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1. Introduction

Bacillus  thuringiensis est une bactérie utilisée mondialement en tant
gu'insecticide biologique. Elle est caractérisée par la sécrétion des protéines
insecticides Vips (Vegetative Insecticidal Proteins) au cours de la phase de
croissance végétative. On distingue 4 classes des protéines Vip : Vip1, Vip2 Vip3 et
Vip4. Les protéines Vip3 sont actives contre les |épidopteres tel que Agrotis ipsilon
(Noctuelle baignée), alors que des toxines binaires Vipl et Vip2 sont toxiques pour
les coléoptéres, essentiellement la chrysoméle des racines du mais ou Diabrotica
virgifera virgifera. La protéine Vipl est le composant de fixation aux cellules
intestinales, alors que Vip2 est une ADP-ribosyltransférase qui cible I'actine des
cellules en empéchant sa polymérisation. Au cours de cette revue nous
envisageons de résumer toutes les caractéristiques des protéines Vip1, Vip2, ainsi
que leurs modes d’action.

Abstract

Bacillus thuringiensisis an entomopathogenic bacterium used as a biopesticide. It is
characterized by the secretion of the vegetative insecticidal proteins Vips during
the vegetative growth phase. We noted the presence of four classes of Vip
proteins: Vipl, Vip2 Vip3 and Vip4. Vip3 proteins are active against the
lepidopteran larvae like Agrotis ipsilon however; Vipl and Vip2 binary toxins are
toxic against the coleopteran larvae, essentially towards the western corn
rootworm Diabrotica virgifera virgifera. Vip1 proteinis the component used for the
binding to the midgut cells; however, Vip2 isa ADP-ribosyltransferase which alters
the actin of the midgut cells and inhibits its polymerization. During this report, we
resumed all the characteristics related to Vipl, Vip2 proteins and their mode of
action.

Bacillus thuringiensis (B. thuringiensis) est une bactérie sous forme de batonnet, a Gram positif, aérobie et
sporulante. Durant sa phase végétative (active), B. thuringiensis possede une longueur de 5 um et une largeur
de 1 um et est pourvue de flagelles. C'est une bactérie ubiquitaire, ce qui signifie que I'on peut la retrouver un
peu partout dans la nature; que ce soit dans le sol, sur le feuillage, dans I'eau et méme dans l'air (Carlton et
Gonzalez, 1985). Elle fait partie du groupe Bacillus cereus qui comprend six espéces dont Bacillus anthracis,
Bacillus cereus, Bacillus mycoides, Bacillus pseudomycoides et Bacillus weihenstephanensis. Par ailleurs, elle est
étroitement liée a Bacillus cereus mais elle se distingue par la présence des mégaplasmides de tailles de 2 a 250
kb (McDowell et al., 1991) portant entre autres les génes qui codent pour les protoxines Cry formant des
cristaux protéiques actifs sur une panoplie de larves d’insectes appartenant a différents ordres parmi lesquels
les coléoptéres (coccinelles), les |épidoptéres (papillons) et les diptéres (mouches) (Schnepf et al., 1998).
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En plus des protéines « Cry », certaines souches de B.thuringiensis produisent au cours de la phase de
croissance végétative des protéines solubles douées également d’activité insecticide : il s’agit des protéines
Vipl, Vip2, Vip3 et Vip4. Ces protéines Vips (Vegetative Insecticidal Proteins) sont connues comme des
bioinsecticides de deuxieme génération. Elles ne présentent aucune homologie avec les 6-endotoxines et
possedent une activité insecticide sur un large spectre d’insectes (Hernandez-Rodriguez et al. 2009 ; Feitelson
et al. 1992; Schnepf et al., 1998). Jusqu’a maintenant, il y a environ 15 genes vip1, 20 génes vip2, 101 génes
vip3, et 1 seul gene vip4 qui ont été isolés (Crickmore et al., 2016). Les données relatives a la protéine Vip4
demeurent encore inconnues. Les protéines Vip3 (80-90 kDa) sont actifs sur un large spectre de larves de
Iépidopteres tels qu’Agrotis ipsilon et Spodoptera frugiperda, alors que les protéines Vip1, Vip2 sont actives sur
les coléopteres, essentiellement la chrysomele des racines du mais ou Diabrotica virgifera virgifera. Ces
dernieres appartiennent a la famille des toxines bactériennes binaires, ressemblant aux toxines clostridiales
mammiféeres de la famille C2 et aux toxines iota (Fang et al., 2007). Au cours de cette revue, nous nous sommes
intéressés a récapituler toutes les études réalisées sur les protéines insecticides Vip1, Vip2.

