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Résumé

Les protéines Vip3 sont des biopesticides de deuxieme génération synthétisées et sécrétées par Bacillus thuringiensis au cours
de la phase végétative. Ces protéines, découvertes au milieu des années 1990, présentent un grand intérét pour lutter contre
différents insectes ravageurs appartenant a I’ordre des 1épidopteres parmi lesquels Agrotis ipsilon, Spodoptera littoralis, Spodop-
tera exigua et Spodoptera frugiperda. Plusieurs recherches ont été menées sur les protéines Vip3 en vue d’élargir leur spectre
d’action, d’améliorer leur action insecticide et contourner les problémes de résistance apparus suite a 1’utilisation massive des
d-endotoxines, considérés comme des biopesticides de premiére génération. Dans cette revue nous faisons état de la plupart des
recherches menées sur I’amélioration des activités insecticides des protéines Vip3 de Bacillus thuringiensis.
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Abstract

Vip3 proteins were considered as a second generation of biopesticides. They are synthesized and secreted by Bacillus thuringiensis
during the vegetative growth phase. Vip3 proteins, which are discovered in 1990, are of great interest for the control of Lepidopteran
insects pests such as Agrotis ipsilon, Spodoptera littoralis, Spodoptera exigua and Spodoptera frugiperda. Many researches were
conducted on the Vip3 proteins in order to enlarge their spectrum, improve their insecticidal activities and resolve the problems
of resistance that appeared recently after the massive use of d-endotoxins, considered as first generation of biopesticides. In this

review, we tried to summarize research studies interested in the improvement of the insecticidal activities of Vip3 proteins.
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INTRODUCTION

Les protéines Vips (Vegetative Insecticidal Proteins) sont
produites durant la phase végétative du cycle de vie de
Bacillus thuringiensis. Elles sont détectées a partir de la
phase exponentielle jusqu’a des heures tardives de la phase
de sporulation, témoignant de leur importante stabilité
(Estruch et al., 1996; Sellami et al., 2011). 1l existe actuel-
lement environ 136 génes vips qui se classent en quatre
groupes, communément nommés vipl, vip2, vip3 et vip4
(Crickmore et al., 2016, http://www.bt nomenclature). Les
protéines Vipl et Vip2 sont des protéines binaires toxiques
pour les coléopteres. Aucune donnée n’est disponible pour
la protéine de type Vip4. Quant a la protéine de type Vip3,
faisant I’objet de notre revue, ¢’est une protéine d’environ
90 kDa montrant une toxicité élevée contre les Iépidopteres
(Estruch et al., 1996; Sellami et a/., 2013). La propagation
des génes vip3 dans la nature est plus remarquable et plus
importante que celle des genes vip! et vip2 (Hernandez-
Rodriiguez et al., 2009). Par ailleurs, Espinasse et al.
(2003) ont montré que la distribution des protéines
sécrétées Vip3, Cryll, Vipl-Vip2 et la B-exotoxine chez
B. thuringiensis n’est pas faite au hasard et qu’il existe un
lien entre elles. En effet, ils ont trouvé que les souches qui
produisent les B-exotoxines hébergent les geénes vip/ et

vip2 et que celles qui possédent les geénes vip3, disposent
aussi des génes cryll. Ceci suggere que les déterminants
génétiques des 4 génes sont plasmidiques. Ce résultat a
été prouvé par Mesrati et al. (2005) qui a démontré que les
genes vip3 et cry 1 sont plasmidiques et portés par le méme
plasmide. Egalement, Gonzalez et al. (1982) et Levinson
et al., (1990) ont montré que les déterminants génétiques
intervenant dans la synthése des 3-exotoxines sont présents
au niveau du méme plasmide que quelques genes cry.

