2.4 SYSTEME CIRCULATOIRE ...t 13
1.2.5 SYSTEME ENDOCRINIEN . ....e ettt e ee e eee e eee e 13
1.2.6 TISSU ADIPEUX ... oottt ettt e e eee s 13
2 VIRUS DE L'ABEILLE DOMESTIQUE ..ottt ettt ettt 14
2.1 CLASSIFICATION .ot e et ee et e e e e ettt e e e e e, 15
2.2 VIRUS DE LA PARALYSIE CHRONIQUE (CBPV)....c.civiieeiieeeeeeeeee e 16
2.2.1 SYMPTOMATOLOGIE ...ttt ettt ettt et et e e ettt eeee e eee e eee s 16
2.2.2 LOCALISATION ..ottt eet et ee ettt e et e et et et et e et e et e eeeeee et et et e e e eeeaeeenes 17
2.2.3 EPIDEMIOLOGIE ...t et oottt et e et e et e et e e e e et e et eeaeeeee et e et e seeneeinens 17
2.2.4 VOIES DE TRANSMISSION.....c.ooooriiiiiimmaciinciesississess s 17
2.2.5 VIRUS ASSOCIE DE LA PARALYSIE CHRONIQUE .......vioveteteeeeeeeee e, 19
3 MECANISMES DE DEFENSES DES INSECTES ...t iueeeeeeeee ettt 20
3.1 DEFENSES MECANIQUES. .......vuieeet oottt et ee e en e en e en e 20
3.1.1 LA CUTICULE .ottt 20
3.1.2 LA MEMBRANE PERITROPHIQUE DU VENTRICULE ... .cooviiieeeieeeeeeee e, 20
3.1.3 LA TUNIQUE CHITINEUSE DE LA TRACHEE ......c. cuitieieeeeeeeeeee et 21
3.2 LE SYSTEME IMMUNITAIRE ...ttt ee et eee e 21
3.2.1 L'IMMUNITE CELLULAIRE ...ttt oottt et eee et et e e eaeeaeeaeaen e 21
3.2.2 L'IMMUNITE HUMORALE ...ttt ettt ee ettt ee e e eaeeaeeae e ees 23
3.2.3 VOIES DE SIGNALISATION ..ottt ettt e et e et et eese e e eeee s 24
3.3 LES DEFENSES CONTRE LES VIRUS......oi ittt eeeet ettt et e et e e eeaesn e 25
3.3.1 MORT CELLULAIRE PROGRAMMEE ...ttt ete ettt et aeean 25
832 HEMOCYTES ..ot 26
3.3.3 PHENOLOXYDASES ... ettt et e et e ee e 26
3.3.4 INTERFERENGCE ARN ..ottt e e 26
3.35 PHEROKINES .. ... oottt e et e et e e e 26
4  LUTTE CONTRE LES VIRUS : SELECTION ET AMELIORATIO N ..oeiiieeeeeee oo 26
5 PROTEOMIQUE ...ttt eemee ettt ettt e et ettt ee e e et e e ee e e eee e e 29
MATERIEL ET METHODES. ...ttt ettt et ettt ee et e e e et ettt e et e et e et e et e et e et e st eeeeeeeeeeeeeene 30
1 OPTIMISATION DES METHODES DE PRELEVEMENT ET D’EXT RACTION DES
PROTEINES DE L'HEMOLYMPHE ... e ettt ettt ettt ettt eee et et e et eae e e et e e e eees 30
1.1 PRELEVEMENT ...ttt ettt et ettt et e et e et e e et e et et et et eeeeeeeeeeee et e et e et e eaeeeaeeeaens 30
1.2 EXTRACTION DES PROTEINES ...t eueeeee ettt eee ettt e e ete et eneeee e e 30
1.3 PRECIPITATION DES PROTEINES ........oiiiiminiicici e 31
1.4 QUANTIFICATION DES PROTEINES ...ttt ettt en e n e 31
1.5 SEPARATION DES PROTEINES ... oottt 31



151 ELECTROPHORESE 1D SDS-PAGE ......c.ciiieeeiiieieieteeteie et 32

1.5.2 ELECTROPHORESE 2D ....oeiouee ittt ettt ettt e et e e et aaaeseeseeaeee e 33
1.6 REVELATION DES SPOTS PROTEIQUES ......ooueeeeceeeee e 36
1.6.1 COLORATION AU NITRATE D'ARGENT ..ottt ettt ee e ee e 36
1.6.2 COLORATION AU BLEU DE COOMASSIE R-250 .....eeeeeeeeeee oo 37
1.6.3 COLORATION AU BLEU DE COOMASSIE COLLOIDAL G-2 50.....cicieeeeeeeeeeeeenannn 38
1.6.4 PRESENTATION DES GELS 2D ...ttt e e e ae e 38

2  EXPRESSION PROTEIQUE DIFFERENTIELLE DANS L'HEMOLY MPHE DE A.

MELLIFERA SUITE A UNE INFECTION PAR LE CBPV....co. oot 39
2.1 PLAN EXPERIMENTAL ...ttt et et ee e, 40
2.2 MATERIEL BIOLOGIQUE ...ttt ettt e et e e e e e e e e 41
2.3 EXTRACTION DES PROTEINES ...t iueeeee ettt eee e ettt eeeeeee et aneeee e 41
2.4 PRECIPITATION DES PROTEINES ... .ottt ittt et ettt ee ettt e et eeesee st e st eeeeaeeeseeenaeas 41
2.5 MARQUAGE AUX CYDYES™ .. oottt et eee ettt et e et et et e e e eee e 41
2.6 SEPARATION DES PROTEINES ...ttt ettt ettt ettt eee e e et ettt eeee et eneeesee e 42
2.7 REVELATION DES SPOTS PROTEIQUES ... 42
2.8 ANALYSE D IMAGE ...t 43
2.9 SPOT PICKING ... ettt ee et et e e e et e e e e e e e ee e 43
2.10  DIGESTION DES PROTEINES .....oootteeeeeeee oottt ee e ee e e 43
2.11  IDENTIFICATION DES PROTEINES ......etiteeeeee et ee e 44

3 APPROCHE PRELIMINAIRE A L’ETUDE DE L'EXPRESSION P ROTEIQUE
DIFFERENCIELLE DES SEGMENTS CORPORELS MAJEURS DE A. MELLIFERA SUITE A UNE

INFECTION PAR LE CBPV ...ttt ettt ettt ettt e et ettt et et e et e e et et et et e et e e e et et et eeeeeeeaaes 45
3.1 PRELEVEMENT ...ttt ettt et ettt e et e et e e et e et e e et et et et e et e eae et e et e et e et e saeeeaeeeaens 45
3.2 EXTRACTION DES PROTEINES ...t oottt oottt ee ettt e e eeeaeereeee e 45

4 ANALYSE STATISTIQUE ...ttt eeeeeeeteee ettt ee ettt e e et e et et e e ee et e e e et et eee e et e eneeeeeeeas 46

RE SUL T AT S ettt ettt ettt ettt ettt et e et e et e e et e et e et et et e eaeeeee e e et e eete et e eae et et et e e e aaaen 47

1 OPTIMISATION DE LA METHODE DE PRELEVEMENT ET D’EX TRACTION DES

PROTEINES DE L'HEMOLYMPHE ...ttt ee e e e 47
1.1 QUANTITE D'HEMOLYMPHE PRELEVEE .......cooviit toeeeeeeee et ranana 47
1.2 ASPECT DE L'HEMOLYMPHE PRELEVEE .......ooooteeeeeeeeeeee e 48
1.3 DOSAGE DES PROTEINES ...ttt ee e ee e e e 48
1.4 CONSERVATION DES SOLUTIONS D'EXTRACTION ...t oot 49
1.5 SEPARATION DES PROTEINES SUR GEL 1D.....coutie et et eee et eeee e ee e e 50
1.6 SEPARATION DES PROTEINES PAR ELECTROPHORESE BIDIMENSIONNELLE .. 51
1.7 CONCLUSIONS RELATIVES A LA MISE AU POINT ..ottt 51

2  EXPRESSION PROTEIQUE DIFFERENTIELLE DANS L'HEMOLY MPHE DE A.

MELLIFERA SUITE A UNE INFECTION PAR LE CBPV....cco. oottt e et eeeaen e 53
2.1 MATERIEL BIOLOGIQUE ........coouiiiiiiiiemcissis s 53
2.2 PRELEVEMENT D'HEMOLYMPHE. ..ot 53
2.3 EXTRACTION oottt ee et e ettt et e e e e e e e eee e e 53
2.4 ANALYSE D IMAGE ... ettt 53
2.5 IDENTIFICATION DE PROTEINES ...ttt ee e 54

3 APPROCHE PRELIMINAIRE A L'ETUDE DE L'EXPRESSION P ROTEIQUE
DIFFERENTIELLE DES SEGMENTS CORPORELS MAJEURS DE A. MELLIFERA SUITE A UNE

INFECTION PAR LE CBPV....oooovoceoueeemummmmmmeiiisssssssssssssssssssssasases s sssssssssssssssssssssssessss s 55
31  ASPECT DES ECHANTILLONS DE SEGMENTS CORPORELS..........cccceesmmsusussrrrrrneneene 55

DISCUSSION .....ooooteeeaaaaeeeeeseeeeesesommmm s 56

CONCLUSION ET PERSPECTIVES .....cccririveveevemmmesssssssssasssssse s ssssssssssssssssssosssssss s 60
ANNEXES ...t oenene bbb 69
ANNEXE | : SCANS DE GELS 2D REALISES DANS LE CADRE DE LA MISE AU POINT ....... 69



Table des Figures

Figure 1: particules virales de CBPV (Olivier ebRRre, 2006). .........ccvvvvieeeeeeeeiiiiiiinnnns 16
Figure 2: Protéine dénaturée entourée de SDS..........oooo oo 32
Figure 3: Représentation des gelS 2D .....occeeeieeiiiiiiiiiiiieeeeee e eeeectreee e 38
Figure 4: Echantillons chargés dans un gel 2D-DIGE...............ccooevviveviiiiiiiiiires 39
Figure 5 : Comparaison des échantillons intra-ggjguche) et inter-gels (a droite).......... 40

Figure 6: Spectres des longueurs d'onde d'exaitétiourbe noire), d'émission (courbe
bleue: Cy2; courbe verte: Cy3; courbe rouge: Cgblijtres d'émission correspondants... 40

Figure 7: Réaction de marquage aux fluorophores..............cccccceeeiiiiiiiieeeinveeeeieeeee 42
Figure 8:Volume prélevé par abeille en fonctiomalde de conservation ........................ 48
Figure 9: Dosage des protéines selon la conservdés échantillons et le tampon

(0 o) = Tox 1o o [PPSR 49
Figure 10: Gels 1D n°3 et n°4. Tous les échamidlldu gel n°3 ont été récoltés dans du
tampon PBS, et tout ceux du gel n°4 dans du tarda@. ...........cccooeevviviiiieieeiiiieeee, 50
Figure 11: gels 2D reéalisés lors de I'optimisatierla méthode, colorés au nitrate d'argent
..................................................................................................................................... 51



Table des tableaux

Tableau 1: Composition des gels 1D SDS-PAGE.............cooiiiiiiiiiiiiiiie e 33
Tableau 2: programme de focalisation iSO€lecCtrique...........ceeeeeeeeiiiiieeeeiiiiees 35
Tableau 3: Préparation des gels 2D SDS-PAGE o oooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeen 3D
Tableau 4: Protocole de coloration au nitrate @alrg..............oovveevvervienniieee e s e 37

Tableau 5: Longueurs d'onde des filtres d’émissioicaractéristiques des trois CyDyes.. 40



Liste des abbréviations

1D (électrophorese) : électrophorése monodimensitan

2D (électrophorese) : électrophorese bidimensidanel

2D-DIGE : 2 Dimensions-Differential In Gel Electtogresis

Ab : échantillon d’abdomen d’abeille

ABPV : virus de la paralysie aigué de I'abeille

ACN: acétonitrile

ADN : acide désoxyribonucléique

AMP : peptides antimicrobens

APS: persulfate d’'ammonium

ARN : acide ribonucléique

ASB14: 'amidosulfo-betaine-14

BLAST: basic local alignement sequence tool

BQCYV : virus de la cellule royale noire

BVX: bee virus X

BVY : bee virus Y

C20 : échantillon récolté a partir d'abeilles cdégs a -20°C

C80 : échantillon récoltée a partir d’abeilles oglégs a -80°C
CBPSV : virus satellite

CBPV- : échantillon récolté a partir d’abeillesrea(témoin négatif)
CBPV : virus de la paralysie chronique de 'abeille

CBPV+ : échantillon récolté a partir d’abeilles ¢atées avec le CBPV
CBPVA : virus de la paralysie chronique

CHAPS : 3- [(3 -Cholamidopropyl)dimethyl-ammoniojptopanesulfonate
CHAPS: 3- [(3 -Cholamidopropyl)dimethyl-ammonioJptepanesulfonate
CWV : Cloudy Wing Virus

DCV: Drosophila C virus

DTT: dithiothreitol

DWV: deformed wing virus

F : hémolymphe récoltée a partir d’abeilles fratche

FV : virus filamenteux

IAA : iodoacétamide

IEF: focalisation isoélectrique

IFV : Infectious Flacherie Virus



IPG: immobilized pH gradient

JAK: just another kinase

KBV: Kashmir bee virus

KV : virus Kakugo

NL : non linéaire

PBS : tampon phosphate (extraction de protéines)
Phk: phérokines

pl: point isoélectrique

PM : marqueur de poids moléculaire

PMT : PhotoMultipierTubes

PO : Phénoloxydase

proPO : prophénoloxydase

PRR : Pattern Recognition Receptor

rpm : rotation par minute

SBV: sacbrood virus

SDS: sodium dodecylsulfate

SDS-PAGE : sodium dodecylsulfate-polyacrylamideeajettrophoresis
STAT: signal transducer and acivator of transaoipti
Té : échantillon de téte d’abeille

TEMED: N,N,N',N'-Tetramethyl-1-,2-diaminomethane
Th : échantillon de thorax d’abeille

TLR: Toll-like receptor

Tris : tris(hydroxymétyl)aminométhane

Upd : ligand unpaired

UTC : tampon d’extraction de protéines composeéaude Tris , et de CHAPS



Introduction

L’abeille domestique,Apis mellifera L., est indéniablement une composante
importante de la biodiversité, au méme titre quedetres insectes pollinisateurs. Au fil
d’'une longue coévolution, leur intervention estelaye indispensable a la reproduction de
nombreuses plantes sauvages et agricoles dontlimigadion est qualifiée d’entomophile.
Le rendement de beaucoup de plantes cultivées déggalement de ce type de
pollinisation.

Le mode de vie social et organisé de I'abeille &b dgalement un sujet d’études
comportementales particulierement intéressant. fiat, dien que les conditions régnant
dans une colonie soient propices au développemenpathogénes, les ouvriéres ont
notamment su développer un comportement hygiénagquééenéfice de la colonie et des
stratégies immunitaires particulierement efficamesété sélectionnées.

Plus de 75% des genes reliés a des pathologiesI’bbezme sont retrouvés chez
Drosophila melanogastesn tant que génes orthologues (Reiter et al., 20043t probable
gue l'abeille présente davantage de similitudes #lilemme étant donné 'aspect social de
son mode de vie.

De plus, certaines molécules contenues dans leum,veu dans la propolis qu’elles
récoltent, possedent des propriétés pharmacologifue et al., 2008 ; Han et al., 2007 ;
Sforcin, 2007). Plusieurs peptides antimicrobieast synthétisés pat. mellifera dans

I’'hnémolymphe ou dans la gelée royale, connue pesivsrtus thérapeutiques.

Ces insectes se révelent ainsi étre d'intérétogaple, économique et médical.

Tous ces attributs sont autant d’exemples pouukdsé. melliferaest actuellement
considéréee comme un modéle d’étude. Son génomer aifpeurs été intégralement

séquenceé, ce qui représente un atout considérable.

Depuis quelques années, la santé de 'abeillédajet de certaines préoccupations.
Entre 1999 et 2007, prés de 30 % des ruches waltoont fait I'objet d’'un dépérissement.
D’autres régions du monde sont touchées, dont motarhles Etats-Unis. Plusieurs études
ont montré que ce phénomeéene s’avérait multifadtqitaubruge et al., 2006), et que
certains virus constituaient des facteurs de risgygendre en considération. Parmi ces

virus, le virus de la paralysie chronique (ChrdBee Paralysis Virus, CBPV) est largement
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répandu (Ribiére et al., 2008). Il est tres virtleh est un des rares virus provoquant
I'apparition de symptémes chéz mellifera

Bien que les virus représentent la forme de viplla élémentaire, tous les regnes
du vivant sont touchés par leur parasitisme. Getmécanismes de défenses mis en place
contre ces pathogenes sont communs chez les pkupéseures et chez les mammiféres.
Ces meécanismes se retrouvent aussi chez les iasdb&eix-ci possedent un systeme
immunitaire apparemment moins complexe que celsirdammiferes. Ils ne posséderaient
gu’'une immunité innée, alors que 'immunité des mafares est innée et adaptative. Les
insectes constituent des lors un modele moins aaepbour I'étude de certaines réponses
immunitaires (Kavanagh & Reeves, 2004).

L’hémolymphe des insectes est en quelque sortealbgne du sang des
mammiféres, si ce n’est qu’elle ne transporte f@s/gene. Elle est le lieu de réponses
immunitaires importantes. Elle contient des ceflulees hémocytes, spécialisées dans
immunité. L’hémolymphe contient aussi des enzyreesles peptides impliqués dans les
défenses de I'organisme contre les pathogenescéiistitue donc une matrice de premier

choix pour une étude des réponses immunitaires.