2. Caractéristiques Générales des protéines Vip1 et Vip2

Les protéines Vipl et Vip 2 sont produites par certaines souches de B. thuringiensis ainsi que d’autres souches
comme Bacillus cereus (Jucovic et al., 2008), Bacillus sphaericus (Ramasamy et al., 2008) et Brevibacillus
laterosporus. Elles sont codées par le méme opéron ou I'espace intergénique entre les deux ORFs est de 4 pb.
La toxine binaire Vip produite par B. thuringiensis ssp. toumanoffi HD201 appartient a la famille des "actin-ADP-
ribosylating toxins" qui est un groupe distinct des toxines A-B ou (A): Vip2Ac responsable de l'activité
enzymatique et (B) : Vip1lAc responsable de la translocation du composant A a travers la membrane cellulaire
(Barth et al., 2004). Ces deux polypeptides constituant la protéine binaire sont actifs sur les larves de certains
coléopteres tels que les chrysomeéles des racines du mais Diabrotica virgifera virgifera (Jucovic et al., 2008) et
Diabrotica barberi (Ellis et al., 2002 ; Warren et al., 1997) ou encore la pyrale du mais Ostrinia nubilalis. Ces
ravageurs sont faiblement affectés par les §-endotoxines.

La combinaison de deux types de toxines constituerait une stratégie préventive de résistance aux toxines de B.
thuringiensis. Ainsi, si un insecte acquiert une résistance a I'une des toxines, I'autre toxine pourrait agir et
éviter les dégats qui peuvent avoir lieu.

2.1. Distribution et localisation des génes vip1, vip2

L’étude de la distribution des génes vip1, vip2 a démontré qu’ils se trouvent dans environ 10 % des souches de
B. thuringiensis (Warren et al., 1997; Hernandez-Rodriiguez et al., 2009 ; Sattar et al., 2008 ; Shingote et al.,
2013). La propagation des genes vip3 dans la nature est plus remarquable et plus importante que celle des
genes vipl et vip2 (Hernandez-Rodriiguez et al., 2009). D’autre part, Espinasse et al. (2003) ont montré que la
distribution des protéines secrétées Vip3, Cryll, Vipl, Vip2 et la f—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 @-
exotoxines hébergent les genes vipl et vip2 et que celles qui possedent les genes vip3, disposent aussi des
genes cryll. Ceci suggere que les déterminants génétiques des 4 genes sont plasmidiques. Ce résultat a été
prouvé par Mesrati et al., 2005 qui a démontré que les genes vip3 et cry1l 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 synthese des —exotoxine sont présents au niveau du méme plasmide que
quelgues genes cry. Des études récentes ont également prouvé la localisation plasmidique des genes vip1, vip2
(Murawska et al., 2013 ; Bi et al., 2015).

2.2. Expression des protéines Vip1, Vip2 et activité insecticide

Les genes vipl, vip2 sont codés par le méme opéron et sont séparés par un espace intergénique de 4 pb. Les
deux genes sont exprimés d’'une maniere simultanée et leurs traduction a partir du méme transcrit est
essentielle pour assurer des taux élevés d’expression des deux protéines. La transcription des génes vip1, vip2
commence au début de la phase exponentielle, se poursuit pendant la phase stationnaire et se maintient avec
des taux élevés pendant la phase de sporulation (Bi et al., 2015 ; Shi et al., 2004 ; 2007).