Les 6-endotoxines, considérées comme des biopesticides
de premiére génération, ont été¢ largement utilisés pour
lutter contre les insectes ravageurs. Contrairement a ces
0-endotoxines formant des cristaux pendant la phase de
sporulation, les protéines Vip3 sont des protéines sécré-
tées dans le milieu de culture durant le stade végétatif
de B. thuringiensis (Estruch et al., 1996; Schnepf et al.,
1998). Elles ne présentent pas de similarités de séquences
avec les d-endotoxines et ne se lient pas aux mémes types
de récepteurs cellulaires (Lee et a/, 2003; Fang et al.,
2007). Une autre différence vient du fait que les deux
types de protéines ne présentant pas le méme spectre
d’insectes sensibles (Schnepf et al., 1998). Tous ces argu-
ments consolident I'utilisation des toxines Vip3 comme
alternatives des d-endotoxines dans le but de contourner
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les problémes de résistance récemment développés suite
a I'utilisation massive des toxines Cry et également afin
d’¢largir et d’améliorer le spectre d’activité insecticide.
Ainsi, plusieurs stratégies ont été adoptées pour accroitre
I’efficacité des protéines Vip3 tels que la recherche de
nouvelles toxines Vip3, le développement de toxines
hybrides, I’interaction avec d’autres protéines a activités
insecticides, ou encore la conception de protéines chimé-
riques. Au cours de cette revue, nous faisons un tour
d’horizon des travaux réalisés en la matiére et ayant pour
but ’amélioration des activités insecticides des protéines
Vip3 de Bacillus thuringiensis.

Les protéines Vip3 de Bacillus thuringiensis et leurs
activités insecticides

Le nombre total d’acides aminés de la plupart des pro-
téines Vip3 est d’environ 790, codant pour une protéine
de 89 kDa. La partie N-terminale des protéines Vip3 est
hautement conservée, alors que la partie C-terminale est
trés variable suggérant qu’elle intervient dans la spécificité
des insectes cibles (Rang et al., 2005; Wu et al., 2007).

La partie N-terminale des protéines Vip3 contient une sé-
quence signal responsable de la translocation des protéines
a travers la membrane. Cette séquence est constituée de
quelques acides aminés chargés positivement suivi d’une
région hydrophobe qui sera clivée apres la sécrétion (Doss
et al., 2002, Chen et al., 2003) (Figure 1). Cependant, le
mécanisme de sécrétion des protéines Vip3 est encore non
¢lucidé. La conservation trés importante de la partie N-ter-
minale des protéines Vip3 peut suggérer qu’elle intervient
dans le repliement de la protéine ou dans I’interaction aux
récepteurs (Chakroun et al., 2016).
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Des études sur la partie C-terminale ont montré que les
derniers acides aminés de cette partie sont critiques pour
I’activité et la stabilité de ces protéines puisque leurs sup-
pressions, substitutions ou I’ajout d’autres acides aminés
menent a la perte de 1’activité insecticide (Selvapandiyan
etal.,, 2001; Gayen et al., 2012).

La structure secondaire prédite de la protéine Vip3 a
suggéré que la partie N-terminale est majoritairement
construite d’hélices a, alors que la partie C-terminale est
riche en hélices B et en coudes. Cependant, la structure tri-
dimensionnelle des protéines Vip3 est encore non élucidée
jusqu’a maintenant; seuls les derniers 200 acides aminés
ont été modelés et découverts homologues au domaine 11
des protéines Cry (Wu et al., 2007) (Figure 2).

Les protéines Vip3 sont toxiques envers un grand nombre
d’insectes, essentiellement des lépidopteres qui sont non
sensibles aux protéines Cry. Le tableau 1 englobe les dif-
férentes classes des protéines Vip3 et les insectes qui leur
sont susceptibles.

Construction de génes hybrides de vip3 et de pro-
téines chimériques

Afin d’améliorer 1’activité insecticide et d’élargir le
spectre d’action des différentes protéines insecticides de
B. thuringiensis, les chercheurs se sont orientés d’une part
vers la construction de génes hybrides composés d’élé-
ments régulateurs de 1’expression et de la traduction et de
séquences codantes provenant de plusieurs génes, d’autre
part vers la conception de protéines chimériques suite a
la fusion de différentes séquences codantes provenant de
différents génes afin d’obtenir de nouvelles propriétés, et
finalement la combinaison des deux cas précédents.