Objectifs

Dans un premier temps, ce travail a pour objeatimise au point d’'une méthode
d’extraction des protéines de I'hnémolymphe, afialbdénir une vision représentative de son
protéome. Ensuite il vise a comparer quantitativenm&xpression des protéines dans
I’'hnémolymphe d’abeilles saines et infectées p&BLV.

Les principaux parametres mis au point sont la odhde prélevement, le type de
matériel biologique, et le tampon d’extraction. Paela, divers criteres relatifs au
prélevement et a la séparation de protéines suragedi que la teneur en protéines et la
conservation des échantillons ont été évaluéstdamiques de séparations sur gel sont de
type SDS-PAGE (sodium dodecylsulfate-polyacrylamgid electrophoresis), a une ou
deux dimensions.

La méthode utilisée pour la comparaison des exjpresprotéiques entre abeilles
saines et infectées est le 2D-DIGE (2 DimensiorffeRintial In Gel Electrophoresis).

L’identification des protéines a été réalisée excpmétrie de masse en tandem.
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Bibliographie

1 Généralités relatives a I'abeille domestique

L’abeille domestiqueApis melliferaL., est un Hyménoptere de la superfamille des
Apoidea, et de la famille des Apidae. Cet inseoidas vit en colonies composées de 20 a
50 000 individus (Jean-Prost & Le Conte, 2005)laSionsommation de miel par 'lhomme
remonte & plus de dix-mille ans, 'abeille estéestelativement sauvage jusqu’au X¥1fi
siecle, et sa domestication débuta véritablemensqle Janscha découvrit que
I'accouplement s’effectuait en vol. Cet insectéesexa I'état de colonies sauvages sur tous

les continents, excepté I'’Antarctique (Moritz et 2D05).

1.1 Organisation de la colonie

La colonie comporte trois types d’individus : lanes les males (ou faux-bourdons), et
les ouvrieres. Ces différentes castes possédents lquopres caractéristiques

morphologiques ainsi que des roles spécifiques @astsucture de la colonie.

La reine est élevée dans une cellule morphologigneifférente de celles des autres
castes. Elle se distingue des ouvriéres par soonadxa plus développé. La reine est aussi la
seule abeille de la colonie a pouvoir étre fécon@sdte fécondation se déroule en vol au
niveau de sites de rassemblement de centaines|bersnile males (Koning, 1994). Six a
vingt faux-bourdons fécondent la reine, qui accwemalr semence dans sa spermatheque.
Lors de cet unique vol nuptial, elle emmagasine éserve de spermatozoides qui lui

permettra de pondre durant toute sa vie.

Les males sont légérement plus grands que lesewasrileurs yeux caracteéristiques
sont bien plus développés. Leurs pieces buccatgamment leur langue plus courte, ne
leur permettent pas de se nourrir eux-mémes, & t@#the revient aux ouvriéres. lls ne
possédent pas non plus les organes nécessairesléetde du pollen. Le réle des méles se

limite donc a la reproduction.

Les ouvrieres forment la caste majoritairement éspntée dans la colonie. Leurs
réles sont fort variés et évoluent au cours de W@airDans un premier temps, elles restent
cantonnées au nid, ou elles participent notammesa aonstruction et son entretient, a

I'alimentation des larves, de la reine et des malea la défense contre les intrus. Elles
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deviennent ensuite butineuses, et sortent rédelfeollen, le nectar ou la propolis (Koning,
1994).

1.2 Anatomie

1.2.1 Généralités

Le corps de I'abeille est composé de la téte, duath et de 'abdomen. La téte de
I'abeille contient notamment le cerveau, le ganglisuboesophagien, et les centres
neurosecretoires. Elle porte aussi la plupart dganes sensoriels de I'abeille : les yeux
composes, ou ommatidies, les ocelles (yeux simples)antennes, et des soies. Enfin la
téte porte les piéces buccales intervenant dansatdpulation du pollen, mais aussi dans
I'ingestion et la digestion partielle du nectardet pollen. Le thorax de I'abeille porte ses
trois paires de pattes et ses deux paires d’dilabdomen contient I'essentiel du systéeme

excréteur et de I'appareil digestif.

1.2.2 Systéme nerveux

Plusieurs lobes forment le cerveau de l'abeilles: Ibbes protocérébraux dorsaux, les
lobes optiques, le protocérébron, le deutocérélmbrhe stomodaeum. Ce cerveau est
constitué de cellules associées et de neuronesontectés dans lesquels s’opéerent les
liaisons synaptiques des fibres motrices du gangidoesophagien et de la corde nerveuse
avec les fibres sensorielles des yeux et des aggenn

Le ganglion suboesophagien se situe dans le bds e a proximité du cerveau,
auquel il est relié par des connexions circumoeagiginnes. Il est également connecté au

premier ganglion thoracique.

La corde nerveuse ventrale est la composante densgsnerveux situé au niveau du
thorax et de I'abdomen. Elle est formée de sepglgars reliés un a un, a I'image d’un

chapelet.

1.2.3 Systéme digestif

Le tube digestif des insectes est composé de peoises. Chez I'abeille adulte, la
partie antérieure, ou stomodaeum, comprend le pRarjcesophage, le jabot, et le
proventricule, ou gésier. La partie centrale, ontveule, est 'analogue de I'estomac. Le
ventricule s’ouvre directement sur la partie termendu tube digestif, ou proctodaeum, qui
est composé de l'intestin antérieur et de I'inteptbstérieur, ou rectum (Snodgrass, 1956).
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1.2.4 Systéme circulatoire

Le systeme circulatoire des insectes est ouves otganes baignent dans un fluide
appelé hémolymphe, circulant dans un compartimepelé hémoccele. L’hémolymphe
peut étre considérée comme I'analogue du sang, qué&ile n'assure pas le transport de
I'oxygene (Gullan & Cranston, 2004). La fonctiomccilatoire est assurée par le cceur, situé
dans la partie dorsale de I'abdomen. Le cceur edomee tubulaire, présente plusieurs
ouvertures, et se prolonge a l'avant par l'aortesadle qui remonte irriguer la téte.
L’hémolymphe est également une composante impertdatsysteme immunitaire, mais

cette fonction sera décrite plus loin.

1.2.5 Systéme endocrinien

Les hormones interviennent dans la régulation deghlgsiologie de I'insecte a de
multiples niveaux. L’hormone juvénile intervienttamment dans I'évolution du systeme
immunitaire chez l'abeille (Amdam et al., 2005). k&te comporte plusieurs centres
neurosécrétoires : les corpora cardiaca, les carpalfata, ainsi que des cellules
neurosécrétrices situées dans le cerveau et ldigmsgboesophagien.

1.2.6 Tissu adipeux
La masse du tissu adipeux est plus importante lelsgeunes ouvrieres que chez les

butineuses (Wilson-Rich et al., 2008). Elle estuédt dans I'abdomen et tapisse
essentiellement I'exosquelette dorso-ventralemérs cellules qui composent le tissu

adipeux sont disposées en fines couches superposées

En dehors du rble de réserves nutritionnelles etgétiques, les tissus adipeux sont
associés a des fonctions analogues a celles renpalide foie des mammiféres. Ce tissu est

eégalement impliqué dans la synthése de peptidé@siardbiens (Scharlaken, 2008).
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2 Virus de I'abeille domestiqgue

Les virus sont des entités biologiques uniqguememposees d’acides nucléiques
entourés par une capside protéique. La diversi® \deus provient du type d'acide
nucléique qu’ils contiennent, de la structure de leapside, et de la présence éventuelle
d’'une enveloppe. Les acides nucléiques (ARN ou Apalvent se présenter sous forme
d’'un ou plusieurs brins monocaténaires ou bicatésaiDans le cas des virus a ARN
monocaténaire, la distinction est également faitieeeles virus a brins positifs et ceux a
brins négatifs.

Les virus sont des parasites cellulaires obligasoitls ne peuvent se multiplier sans
utiliser les mécanismes cellulaires d’'un hoéte. Tdes organismes, unicellulaires ou
pluricellulaires, procaryotes ou eucaryotes, saateptibles d'étre infectés par les virus.

Actuellement, dix-neuf virus infecta®t. melliferaont été découverts (Ribiére et al.,
2008). Parmi ceux-ci, certains attirent plus pati&gement l'attention en raison de la
mortalité qu’ils sont suspectés d’entrainer darss delonies, leur association avec des
symptdémes ou encore leur association avec d’ayiezasites de I'abeille (Olivier &
Ribiere, 2006). Il s’agit du virus de la paralysigué (acute bee paralysis virus, ABPV), du
virus de la cellule royale noire (black queen aglls, BQCV), du virus de la paralysie
chronique (chronic bee paralysis virus, CBPV), dwssdes ailes déformées (deformed
wing virus, DWV), du virus du couvain sacciformedbrood virus, SBV), du virus du
Cachemire (Kashmir bee virus, KBV), du virus X dabeille (bee virus X, BVX) et du
virus Y de l'abeille (bee virus Y, BVY).

Concernant les pertes occasionnées, le CBPV ,deenigm le SBV entrainent des
mortalités pouvant étre importantes, (Olivier & ieile, 2006). Attribuer des pertes a une
cause bien précise, comme une infection viralestnpas aisé a réaliser, étant donné le
nombre de facteur pouvant influencer la mortalit¢ sein d'une colonie d'abeilles
(Haubruge et al., 2006).

Les virus de I'abeille entrainant I'apparition dgmptdomes sont peu nombreux. Les
ailes des individus atteints par le DWV a un stadEoce, sont généralement déformées ou
atrophiées (Bowen-Walker et al, 1999 ; Chen et2805b ; Tentcheva et al., 2006). Le
SBYV est responsable de la malformation des laeme$orme de sacs suite a 'accumulation
de liquide entre les téguments et les organesiesgiBailey et al., 1964).

L’'acarien parasiteVarroa destructor se nourrissant de I'hémolymphe d’abeilles,
participe a la transmission du virus DWV. Les sydnpés de l'infection virale ont par
ailleurs été attribués a l'acarien dans le pasdéatAnakul & Burgett, 1975 ; Koch &
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Ritter, 1991).V. destructorest un héte alternatif du DWV. En effet, la formé&gative de
'ARN viral a été détectée dans des échantilloracafiens, indiquant la multiplication
virale (Ongus et al., 2004 ; Yue & Genersch, 2006 également été démontré que
I'acarien est capable de transmettre I'ABPV, au neode facon passive (Ball, 1983 ;
Wiegers, 1986). Chen et al. (2004a) ont montrélguensmission du KBV par la salive de
V. destructorétait possible.

Le BQCV, le BVY, et le FV quant a eux sont associg@gathogeéne fongigudosema
apis Zander, et le BVX est associé au protozodit@pighamoeba mellificae PrellLa
multiplication du BQCV est dépendante de la préseatwN. apis ce qui n'est pas le cas
pour les autres associations avec ce champignentoel le BVX etM. mellificae(Bailey &
Woods, 1974).

2.1 Classification

Tous les virus de l'abeille domestique sont dessvia ARN simple brin positif,
hormis le virus filamenteux (FV) dont le génome @stnposé d’ADN (Olivier et Ribiére,
2006). lls sont actellement classés dans troigyoats : les Iflavirus, les Dicistroviridae et

les non-classés.

Les virus réunis sous le genre Iflavirus sont appies a I'Infectious Flacherie Virus
(IFV), un virus touchanBombyx morL.. Ce genre n’est encore attribué a aucune famille
comprend le virus des ailes déformées (DeformedgWiinus, DWYV), le virus du couvain
sacciforme (Sacbrood Virus, SBV) et le virus Kak(g®) (Olivier et Ribiere, 2006).

La famille des Dicistroviridae a été créée en mémngps que le genre Iflavirus. Elle
comporte des virus plus ou moins apparentés aw deula paralysie du criquet, ayant
donné son nom au genre Cripavirus. Le virus desllale royale noire (Black Queen Cell
Virus, BQCV) appartient au genre Cripavirus, algue le virus de la paralysie aigué
(Acute Bee Paralysis Virus, ABPV) et le virus ducBamire (Kashmir Bee virus, KBV)

sont des Dicistroviridae auxquels aucun genre ntoee été attribué.

De méme, aucun genre ou famille ne sont actuelleratnbués au virus de la
paralysie chronique (Chronic Bee Paralysis VirugP®), ainsi qu'au virus des ailes
nuageuses (Cloudy Wing Virus, CWV) (Olivier et Rit@, 2006).
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2.2 Virus de la paralysie chronique (CBPV)

Les virus de la paralysie aigué (ABPV) et de laapeie chronique (CBPV) sont les
premiers virus infectanA. melliferaa avoir été isolés (Bailey et al., 1963). Les patés
virales du CBPV sont anisométriques, généraleniéps@dales, et présentent souvent une
protubérance irréguliere a une extrémité. Ellesumegg 20 nm de large, et se répartissent
en quatre classes selon leur longueur : 30, 40p5%5 nm de long (Figure 1). D’autres
formes sont également décrites par Overton etl@iB84), les particules en anneaux, en
« 8 », et en batonnets simples ou ramifiés. Letepres de la capside du CBPV ont une
masse moléculaire de 23,5 kDa. Quatre polypeptaseciés au virus ont été mis en
évidence par Ribiére et colléegues (2000). Leurssempespectives sont de 75 kDa, 50 kDa,
30 kDa, et 20 kDa.

Le génome du virus de la paralysie chronique estposé de cing brins d’ARN
monocaténaire. Les tailles respectives des bri®s 2a, 3b, et 3¢ sont de 4,2 kb, 2,8 kb et
1,1 kb pour chacun des trois derniers (Overton. £1932).

Figure 1: particules virales de CBPV (Olivier et Rbiere, 2006).

2.2.1 Symptomatologie

La maladie de la paralysie chronique touche exolusent les abeilles adultes.
Contrairement a la plupart des virus infectant &milles, le CBPV peut entrainer
I'apparition de symptomes observables lors de $oméestations (Blanchard et al, 2008).
Les individus atteints meurent quelques jours apxesr développé les symptémes (Ball,
1999). Ces derniers peuvent étre répartis en deoxipgs, appelés respectivement
syndromes 1 et 2. Le syndrome de type 1 fait réf&r@ux tremblements, a I'incapacité de
voler et aux mouvements anormaux des ailes et dpsc¢ataxie), c'est-a-dire aux
symptémes de paralysie. Le syndrome de type 2 coades symptémes caractéristiques

de la « maladie noire », ou « hairless black symdr® aux Etats-Unis. Ce syndrome n’a
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été associé au CBPV qu’en 1976 par Rinderer etdRotihler. Les abeilles touchées ont
une pilosité fortement réduite suite aux attaquésligs subissent de la part des abeilles
saines de la méme colonie. De ce fait, elles apgsamt plus petites, plus sombres, voire
noires. Cette agressivité a comme conséquencdu®go des abeilles virosées. Kulincevic

et al. (1973) ont observé que la présence d'ume rettarde, voire inhibe ces attaques.

Les deux syndromes laissent apparaitre un abdomaitégsuite a la distension du
jabot (Ribiére et al., 2007) dans lequel s’accumiutkes particules virales.

2.2.2 Localisation

Le CBPV présente un certain neurotropisme : il sétiplie de fagon trés active au
niveau des cellules nerveuses (Bailey & Milt869 ;Olivier et al., 2008). Le systéme
digestif, notamment les glandes mandibulaires pbplaringiennes ainsi que le jabot et les
feces, peuvent contenir de nombreuses particuledesj de méme que I'hémolymphe
(Chen et al., 2006b ; Blanchard et al., 2008 ; &#et al., 2007).

2.2.3 Epidémiologie

La paralysie chronique de I'abeille est présentetsus les continents, (Ball, 1999 ;
Antunez et al., 2005) et sa distribution seraingpalement attribuable aux échanges

commerciaux des reines.

L’émergence de cette maladie semble étre favopaéda haute densité d’abeilles et
de colonies, ainsi que par le manque en ressoungiegives. L'impact du virus sur la
mortalité des abeilles est également a mettre latice avec la sévérité de I'hiver, ou les

mauvaises conditions climatiques estivales (AlleBadl, 1996; Bailey et al., 1983Db).

2.2.4 Voies de transmission

2.2.4.1Transmission horizontale directe

La transmission d'un pathogéne entre deux individas dite directe lorsque le
pathogene passe de I'un a l'autre sans intermédi@ie type de contamination peut par
exemple survenir par contact cutané ou par lesldhiicorporels. Les abeilles peuvent

transmettre le CBPV par contact, notamment au nivéa blessures. Deux facteurs
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soulignent I'importance de cette vadre vivo. Tout d’abord, les abeilles domestiques sont
frequemment confinée dans le nid et cette promiscaouplée avec l'apparition du
pathogene accélére sa dissémination au sein dddiaie. En effet, les frottements entre les
individus cassent les poils ou endommagent la glaticexposant les tissus et permettant
ainsi la transmission par voie cytoplasmique. Besilanchard et al. (2006) ont montré
que les abeilles situées a l'entrée de la colomi@amment les gardes, possédaient une
charge virale plus importante que les abeilles #ilennées dans la colonie. En repoussant
les abeilles infectées, ces gardes provoquentpepre contamination (Kulincevic et al.,
1969). C’est aussi a I'entrée de la colonie queoseentrent beaucoup d’individus infectés
et repoussés, ainsi que des individus morts. Lumitjou de vol par lequel passent toutes
les butineuses est un point critique en terme décaination.