La toxicité des protéines Vipl, Vip2 a été réalisée sur plusieurs espéces d’insectes appartenant a différents
ordres (coléoptere, Iépidoptere, diptére, hémiptére et nématodes). La toxicité s’est détectée pour plusieurs
especes de coléopteres (Tableau 1), mais également pour |'espéce d’hémiptere Aphis gossypii (Sattar and
Maiti, 2011).
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Tableau 1: Exemples de protéines Vip1, Vip2 actives sur les coléoptéres

Protéine Espéces d’insectes Activité insecticide = Références
(LCs0)

ViplAa/Vip2Aa Diabrotica longicornis barberi ND Warren et al., 1997
Diabrotica undecimpuncta tahowardi ND
Diabrotica virgifera virgifera 40/20 ng/g diet

Vip1Ad+Vip2Ag Anomala corpulenta (220 ng/g soil) Bi et al.,2015
Holotrichia oblita (120 ng/g soil)
Holotrichia parallela (80 ng/g soil)

Vip1Da+Vip2Ad Anthonomus grandis (207 pg/ml) Boets et al., 2011
Leptinotarsa decemlineata (37 ng/ml)

Protéines Vip1, Vip2 ayant  S. zeamais ND Shingoteet al.,

88% de similarité avec 2013b

Vip2Ac et ViplAc

ND: non déterminé
LCsqo: concentration |étale pour 50% des larves

2.3. Les protéines Vipl

Les protéines Vipl sont de 60 a 100 kDa et possédent un peptide signal au niveau de la partie N-terminale
responsable de sa sécrétion vers le milieu extracellulaire (Ramasamy et al., 2008 ; Leuber et al., 2006). La
séquence primaire de la protéine ViplAc a présenté des similarités de séquence aux composants C2-Il des
toxines C2 produites par Clostridium botulinum (29% d’identité) et aux composants |b des toxines lota de
Clostridium perfringens (31% d’identité). La protéine oligomérique ViplAc a été purifiée sous forme native, ce
qui a permis de constater in vitro qu’elle forme un canal oligomérique, ionique et sélectif d’anions en présence
d’une membrane de bicouche lipidique (Jucovic et al., 2008 ; Leuber et al., 2006). Il a été démontré que des
feuillets B se rassemblent pour former une structure en « B-turn» transmembranaire ou les résidus
hydrophobes sont du cété de la bicouche lipidique et les résidus hydrophiles sont du c6té de la lumiere du
canal. L'oligomérisation de la protéine active ViplA apres |'interaction avec un récepteur donné serait une
étape essentielle pour la formation des pores qui seront le chemin putatif du passage de Vip2 (Figure 1).

Oligomére de Membrane cellulaire
ViplAc anchré

dans lamembrane Motif en « B-turn »

\ de ViplAc

Figure 1 : Modele de I'oligomere de ViplAc de B. thuringiensis intégré dans la membrane cellulaire de I'insecte
cible et formant un canal ionique qui permettrait la translocation de Vip2Ac (Leuber et al., 2006).

2.4. Les protéines Vip2

La protéine Vip2 est une ADP-ribosyl transférase, NAD dépendante d’environ 45 kDa, possédant un peptide
signal au niveau de la partie N-terminale responsable de sa sécrétion vers le milieu extracellulaire (Ramasamy
et al., 2008 ; Leuber et al., 2006).