Domaine de Spécificité
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Figure 1: Schéma représentatif de la structure des protéines Vip3
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Figure 2: Structure tridimensionnelle des derniers 200 acides aminés de la protéine Vip3A (A) Domaine II des protéines
Cry (B) (Wu et al., 2007)
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Tableau 1: Tableau récapitulatif du spectre d’activités insecticides de différentes classes des protéines Vip3

Protéine Larves d’insectes Références
Agrotis ipsilon, Helicoverpa virescens, Helicoverpa zea, Ostrinia | Estruch et al., 1.9965 Ruiz et al., 2014,
. nubilalis, Spodoptera frugiperda, Spodoptera exigua, Bombyx|Hernandez-Martinez et al., 2013, Fang et
Vip3Aal el : ; 1., 2007, Sena et al., 2009
mori, Helicoverpa armigera, Mamestra brassicae, Spodoptera |4+ » oena et ai.,
littoralis, Lobesia botrana
Vip3Aa7 | Helicoverpa armigera, Spodoptera exigua, Plutella xylostella Dong et al., 2012 a, b, Song et al., 2008
Vip3Aa9 Agrotis ipsilon, .Plutella xylostella, Spodoptera litura, Chilo Selvapandiyan ef al., 2001
partellus, Phthorimea opercullela
Vip3Aal0 Agrotis lpSl{O}’l, Helicoverpa _armigera, Plutellc.z xylostella, Doss et al., 2002
Spodoptera litura, Bombyx mori, Culex quinquefasciatus
Vip3Aall Hellc.o.verpa armigera, Spodoptera exigua, Plutella xylostella, Liu et al., 2007
Ostrinia furnacalis
Vip3Aal3 | Helicoverpa armigera, Spodoptera exigua, Spodoptera litura Chen et al., 2003
Vip3Aalg | Helicoverpa armigera, Plutella xylostella, Spodoptera, litura gy 10 01 2005, Saraswathy etal., 2008
Earias, vitella Pieris, brassicae
Praysoleae, Spodopteralittoralis, Ephestia kuehniella, Spodoptera Abdelkefi et al., 2009,Abdelkefl et dl,
Vip3Aal6 |exigua, Spodoptera frugiperda, Agrotis segetum, Tuta absoluta 2011 a, b, Chakroun et al, 2012, Ben
P e e e ST 48 et | Hamadou et al., 2013, Sellami et a/.,2015,
Y Boukedi et al., 2015
Vip3Aal9 Helicoverpa armigera, Ostrinia furnicalis, Plutella xylostella, Liu et al., 2007
Spodoptera exigua
Vip3Aa29 Cul?x quznquefac”zatus, Chilo Suppertvalzs, Chironomus tepperi, Yu et al., 2012
Helicoverpa armigera, Spodoptera exigua
Vip3Aa43 Spodoptera albu.la, Spodoptera cosmioides, Spodoptera eridania, Bergamasco et al., 2013
Spodoptera frugiperda
Vip3Aads Chrysodeixis (?halates, Lobesta. botra.na, Mamestra brassicae, Palma et al., 2013
Spodoptera exigua, Spodoptera littoralis
Vip3AaS0 | Anticarsia gemmatalis, Spodoptera frugiperda Figueiredo et al., 2013
Vip3AaS8 |Spodoptera exigua, Cydia pomonella, Dendrolimus pini Baranek et al., 2015
Vip3AaS9 | Spodoptera exigua, Cydia pomonella, Dendrolimus pini Baranek et al., 2015

Expression des génes vip3 sous le controle de différents
éléments régulateurs

La substitution du promoteur végétatif du géne vip34a7
par le promoteur sporulation indépendant pro3A du géne
cry3A (Agaisse et Lereclus, 1994) a amélioré la produc-
tion de la nouvelle protéine Vip3Aa7 d’environ 3,2 fois
plus que celle native chez une souche de B. thuringiensis
acristallifére et a conféré par la suite un taux de toxicité
plus élevé d’environ 10 fois vis-a-vis de Spodoptera exi-
gua (Zhu et al., 2006).

Un autre type de substitution a été réalisé en fusionnant
les promoteurs sporulation-dépendants BtI-BtIl du géne
crylAa (Wong et al., 1983) avec le géne vip34a9 (vip-s)
afin de surproduire la protéine correspondante dans B.
thuringiensis et en vue de ’obtenir sous forme d’inclu-
sions. [’ajout de la séquence Shine-Dalgarno, STAB-
SD, du géne cry34 a ’extrémité 5’ et de la séquence
rétro-régulatrice positive du géne crylda a ’extrémité 3’
dans la construction a augmenté significativement le taux