2.2.4.2Transmission horizontale indirecte

La contamination est dite indirecte lorsque qu’skefait via un intermédiaire. Il peut
s’agir de matieres excrétées par un individu idedtun aliment, ou d’'un hoéte alternatif.
Les particules virales excrétées via les féceseaillas touchées par le CBPV peuvent
contaminer les individus en contact avec celle@Ribiere et al., 2007). D’'autre part les
poils des abeilles attaquées peuvent se retrowases I nourriture et ce virus a d’ailleurs
étée détecté dans des échantillons de nourriturde(€eal, 2007). Le CBPV a réecemment
été détecté pour la premiere fois dans deux espmirésurmis et che¥arroa destructor
(Celle et al, 2007). Plusieurs études ont mis adeéxce le rble d&/. destructordans la
transmission horizontale indirecte de virus infatta. mellifera A I'heure actuelle, la

transmission du CBPV via ces hoétes alternatifgoala encore été démontrée.

2.2.4.3Transmission verticale

La transmission verticale désigne la transmission gathogéne d’un individu a sa
descendance. L’inoculation de la reine ou des nsiles le CBPV entraine la propagation
du virus dans la colonie (Ball et al., 1985). Denmeé la détection systématique du virus
dans la descendance d'une reine infectée suggeassbilité d’'une transmission verticale
du virus. Celle-ci n’a pas encore été démontréet éanné que le CBPV n’a pas été détecté
dans les ovaires ou la spermatheque (Chen etQfl6b?. La charge virale pourrait y étre

plus faible que le seuil de détection de cetteettud
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2.2.5 Virus associé de la paralysie chronique

Des patrticules virales appartenant a un autre guasle CBPV ont été observées lors
d’infections par ce dernier. Bien que la multiptioa de cet autre virus nécessite l'infection
de I'hote par le CBPV, et que les génomes des deug présentent certaines similarités,
ces particules n'ont pas été reconnues comme appattau CBPV. Il s’agit probablement
d’un virus associé au virus de la paralysie chno@i(CBPVA) aussi appelé virus satellite
(CBPSV) (Bailey, 1976), ou d’'une modification sutpgsénte a l'infection par le virus
(Giauffret et al., 1970). Son génome est constdaétrois brin d’ARN monocaténaire,
appelés A, B, et C, et dont les caractéristiques semblables aux brins 3a, 3b, et 3c du
CBPV (Overton et al., 1982). Les particules de CBPdht été observées au niveau de
l'intestin, a proximité de linsertion des tubes déalpighi, des ganglions nerveux
thoraciques et abdominaux et des glandes hypoptiarymes et mandibulaires (Lee, 1967;

Lee and Furgala, 1965a).
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3 Mécanismes de défenses des insectes

Les insectes évoluent dans des milieux variéseaps'sent donc a une large gamme
de pathogénes. Les insectes sociaux, colypie mellifera sont d’autant plus susceptibles
gu'’ils combinent I'exposition au milieu extériewea la grande promiscuité qui réegne au
sein de la colonie. De plus, les conditions de tnapire et la disponibilité des ressources
nutritives emmagasinées au niveau de la coloniet ssgalement favorables au

développement d’autres organismes.

Afin de lutter contre la pléiade d’organismes riuliss dont ils sont la cible, les
insectes sociaux ont développé d’'une part des nenaes de défense individuelles, et

d’autre part des traits comportementaux comme xample I'hygiene.

3.1 Défenses mécaniques

Tout comme chez la plupart des organismes, lesipresndéfenses sont des barriéres

mécaniques qui ont pour but d’éviter le contactdes pathogéenes.

3.1.1 La cuticule

La cuticule représente la partie externe de I'emelxite. Cette matrice de
carbohydrates et de protéines est produite papitihéium sous-jacent sur la quasi-totalité
de linsecte. En plus de son effet mécanique, edletient des substances, comme des
dihydrophénols, des enzymes, des cires et dessagides insaturés, qui possedent une

activité antimicrobienne.

3.1.2 La membrane péritrophique du ventricule

Au niveau du ventricule de I'abeille adulte, unennbeane chitineuse limite le contact
des cellules épithéliales avec le bol alimentairke® pathogenes qu’il peut contenir. Cette
membrane peut étre multiple. De plus, une épaisaehe gélatineuse sépare I'épithélium
de la membrane péritrophique.
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3.1.3 La tunique chitineuse de la trachée

La trachée présente plusieurs adaptations conftriedtion par les pathogénes. Ses
parois sont couvertes d'une tunique chitineuseaatérisée par une faible humidité et
offrant peu de ressources nutritives qu’elle offneitent les possibilités de prolifération
bactérienne (Glinski & Jarosz, 1995).

3.2 Le systeme immunitaire

L’abeille posséde un systeme immunitaire vrai, t@egire lui permettant de
reconnaitre et combattre, voire éliminer un certgiaectre de pathogénes, tout en épargnant
ses propres tissus (Beutler, 2004).

Lorsque les barrieres mécaniques sont franchiesedannaissance du pathogene
induit des cascades de réponses coordonnées aurndes différents types d’hémocytes,
ainsi que la production de peptides antimicrobi@ABIP) via le tissu adipeux et les
hémocytes (Gillespie et al., 1997).

Chez les insectes, les réponses immunitaires ag#sl ou humorales sont rapides et
peu spécifiques. Leur immunité est principalemangée, car déficiente en mécanismes de
réarrangements géniques nécessaires a la produtdiorgcepteurs spécifiqgues. Or ces
mécanismes sont a la base du développement de r@ireéimmune (Fearon, 1997 ;
Mendoza & Faye, 1999). Certains auteurs montramifois I'établissement de réponses
immunitaire adaptatives chez la drosophile (Agai2807).

Le systéme immunitaire d&. mellifera évolue selon I'age chez les ouvrieres, les
méales et la reine (Schmid et al., 2008) : le nonbhémocytes diminue progressivement,
tandis que l'activité phénoloxydase augmente. C&ttdution est également liée avec la
répartition des taches, du moins chez les ouvrigtaseffet, Amdam et collegues (2005)
ont montré un rétablissement du nombre d’hémoaieg des butineuses forcées a remplir
les taches de nourrices. Cette nouvelle prolifénat’hémocytes est accompagnée d’une

chute du taux d’hormone juvénile et d’'une augmeortadu taux de vitellogenine.

3.2.1 Limmunité cellulaire

Cette composante de I'immunité concerne les rémomsmunitaires induites par les

hémocytes suite a leurs interactions avec des ék8mpathogenes.
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3.2.1.1Les hémocytes

Les cellules « sanguines » des insectes sont agpbEmocytes. Chex. melliferg
elles ont été identifiées et caractérisées parStaenkiste (1988). Certaines sont ciliées et
mobiles tandis que d’autres sont sessiles. Qugbestd’hémocytes sont plus fréquemment
rencontrés dans I'hémolymphe de l'abeille : lessplacytes, les prohémocytes, les
granulocytes, et les coagulocytes. Les proporti@mmésentées par les différents types
d’hémocytes évoluent avec I'age de I'abeille, denmaé&ue nombre total d’hémocytes, qui
est maximum chez les larves et les nymphes, etndenavec I'age de I'abeille (Wilson-
Rich et al., 2008).

Les plasmocytes, qui représentent 90 % des hénsy@aat majoritairement mobiles
et sont impliquées dans la phagocytose. Quatrestygm plasmocytes peuvent étre

distingués sur base de critéres morphologiques.

Les prohémocytes sont de plus petites celluleséplass un réticulum endoplasmique
granuleux particulierement développé. Elles repriese environ 5 % des hémocytes chez

I'adulte 4gé d’un jour.

Les granulocytes doivent leur nom aux divers gmsyouvant étre observés dans
leur cytoplasme. Chez certaines abeilles, plussadéecytoplasme contient également des
vacuoles renfermant des lipides. Les filipodia et lamellipodia des granulocytes leur
permettent de s’arrimer fermement. Ces cellules sopliguées dans la formation de
nodules. Les granulocytes représentent 10 % desdyes chez I'adulte d’'un jour mais

cette proportion diminue jusqu’a atteindre envito¥ chez les plus vieilles abeilles.

Les coagulocytes sont impliqués dans la formatiennddules ainsi que dans la
coagulation. La proportion d’hémocytes qu’ils reggnétent est estimée selon les noyaux
libres observés dans 'hémolymphe, considérés colasneliquats des coagulocytes.

3.2.1.2Phagocytose

Ce processus consiste en un confinement dans umpactment cellulaire, ou
phagosome, de petites particules cibles, détepekaison a un récepteur. Ces particules

sont ensuite digérée par I'introduction d’effectedans le phagosome.
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3.2.1.3Microaggrégation et formation de nodules

Les hémocytes peuvent progressivement former umgagren s’attachant aux
pathogenes (bactéries) rencontrés. Cet aggrégadligensuite jusqu’a former un nodule,

dont la derniére couche d’hémocytes induit la nmigétion.

3.2.1.4Encapsulation

Lorsque la taille du « pathogene » ne permet pghdaocytose, comme un ceuf de
parasitoide, des hémocytes différenciés en lamgéecpeuvent former plusieurs couches
autour de lui (Gillespie et al., 1997). L'encapsiola conduit & la mélanisation du
pathogene.

3.2.2 Limmunité humorale

3.2.2.1Mélanisation et (pro)phénoloxydases

La réaction de mélanisation est une réponse immuvaitimportante chez les
arthropodes (Cerenius, 2008). La mélanine estgmet noir utilisée par I'organisme pour
confiner un corps reconnu comme exogene, et retawl@empécher sa croissance dans le
cas des pathogenes (Cerenius & Sdderhall, 2004pi@rent est synthétisé suite a une
réaction produisant des intermédiaires trés toxdpgueotamment des quinones, par
oxydation de phénols via une enzyme. Celle-ci ggtelte Phénoloxydase (PO) et est
conservée sous forme d'un précurseur (ou zymogémetif: la prophénoloxydase
(proPO). La proPO est produite par les hémocytesuleints, et une synthése par les
cellules épidermiques est également suggeérée (Elidp2003 ; Zufelato 2004). La proPO
est activée dans I'hémolymphe suite a une cascemtégbytique faisant intervenir une
protéase a sérine. Ashida et Brey (1995) ont mofdrérésence de cette cascade
enzymatique dans la cuticule. Outre son activitdumitaire, cette enzyme intervient dans
la sclérotisation de la cuticule et dans la pigmgon de tissus (Lourenco et al., 2005). La
phénoloxydase peut étre détectée a tous les staledéveloppement et son activité
augmente avec I'age de I'abeille (Schmid et alQ80Wilson-Rich et al., 2008).
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3.2.2.2Coagulation

Le mécanisme de coagulation est induit suite a hlessure, méme en I'absence
d’éliciteurs microbiens. Son réle est double : temila perte d’hémolymphe ainsi que
I'entrée et la dispersion de pathogéenes. L'intetieende composantes des immunités
humorale et cellulaire est nécessaire pour le dément complet de ce mécanisme.

3.2.2.3Peptides antimicrobiens

Différents peptides antimicrobiens sont synthétipés le tissu adipeux et les
hémocytes dans I'hnémolymphe. On y distingue aiasi dpidaecines, les abaecines, les
defensines et les hymenoptaecines.

Dans la gelée royale, trois types de peptidesréerdbiens ont été identifiés : une
défensine (la royalisine), les jelleines, et l'apisie. Ce dernier peptide ne possede pas
d’activité antimicrobienne mais forme un complexe@l'apalbumine, et serait impliqué

dans l'activation de mécanismes cellulaires (Biiket al., 2002).

3.2.2.4Lysozyme

Le lysozyme, présent dans I'hémolymphe, agit comé® bactéries en brisant

certaines liaisons dans les peptidoglycanes desrisGram-positives (Adamo, 2004).

3.2.3 Voies de signalisation

3.2.3.1JAK/STAT

La voie de signalisation JAK/STAT est impliquée slda réponse d’encapsulation et
dans la proliféeration des hémocytes. Les factewngquels aboutit cette voie de
signalisation n’auraient pas d’activité antimicredme directe, mais interagiraient avec
'immunité cellulaire. ChezD. melanogaster cette voie est activée via une protéine
glycosylée extracellulaire apparentée aux cytokitisd, lorsqu’elle forme un complexe
avec le récepteur transmembranaire a cytokine Demwiel e ligand n’a pas été decelé chez
A. melliferabien que se soit le cas du récepteur. Le comgteree active une janus kinase
(just another kinase, JAK) associée au récepteuipltpsphoryle ensuite un résidu tyrosine
du récepteur. Le transducteur de signal et activate transcription (signal transducer and
activator of transcription, STAT) STAT92E reconnegét résidu phosphotyrosine. Une fois
lié, STAT est lui-méme phosphorylé par la JAK aweau d'un résidu tyrosine. Des
dimeres de STAT se forment ensuite et pénetrens damoyau ou ils influencent la
transcription de genes cibles. Parmi les factdarg I'expression est induite par cette voie
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chez la drosophile (Agaisse et Perrimon, 2004)uauacteur tot n’est présent chéz
mellifera (Evans et al., 2006).

Chez D. melanogasterDostert et collegues (2005) ont mis en évidentegéne,
baptisévir-1, fortement sollicité suite a une infection parvieus C de la drosophile
(Drosophila C Virus, DCV). Un fragment du promote&lé ce géne possede une région de
liaison pour le facteur de transcription STAT92Eo(Het al., 1996 ; Yan et al., 1996),
indiquant I'implication de cette voie de transdantichezD. melanogasteen réaction au
DCV.

3.2.3.2Tall

Les récepteurs Toll et apparentés (Toll-like reaepTLR) sont des protéines
transmembranaires de transduction de signal imgdiqudans I'immunité et le
développement chez les insectes (Evans et al., 2B86kage, 2008). Ce type de récepteur
ne reconnait pas lui-méme les motifs moléculaiess ghthogénes. Cette reconnaissance du
non-soi s’effectue en amont par des récepteursidenlinité innée (Pattern Recognition
Receptor, PRR). Le ligand extracellulaire des rtmag Toll, spaetzle, apparenté aux
cytokines, forme alors un complexe avec son réoepteentrainant une
cascade enzymatique aboutissant a I'activatiola denscription de genes impliqués dans
la défense. Le génome Apis melliferaposséde au moins cing TLR (Aronstein & Saldivar,
2005) et deux orthologues plausibles de Spaetziand&et al., 2006).

3.2.3.3Imd et INK

La voie de signalisation Imd est activeée par PRR,rgconnait principalement les
bactéries Gram-négatives. Elle conduit a I'actowatd’un autre facteur cellulaire que la
voie des récepteurs Toll, ainsi que certains comqssde la voie de signalisation JNK
(Boutros et al., 2002).

3.3 Les défenses contre les virus

3.3.1 Mort cellulaire programmée

Le statut de parasite obligatoire du virus poumpedtre sa survie et a fortiori sa

multiplication, fait de la mort cellulaire prograrée ou apoptose, un mecanisme important
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contre l'infection virale. Une étude réalisée sur haculovirus exprimant une protéine
« apopto-suppressive » et sur des mutants déficiante niveau (Lee et al., 1998), a
démontré I'importance de ce mécanisme. La drosepiossede un récepteur, homologue
au CD36, exprimé par le gemeoquemortau niveau des macrophages et qui entraine la

phagocytose des cellules apoptotiques (Franc,et99).

3.3.2 Hémocytes
Les hémocytes peuvent également jouer un role ldaséfense contre les infections

virales. Trudeau et collegues (2001) ont montré lqususceptibilité de deux espéces de
papillons envers un baculovirus dépendait notamnaentia capacité des hémocytes a
empécher la réplication du virus en eux. En présgnleur intégrité, ils permettent une

encapsulation efficace du virus.

3.3.3 Phénoloxydases

Popham et collegues (2004) ont montré I'activitévamnale d’'une phénoloxydase dans
une réaction contre un baculovirus chez des Iépédep.

3.3.4 Interférence ARN
L’interférence ARN est un mécanisme de défenseamégen puisqu’on le retrouve au

sein des régnes végétaux et animaux. La formatidiNl double brin déclenche la
dégradation de 'ARN visé. Ce mécanisme est trg@itant dans la réponse antivirale chez

la drosophile (Kemp & Imler, 2009).

3.3.5 Phérokines

Les phérokines (phk) sont des petites protéineset@s dans I'hémolymphe ou au
niveau de la région olfactive de I'antenne (Sabatie al., 2003). Chez la drosophile,
certaines phérokines sont induites en réponse fawion par un virus (phk-2) ou par des
bactéries (phk-3). Des molécules apparentées éntdéntifiées chez d’autres insectes,

notamment les hyménopteres.

4 Lutte contre les virus : sélection et amélioration

Afin de réduire I'impact des maladies virales ses labeilles, la sélection de

résistances ou de tolérances est jusqu’a préssatuton majeure.
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L’'obstacle principal réside dans le fait que I'déiatlon et la sélection de ces
caractéeres nécessitent un processus trés longlude ljaccouplement en vol, établi par
Janscha en 1771, complique fortement son contgilggar conséquent, la sélection et
I'amélioration des races (Winston, 1987). Une sotutonsiste a importer la reine vierge et
la colonie « a bourdons » sur un lieu, une ilegp@mple, dépourvu de colonies d’abeilles
(Laidlaw & Page, 1997 ; Harris et al., 2002). Sedewmann et colléegues (1999), cette
technique ne serait toutefois pas infaillible. Deshniques d’insémination artificielle ont
éte développées mais requierent beaucoup de tretvdd compétences. Elles ne peuvent

s’appliquer a des programmes de croisement a geectddle (Moritz & Kihnert, 1984).

Chez l'abeille, les stratégies de sélection doivenir compte d’un niveau supérieur a
celui de l'individu. En effet, la colonie est coérée comme un superorganisme, possédant
un phénotype particulier (Moritz & Southwick, 198Bienefeld & Pirchner, 1991 ;
Boecking et al., 2000) et donyh deux ans.