Des alignements de séquences ont montré que la protéine Vip2Ac de Bacillus cereus présente des similarités
avec d’autres composants enzymatiques de plusieurs toxines binaires, de 95% avec Vip2Aa de Bacillus cereus,
de 89% avec Vip2Ab de B. thuringiensis et de 36-38% d’identité avec les toxines C2 produites par Clostridium
botulinum (Aktories et al., 1986), "iota toxins" de C. perfringens (Stiles et Wilkens 1986), les toxines de
C. spiroforme (Simpson et al., 1989) et de C. difficile (Popoff et al., 1988).
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La structure cristalline de Vip2A(c) de B. cereus a montré qu’elle est formée d’un mélange de structures a/B
formant deux domaines N-terminal (résidus 60-265) et C-terminal (résidus 266-461) ayant une homologie
structurale entre eux malgré qu’ils ne montrent que 24% d’identité de séquence. Chagque domaine est formé
d’un noyau sous forme d’un « sandwich 3 » constitué de 5 feuillets 3 (31, B4, B8, B7, B2) au niveau du domaine
N-terminal; B9, B12, 16, 15, 10 au niveau du domaine C-terminal) et 3 autres feuillets 3 antiparalléles
(B3, B6, B5) au niveau du domaine N-terminal; 311, 14, B13 au niveau du domaine C-terminal). Autour de ce
noyau sont arrangées 5 hélices o consécutives (al, a2, a3, a4, a5) au niveau du domaine N-terminal;
a6, a7, a8, a9, al0 au niveau du domaine C-terminal) (Tsuge et al., 2003 ; Han et al., 1999 ; Barth et al., 1998).
La structure cristalline du complexe Vip2Ac-NAD a montré que la liaison de la molécule NAD se fait au niveau
de la séquence C-terminale qui joue le réle du domaine enzymatique (Figure 2).

Figure 2: Structure 3D de la protéine Vip2 de B. cereus avec la molécule NAD (Nicotinamide Adénine
Dinucléotide) (Han et al., 1999).

2.5. Mode d’action des protéines Vip2-Vip1

Leuber et al. (2006) ont proposé une succession d’étapes résumant I'action des protéines Vipl et Vip2. En
effet, une fois ingérées par la larve cible, la protoxine Vip1 subit un clivage protéolytique grace au pH alcalin (9-
11) de l'intestin larvaire et a la présence des protéases de type trypsine-like. La protéine Vip1 ainsi activée va se
lier sous forme d’oligomeéres a des récepteurs spécifiques se trouvant au niveau des microvillosités de I'intestin
moyen des larves cibles sous la forme d’une structure en « B-turn » transmembranaire (Figure 3).

A I'état naturel, la polymérisation de I'actine G au niveau du cytosquelette des cellules intestinales de I'insecte
forme des polymeres d’actine nommés actines fibrillaires (actine F). Ces derniers constituent des cellules
normales et un intestin fonctionnel. La protéine Vip2 en tant que ADP ribosyltransférase catalyse le transfert
d’un groupement ADP et d’un groupement ribose liés a une molécule appelée NAD+ (Nicotinamide Adénine
Dinucléotide) vers les monoméres d’actine G (Globulaire) au niveau de I'arginine en position 177, inhibant ainsi
la polymérisation des micro-filaments et la formation de I'actine polymérique, d’ou la disruption de I'intégrité
du cytosquelette cellulaire et de la membrane cytoplasmique causant ainsi la mort de l'insecte (Barth et al.,
2004 ; Han et al., 1999).
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Figure 3 : Modele proposé du mode d’action des protéines binaires Vip1, Vip2

2.6. Expression des protéines Vip1, Vip2 chez les plantes

Malgré I'importance économique des protéines Vip1, Vip2 puisqu’elles sont trés actives vis-a-vis du ravageur le
plus intéressant du mais Diabrotica virgifera virgifera,leurs expressions dans les plantes s’avére non réalisable
da a I'activité enzymatique de la protéine Vip2. C'est pour cette raison que Jucovic et al.(2008) ont exprimé la
protéine Vip2 sous une forme de zymogene appelé « ProVip2 ». En effet, la partie C-terminale de Vip2 était
étendue de telle fagon que l'activité enzymatique a été masquée. Par la suite, il a été démontré que les larves
d’insectes Diabrotica virgifera virgifera alimentées par des échantillons de mais transgénique avec « ProVip2 »
ont été mortes et la partie ajoutée au niveau de la séquence C-terminale de Vip2 a été éliminée par les
enzymes protéolytiques de I'intestin des larves d’insectes.

3. Conclusion

Les toxines Vipl, Vip2 se considérent comme une classe de toxines a effet biopesticide trés promotteur
essentiellement pour contourner les problémes de résistance aux autres toxines insecticides utilisées d’une
maniére excessive.
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