d’expression de la protéine Vip-s. L’absence du termina-
teur de transcription n’aboutit qu’a 1’accumulation de 1
a 2 % de Vip-s, alors que sa présence augmente le taux
d’expression de ces protéines. Ceci résulte probablement
d’une meilleure stabilité de I’ ARNm qui est protégé contre
la dégradation par les exonucléases (Arora et al., 2003).
L’expression de ces protéines s’effectue sous forme de
corps d’inclusion dans B. thuringiensis. Ceci facilitera le
développement de formulations pour 1’application de ce
type de protéines comme insecticide (Arora et al., 2003).
Notons que la réussite de cette construction s’est produite
suite a I’excision de 39 acides aminés du c6té N-terminal
de la protéine Vip3. En effet, cette séquence jouerait pro-
bablement le role d’un peptide signal responsable de la
sécrétion de Vip3 par B. thuringiensis (Aroraetal.,2003).
Ces résultats sont confirmés par Chen et al. (2004) qui ont
exprimé ’ORF de vip184 sous le contrdle des promoteurs
etdes séquences Shine Dalgarno des génes crylA4 etcry3A.
Dans ce méme contexte, Sellami et al., 2011 ont cloné le
gene vip3LB sous le contrdle des deux promoteurs spo-
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rulation-dépendants BtI-BtIl dans le but d’étendre son
expression pendant la phase de sporulation de B. thurin-
giensis.Ainsi, la sur-expression de cette protéine aussi bien
pendant la phase végétative que de sporulation a provoqué
I’amélioration de I’activité insecticide envers les larves de
Spodoptera littoralis.

De méme et afin d’améliorer I’activité insecticide d’une
souche de B. thurigiensis ssp. aizawai (Chankhamhaengde-
chaa et al., 2008), le géne vip3 a été cloné sous le controle
du promoteur P19 de I’opéron cryliAa au lieu de son
promoteur natif. L’étude sur le plan transcriptionnel en
utilisant la technique de la RT-PCR (quantitative Reverse
Transcription Polymerase Chain Reaction) a montré que
les taux d’expression du geéne vip3 a partir du promoteur
P19 avec le terminateur du géne vip3 étaient plus élevés
que ceux trouvés lorsque le géne vip3 était sous le controle
de son propre promoteur. Par contre, I’expression de vip3
sous le controle du promoteur P19, en fusion avec la
séquence codante pour la protéine chaperonne P20 et ayant
comme terminateur celui de I’opéron P19, présente les taux
d’expression les plus bas. Ces auteurs ont donc conclu que
le terminateur du géne vip34 stabilise I’ARN messager de
ce géne d’une manicre plus efficace que le terminateur de
1I’opéron P19, et que la protéine chaperonne P20 n’améliore
ni ’expression ni la toxicité. Sur le plan traductionnel,
une amélioration de I’expression de la protéine Vip3 a été
trouvée au niveau des surnageants de culture de la souche
hébergeant la fusion promoteur P19-Vip3, au cours de la
phase de sporulation et ce aprés 20 h et 48 h de culture,
provoquant ainsi I’amélioration de la toxicité de 4,1 et 2,5
fois, respectivement.

Mutation, Addition et Délétion

La mutation, I’addition et la délétion de quelques résidus
d’acides aminés au niveau de la séquence C-terminale
influence totalement 1’activité insecticide. Une étude sur
le chimére Vip3AcAa (Fang et al., 2007) a montré que la
mutation des deux derniers acides aminés de la séquence
C-terminale IK (Isoleucine-lysine) a LG (Leucine-gly-
cine) aboutit a I’altération totale de ’activité insecticide
envers Spodoptera exigua et Helicoverpa armigera.
Toutefois, les mutations IK a LR (Leucine-Arginine)
provoque I’amélioration de la toxicité envers Spodoptera
exigua. lls ont démontré également que la délétion des
3 derniers acides aminés (Sérine-Isoleucine-Lysine) ou
I’addition d’une succession d’Histidines apres le dernier
acide aminé provoquent la perte totale de 1’activité envers
les deux Iépidoptéres testés.