Dans le cas particulier de la sélection de résismrcontre des maladies ou des
pathogenes, la standardisation des conditions ettiitin augmente considérablement la
complexité de la procédure. La lignée résistanterdant obtenue peut étre facilement
corrompue par un accouplement non contrélé. Omdatien perpétuel de la méme lignée
peut engendrer des problemes d’homozygotie notami@eni souligne précisément les
génes intervenant dans la résistance aux pathagédes génes peuvent en outre
conditionner le comportement, avec un impact aeauvde la colonie, ou intervenir dans

les défenses individuelles de I'insecte.

Le comportement hygiénique des ouvriéres influelese maladies du couvain, et
notamment sa contamination par des virus. (pludétiails par ex CBPV-feces ?) En 1964,
Rothenbuhler découvrit les premiers composantstggm®s du comportement hygiénique
chez A. mellifera Depuis, sept loci se sont vus attribuer un rédesdcet aspect du
comportement de l'abeille (Moritz, 1988 ; Lapidgé a., 2002). Du point de vue
phénotypique, le comportement hygiénique des oresipeut étre évalué par leur capacité
a éliminer les larves, tuées par le froid, sur pdgode donnée (Spivak & Reuter, 2001).
Par ailleurs, une basée sur I'hygiene effectuédHpao et Harris (2005) a permis d’obtenir

des abeilles capables d’'6ter le paragitdestructordes cellules.

Les mécanismes de défense individuels, dont l@sysimmunitaire, sont également
trés importants dans une optique de sélection sista@ce (Chen et al., 2000 ; Evans,

2004). De nombreuses études ont été menées sured’dnsectes, commerosophila
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melanogaster (Hultmark, 2003 ; Imler & Hoffmann, 2003). Les @é&s reéalisées
antérieurement sub. melanogastemotamment, dont le séquencage de son génome,

forment les bases des connaissances sur I'immdegénsectes.

Des prospections sont actuellement menées parmsdas-especes indigénes de

plusieurs continents, afin de révéler d’éventuakdssstances chex. mellifera
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5 Protéomique

La protéomique est I'étude de I'ensemble des pnetéiexprimées au niveau d’'un
organe, d'un tissu, d'une cellule ou d’'un organdaeyn moment défini. Le protéome est
représentatif du réel fonctionnement plus ou mdowalisé du génome. En effet, les
modifications post-transcriptionnelles et postti@dbnnelles que peuvent subir
respectivement 'ARN prémessager et les protéiones grises en compte. Cependant, ces
techniques restent complémentaires.

Chan et colléegues (2006), ont décrit les protéomesl’hémolymphe dApis
melliferaen fonction de la caste, et constitué des basdsmiges a partir de ceux-ci.

La diversité des rbles remplis par I'hnémolymphéestnombreuses réactions qui s’y
déroulent complexifient I'étude d’'une voie partieéué. D’autre part, ce carrefour de
multiples fonctions offre la possibilité d’étudies interactions entre ces différentes voies.

Un autre protéome pertinent pour I'étude des réastimmunitaires et I'impact
d’'une infection sur le métabolisme de linsecte eslui de la téte. L'expression
différentielle de protéines au niveau de la tétabdilles suite a une infection par une
bactérie a déja fait I'objet d’'une étude (Schangk&008). Les protéines dont I'expression
varie suite a cette infection sont tres diverga®téines structurales, protéines intervenant
dans l'olfaction, la transduction de signaux, letabélisme énergétique, la réponse au

stress, ou encore des protéines trouvées dankRrggale.
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Matériel et méthodes

1 Optimisation des méthodes de prélevement et d’extcéion

des protéines de I'hémolymphe

1.1 Prélevement

Le premier objectif de cette mise au point fut détedminer la méthode de
conservation des échantillons d’abeilles permet@aptélevement optimum d’hémolymphe
tant d'un point de vue qualitatif que quantitatif.

Pour ce faire, des abeilles domestiques ont élév@@s vivantes dans une ruche de
I'unité d’entomologie fonctionnelle et évolutive tieFaculté des sciences agronomiques de
Gembloux. Trois lots d'abeilles ont été constitués. premier comprend des abeilles
maintenues vivantes et les deux autres ont étéctgpment conservés a -20°C et a -80°C.

L’hémolymphe a ensuite été prélevée a I'aide deguhicro-capillaires (2, 5, ou 10
ul) entre le 2™ et le 3™ tergite aprés perforation de I'nhémocoele gracen aiguillon.
L’hémolymphe est directement recueillie dans ureteppendorf de 2 ml contenant du
tampon d’extraction (1.2) et le tout est déposé glace le temps du prélevement de
I’échantillon. Dans le cas des abeilles vivantésafm de faciliter les manipulations, les
insectes ont été préalablement engourdis parii@. fro

Les criteres retenus pour ['évaluation des prélamm sont l'aspect de
I’'hnémolymphe, le volume d’hémolymphe préleve, lextale protéines, la conservation des
échantillons, et I'aspect des gels sur lesquelgptegiines ont été séparées selon une ou
deux dimensions.

Dans un premier temps, lorsque le liquide prélég@ait pas translucide, mais opaque
et de couleur brunatre, I'échantillon a été éca@éla correspondait en effet a une

contamination de I'hnémocoele par perforation dietdigestif.

1.2 Extraction des protéines

Deux tampons ont été testés pour I'extraction desemes de I’hémolymphe. Un
tampon PBS (8 g NaCl, 0.2 g KCI, 1.44 g,NRQ,, 0.24 g KHPQO,, dans 800 ml d’eau
distillée) auquel des inhibiteurs de protéases (@et@™, Roche) ont été adjoint, et un
tampon « UTC » (Urée 8M, Tris 40mM, CHAPS 4%). lceiteres pour I'évaluation de ces

tampons d’extractions de protéines sont le dosagge motéines, la conservation des
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échantillons et I'aspect des gels sur lesquelpre®ines ont été séparées selon une ou deux
dimensions.
Les échantillons prélevés ont subi une sonicatien3dfois 5 secondes avec un

intervalle de 10 secondes sur glace, avant d'étiregosés a -80°C.

1.3 Précipitation des protéines

Les échantillons récoltés ne contiennent pas umeué des protéines, on y retrouve
notamment des acides nucléiques, des sels, etitles gyras. Afin de ne conserver que les
molécules d'intérét, les contaminants sont donmiéks grace au 2D Clean-up kit
(Amersham). Les protéines précipitées sont susgandans un tampon, qui est fonction de
I'étape suivante, a savoir la focalisation isoélgae (IEF), ou le marquage aux CyDyes™,

celui-ci nécessitant un pH particulier.

1.4 Quantification des protéines

Une fraction de chaque échantillon est prélevéeddidoser les protéines, a I'aide du
kit RC DC protein assay (Bio-Rad). Ce test colotimée est basé sur la méthode de
Lowry (1951), avec des amélioration permettant motent la compatibilité avec les

détergents.

1.5 Séparation des protéines

Les techniques de séparation de protéines emplalgesle cadre de ce travail sont
des électrophoréses sur gels de polyacrylamideoéiur® dodecylsulfate (SDS). Ces
techniques sont couramment appelées SDS-PAGE (sadiidlecylsulfate-polyacrylamide
gel electrophoresis). Elles sont basées sur lecipensuivant: le SDS, un détergent
anionique, entoure les protéines dont il favorigedénaturation. Il forme un manteau
uniforme chargé négativement sur toute la longaeula protéine, procurant a celle-ci une
charge proportionnelle a sa masse moléculaire (Eig). Cette charge est utilisée pour
faire migrer les protéines a travers un champ eétpet. L'acrylamide polymérisée forme
un tamis moléculaire et freinant davantage la ntigmades protéines de plus haut poids

moléculaire.
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Protéine dénaturée _ O

Figure 2: Protéine dénaturée entourée de SDS

Les protéines ont été séparées selon une ou dewensions. Il sera fait mention
respectivement de gels 1D ou gels 2D. Pour les 2J@|sseule la seconde dimension de
séparation est de type SDS-PAGE. La premiére dimenou focalisation isoélectrique, se
base en effet sur la charge nette propre a laipeofeoir point 2.2.2.2). Les préparations de

ces gels, ainsi que les méthodes d’électrophosrapoyées sont décrites ci-apres.

1.5.1 Electrophorése 1D SDS-PAGE

1.5.1.1Préparation des gels 1D SDS-PAGE

Les gels 1D réalisés sont composés de deux pdeigs] de séparation et le gel de
concentration, différant par leur concentration arylamide (Tableau 1). Le gel de
séparation, plus concentré, présente un maillage perré, limitant d’autant plus la
migration des protéines de haut poids moléculdipermet une migration différentielle des
protéines selon leur taille, et comme son nom i§nd, il favorise leur séparation en bandes
distinctes. Le gel de concentration, dont le mgél@st plus lache, favorise I'entrée rapide
des échantillons dans le gel, minimisant leur dsipa dans le tampon d’électrophorése
(Tris 25 mM, Glycine 192 mM, SDS 0.1%). Le gel dacentration permet une migration
relativement uniforme des protéines malgré leufiédihts poids moléculaires. Celles-ci se
tassent alors a la limite entre le gel de conceatrat le gel de séparation, créant un front

de migration plat et uniforme pour tous les écliant du gel.
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Tableau 1: Composition des gels 1D SDS-PAGE

Gel de séparation Gel de concentration
Composant Quantité Composant Quantité
Acrylamide/Bisacrylamide 5 mil Acrylamide/Bisacrylata 1,2 ml
Tris 1,5M/HCI pH 8,8 2,5ml Tris 1,5M/HCI pH 8,8 Siml
Eau 2,3 ml Eau 3,2ml
SDS 10% (100 mg/ml) 10 mg SDS10% (100 mg/ml) 6 mg
Homogénéisation sur agitateur magnétique
TEMED 10 pl TEMED 6 ul
APS 10 mg APS 6 mg
Bréeve homogénéisation sur agitateur magnétique

Les gels de polyacrylamide sont préparés seloralded@u suivant. Le TEMED
(N,N,N',N'-Tetramethyl-1-,2-diaminomethane) déclemda réaction de polymérisation de
I'acrylamide. L’APS (persulfate d’ammonium) est watalyseur de cette réaction de
polymérisation. Ces deux réactifs doivent donc @joaités a la solution juste avant de
couler les gels.

Les plagues sont montées et I'étanchéité du syseshesérifice avec de I'eau
désionisée. Le gel de séparation est coulé en erdiau : 5 ml par gel, de sorte que la
surface de ce gel se situe environ a 5 mm du peldme solution de SDS 0,1% est ajoutée
par dessus le gel de séparation pour aplanir $aceulors de la polymérisation. Une fois le
gel polymérisé, le SDS est éliminé, et la surfacegel est rincée a l'eau. Le gel de
concentration est ensuite coulé et les peignespdaoés directement, afin de créer les puits
dans le gel de concentration.

1.5.1.2Electrophorése

Les gels polymérisés ont été placés sur leur stigbéectrophorese (Mini-Protean
[I™ Bio-Rad) et I'étanchéité du systéme a étéfidai Un tampon TGS a été coulé dans le
compartiment entre les plaques ainsi qu’autouredeotnpartiment, en veillant & ce que ces
deux compartiments ne communiquent pas. L’élecbgge est programmeée sur 150 V,

mais en fin de migration, le voltage peut étreé&gP00 V pour accélérer la séparation.

1.5.2 Electrophorése 2D

Lors d'une électrophorése bidimensionnelle, les tgmmes sont séparées
successivement selon deux dimensions, sur basewe ahractéristiques indépendantes :
leur point isoélectrique et leur masse moléculdette séparation aboutit a la formation de
spots protéiques.
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1.5.2.1Préparation des échantillons

Les objectifs de cette premiére étape sont mudtiplea solubilisation et la
dénaturation des protéines grace au tampon condéi@ la représentativité de
I'échantillon. L'urée rompt les ponts hydrogéne les liaisons hydrophobes. La
dénaturation des protéines est favorisée par destagéducteurs comme le dithiothreitol
(DTT), qui rompt les ponts disulfures. Les détetgezwitterioniques, comme le 3- [(3 -
Cholamidopropyl)dimethyl-ammonio]-1-propanesulfaat(CHAPS) ou I'amidosulfo-
betaine-14 (ASB14) favorisent la rupture des memdsala solubilisation des lipides, la
délipidation des protéines et inhibent les intecams hydrophobes. La thiourée augmente
également la solubilité des membranes.

Le volume d’échantillon correspondant a la quardééprotéines a séparer est placé
dans un tube eppendorf de 500 pul. Aprés une inmubde 20 minutes a I'obscurité avec du
DTT 10% et de I'IlPG buffer 2%, le volume est agust 450 pl avec du tampon de
réhydratation. Afin d’'observer le bon déroulemeatld focalisation isoélectrique, 1ul de

bleu de bromophénol est ajouté a I'échantillon.

1.5.2.2Focalisation isoélectrique

La premiere dimension de séparation des protéireesbase sur leur point
isoélectrique (P1), c’est-a-dire le pH auquel leharge nette est nulle. Elle s’effectue sur
des strips de polyacrylamide contenant un gradienpH immobilisé (immobilized pH
gradient, IPG), a travers lequel les protéines emgjusqu’a leur PIl, grace a un champ
électrique. Les strips utilisés sont les ImmobiltheDryStrip pH 3-11 NL de 24 cm
(Amersham Biosciences).

Des morceaux de papier Whatman sont disposés swéldetrodes du strip holder
(Protean IEF Cell, Bio-rad) et imprégnés d’'un peutdmpon de réhydratation afin de
permettre le contact avec les électrodes sans endger les gels. Les échantillons sont
ensuite placés sur la partie centrale du strip droltdes strips, manipulés a l'aide d’'une
pince, sont déposés dans les sillons du srip hol@ésr éventuelles bulles sont évacuées en
exercant de légeres pressions sur les strips. Etzagpue sillon, 2 ml de cover fluid (huile

minérale) sont déposés.
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Tableau 2: programme de focalisation isoélectrique

Phase Voltage Durée
Réhydratation passive oV 9h
200V 2h montée rapide
Elimination des sels 200 V- 1000 V 4h montée linéaire (en 4h)
1000 V-> 10000 V 1h montée linéaire (en 1h)
Focalisation 10000 V 5h30

1.5.2.3Seconde dimension (SDS-PAGE)

La seconde migration sépare les protéines selanpleids moléculaire, grace a la
charge fournie par le SDS et a un champ électriGe&te migration s’effectue a travers un

gel de polyacrylamide 12% sur le dessus duquelésisé le strip.

Préparation des gels de polyacrylamide 12%

Les gels de polyacrylamide 12% sont préparés deldableau 3. Les remarques
concernant le TEMED et 'APS au point 2.2.1.1 segdlement d’application pour ces gels.

Tableau 3: Préparation des gels 2D SDS-PAGE
Nombre de gels: 1 2 3 4 5 6

Acrylamide/Bis-acrylamide (ml) 30% | 33,4 66,7 100 133,4 166,8 200

Tris 1,5M pH8,8 (ml) 20 40 60 80 100 120
H;Omo froide (ml) 252 | 505 | 763 101 | 127,27 1524
SDS 10% (ml) 1 2 3 4 5 6

Homogénéiser quelques minutes sur agitateur magreéti
Dégazer 20 a 30min avec une pompe a vide (la migeretrait du bouchon se fait robinet ouvert)

APS 10% (ml) 0,4 0,8 1,2 1,6 2 2,4
TEMED (ul) 40 80 120 160 200 240
Homogénéiser doucement sur agitateur magnétique
Volume total (ml) | 80 | 160 240] 320] 400 480

Les gels coulés polymérisent pendant au moins 4ebedians I'Ettan DALT gel
casting cassette (GE Healthcare). Pour éviterqyuél se déshydratent et pour aplanir leur

surface, 1 ml d’isobutanol saturé en eau ou 1 n8[08 0,1% est déposé par dessus.

Equilibration
Les strips doivent passer par une étape d’équiitiraavant la seconde séparation.

L’équilibration comporte une phase de réduction plegéines a l'aide de DTT, qui brise
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les ponts disulfures et une phase d’alkylationa&€ d’iodoacétamide (IAA), afin d’éviter
gue des ponts disulfures ne se reforment. Celagieamsodium dodécyl sulfate (SDS) de
charger négativement les protéines proportionnetéra leur longueur.

Les strips sortant de I'lEF sont rincés a l'eauvial@sée, et déposés dans un strip
holder. Chaque strip est laissé a incuber 15 nsnsieis agitation dans 4 ml de solution de
réduction (urée 36% wilv, tris 3,375% v/v, Glycédd% , SDS 2% w/v, DTT 40 mg par
strip). Les strips sont ensuite rincés et laisséxaber 15 minutes sous agitation chacun
dans 4 ml de solution d’alkylation (urée 36% whs 8,375% v/v, Glycérol 30%, SDS 2%
wiv, I1AA 100 mg par strip).

Electrophorese

Les strips sont rincés dans du tampon TGS (25 mMrie 122 mM de glycine,
0,1% w/v de SDS) et déposés sur le coté supériesigdls de polyacrylamide 12%. Les
eventuelles bulles sont chassées. Les strips santises a la surface du gel grace a une
solution d’agarose 0,5% préalablement chaufféepé&inde bleu de bromophénol est ajouté
a la solution d’agarose, afin de visualiser le frd& migration.

Les plaques sont posées sur le portoir de la cutan BDALTsix electrophoresis
system (GE Healthcare), et le tout est introduitsd cuve. L'électrophorése se déroule
généralement en deux phases. Lors de la premiaseples protéines quittent le strip IPG
et entrent dans le gel de polyacrylamide 12%. ldersette phase, la puissance est réglée
typiguement sur 1 ou 1,5 Watt/gel. En fin de miigratla séparation peut étre accélérée en

réglant la puissance jusqu’a 25W/gel mais pouroted tle 100 watt maximum.

1.6 Révélation des spots protéiques

Difféerentes méthodes de coloration existent poauadiser les protéines sur le gel.
Elles se distinguent par leur sensibilité, leurrogpctibilité, leur échelle dynamique de
sensibilité et leur colt. Les méthodes utiliséassda cadre de la mise au point sont celles

au nitrate d’argent et au bleu de Coomassie (Re2%250).

1.6.1 Coloration au nitrate d’argent

La coloration au nitrate d’argent (Tableau 4) est méthode trés sensible et
assez rapide. Elle est par contre assez peu ragtifolduet possede une échelle dynamique

assez faible.
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Tableau 4: Protocole de coloration au nite d'argent

Etape Solution eQuantité (pr 400 mi/ 1 gel) Durée (minutes)
Fixation Ethanol 30% v/v 120 ml 20 min minimum
Acide acétique 10% v/v40 ml
Rincage Ethanol 50% 200 ml 10 min
Rincage HO 10 min

Thiosulfate de Sodium 0,02% w/,08 g
ou 0,12 gsi pentahydraté
Méthanol 20% 80 ml

Acétate de Sodium 6,8% w/i27,2 g
Rincage HO 2x1min
Nitrate d'Argent 0,1% w/\D,4 g

Formaline 0,04% v/v400 pl
Rincage HO 2x1min
Na2CO3 2% w20 g(préparer 1l!)

Formaline 0,04% v/v400 pl

Lavage (et arrét) Acide acétique 5% vAD ml 20 min minimum

Conservation (4°Q) Acide acétique 5% v/v40 ml

Sensibilisation 1 min

Coloration 20 min

Développement par petites quantités*

*: la solution doit étre renouvelée lorsqu'elle arrive a saturation
Solutions devant étre préparées le jour de la coloration et conservées a I'obscurité.

1.6.2 Coloration au Bleu de Coomassie R-250

La coloration au bleu de Coomassie R-250 est 10 #i8 moins sensible que la
coloration au nitrate d’argent, mais elle est martie plus reproductible.

Les gels sont placés 1h dans une solution de ¢aoréB0% v/v méthanol, 10% v/v
acide acétique, 1 g/l de bleu de Coomassie R-280pkque agitatrice. Les gels sont
ensuite décolorés 3 fois 10 minutes dans une salateé décoloration (30% v/v méthanol,
10% v/v acide acétique) sur plaque agitatrice. lderéa décoloration, un morceau de papier
Tork est placé dans la boite pour absorber le btefavoriser la décoloration du gel. Les

gels peuvent étre conservés dans une solutiondeé'adétique (5% v/v), a 4°C.
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1.6.3 Coloration au Bleu de Coomassie colloidal G-250

La sensibilité du Bleu de Coomassie colloidal @-25e situe entre 20 et 40 ng.
L’avantage du bleu G-250 par rapport au R-250 est Bp bruit de fond peut étre
completement éliminé.

Les gels sont fixés au moins 3h (ou la nuit), dagpe agitatrice, dans une solution
de fixation (50% éthanol, 3% acide phosphoriqueds gels sont rincés trois fois 20
minutes dans de I'eau désionisée. lls sont engliteés une heure dans une solution de
préincubation (34% v/v méthanol (a ajouter en agjniB% v/v acide phosphorique (85%),
17% wl/v sulfate d’ammonium). Une petite quantitéd eselevee pour accélérer et
homogénéiser la mise en suspension des 53 mg/ledede Coomassie colloidal G-250.
Apres une heure, le bleu de Coomassie colloidalépstrti dans les deux boites contenant
les gels. La coloration est maximum apreés 4 ouussjoLe bruit de fond peut étre atténué

par un lavage a I'eau désionisée.

1.6.4 Présentation des gels 2D

La Figure 3 représente un gel obtenu par électm@skeode type 2D. Tous les gels
présentés dans ce travail sont disposés de fagoridde : les valeurs de pl croissent
horizontalement de gauche a droite, et les poidgcutaires sont décroissants du bas vers

le haut.
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Figure 3: Représentation des gels 2D
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2 Expression protéigue différentielle dans I'lhémolympe deA.

mellifera suite a une infection par le CBPV

Les protéomes d’hémolymphe et d’abeilles sainesfectées par le virus de la
paralysie chronigque, sont comparés grace a uneoth@tparticuliere d’électrophorése a
deux dimensions : le 2D-DIGE.

Le 2D-DIGE (2 Dimension-Differential In Gel Elecpboresis) est une méthode
d’électrophorése a deux dimensions utilisée powotaparaison qualitative et quantitative
d’échantillons protéiques. Elle se distingue desthouwes décrites au point 1.5.2, a
différents niveaux.

Tout d’abord, la méthode de révélation des spotsémues utilise des marqueurs
fluorescents, offrant une trés grande sensibditési qu'une échelle dynamique importante.
Ce marquage est par ailleurs réalisé préalabletkntocalisation isoélectrique.

Ensuite, cette technologie permet de charger detwardillons sur le méme gel,
marqués a l'aide de fluorophores distincts (Fighreéliminant ainsi la variabilité entre gels

lors de la comparaison de ces deux échantillorgg(Ei5).

Samples Labeled proteins Co-migration in Image analysis
2-D electrophoresis i
label with Cy3 =7
- . \, B
CBPV - ' X /f \.\' .
5 f LT \ipG strip Cy3 image
. .': 3 i TR i ._' . il y
label with Cy5 . 3 -
B + ' ‘ )
i can at
= mix Scar |
. different e 1l
g . Wa\'ﬂengths CyD image
5 label with Cy2 | | *ien "= & ;
- - SDS gel .
pooled
internal
standard C;IQ .Image i

Figure 4: Echantillons chargés dans un g2D-DIGE

Enfin, cette méthode présente l'avantage d'inca@pau sein de chaque gel un
échantillon standard, constitué de quantités égideshacun des échantillons de tous les
gels de I'expérience. Ce standard interne « pogdérmet la comparaison des différents
gels de I'expérimentation, c’est-a-dire des réjm#tet biologiques (Figure 5). Ce standard
est marqué avec un troisieme fluorophore. Chaquie@aporte donc trois échantillons

marqués avec trois fluorophores différents.
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Figure 5 : Comparaison des échantillons intra-geld gauche) et inter-gels (a droite)

La masse et la charge des trois marqueurs soes tglle la migration des protéines
n'est pas modifiee selon le marquage. Les spedesslongueurs d’onde d’excitation et
d’émission des fluorophores se recouvrent peu, @@ére a pouvoir analyser chaque signal
indépendamment (Figure 6). Des filtres d’émissiontsappliqués pour s’assurer que le
signal enregistré par le systeme optigue ne proeieque du fluorochrome excité. Les
marqueurs fluorescents utilisés sont les trois @@y (Cy2™, Cy3™, Cy5™, Amersham

Biosciences).

Figure 6: Spectres des longueurs d'onde d'excitatio(courbe noire), d'émission (courbe bleue: Cy2;
courbe verte: Cy3; courbe rouge: Cy5), et filtres @mission correspondants.

Tableau 5: Longueurs d'onde des filtres d’émissiort caractéristiques des trois CyDyes

Fluorophore | Emission Filter (nm) Laser
Cy2 520 BP 40 Blue2 (488)
Cy3 580 BP 30 Green (532)
Cy5 670 BP 30 Red (633)

2.1 Plan expérimental

Chaque gel contient un échantillon protéique d’hgmphe d’abeille infectée par le

CBPV (CBPV+), un échantillon d’abeille saine (CBPVainsi qu'un standard interne
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(Figure 4). Quatre gels on été réalisés pour I'Hgmphe ainsi que pour les tétes d’abeilles.
Le standard interne est marqué avec le Cy2™ dassés gels, tandis que chacun des deux
autres échantillons est marqué alternativement ameses deux autres fluorophores. Cette
alternance de combinaison « échantillon-fluorophgrappelée Dye switch, sert a éviter les

artefacts dus au marquage préférentiel de certpnmésines avec le Cy3™ ou le Cy5™.,

2.2 Matériel biologique

Deux lots de 40 abeilles ont été utilisés : urdlabeilles inoculées avec le virus de la
paralysie chronique de I'abeille, et un lot d’inidivs sains, chacun répartis en 4 groupes de
10 individus . Ces abeilles proviennent du Labaratde Recherche sur la Pathologie des
petits Ruminants et de I'Abeille (AFSSA, Sophia ipalis). Durant le prélevement, les
échantillons récoltés ont été maintenus sur gletcee afin de minimiser la dégradation des

protéines.

2.3 Extraction des protéines

L’extraction des protéines se déroule comme déaritgoint 1.2. Les prélévements
d’hémolymphe ont été réalisés de facon a ce gue-ceboit récoltée le plus rapidement
dans le tampon. En effet, lors de la mise au pales probléemes de dégradation des
échantillons ont parfois été rencontrés. C’est goaor les eéchantillons ont été récoltés dans

le tampon avant que le tube capillaire ne soit temp

2.4 Précipitation des protéines

La précipitation des protéines est effectuée denéane maniere qu’au point 1.3.
Cependant, étant donné que les échantillons dosenit un marquage aux CyDyes, le
tampon final contient également du Tris afin queHesoit situé entre 8 et 9. Si le pH n’est

pas suffisamment élevé, il peut étre corrigé paajoat de Tris 300mM.

2.5 Marquage aux CyDyes™

Les solutions stock de CyDyes™ sont conservée®-8Ces solutions sont diluées
jusqu’a 100 pmol/ul pour le marquage des protéifegallélement, les échantillons de
protéines d’hémolymphe sont tous ramenés a une reéneentration (2,41 pg/ul) afin de

faciliter les étapes ultérieures. Les 12,5 ug détitions sont marqués avec 100 pmol de
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CyDyes™, pendant 30 minutes (Figure 7). Le marqus@efait a I'obscurité afin de

préserver la fluorescence des CyDyes™. La réaesbdrstoppée a I'aide de 1 ul de lysine
10 mM. Cette étape est également effectuée a oivdgendant 30 minutes. Apres avoir
réunis les trois échantillons d’'un gel dans un tejpeendorf 0,5 ml, la suite du protocole est

identique qu’a partir du point 1.5.2.1.

+ protein
linker (@ pH 8.5
_—
Lysine I\llH
NHS ester
active group ° N o

Figure 7: Réaction de marquage aux fluorophores

2.6 Séparation des protéines

La focalisation isoélectrique, I'équilibration et $econde dimension sont réalisées de
maniere identique au point 1.5.2. Toutefois, lelsaétillons sont préservés de la lumiére

tant que possible pour éviter toute perte de flemaace.

2.7 Révélation des spots protéigues

Les gels sont scannés a l'aide d’'un scanner deTypbhoon 9400 (GE Healthcare).
Cet appareil excite successivement les trois CyDYyeses voltages PMT (PhotoMultipier
Tubes) sont réglés pour obtenir une intensité mabardes spots protéiques, sans qu’ils ne
saturent dans aucun des gels de I'expérience, cesqwerifié a I'aide du programme
ImageQuant™ TL (GE Healthcare). La saturation dgnai compromet I'analyse
guantitative des spots protéiques. Pour les gelpragome d’hémolymphe, les voltages
PMT pour les Cy2™, Cy3™, et Cy5™ sont respectivenaen670V, 680V, et 650V. Ces
réglages sont effectués lors de scans prélimineagisles (10 minutes par paire de gels) a
faible résolution (1000 um). Les gels sont enssiEnnés a haute résolution (100 pum, une
heure par paire de gels). Cette augmentation dduté&sh augmente également le signal, ce
qui peut entrainer l'apparition de points de satoma Il faut donc surveiller la
prévisualisation des gels lorsqu’ils sont scann&8Gaum.

Les voltages PMT pour le gel du protéome de tétaent de 710V, 685V et 690V

respectivement.

42



2.8 Analyse d'image

Les images de gels sont analysées avec le prograRmogenesis SameSpots
(Nonlinear Dynamics). Ce programme permet de fa&ioerespondre les signaux des
échantillons standards de chaque gel entre eux ques les signaux des échantillons
marqués aux Cy3™ et au Cy5™ avec le signal de détiflon standard sur le méme gel.
Pour ce faire, des vecteurs sont générés autoreatignt et manuellement pour aligner les
gels. Une fois cet alignement réalisé, le signaclklaque spot d’'un échantillon peut étre
comparé avec les signaux du spot analogue dansiehazpantillon de I'expérience. Les
images des échantillons marqués aux Cy3™ et Cy5Hf parties par groupe selon
I'expérience. Deux groupes sont comparés dans esfp@rimentation : 'hémolymphe
d’abeilles saine et celle d’abeilles infectées lpaCBPV. Le programme détecte alors les
zones dont lintensité se dégage du bruit de fonglaes particulierement, celles dont
l'intensité varie statistiquement entre deux greaup&chantillons (p-valeug 0,05). Les
spots candidats sont vérifiés manuellement casiggsux parasites, comme des poussieres
sur la plaque lowF, peuvent étre considérés comesesgots par le programme. Cette
vérification consiste a observer les représentatides spots candidats, générées par le
programme en deux et en trois dimensions et a rdimielle ne présentant pas I'aspect

d’un spot protéique.

2.9 Spot picking

La liste de spots candidats a I'identification @ecrométrie est réalisée a la suite de
'analyse des images des gels dans le programmgeiesis SameSpots. Cette liste est
transmise via fichier électronique a 'automateaB® spot picker (GE Healthcare), sous

forme de coordonnées. Les spots excisés sontéscol’aide de deux plaques de 96 puits.

2.10Digestion des protéines

Le liquide est éliminé des puits par une breverdegation des plaques (30 secondes
a 2000 rpm). Les morceaux de gel sont rincés abaqd 8’eau dispensés dans chaque puits
a l'aide d'un Multipett&® Plus (Eppendorf), et éliminés par centrifugatibe.ringage est
réalisé une seconde fois. Le but du rincage esindier les reliquats de solution dans
laquelle le gel était conservé. Celle-ci contientedfet 5% d’acide acétique, alors que la
digestion a la trypsine se réalise en milieu basidies morceaux de gel sont ensuite
déshydratés a l'aide de 30 pl d’acétonitrile (ACM)pres centrifugation, 30 ul de
bicarbonate d’ammonium 25 mM sont déposés pourégnmr les morceaux de gel avec un
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tampon basique et éliminer l'acidité résiduelle slén gel. Une nouvelle déshydratation a
'ACN est réalisée, aprés quoi 3 pl d'une solutida trypsine (trypsine 2,5 ng/ul;
bicarbonate d’ammonium 25 mM) sont déposés dampuehpuits. Apres une incubation de
20 minutes a 4°C et a I'abri de la lumiére, 5 ptalapon bicarbonate d’ammonium 25 mM
sont ajoutés sans centrifugation. Les plaques smduvertes de parafilm et laissées a
incuber la nuit a 32°C. Les échantillons ont emsété réhydratés avec 13 ul d’'une solution
ACN 50%, et acide formique 1%. La diminution du ptdppe la réaction de digestion par
la trypsine. Les peptides ont été laissés diffukegel vers la solution pendant la nuit, a
4°C, puis les plagues ont été centrifugées afinédapérer le surnageant dans une plaque

non trouée.

2.11 |ldentification des protéines

Dans chaque puits, 2 ul de surnageant ont étévpsilet déposés sur une plaque
MALDI (Bruker) de 384 puits dont la matrice a étééglablement déposée. Aprés un
séchage, chaque puits a été lavé avec 5 ul daosolde lavage (acide trifluoroacétique
0,1%, phosphate d’ammonium monobasique 10 mM). idiseles puits séchés, la plaque
est placée dans son étui et entreposée a 4°C.

La plaque de 384 puits a été passée en spectrent&rinasse selon une analyse
MALDI-TOF. La masse des peptides trypsiques estunées et les données générées, ou
empreintes peptididues massiques, ont été compaéss les séquences de peptides
trypsiques du taxon métazoaires, via le moteuedearche Mascot.

Les identifications ont été considérées comme fiigiives lorsque la valeur du
mowse score atteignait 75. Les protéines proposeéeggalement été évaluées selon leur
Pl et leur masse afin de vérifier la correspondaavee le spot excisé. Lorsque la protéine
proposée n'appartenait pasdamellifera une recherche a l'aide de I'outil BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) a été réalisée dangdare Apis. Seules les protéines
proposées possédant une e-value inférieureaoh® été considérées. A nouveaux, les
points isoélectriques et les masses moléculairegténconfrontés avec la position du spot

sur le gel.
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3 Approche préliminaire a I'étude de I'expression praéique

différencielle des segments corporels majeurs d&® mellifera

suite a une infection par le CBPV

Ce volet a eté développé dans I'optique d'utilises segments ou certains d’entre eux,
afin d’apporter des informations complémentairégtade de I'expression différentielle de
protéines de I'hémolymphe suite a une infectionlpa&@BPV.

3.1 Prélevement

Les trois segments corporels majeurs testés pr@mnal’abeilles vivantes,
engourdies par le froid. Les ailes et les pattesétd excisées du thorax préalablement a
I'extraction des protéines, étant donné le peuté'ét qu’elles représentent dans le cadre de
cette étude.

Des échantillons d’abeilles congelées a -20°C dét récues du Laboratoire de
Recherche sur la Pathologie des petits Ruminantsieet'Abeille (AFSSA, Sophia
Antipolis). Une électrophorese sur gel 1D des pnete extraites des tétes de ces abeilles a
été effectuée afin de comparer ces échantillonssaédhantillons non congelés ainsi qu’a
des échantillons congelés et conservés a -20°C.

3.2 Extraction des protéines

L’extraction de protéines de la téte, du thoraxdeetabdomen d’abeilles a été testée
avec les tampons PBS et UTC.