D’autre part, ce méme groupe a démontré que toutes
les protéines mutantes et inactives sont trés sensibles a
la digestion par la trypsine (Li et al, 2007; Sellami et
al., 2015). De plus, le fragment polypeptidique de taille
62 kDa représentant la toxine Vip3 active et ayant été
exprimé seul chez E. coli était biologiquement inactif
et sensible a 1’action des trypsines. Ceci montre que la
partie N-terminale serait nécessaire pour le repliement
correct de la protéine Vip3 enticre et ainsi pour former la
protéine de taille 62 kDa qui représente la portion active
et résistante a 1’action des trypsines, malgré qu’elle sera
clivée pour activer la protéine (Lee et al., 2003). Dans
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ce méme contexte, Sellami et al., 2016 ont montré que
I’ajout de 2 résidus (RS) ou encore de 11 résidus d’acides
aminés (RSRPGHHHHHH) du c6té C-terminal a déstabi-
lisé la protéine Vip3Al-4. Ils ont remarqué que la forme
entiére de 88 kDa correspondant a la protéine Vip3Al-4
diminue tout en ajoutant des acides aminés au niveau de
I’extrémité C-terminale de la protéine et que 1’abondance
de la forme de protéolyse de 66 kDa était plus importante
suite a I’addition des résidus (RS) par rapport aux résidus
11R (RSRPGHHHHHRH). IIs ont également remarqué que
I’ajout de (39R) du c6té N-terminal a déstabilisé enticre-
mentla protéine Vip3A1-4. Lestests de toxicité ont montré
que les larves d’Ephestia Kuehniella étaient peu affectées
par ’effet de I’ajout de (11R) et pas affectés par celui
de (2R) en comparaison avec la forme sauvage qui était
toxique. D’autre part, la forme protéolysée de la protéine
Vip3A1-4 obtenue suite a 1’addition d’une succession de
39 acides aminés au niveau de la séquence N-terminale
s’est avérée inactive, démontrant I’importance de la pré-
sence de cette extrémité.

Détermination delarégion minimale toxique de Vip3A

Afin de déterminer le segment polypeptidique minimal
des protéines Vip3 qui préserve 1’activité insecticide sur
les Lépidopteres, des geénes renfermant des délétions
correspondant aux extrémités N- ou C-terminales ont été
construits, exprimés chez E. coli et utilisés pour réaliser
des tests de toxicité vis-a-vis de Chilo partellus et Spo-
doptera litura (Selvapandiyan et al., 2001). Les résultats
montrent que Vip-S agit différemment vis-a-vis des deux
insectes:

- La délétion de 39 acides aminés du coté N-terminal
n’altére pas I’activité envers Chilo partellus mais réduit
la toxicité envers Spodoptera litura d’une maniére remar-
quable.

- La délétion de 154 acides aminés du coté C-terminal
provoque la réduction de la toxicité envers C. partellus et
n’abolit pas I’action vis-a-vis de S. litura.

Echange de domaines des protéines Vip3

Une étude a combiné I’action des deux protéines Vip3Acl
et Vip3Aal présentant une différence significative au ni-
veau de la séquence d’acides aminés. La protéine Vip3Acl
possede une activité importante et plus élevée vis-a-vis de
Spodoptera frugiperda etde Helicoverpa zea en comparai-
son avec Vip3Aal. D’autre part, ’activité de Vip3Acl est
plus faible que celle de Vip3Aal envers Bombyx mori. En
plus, les deux protéines Vip3Aal et Vip3Acl ne présentent
pas d’activité pour Ostrinia nubilalis. Cette étude a révélé
que le spectre d’action de la protéine Vip3Acl est altéré
par I’échange de domaines avec la protéine Vip3Aal. En
effet, I’'union de la partie N-terminale et la partie C-termi-
nale des deux protéines formant ainsi la protéine chimé-
rique Vip3AcAa: NterVip3Ac (600 résidus)-CterVip3Aa
(190 résidus) devient toxique contre Ostrinia nubilalis et
présente une toxicité plus élevée vis-a-vis de Spodoptera
frugiperda, ce qui montre que les variations existant au
niveau des séquences influencent les différences des pro-
priétés insecticides (Fang et al., 2007).
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Fusion du géne vip3 avec la séquence C-terminale du
géne crylC

Apres avoir exprimé le géne vip3A4a7 sous le controle
du promoteur, du terminateur et de la séquence STAB-
SD (Shine Delgarno) du geéne crylC et provoqué ainsi
le changement de I’expression de la protéine Vip3Aa7
dans la cellule mére de B. thuringiensis au lieu d’étre
sécrétée dans le surnageant, une fusion avec la séquence
C-terminale du géne CrylC a été réalisée. Cette fusion
a provoqué I’augmentation de la synthése de la protéine
Vip3Aa7 sous forme de corps d’inclusion, ce qui facilite
le développement de techniques de formulation.