Chaque segment est excisé et récolté dans un ppeadorf 1,5 ml contenant 150 pl
de tampon. L’échantillon est ensuite broyé manoedlet pendant 5 minutes avec un
« potter » adapté au tube. Pour un broyage optdaak ces conditions, le volume de
tampon ne doit pas dépasser 200 ul. Une sonicatibaffectuée (3 fois 10 secondes, avec
un intervalle de 15 secondes sur glace). Une ¢eg#ttion de 5 minutes a 12000xg entraine
les débris solides dans le fond du tube, permettamécupérer les protéines en suspension
dans le surnageant. Ce surnageant est déposé mamseueppendorf 2 ml et entreposé a -
80°C.
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4 Analyse statistigue

Lors de I'optimisation de la méthode, les testsidtques ont été réalisés a I'aide du
programme Minitab 15, en utilisant le modéle linéagénéralisé. Le seuil pour une p-
valeur significative était de 0,05.
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Résultats

1 Optimisation de la méthode de prélevement et d’exéiction

des protéines de I'hémolymphe

Pour rappel, le but de cette mise au point consistéterminer certains parametres
du préléevement d’échantillon et de I'extraction desotéines, afin d’optimiser leur
déroulement. Les parametres évalués dans un préznigs sont le mode de conservation
des abeilles, et le tampon a employer pour I'eximaales protéines.

Trois modes de conservation des d’échantillongthtestés : abeilles congelées a -
20°C (C20), abeilles congelées a -80°C (C80), etllab prélevées vivantes, simplement
engourdies par le froid (F).

Deux tampons d’extraction de protéines ont été @ég: un tampon PBS avec des
inhibiteurs de protéases, et un tampon UTC.

L’évaluation de la qualité des prélevements isséshantillons frais (F) ou conservés
a -80°C ou -20°C a été baseée sur les volumes g®jear abeille, 'aspect de 'lhémolymphe
prélevée, le dosage des protéines, la conservdésrprotéines extraites a -20°C, et enfin
I'aspect des gels obtenus par électrophorése 1Zbou

La qualité de I'extraction des protéines a été @alpar le dosage des protéines, la

conservation des échantillons, et la séparatiorpa®sines par électrophorése.

1.1 Quantité d’hémolymphe prélevée

La quantité d’hémolymphe prélevée par individu s&agrée trés variable. En effet
des volumes variant de 0 a 30 ul ont été mesurés.

Sur certains groupes d’abeilles, les prélevemeiiténtblymphe se sont révélés
particulierement difficile a effectuer. Il s’agitotamment de la plupart des abeilles
conserveées a -80°C et surtout a -20°C.

Ainsi, il existe une différence tres hautement #igative, tant entre la quantité
d’hémolymphe prélevée chez les abeilles vivantda guantité prélevée chez les abeilles
conservées a -80°C (P = 0,0017), qu'avec la qéastitraite des abeilles conservées a -
20°C (P < 0,0001).

Les volumes moyens d’hémolymphe collectés chealtedles vivantes, conservées
a -80°C et a -20°C étaient respectivement de 15546 ul, et 0,227 ul (Figure 9).
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Figure 8:Volume prélevé par abeille en fonction dunode de conservation

1.2 Aspect de I'hnémolymphe prélevée

L’'aspect de 'hnémolymphe prélevée était identiqoerpes abeilles fraiches et les
abeilles congelées a -80°C. Ces échantillons dtaranslucides et leur couleur variait
d’'incolore a jaune vif. Les prélevements contamirséste a une perforation ou un
éclatement du tube digestif, étaient plus opaqugsésentaient une couleur brunatre. Les
prélevements effectués sur les abeilles conse@e@6°C possédaient systématiguement
les caractéristiques des échantillons contaminéemantenu du tube digestif.

1.3 Dosage des protéines

Les dosages de protéines dans 'hémolymphe récaliréabeilles congelées a -20°C
n'ont pas été effectués car les volumes prélevésapailles étaient trop faibles pour
permettre la réalisation des étapes ultérieures.

Les concentrations en protéines dans I'hnémolympheltée sur abeille congelées a
-80°C et fraiches ont été comparées. Deux tamp@xsrakction ont été testés : le PBS et
'UTC (Figure 9).

Lors du dosage de protéines dans 'hémolymphe téeslr abeilles conservées a -
80°C, les concentrations mesurées selon I'emploi RBS ou de I'UTC étaient
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respectivement de 41,01+14,19 ug/ul et de 33,3#81a@ul. Toutefois, aucune différence
significative n’a été observée en fonction du tamptilisé P = 0,2437).

Concernant le dosage dans I’hémolymphe prélevéalmilies fraiches, les teneurs
en protéines ce sont avérées significativement pgaibles (P < 0,05) que dans
I’'hnémolymphe d’abeilles congelées, et ce quelquidestampon employe.

Les concentrations en protéines dans I'hémolymphbedles fraiches mesurées
étaient de 12,34+7,43 pg/ul dans le tampon PBS2346+8,24 pg/ul dans le tampon

UTC. Une différence significative a été calculéaeres deux tampons (P = 0,0215).

Dosage des protéines selon la
conservation des échantillons et le
tampon d'extraction

60

40

30

20 T I

— HEPBS
uTcC

F C&0o

Concentration {ug de protéines/ ul d'hémolymphe)

Figure 9: Dosage des protéines selon la conservatides échantillons et le tampon d'extraction

1.4 Conservation des solutions d’extraction

Suite a I'extraction, un échantillon de chaque cmmison « mode de conservation-
tampon d’extraction » a été conserve a -20°C. @ertchantillons de protéines extraites de
I’'hnémolymphe, conservés a -20°C, ont montré un gearent de couleur. Cette variation de
couleur fut systématique pour les échantillons enawnt d’abeilles congelées.

Les échantillons récoltés dans le PBS ont montee variation de couleur suite a
une conservation a -20°C, que les abeilles aiént@igelées avant le prélévement ou non.

L’influence du tampon sembilait primer sur celletdhitement des abeilles.
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En définitive, le seul échantillon dont la couleww semble pas avoir évolué était le

F UTC, tandis que celui dont la variation étaiplas marquée était le C80 PBS.

1.5 Séparation des protéines sur gel 1D

Apres séparation sur gel 1D, les échantillons disenon congelées (F) montrent
des bandes plus distinctes et situées dans lee parfiérieure des gels (Figure 10). Au
contraire, les échantillons d’abeilles congelee80&C (C80) laissent apparaitre des bandes
moins distinctes, voire non discernables. Les édlars provenant d’abeilles congelées
semblent contenir relativement moins de protéineshdut poids moléculaire que les
échantillons d’abeilles fraiches.

Les gels n°3 et n°4 (Figure 10) ne difféerent quelpaampon d’extraction utilisé.
Les échantillons du gel n°3 ont été recueillis ddmgampon PBS, tandis que ceux du gel
n°4 l'ont été dans du tampon UTC. La comparaisom élhantillons frais entre les deux
gels semble indiquer que le tampon PBS permet uedlenre séparation. Les bandes
protéiques situées dans le tiers supérieur du gehraissent en effet plus distinctement

dans le gel n°3 que dans le gel n°4. Ce résuliataldefois étre discuté.

Gel 3 (PBS) Gel 4 (UTC)

PM|C80|C80| F F | C20| PM| C80|C80| F F | C20

Figure 10: Gels 1D n°3 et n°4. Tous les échantilie du gel n°3 ont été récoltés dans du tampon
PBS, et tout ceux du gel n°4 dans du tampon UTC.
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1.6 Séparation des protéines par électrophorese bidimsimmnnelle

Les scans de certains gels 2D réalisés lors ddiiggation de la méthode sont
présentés a I’Annexe I. Un apercu de ces gelepstra la Figure 11.
Les résultats des gels (b), (c) et (e) sont pasfaesants, principalement par le peu de

spots protéiques qui apparaissent. La

(a) F UTC (c) C80 UTC (e) C20 UTC

(b) F PBS
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Figure 11: gels 2D réalisés lors de I'optimisatiode la méthode, colorés au nitrate d'argent

1.7 Conclusions relatives a la mise au point

Au terme de cette mise au point, les choix concdrles parameétres évalués ont pu
étre réalisé. Ces choix sont brievement énoncés étené leur utilisation dans la suite des
résultats. La discussion de ces choix est présantésuite des résultats.

L'utilisation d’abeilles congelées a -20°C ou a °B0s’est avérée ne pas étre
optimale pour une étude protéomique de I'hémolymples prélevements d’hémolymphe
sur les individus sains et ceux infectés par le CBRt donc été effectués sur des abeilles
vivantes. Toutefois, une amélioration supplémeataiété apportée étant donné I'impact de
la rapidité du prélevement sur la qualité de I'déthian. Seuls les volumes prélevés

rapidement ont été récoltés.
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Le tampon qui a été retenu pour ces mémes eécloastilest 'UTC. Celui-ci
permettait en effet une meilleure extraction degdgines sur abeilles fraiches, ainsi qu’une

meilleure conservation des solutions d’extraction.
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2 Expression protéigue différentielle dans I'lhémolympe deA.

mellifera suite a une infection par le CBPV.

2.1 Matériel biologique

Les abelilles infectées présentaient bien les symggéoccasionnés par le CBPV, bien
que ceux-ci n'étaient pas exprimés uniformémentt@as les individus. Le seul symptéme
n'ayant pu étre observé sont les attaques subrelepauvriéres infectées. Cependant, la

conséquence de ces attaques, c’est-a-dire la diovinde |a pilosité, a bien été observée.

2.2 Préléevement d’hémolymphe

Les prélevements d’hémolymphe ont été réaliségreifiment que lors de la mise
au point. L’hémolymphe n’a pas été récoltée selorvaiume donné, mais de fagon a ce
que le prélevement se déroule le plus rapidemessilple. Malgré la variabilité des
volumes prélevés, les quatre gels de I'expérimmmtgbrésentent un aspect similaire en

terme de quantité de spots.

2.3 Extraction

L’extraction des protéines avec le tampon sélentosuite a la mise au point s’est
déroulée correctement. Les volumes d’hémolympheep#é n'ayant pas été mesurés, ce

résultat n'a pu étre quantifie.

2.4 Analyse d'image

Le programme Progenesis SameSpots (Nonlinear Dysamia rencontré aucun
probleme de qualité d'image lors de I'analyse pnélaire de chacune des trois images des
quatre gels. Au total, 951 variations d’intensité gignal ont été détectées et assimilées a
autant de spots protéiques par le programme. Raasspots, 326 ont été identifiés comme
exprimés de facon différentielle dans I'hnémolymptiabeilles saines et celle d’'abeilles
infectées par le CBPV. Suite a une vérification nedle, ce nombre s’est vu réduire a 180.

Ces spots ont été sélectionnés pour étre exciséseette leur identification.
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2.5 ldentification de protéines

Sur les 180 spots ayant subi une digestion a lpsitmg, 81 ont abouti a une
proposition de séquence. Parmi celles-ci, cingespwndaient a une identification certaine,
et dix autres a une identification probable. Lesxaute-six dernieres propositions de
séquences sont considérées comme non identifiéegecherches de séquences proches de
celles proposées, via l'outil Blast dans le taxgpisA ont permis d’identifier chez Apis
mellifera, des protéines correspondant au spoterebl par leur point isoélectrique et leur

poids moléculaire. Les protéines identifiées so@spntées dans le tableau de I'annexe IV.
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3 Approche préliminaire a I'’étude de I'expression praéigue

différentielle des segments corporels majeurs d& mellifera

suite a une infection par le CBPV

L'utilisation des segments corporels majeurs dbdile dans I'optique d’'une étude
de leurs protéomes respectifs a été brievemenuésaEnsuite, les protéines de la téte de
I'abeille ont été extraites dans le but d’appomier complément de résultats a I'étude

réalisée sur le protéome de 'hémolymphe.

3.1 Aspect des échantillons de segments corporels

Les tétes broyées présentent une couleur rouge niagjuée, provenant des
pigments oculaires. La couleur des échantillonthdeax est plutét brun-orange, tandis que
celle des échantillons d’abdomen broyé est jaunéassez proche de la couleur des
échantillons d’hémolymphe.

Lors du clean up, le comportement des échantilibmghorax est particulier. lls
forment un précipité d’aspect caoutchouteux, damhise en suspension est tres laborieuse.

Les deux autres segments corporels se comportdatde normale.

55



Discussion

Le choix du mode de conservation des échantillotabeilles précédant le
prélevement d’hémolymphe a été dirigé vers lesllabaion congelées. Plusieurs éléments,
a travers lI'ensemble des résultats, permettentod@ba ce choix. Tout d'abord, les
volumes d’hémolymphe préleveés sur les abeilles cangelées étaient plus élevés que sur
les autres échantillons, et ce de facon tres hatesignificative. Au dela du volume en
tant que tel, la rapidité de l'opération a égaleimené un réle dans le choix du type
d’échantillons. Le prélevement d’hémolymphe surdéeilles fraiches était généralement
réalisé plus rapidement que sur les abeilles céegelSuite a un prélevement sur abeilles
fraiches, durant lequel les volumes ont été résa&éfacon inhabituellement lente, les gels
2D obtenus étaient de qualité médiocre (Annexa@)ll,A I'inverse, au cours de la méme
série de prélevements, les échantillons d’hémolargihbeilles congelées a -80°C se sont
montrés plus aisés qu'a I'habitude, et la qualigs dpots obtenus sur les gels était
supérieure aux précédents (Annexe Il, b). Cettervhtion met en évidence I'importance
de la rapidité du prélevement. La lenteur des pedleents sur abeilles congelées explique
probablement une grande partie des résultats pisfagsants auxquels ils ont conduit
(Figure 10). Par la suite, lors de prélevementsabeilles saines et infectées par le CBPV,
une attention particuliere a été apportée a ceedact’hémolymphe n’a pas été prélevee
dans l'optique de récolter un volume maximum, mams volume suffisant, dans un
intervalle de temps minimum entre la perforation Kieémocoele et le dépb6t de
I’'hnémolymphe dans le tampon.

Selon les résultats des dosages, les abeillesro@esea -80°C permettent d’extraire
des quantités de protéines plus importantes quealedles non congelées. Or, selon
Cremonez et al. (1998), les ouvrieres de agéexdeuss, et qui ont été alimentées avec la
nourriture naturelle des abeilles, possédent uneuteen protéines de 27,57+7,41 ug/ ul.
Bien que les abeilles utilisées dans le cadre d&asmil n'aient pas été caractérisées au
niveau de I'age ni du stade de développement caempental, les valeurs des dosages
obtenues pour les échantillons conservés a -80fitblsat suspectes. Une cause probable
serait une contamination, non percue, de 'hémohenpar du contenu de tube digestif. La
congélation pourrait compromettre l'intégrité degmiranes, augmentant le risque de
contamination. La présence dans I'échantillon d’'up&antité importante de protéines

provenant du tube digestif, risquait de masquepietéines extraites de 'hémolymphe. De
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plus, la diminution du taux de protéines dans I'nBmphe prélevée sur abeilles fraiches
est compensée par le volume plus important qui @de tiré de ces individus. En
définitive, les prélevements sur abeilles fraickesont montrés plus pratiques et plus sdrs
en terme de qualité des échantillons récoltés.

Le tampon d’extraction des protéines choisi suita eise au point est le tampon
UTC. En effet, la quantité de protéines extraitespartir d'abeilles vivantes était
significativement plus élevée lorsque la récoltaitalieu dans 'UTC. L'utilisation de ce
type d’abeille s’avérant primordiale pour la réafisn de cette étude, ces dosages
constituent des arguments en faveur de 'UTC. DRes,pla variation de couleur observée
suite a la conservation, a -20°C, d’échantillonspd&téines extraites, était plus marquée
pour les échantillons récoltés dans le PBS. Cdtéation des échantillons n'a pas été
observée pour I'hnémolymphe prélevée sur abeilledclies et récoltées dans I'UTC
(échantillons F UTC).

Du point de vue de la séparation des protéinesissirgels, le PBS semble avoir
donné de meilleurs résultats en SDS-PAGE de typé-idure 10, gel n°3). Ce résultat doit
étre relativisé car le gel n°4 (Figure 10) présienta défaut au niveau des puits. Ceux-Ci
n'étaient pas aussi bien découpés, et des zonggslykcrylamide ont perturbé le dép6t des
échantillons dans les puits. De ce fait, il estsgme que le gel de concentration n’ait pas

joué son réle de fagon optimale et que le frontniration n’ait pas été idéal.

La technique du 2D-DIGE a permis de déceler 18Qsspmtéiques exprimeés de
facon différentielle dans I'hnémolymphe suite a unfection par le CBPV. Le facteur
d’expression entre les deux groupes était au mimrde 1,2. A titre comparatif, Levy et al.
(2004), ont étudié l'expression différentielle deotgines dans I'hémolymphe db
melanogastesuite a des infections respectivement par un cigarmop et une bactérie. Les
techniques employées pour la révélation des spwiRigues, a savoir la coloration au
nitrate d’argent et celle au bleu de Coomassieidal, n'ont permis la révélation que de
160 spots, dont 70 seulement ont été détecté campranés de maniére différentielle. La

sensibilité du 2D-DIGE permet donc une amélioratonsidérable de ce type d’études.

Le faible pourcentage d'identification avérée det@nes est probablement la
conséquence de deux éléments. Premiérement, la d@sdonnée utilisée pour la
comparaison des empreintes massiques des peglesipait 'ensemble des métazoaires.

De ce fait, les recherches spécifiques a l'abgiblerraient avoir été « diluées » dans la
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masse de séquences. De nombreuses protéinesiaEntbmme appartenant a d’autres
especes que l'abeille domestique possédaient démdat des homologues cheéx
mellifera Du point de vue du mowse score, la valeur sigtistde certaines identifications
semble peu pertinente. Cependant, couplée avecvénifecation du pl et de la masse
moléculaire, cette identification s’affine consiadélement. Deuxiémement, certains
problemes ont été rencontrés lors de la digestianuslle des protéines contenues dans les
morceaux de gel excisés. L'extraction des pepfidesrait ne pas avoir été optimale.

Les protéines jugées les plus pertinentes sontlébsrdans la discussion, les autres
nécessitant une nouvelle recherche dans une badendée plus restrictive, ainsi que des
investigations plus poussées concernant leur impbic. L'identification de certaines
protéines confirme leur implication dans la réatt@ une infection par le CBPV. C'est
notamment le cas de la prophénoloxydase (proPO) Kexpression semble diminuer.
Deux hypotheses pourraient expliquer ce résultalorSla premiére, la proPO étant le
précurseur de I'enzyme induisant la mélanisatibrpourrait s’agir d’'une mobilisation
accrue de ce précurseur, afin de produire la pb&gpdase (PO) et permettre la réaction de
mélanisation. Cette activation faisant appel a livage de la proPO par une protéase a
sérine, la PO obtenue ne posséde plus la méme masgeulaire ni le méme point
isoélectrique. Elle constitue donc un spot proteiglistinct, permettant d’observer la
mobilisation de la proPO. La seconde hypothése itsdiiahibition de [I'activité
phénoloxydase par le CBPV, comme le font les pdyins, indispensables aux
parasitoides pour permettre le développement del@esers au sein de leur hote (Barat-
Houari, 2006).

Une protéine de choc thermique a également étéifiden(Heat shock protein
cognate 5) et son expression augmente d'un fa@duisuite a l'infection virale. Cette
protéine appartient a la famille des hsp70, qusgdent diverses fonctions, comme celle de
protéine chaperone. Kang et al. (2008), ont mogtréne protéine de cette famille était
induite a la suite d’'une infection virale chén. gambie La région promotrice du gene
codant pour cette protéine possede des élémenisefiant l'interaction avec divers
facteurs, dont le facteur nucleaire kap@F-Kp).

L’intensité d’'un spot protéique correspondant a urensferrine s’est réveélée
diminuer suite a I'infection par le CBPV. Cette flende protéines est supposée remplir
un réle peu spécifique dans I'immunité innée (Ytirale 2009). La région promotrice du
gene codant pour une transferrine cBembyx morpossede des sites de liaison pour NF-
KB.
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La phosphoglycerate mutase 5 (PGAMbS) est surexgmipar un facteur 18 chez les
abeilles infectées par le CBPV. Les phosphoglyeeratutases sont généralement
impliquées dans la glycolyse mais la PGAM5 possede activité de phosphatase a
sérine/thréonine (Takeda et al., 2009). Elle actwekinase ASK1l (Apoptosis signal-
regulating kinase 1), qui est une composante dsientles mécanismes aboutissant a
I'apoptose (Aras & Aizenman, 2005).

La protéine CG10068-PA, surexprimée par un factédr chez les individus
infectés, possede un domaine ELMO (Engulfment aetl G10bility). Les protéines
contenant ce domaine possedent des réles dansebvienctions cellulaires, et notamment
I'apoptose et la migration cellulaire (Gumiennyakt 2001).

La protéine CG6597-PA, isoform A, posséde uneorégieconnue comme une
caspase. Les caspases interviennent dans l'apofasen et al., 1999). La protéine
identifiee possede également une région dontléeast inconnu. Il pourrait des lors s’agir
du précurseur de cette caspase. En effet, cesapesté cystéines sont conservées sous
forme de zymogen. La diminution de I'expression aigte protéine chez les abeilles
infectées pourrait traduire, comme dans le casaderdphénoloxydase, une activation de
I'enzyme par clivage de son précurseur.

La thréonine aspartase 1 (taspase-1) est uneapsotiont un des substrats est TFIIA
(Zhou et al., 2006). La taspase-1 clive cette pmetén deux sous-unités du facteur général
de transcription. L'augmentation de I'expressiorcdte protéase par un facteur 3,2 indique
une augmentation du mécanisme de transcriptiorei@mudes individus atteints par le virus
de la paralysie chronique. Cette augmentation tsdtg aux réponses mises en place par
I'abeille suite & I'infection.

La protéine odorant binding protein (OBP) ASP5té iéentifiée et se montre
surexprimeée par un facteur 1,5 suite a I'infectioes OBP interviennent dans la perception
et le transport de molécules volatiles peu solyblesamment des phéromones, au niveau
des antennes ou de 'hémolymphe (Graham et al3)200

L’histidine décarboxylase est sous-exprimée chex ihdividus infectés. Cette
protéine catalyse la décarboxylation de I'histidamehistamine. L’histamine intervient dans
de nombreux mécanismes, et notamment [attractiencdrtains leucocytes lors de
I'inflammation chez les mammiferes. Elle possédalégent le réle de neurotransmetteur
(Lundquist et al., 1996 ; Osborne, 1996).
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Conclusion et perspectives

Les résultats de la mise au point mettent en écmlecertains parametres de
'optimalisation des méthodes de prélevement etxtchetion des protéines de
I’'hnémolymphe chez l'abeille domestique. La nécésdie travailler & partir d’échantillons
d’abeilles non congelées dans le cadre d’'une édeomique de I'hémolymphe a été
montrée. Ces abeilles permettent de meilleurs yeé&iént en terme de volume récolté et les
contaminations par du contenu de tube digestif sooins fréquentes. La rapidité des
prélevements effectués sur les abeilles fraichesparé aux abeilles congelée, est un
facteur supplémentaire favorisant I'obtention dautillons de qualité. Les abeilles fraiches
présentent toutefois I'inconvénient de ne pas@&tble dans le temps. Elles ne peuvent étre
conserveées indéfiniment avant le prélevement d’hgmghe. Le cas échéant, une attention
devrait étre portée sur les parametres de nutritiotamment en protéines, ainsi que sur la
disponibilité en eau. Des améliorations supplémmtade la méthode prélévement
pourraient étre envisagées, comme par exempleaitantrent des tubes capillaires, avec de
la phenylthiourée, pour prévenir la mélanisatioa dehantillons, ou encore une anesthésie
des abeilles a I'aide de CO2.

Un autre paramétre important ayant fait I'objet fumise au point est le tampon
d’extraction des protéines. Un tampon composé d,udé tris et de CHAPS a été retenu.
Un nombre plus élevé de tampons d’extraction peemtaétre comparés au cours
d’expérimentations ultérieures.

Une étude de I'expression différentielle de pratéirde I'hémolymphe suite a une
infection par le CBPV a pu étre réalisée selonpasametres mis au point. Cette étude,
basée sur la technique du 2D-DIGE a permis de eneitr évidence I'impact de cette
infection virale sur le protéome de I'hnémolympheezh’abeille. En effet, 180 spots
protéiques ont montré une intensité influencée dmiene significative par le caractére
infecté ou non des abeilles. L’analyse en spectioende masse des peptides, issus de la
digestion des protéines a l'aide de trypsine, aduaitna l'identification de protéines
possédant un réle connu ou suggéré dans I'immunité.

Le nombre de protéines identifiées pourrait étrgnanté par une recherche de
correspondance des empreintes peptidiques massidpiesues suite a I'analyse Maldi-
TOF dans une banque de données plus ciblée. katin de technique complémentaires,
telles que la 2D-LC (2D-Liquid Chromatography), meftrait d’améliorer encore ces

résultats.
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L’identification des protéines doit étre suivie W& exploration des voies les
impliquant, afin de mieux caractériser les réadimuuites suite a I'infection par le CBPV.
Dans la méme optique, une fois ces voies défitiaseractome, c’est-a-dire I'ensemble
des interaction survenant entre ces voies poutrggalement faire I'objet d’étude. Toute
cette information ne peut aisément étre fourniel’ppproche protéomique. C’est pourquoi
les méthodes telles que la génomique, la transoipue et la peptidomique , avec l'aide

de l'outil bioinformatique se révéleraient nécessan la réalisation d’une telle étude.

61



Références Bibliographiques

ADAMO S.A., 2004. Estimating disease resistance in insptisnoloxidase and lysozyme-
like activity and disease resistance in the cri¢kstilus texensisJournal of Insects
Physiology 50, 209-216.

AGAISSEH., 2007. An adaptative immune response in DrogaphCell Host & Microbe
1(2), 91-93.

AGAISSEH. & PERRIMONN., 2004. The roles of JAK/STAT signaling in Drobdp
immune responseBnmunol. Rey 198, 72-82.

AKRATANAKUL P.,BURGETTM., 1975. Varroa jacobsoni : a prospective pestarfeybees
in many part of the worldBee World 56, 119-121.

ALLEN M., BALL B.V., 1995. Characterisation and serological retaghips of strains of
Kashmir bee virusAnn. Appl. Biol. 126, 471-484.

ALLEN M., BALL B.V., 1996. The incidence and world distributionhoiney bee viruses,
Bee World 77, 141-162.

ANDERSOND.L., GiBBS A.J.,1988.Inapparent virus infections and their interactions
pupae of honey bee (Apis mellifera Linnaeus) irsthalia.J. Gen Virol., 69, 1617-1625.

ANDERSOND.L., GiBBS A.J., 1989. Transpuparial transmission of Kashrag birus and
sacbrood virus in the honey bee (Apis mellifefa)n. Appl. Biol. 114, 1-7.

ANTUNEZ K., D’A LESSANDROB., CORBELLA E.,& ZUNINO P., 2005. Detection of Chronic
bee paralysis virus and Acute bee paralysis vitudruguayan honeybeek. Invertebr.
Pathol, 90, 69-72.

AMDAM G.V., AASEA. L. T. O.,SEEHUUSS.C.,FONDRK M. K., NORBERGK ., &
HARTFELDERK., 2005.Exp. Gerontqgl40(12), 939-947.

ARASM. A. & AIZENMAN E., 2005. Obligatory role of ASK1 in the apoptaiarge of K+
currentsNeuroscience Letter887, 136-140.

ASHIDA M., & BREY P. T., 1995. Role of the integument in insect defense: Pro-pheno
oxidase cascade in the cuticular matrix. Immunoj@§y 10698-10702.

BAILEY L., 1965a. Paralysis of the honey bee, Apis med#lilannaeusJ. Invertebr.
Pathol, 7, 132-140.

BAILEY L., 1967. The incidence of virus deseases in tmeh bee. Ann. Appl. Biol., 60,
43-48.

BAILEY L., 1968. Multiplication of sacbrood virus in the adudtney bee. Virol., 36, 312-
313.

BAILEY M., 1969. The multiplication and spread of sacbreinds of beesAnn. Appl. Biol.
63, 483-491.

BAILEY M., 1969. The signs of adult bee deseaBeg. World 50, 66-68.

BAILEY L., BALL B.V., 1991.Honey bee pathology. Harcourt Brace Jovanovich;ugig
UK.

62



BAILEY L., BALL B.V., CARPENTERJ.M.,W0O0ODSR.D.,1980a. Small virus-like particles in
honey bees associated with chronic paralysis @naswith a préviously undescribed
diseased. Gen. Virol, 46, 149-155.

BAILEY L., BALL B.V., PERRYJ.N., 1981a. The prevalence of viruses of honeyirbee
Britain. Ann. Appli. Biol, 97, 109-118.

BAILEY L., BALL B.V., PERRYJ.N., 1983a. Association of viruses with two prataiz
pathogens of the honey béan. Appl. Biol. 103, 13-20.

BAILEY L., BALL B.V., PERRYJ.N., 1983b. Honeybee paralysis: its natural spasaiits
diminished incidence in England and Wal&sApic. Res.22, 191-195.

BAILEY L., CARPENTERJ.M.,GoVIER D.A., WooDsSR.D.,1980b. Bee virus YJ. Gen.
Virol., 51, 405-407.

BAILEY L., FERNANDOE.F.W., 1972. Effects of sacbrood virus on adulidyobeesAnn.
Appl. Biol, 72, 27-35.

BAILEY L., GiIBBS A.J., 1964. Acute infection of bees with paralysiss.J. Insect Patho).
6, 395-407.

BAILEY L. & MILNE R.G.,1969.The Multiplication Regions and Interaction of Acated
Chronic Bee-paralysis Viruses in Adult Honey Bek<sen. Virol, 4, 9-14.

BAILEY L., CARPENTER J.M. & WoODSR.D., 1979. Egypt Bee Virus and Australian
Isolates of Kashmir Bee Virug. Gen. Virol43, 641-647.

BAILEY L., GiIBBS A.J.,W00DSR.D., 1963. Two viruses from adult honey bee (Apis
mellifera Linnaeus)Virol. 21, 390-395.

BAILEY L., WooDSR.D., 1974. Three previously undescribed virusesfthe honey bed.
Gen. Virol.25, 175-186.

BAILEY L., WooDSR.D., 1977. Two more small RNA viruses from honegd®and further
observations on sacbrood and acute bee-paralyasegiJ. Gen. Virol.37, 175-182.

BAILEY L., CARPENTERJ.M., WOODSR.D., 1981. Properties of a flamentous virus of the
honey bee (Apis mellifera)irology, 114, 1-7.

BALL B.V., 1983. The association of Varroa jacobsonhwitus diseases of honey bees,
Meeting of the EC Experts' group, Wageningen, imgéhingen, pp.21-23.

BALL B. V., OVERTONH. A., Buck K. W., BAILEY L. & PERRY J.N., 1985. Relationships
between the Multiplication of Chronic Bee-Paralygisus and its Associate Particlé.
gen. Virol, 66, 1423-1429.

BALL B.V., 1997. Varroa and viruses, in : Munn, P., 3oRe(Ed), Varroa ! Fight the mite.
International Bee Research Association, Cardiff,Jdp15.

BaLL B.V., 1999. Paralysis. In, Colin M.E. (Ed), Bal\B.(Ed), Kilani M. (Ed), Bee
deseases diagnosis. CIHEAM-IAMZ, Zaragoza, 81-89.

BALL B.V., 2004. The trouble with viruseBee World 85, 25.

BALL B.V., BAILEY L., 1997. Viruses, in: Morse, R.A. and Flottum,(Ed.), Honey bee
pests, predators, & diseases, A.l. Root Companylihée pp. 11-32.

BARAT-HOUARI M., HiLLIOU F.,JOUSSETF. X., SOFERL., DELEURY E.,ROCHERJ.,
RAVALLEC M., GALIBERT L., DELOBEL P.,FEYEREISENR., FOURNIERP.,ET VOLKOFFA. N.,
2006. BMC Genomics, 7, 160-180.

63



BEUTLERB., 2004. Innate immunity: an overview. Mol. Immiind0, 845-859.

BiLikovA K., HANESJ.,NORDHOFFE., SAENGERW., KLAUDINY J.,& SIMUTH J., 2002.
Apisimin, a new serine-valine-rich peptide from bghee (Apis mellifera L.) royal jelly:
purification and molecular characterizati®iBS letters528, 125-129.

BLANCHARD P.,RIBIERE M., CELLE O.,LALLEMAND P.,SCHURRF.,OLIVIER V., ISCACHEA.

L., FAucon J. P., 2006. Evaluation of a real-time two-stepMRIR assay for quantitation of
Chronic bee paralysis virus (CBPV) genome in expentally-infected bee tissues and in
life stages of a symptomatic colopurnal of Virological Methodsl41, 7-13

BLANCHARD P.,OLIVIER V., ISCACHEA.L., CELLE O.,SCHURRF.,LALLEMAND P.& RIBIERE
M., 2008. Improvement of RT-PCR detection of chedmeée paralysis virus (CBPV)
required by the description of genomic variabilityrrench CBPV isolatedournal of
Invertebrate Pathology97, 182—-185.

CALDERON R.A., VAN VEENJ.,ARCEH.G.,ESQUIVEL M.E., 2003. Presence of DWV and
KBV in africanized honey bee colonies in Costa Riasted with V. destructoBee
world, 84, 112-116.

CELAN E., 1971. La paralysie infectieudea Belgique apicolell, 275-277.

CELLE O.,BLANCHARD P.,OLIVIER V., SCHURRF., COUGOULEN., FAUCON J.P.& RIBIERE
M., 2008. Detection of Chronic bee paralysis vifBPV) genome and its replicative RNA
form in various hosts and possible ways of spré¥aus Researchl33, 280—-284.

CERENIUSL. & SODERHALL K., 2004. The prophenoloxydase-activating system i
invertebrates. Immunological reviews, 198, 116-126.

CERENIUSL., LEEB. L., & SODERHALL K., 2008. The proPO-system: pros and cons for its
role in invertebrate immunity.

CHAN Q.W. T.,HowesC. G. & FOsTERL. J.,2006.Quantitative Comparison of Caste
Differences in Honeybee Hemolymp¥ol. Cell. Proteomics5(12), 2252-2262.

CHENY.P.,PETTISJ.S. & FELDLAUFER M.F, 2005. Detection of multiple viruses in queens
of the honey bee Apis mellifera lournal of Invertebrate Patholog90, 118-121.

CHENY.P.,PETTISJ.S.,COLLINS A., & FELDLAUFER M.F.,2006. Prevalence and
transmission of honeybee viruségpl. Environn. Microbiol. 71, 606-611.

CLARK T.B., 1977. Another virus in honey bedsn. Bee J.117, 340-341.
CLARK T.B.,1978. A filamentous virus of the honey béelnvertebr. Patho).32, 332-340.

COLONELLO N.A., ZUFELATOM. S.,SIMOES Z. L. P.,& BITONDI M. M. G.,2003.In vitro
secretion of ecdysteroid-dependent proteins arad#tf kDa subunit reactive to anti-
prophenoloxidase serum Byis melliferaintegumentApidologie 34, 377-388.

DALL D.J.,1985. Inapparent infection of honey bee pupae blgread and Kashmir bee
viruses in AustraliaAnn. Appl. Biol, 106, 461-468.

ELLis J.D., & MUNN P.A., 2005. The worldwide health status of honegstiBee World 86,
88-101.