Les deux fusions réalisées présentent une activité trés faible
envers les lépidoptéres Helicoverpa armigera, Spodop-
tera exigua et Plutella xylostella par rapport a la protéine
Vip3Aanative. Ceci est peut-€tre dl au mauvais repliement
des protéines dans les deux cas (Song et al., 2008).

Fusion du géne vip3 avec la totalité de ’ORF du gene
cerylC

Une fusion chimérique a été¢ construite avec les deux
régions codantes de deux protéines CrylAc et Vip3Aal4.
L’expression de cette fusion chez E. coli a donné une
protéine stable de taille 140 kDa. Il a ét¢ démontré que la
protéine CrylAc est active sur Helicoverpa armigera et
Plutella xylostella mais pas sur Spodoptera litura. D’ autre
part, la protéine Vip3Aal4 est active sur S. /itura mais
pas sur H. armigera et P. xylostella. La nouvelle fusion
CrylAc-Vip3Aal4 préserve ’activité de CrylAc mais
perd partiellement celle de Vip3Aal4. Ceci a été expli-
qué par le mauvais repliement de la protéine Vip3Aal4
(Saraswathy et al., 2008).

Interactions avec autres protéines insecticides

Le synergisme d’action a été observé entre les protéines
Vip3Aa et Cyt2Aa contre les larves de 1épidoptéres Chilo
suppressalis et Spodoptera exigua apres leurs co-expres-
sion chez E. coli. Au contraire, cette combinaison a été
peuantagoniste vis-a-vis des larves de C. quinquefasciatus
(Yuetal., 2012). D autre part, Bergamasco et al., (2013) a
reporté le synergisme d’action entre les protéines Vip3Aet
Crylla chez trois espéces de Spodoptera (S. frugiperda, S.
albula et S. cosmioides, mais notamment un antagonisme
limité chez Spodoptera eridania.

Dans ce méme contexte, Lemes et al., 2014 ont trouvé un
antagonisme d’action entre CrylCaet Vip3Aa, Vip3Aec ou
Vip3Af et entre of Vip3Af avec CrylAa ou CrylAc vis
a vis H. virescens. 1ls ont a également démontré qu’une
combinaison entre Vip3Aa et CrylCa était antagoniste
envers S. frugiperda, mais synergétique pour le 1€pidop-
tere Diatraea saccharalis.

Le mécanisme qui explique ce synergisme et antagonisme
est encore non ¢lucidé. Mais, Lemes et al., (2014) a expli-
qué que I’antagonisme entre Vip3 A et Cry1C est peut-étre
di a une interaction physique entre les deux protéines
empéchant 1’acces aux récepteurs membranaires. Alors
que le synergisme peut étre expliqué par la formation d’hé-
téro-oligoméres qui améliorent le pouvoir de I’insertion

aux récepteurs membranaires ou la formation des pores,
comme c’est déja proposé pour CrylAc and CrylAa (Lee
et al., 1996).

Role de la protéine chaperonne P20

La protéine chaperonne P20 est optionnelle chez B. thu-
ringiensis israelensis (Dervyn et al., 1995). Son role s’est
avéré important au cours de la formation du cristal conte-
nant Cytl A (Mclean et al., 1987) et durant 1’expression de
la protéine Cry11A (Yoshisue et al., 1992). Pour étudier
I’influence de cette protéine chaperonne sur la production
de la protéine Vip3A et sur I’activité insecticide, une co-
expression des protéines P20 et Vip3 A a été réalisée. Pour
ce faire, un plasmide recombinant portant les deux types
de génes a été construit et a été transféré chez une souche
de B. thuringiensis acristallifére Cry (-) et vip34 (-). Le
suivi de la production de Vip3 A par Western blot a montré
que laproduction de la protéine atteint son maximum apres
48 h de croissance et se maintient élevé durant la phase de
sporulation. L’ajout de la protéine P20 a amélioré le taux
d’expression de la protéine Vip3 A d’environ 1,5 fois. Ceci
suggere que la protéine P20 interagirai avec la protéine
Vip3Anative durant la phase de sporulation, la stabilise et
la protege de la protéolyse non spécifique. Pour les tests de
toxicité réalisés avec Spodoptera litura, 1’activité insecti-
cide de Vip3A reste la méme avec ou sans co-expression
avec la protéine P20 (Shi et al., 2006).