EvaNs J.D., ARONSTEINK., CHENY. P.,HETRUC.,IMLER J.L., JANG H., KANOSTM.,
THOMPSONG. J.,ZoU Z., & HULTMARK D., 2006. Immune pathways and defence
mechanisms in honey bees Apis melliférsects Molecular Biologyl5(5), 645-656.

FEAROND. T., 1997. Seeking wisdom in innate immunity. Naf3&8, 323-324.

64



FaucoN J.P. MATHIEU L., RIBIERE M., MARTEL A.C.M. DRAJNUDELP.,ZEGGANES.,
AURIERESC.,AUBERTM., 2002. Honey bee winter mortality in France 892 and 2000.
Bee World 83, 14-23.

GIAUFFRETA., DUTHOIT J.L., TOSTAIN-CAUCAT M. J., 1970. Ultrastructure des cellules
d’abeilles infectées par le virus de la paralysadadie noire. Etude des inclusions
cellulaires. Bull. Apic., XIlI, 115-126.

GiBBs A. J., 1969. Comparison of Bee Chronic Paralysrsi&/vith Mouse Lactic
Dehydrogenase Virug. gen. Virol, 5, 447-449.

GILLESPIEJ.P.,KANOSTM. R.,& TRENCZEKT., 1997. Biological mediators of insects
immunity. Annual Review of Entomology, 42, 611-643.

GULLAN P.J.& CRANSTONP. S., 2004The insects: outline of entomolo@/éd. Oxford:
Blackwell.

GLINSKY Z. & JAROD J., 1995. Mechanical and biochemical defenseseohtimey bee. Bee
World, 76, 110-118.

GRAHAM L. A., BREWERD., LAJOIEG., & DAVIES P. L., 2003. Characterization of a
Subfamily of Beetle Odorant-binding Proteins FoiméilemolymphMolecular & Cellular
Proteomics 2, 541-549.

GUMIENNY T.L., BRUGNERAE., TOSELLO-TRAMPONTA.C.,KINCHEN J.M.,HANEY L.B.,
NisHIWAKI K., WALK S.F.,NEMERGUTM.E.,MACARA |.G.,FRANCISR.,SCHEDLT.,QIN Y.,
VAN A.L., HENGARTNERM.O., AND RAVICHANDRAN K.S., 2001. CED-12/ELMO, aovel
member of the Crkll/Dock180/Rac pathway, is requiifice phagocytosis anzkll
migration.Cell, 107, 27-41.

HaN S.M., LEEK. G.,YEOJ.H.,KWEONH. Y., W00S.0O.,LEEM. L., BAEKB H. J.,KIM S.
Y., PARK K. K., 2007. Journal of Ethnopharmacology, 111, 176-18

HAUBRUGE E.,NGUYEN B. K., WIDART J., THOME J.P.,FICKERSP.,& DEPAUWE., 2006. Le
dépérissement de I'abeille domestigapis melliferal., 1758 (Hymenoptera : Apidae) :
faits etcauses probableklotes fauniques de Gemblog2 (1), 3-21.

HUNG A.C.F.,SHIMANUKI H.,KNOX D.A., 1996. Inapparent infection of acute virus and
Kashmir bee virus in the U.S. honey be&s. Bee J.136, 874-876.

HUNG A.C.F.,PENGC.Y.S.& SHIMANUKI H.,2000. Nucleotide sequence variations in
Kashmir bee virus isolated from Apis mellifera IndaVarroa jacobsoni Oudpidologie
31, 17-23.

JEAN-PROSTP.& LE CONTEY ., 2005. Apiculture Connaitre I'abeille — condulieerucher.
Tec et Doc, Lavoisier.

KANG S.,SM C.,BYRD B. D., CoLLINS F.H., & HONGY. S., 2008. Ex vivo promoter
analysis of antiviral heat shock cognate 70B gengniopheles gambiae. Virology, 5,136-
145.

KAVANAGH K. & REEVESE. P., 2004.Exploiting the potential of insects for in vivo
pathogenicity testing of microbial pathogelREMS Microbiology Reviews, 28,101-112.

KONING, ROSSE. "Honeybee Biology"Plant Physiology Websit&994.
http://plantphys.info/plants_human/bees/bees.n24M03/2009)

KULINCEVIC J.M., STAIRS G.R.,& ROTHENBUHLERW. C.,1969.A disease of the honey bee
causing comportemental changes and mortalayrnal of Invertebrate Patholog$4(1),
13-17.

65



KULINCEVIC J.M., ROTHENBUHLERW. C.,& STAIRS G.R., 1973. The effect of presence of a
qgueen upon outbreak of a hairless-black syndrontieeitdiB.Journal of Invertebrate
Pathology21(3), 241-247.

LEEP.E.& FURGALA B., 1965. Chronic bee paralysis virus in the neyaeglia of the adult
honey beeJournal of Invertebrate Patholog®, 170-174.

LEVY F.,BULET P.,& EHRET-SABATIER L., 2004. Proteomic Analysis of the Systemic
Immune Response @frosophilaMolecular & Cellular Proteomics3, 156—166.

LIW.F.,MA G.X., ETZHOU X. X., 2006. Apidaecin-type peptides: Biodiversityusture—
function relationships and mode of action. Pepti@@g9), 2350-2359.

LOURENCOA. P.,ZUFELATO M. S.,BITONDI M. M. G.,SIMOES Z. L. P., 2005. Molecular
characterization of a cDNA encoding prophenoloxédasd its expression in Apis
mellifera.Insect Biochemistry and Molecular Biology, 35, 58%2.

LOWRY O.H., ROSEBROUGHN. J.,LEWISF.A., & RANDALL R.J., 1951. Protein
measurement with the folin phenol reagdnBiol. Chem.193(1), 265-275.

LUNDQUISTC.T.,BAINESR.A., & BACON J.P., 1996 The Journal of Experimental Biology,
199, 1973-1982.

MENDOZAH. L. & FAYE 1., 1999. Physiological aspect of the immunoglobelsuper-
family in invertebrates. Dev. Comp. Immunol., 2893374.

NORDSTROMS.,FRIESA., AARHUS A., HANSENH. & KORPELAS.,1999.Virus infections in
Nordic honey bee colonies with no, low or severer®ajacobsoni infestations.
Apidologie 30, 475-484.

OLIVIER V. & RIBIERE M., 2006. Les virus infectant I'abeille Apis melliferée point sur
leur classificationVirologie, 10, 267-278.

OLIVIER V., MAssouBl., CELLE O.,BLANCHARD P.,SCHURRAF.,RIBIERE M. & GAUTHIER
M., 2008. In situ hybridization assays for localizatathe chronic bee paralysis virus in
the honey bee (Apis mellifera) bratlournal of Virological Methodsl53, 232-237.

OsBORNER. H., 1996. Insect Neurotransmission: Neurotrattensiand Their Receptors.
Pharmacol. Ther 69(2), 117-142.

OVERTONH.A., Buck K .W., BAILEY L. & BALL B.V., 1982 Relationships between the
RNA Components of Chronic Bee-Paralysis Virus drasé of Chronic Bee-Paralysis
Virus Associatdl. gen. Virol, 63, 171-179

REITERL. T.,POTOCKIL., CHIEN S.,GRIBSKOV M., & BIERE., 2001. A Systematic Analysis
of Human, Disease-Associated Gene Sequendesospphila melanogaster, 2001.
Genome Researchl: 1114-1125.

RiBIERE M., FAUCON J. P, PEPIN M., 2000.Detection of chronic honey be&gis
melliferaL.) paralysis virus infection: application to altlesurvey.Apidologig 31,
567-577.

RIBIERE, M., BALL B., & AUBERTM.. 2008.Natural history and geographical distribution of
honey bee viruses, p. 15-79. In M. Aubert, B. BalFries, R. F. Moritz, N. Milani, and I.
Bernardinelli (ed.), Virology and the honey beerdfiean commission, Brussels.

RIBIERE M., LALLEMAND P.,ISCACHEA.-L., SCHURRF.,CELLE O.,BLANCHARD P.,OLIVIER
V., ETFAUCONJ.-P., 2007. Spread of Infectious Chronic Bee KsiaVirus by Honeybee
(Apis melliferal..) FecesAppl. Environn. Microbiol. 73, 7711-7716.

66



RINDERERT. E. & ROTHENBUHLERW. C., 1976. Characteristic field symptoms comprising
honey bee hairless-black syndrome induced in ther#ory by a virusJournal of
invertebrate pathology27(2), 215-219.

SABATIER L., JOUANGUY E.,DOSTERTC.,ZACHARY D., DIMARCQ J.L., BULET P.& IMLER J.
L., 2003. Pherokine-2 and -3 : Two Drosophila molectaésted to pheromone/odor-
binding proteins induced by viral and bacteriakttfons.Eur. J. Biochem 270, 3398-
3407.

SCHARLAKEN B., 2008. Integrated ‘omic’ study on the molecwdaents in the honey bee
head after a bacterial challenge. Thése de doctdmtersité de Gand.

SCHMID M. R.,BROCKMANN A., PRK C.W.W., STANLEY D. W., & TAuTZ J., 2008. Adult
honeybees (Apis mellifera L.) abandon hemocyti¢,nmi phenoloxidase-based immunity.
Journal of Insect Physiology, 54, 439-444.

SFORCINJ. M., 2007. Propolis and the immune system : eevevdournal of
Ethnopharmacology, 13, 1-14.

SIMAN R.,Bozyczko-COYNED.,MEYERS.L., & BHAT R.V., 1999. Immunolocalisation of
caspase proteolysis in situ: evidence for widespoaapase-mediated apoptosis of neurons
and glia in the postnatal rat braleuroscience92(4), 1425-1442.

SNODGRASSR. E., 1956 Anatomy of the honey hdthaca, New York: Comstock
Publishing Associates.

SPIVAK M. & REUTERG. S.,2001. Resistance to American foulbrood diseaseobgy bee
coloniesApis melliferabred for hygienic behavioApidologie 32, 555-565.

TAKEDA K., KOMUROY., HAYAKAWA T.,OGUCHIH., ISHIDA Y., MURAKAMI S.,NOGUCHI
T.,KINOSHITAH., SEKINE Y., IEMURA S.I., NATSUME T., & ICHIJOH., 2009. Mitochondrial
phosphoglycerate mutase 5 usesalternate catatyiuityas a protein serine/threonine
phosphatase to activate ASKANAS 106(30), 12301-12305.

TRUDEAU D., WASHBURNJ.O.,& VOLKMAN L., 2001. Central Role of Hemocytes in
Autographa californica M Nucleopolyhedrovirus Paéoesis in Heliothis virescens and
Helicoverpa zeal. Virol., 75, 996-1003.

TuW.C.,WuC.C.,HsiEHH.L.,CHENC.Y., & HsuS.L., 2008. Honeybee venom induces
calcium-dependent but caspase-independent apopédtideath in human melanoma
A2058 cells.Toxicon 52, 318-329

VARISA.L., BALL B.V. & ALLEN M., 1992.The incidence of pathogens in honey bee (Apis
mellifera L) colonies in Finland and Great Britafpidologie 23, 133-137.

WANNER K. W., WILLIS L. G., THEILMANN D. A., ISMAN M. B., FENGQ.,& PLETTNERE.,
2004.Analysis of the insect os-d-like gene family,Chem. Eco].30, 889-911.

WIEGERSF.P., 1986. Transmission of honey bee viruses biyodgacobsoni Oud.
European research on varroatosis control, Udiag, lin: Cavaloro, R. (Ed), Commission
of the European Communities, Joint Research Cesprg, Luxembourg.

WISLON-RICH N., DRESS.T., STARKS P.T., 2008.The ontogeny of immunity: Development
of innate immune strength in the honey bee (ApiBife). Journal of Insect Physiology
54, 1392-1399.

YUE C.,GENERSCHE.,2005. RT-PCR analysis of deformed wing virus indyhees (Apis
mellifera) and mites (Varroa destructar).Gen. Virol, 86, 3419-3424.

67



YUE C.,SCHRODERM., BIENEFELD K., GENERSCHE., 2006. Detection of viral sequences in
semen of honeybees (Apis mellifera): evidence &stieal transmission of viruses through
dronesJ. Invertebr. Patho).92, 105-108.

YUNE.Y., LEEJ.K.,KWONO.Y., HWANG J.S.,KIM I., KANG S.W.,LEEW. J.,DING J.L.,
YouK. H.& GooT.W., 2009.Bombyx mortransferrin: Genomic structure, expression
and antimicrobial activity of recombinant proteibevelopmental & Comparative
Immunology33 (10), 1064-1069.

ZHOUH., SPICUGLIA S.,HSIEHJ.J.D.,MiTsiouD. J.,H@iBY T., VEENSTRAG.J.C.,
KORSMEYERS.J.,& STUNNENBERGH. G., 2006.Uncleaved TFIIA Is a Substrate for
Taspase 1 and Active in Transcriptidiolecular and cellular biology26(7), 2728—-2735

ZUFELATO M. S.,LOURENGOA. P.,SIMOES Z. L. P.,JORGEJ.A., & BITONDI M. M. G., 2004.
Phenoloxidase activity in Apis mellifera honey Ipepae, and ecdysteroid-dependent
expression of the prophenoloxidase mRN#sect Biochemistry and Molecular Biolggy
34, 1257-1268.

68



Annexes

Annexe | : Scans de gels 2D réalisés dans le chdi® mise au point

a) Gel F UTC coloré au nitrate d’argent

b) Gel F PBS coloré au nitrate d’argent
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c) Gel C80 UTC coloré au nitrate d’argent

d) Gel C80 PBS coloré au nitrate d’argent
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Annexe |l : Gels 2D colorés au nitrate d’argent

a) Gel F UTC résultant d'un prélévement particuliératrent pour ce type
d’échantillon

b) Gel C80 UTC résultant d’un préléevement particuliéeat rapide pour ce type
d’échantillon
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Annexe llI: Tableau des protéines identifiées

N° Nombre Facteur
S PM pl | Score de Protéine identifiée d’expression Accession Organism
pot X LN
peptides différentielle
368 | 29932 | ;2| a9 4 phosphoglycerate (+) 18 gi|66511103 [Apis mellifera]
1 mutase 5
98 | 37804 |8,89| 46 4 | Threonineaspartasel | ;. G1:66529880 [Apis mellifera]
(Taspase-1)
50 37718 |[5,92| 42 4 hypothetical protein (+) 2,4 gi| 6678459 [Apis mellifera]
Hypothetical protein . [Caenorhabditis
53 69846 |8,86| 41 5 CBG02874 (-) 2,2 gi| 157751380 briggsae AF16]
386 | 109563 | 8,97 | 34 4 Rim CG33547-PA (+)2,1 gi|189514813 Apis mellifera
93 | 39975 |7,57| 68 6 Aldolase CGBOS8-PF, | ) > g | gi|110748949 Apis mellifera
isoform F
Kinesin-like protein at . . .
427 | 80653 |7,37| 41 4 61F CGI191-PA (-) 2,3 gi|194227511 Apis mellifera
456 | 133238 (6,30 | 160 17 similar to CG18140-PA (-) 2,2 Gl:66519127 [Apis mellifera]
199 | 117585 |6,30| 58 4 CG8920-PB, isoform B (-)2,1 G1:110764792 [Apis mellifera]
999 35938 |8,32| 49 6 CG10068-PA (+)6.4 Gl1:66513973 [Apis mellifera]
152 | 75642 |6,38| 104 | 14 Heat shock protein (+) 2.5 gi|66501507 [Apis mellifera]
cognate 5
29 | 97994 [9,41| 57 5 Protein phosphatase (-) 4.3 G1:66555121 [Apis mellifera]
’ 2C CG2984-PA ' ' P
420 | 80033 |6,77| 74 8 transferrin (-)1.4 gi| 58585086 [Apis mellifera]
379 | 80443 |6,28| 57 7 prophenoloxidase (-) 1,5 gi| 58585196 [Apis mellifera]
Histidine decarboxylase _ , .
208 | 79951 |5.69| 60 5 CG3454-PA (-)1,4 Gl:66500257 [Apis mellifera]
528 | 72326 |6,08| 49 5 hemocyanin subunit F (+)1,7 gi| 28569690 [Apis mellifera]
aryl hydrocarbon
165 | 190616 |5,12| 46 4 receptor nuclear (-)1,7 gi| 224095869 [Apis mellifera]
translocator-like 1a
odorant binding . . .
995 16379 |8,43| 38 2 protein ASP5 (+)1,5 gi| 195432789 [Apis mellifera]
369 | 35328 |9,57| 55 | 4 (col-56) (+) 15 gi|17508941 Caenorhabditis
elegans
898 61002 |7,04| 51 6 CG11265-PA, isoform A (+) 2.7 gi| 156554609 Apis mellifera
26S protease
591 | 45632 |8.55| 45 3 regulatory subunit 8 (-)1.7 Gl:66520165 [Apis mellifera]
isoform 1
457 55173 |7.99| 49 3 CG6597-PA, isoform A (-)1.7 GI1:66521752 [Apis mellifera]
149 | 30581 |9,38| 42 5 IPO8159p (+) 2 gi|66770735 [Drosophila
melanogaster]
208 | 79951 |5,69| 60 g |Mistidine decarboxylase| - ,, G1:66500257 [Apis mellifera]
’ CG3454-PA ’ ' P
aryl hydrocarbon
165 | 81940 |5,45| 53 4 receptor nuclear (-)1.7 Gl:110760637 [Apis mellifera]
translocator-like 1a
350 59765 |5.87| 46 6 p21/Cdc42/Racl- (-)1,4 G1:110764306 [Apis mellifera]
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activated kinase 1

121

109865

8,48

57

Topoisomerase Il a

()2

Gl1:110763026

[Apis mellifera]
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