De plus, la co-expression du géne codant P20 avec le géne
crylAc a provoqué 1I’augmentation de la production de la
protéine CrylAc d’environ 2,5 fois plus qu’en absence
de P20, la formation de cristaux de grandes tailles qui
peuvent atteindre environ 3 fois la taille de ceux obtenus
sans co-expression de P20 et par la suite I’obtention d’un
taux de toxicité plus élevé vis-a-vis de Heliothis armigera
(Shao et al., 2001).

Expression hétérologue du géne vip3 et OGM (Orga-
nismes Génétiquement Modifiés)

Pour contréler les insectes ravageurs, le géne vip34 a
été transféré dans différents hotes : plante, champignon,
bactérie.

Chez les champignons

Le champignon entomopathogéne Beauveria bassiana
posseéde une activité insecticide vis-a-vis de plusieurs
insectes ravageurs. Afin d’améliorer ses activités entomo-
pathogenes, Qin et al. (2010) ont intégré le géne vip3A4al
a ce champignon. La protéine Vip3Aal (88 kDa) a été
détectée au niveau du cytoplasme des conidies fongiques
recombinantes. Ces derniéres ont été par la suite utilisées
pour I’infection des larves du lépidoptére Spodoptera
litura a travers leurs administrations au moyen de feuilles
pulvérisées. La protéine Vip3Aal a été également détectée
au niveau de I’intestin larvaire, mais sous une forme pro-
téolysée (62 kDa) et ce apres 18 h et 36 h suite a I’ingestion
des conidies.
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Chez les Bactéries

La bactérie Escherichia coli a été utilisée pour réaliser
I’expression hétérologue des protéines Vip3. Pour ce faire,
plusieurs vecteurs ont été utilisés, il s’agit par exemple
du plasmide p-Bluescript ayant servi au clonage du géne
vip3A puis testée sur les larves de Lépidoptere Agrotis
ipsilon causant ainsi la mort des larves (Estruch et al.,
1996) ou encore du plasmide pET qui a été utilisé pour
cloner plusieurs génes vip3 en fusion avec une étiquette
Histidine tels que le géne vip3V (Doss et al., 2002) et
vip3LB (Mesrati et al., 2009). Ces protéines ont conservé
leurs activités lorsqu’elles sont présentes chez E. coli ou
apres leur purification.

D’autre part, le géne vip3A4a a été clone chez Pseudomo-
nas fluorescens dans le but de produire des insecticides
pulvérisables a base de Vip3A seuls ou combinés avec
des protéines Cry (Hernandez-Rodriguez et al., 2013).

Les plantes transgéniques

L’incorporation des génes insecticides de B. thuringiensis
dans les plantes semble étre la solution idéale pour lutter
contre les ravageurs du fait que les toxines incorporées
s’expriment d’une maniére continue et sont protégées des
rayonnements UV. Plusieurs génes cry ont été introduits
dans les plantes, en commengant par le tabac (Barton et
al., 1987) et beaucoup d’autres cultures comme la pomme
de terre, le riz, le mais et le coton (Tabashnik et al., 2010;
James et al., 2009; Adang et al., 1993; Fujimoto et al.,
1993). Des plantes transgéniques de B. thuringiensis ont
¢été réalisées partout dans le monde et ont contribué a la
diminution de I’utilisation des produits chimiques et a
la suppression d’insectes ravageurs tel que la teigne du
coton Plutella gossypiella (Tabashnik et al., 2010; James
et al., 2009).

Entrées récemment aux marchés commerciaux, les pro-
téines Vip3 ont été exprimées au niveau de plusieurs
plantes transgéniques tels que le tabac (Singh et al., 2008),
le mais (Raybould et al., 2011; Christou et al., 20006) et le
coton (Kurtz et al., 2007). Les plantes transgéniques Vip3
sont saines pour les vertébrés. En effet, il a été démontré
que les OGM-Vip3 ne présentent pas de danger pour les
rats « Wistar », les rongeurs et les poulets « Broiler » (Peng
et al., 2007; Brake et al., 2005).

CONCLUSION

La construction de génes hybrides composés de dif-
férents éléments régulateurs d’expression, la concep-
tion de protéines chimériques ainsi que I’interaction
avec d’autres protéines a activités entomopathogénes
ont mené a ’accroissement de 1’activité insecticide
et 1’élargissement du spectre d’action des protéines
Vip3, considérées comme de nouvelles candidates trés
prometteuses dans le contrdle biologique des insectes
ravageurs.
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