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Actuellement, le contrdle des pucerons repose en grande partie sur I’utilisation d’insecticides de synthese. Toutefois, I’effet
néfaste de ceux-ci sur I’environnement, ainsi que le développement croissant de populations résistantes conduit a rechercher
de nouvelles méthodes de lutte. Parmi celles-ci, une des voies actuellement envisagée est la formulation de nouveaux bio-
insecticides ciblant et perturbant les fonctions biochimiques de 1’insecte. En raison de la haute spécificité des agents utilisés,
ces méthodes de contrdle des ravageurs ne présentent généralement que peu de risque pour 1’environnement, les especes
non ciblées et la santé humaine. Dans le contexte de la lutte contre les pucerons, la voie de biosynthese des isoprénoides, et
plus particulierement les enzymes de la famille des « short-chain » isoprényle diphosphate synthases, s’avere étre une cible
intéressante pour le développement de ces nouveaux agents de contrdle. En effet, chez les pucerons, cette voie de biosynthese
est associée a la production des mono- et sesquiterpenes, deux classes d’isoprénoides jouant des roles importants au niveau de
la physiologie des pucerons.

Mots-clés. Puceron, isoprényle diphosphate synthases, hormone juvénile, phéromone d’alarme, phéromone sexuelle.

Isoprenoid metabolism in aphids: a new target for bio-insecticides development? Currently, the control of aphids is
largely dependent on the use of broad-spectrum chemical insecticides. Their adverse effects on the environment, combined
with the ability of insects to quickly develop resistance to them, has prompted a search for alternative control products. One
of the approaches currently under consideration involves the design of novel bio-rational insecticides targeting and disrupting
specific biochemical processes in the insect. As a result of their high specificity, these pest control products generally present
little risk to the environment, non-target organisms and human health. In the context of aphid control, isoprenoid metabolism
and, more specifically, enzymes of the short-chain isoprenyl diphosphate synthases family constitute promising targets for the
development of new control products. Indeed, in aphids, isoprenoid metabolism is associated with the production of mono-
and sesquiterpenes, which are compounds playing important roles in the physiology of these insects.

Keywords. Aphid, isoprenyl diphosphate synthases, juvenile hormone, alarm pheromone, sex pheromone.

1. INTRODUCTION

Les isoprénoides ou terpénoides constituent une vaste
famille de substances naturelles dont le squelette
carboné est composé d’un élément de base commun
a cinq atomes de carbone et dérivé de Iisoprene (C)).
Le classement de ces composés se base sur le nombre
d’unités isopréniques engagées dans leur formation. On
distingue ainsi les hémiterpenes (C,), les monoterpenes
(C,), les sesquiterpenes (C, ), les diterpenes (C,),
les sesterterpenes (C,), les triterpenes (C,), les
tétraterpenes (C, ) et les polyterpenes (C, ).

Les isoprénoides sont présents chez tous les
organismes vivants et possédent des structures, des

propriétés physiques et chimiques, et des activités
biologiques tres diverses. Plus de 22.000 composés
isopréniques ont été répertoriés (Connolly et al.,
1992), mais seul un petit pourcentage d’entre eux ont
été étudiés dans la perspective d’évaluer leurs rdles
fonctionnels.

Néanmoins, a partir des années 1970, un certain
nombre d’isoprénoides ont été identifiés comme étant
toxiques ou possédant un effet attractif ou répulsif
vis-a-vis de certains organismes, ce qui démontra
leur implication dans les interactions antagonistes ou
mutualistes entre organismes (Langenheim, 1994).

Chez plusieurs ordres d’insectes, des isoprénoides
sont impliqués dans le développement, dans les



452 Biotechnol. Agron. Soc. Environ. 2008 12(4), 451-460

mécanismes de défense et/ou dans la communication
chimique (Hick et al., 1999). Ainsi, des mono- sesqui-
et diterpenes composent les sécrétions gluantes libérées
par les termites du genre Nasutitermes (Termididae)
en vue d’immobiliser leurs ennemis. Chez d’autres
insectes, les terpénoides servent de messagers
chimiques afin de signaler la présence de nourriture,
de congéneres et d’ennemis. Citons, a titre d’exemples,
la phéromone de marquage des pistes de la fourmi
Pristomyrmex pungens (Myrmicinae), la phéromone
de Nasonov ou phéromone de rappel d’Apis mellifera
(Apidea), la phéromone d’agrégation des coléopteres
du genre Ips (Scotylidae) ou encore la phéromone
sexuelle de la punaise Nezara viridula (Pentatomidae)
(Hick et al., 1999). Le tableau 1 reprend quelques
exemples d’isoprénoides et leurs roles chez différentes
especes d’insectes.

La compréhension des mécanismes biochimiques
régulantlasyntheése de ces composés estdonc d’un grand
intérét tant d’un point de vue fondamental qu’appliqué.
En outre, compte tenu de I’incidence des isoprénoides
sur la physiologie des insectes, le développement de
nouveaux insecticides ayant la capacité d’inhiber leur
synthese semble Etre une alternative séduisante aux
méthodes de contrdle actuellement disponibles.

2. IMPORTANCE DES ISOPRENOIDES CHEZ
LES PUCERONS

Les pucerons ne font pas exception a la regle et
voient les isoprénoides entrer dans la composition de
leurs phéromones sexuelles et d’alarme. En outre, de
la mé&me maniere que pour les autres insectes, leur
développement est lié¢ a un autre composé isoprénique :
I’hormone juvénile.

L’hormone juvénile est un sesquiterpéne ayant
pour principale fonction de réguler deux processus
physiologiques critiques chez les insectes: la
métamorphose et la reproduction (Hartfelder, 2000).
A ce jour, six formes chimiques d’hormone juvénile
ont été identifiées et toutes correspondent a des dérivés
méthyle esters de 1’acide époxy-farnésoique (Cusson
et al., 2000). Chez la plupart des insectes, dont les
pucerons, I’hormone juvénile III est la seule forme a
avoir été identifiée (Hardie et al., 1985 ; Westerlund
et al., 2004). Toutefois, chez les Lépidopteres, cinq
formes d’hormone juvénile ont été mises en évidence
(JHO, JH I, JHII, JH III, 4-méthyl JH I). De méme,
chez les Dipteres supérieurs, un bis-époxyde de la
forme III de I’hormone juvénile (JH B3) coexiste avec
cette derniere.

Les phéromones d’alarme sont sécrétées par les
pucerons lors de I’approche ou 1’attaque de prédateurs
et ont pour effet d’induire un comportement de fuite.
En fonction des especes, la composition chimique de
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la phéromone d’alarme varie. Il a toutefois pu étre
établi que de nombreuses especes libérent comme
signal d’alarme un sesquiterpéne, le (E)-p-farnésene,
soit exclusivement, soit en combinaison avec d’autres
terpenes (Francis et al., 2005b). Outre ce rdle de signal
d’alarme, le (E)-p-farnéseéne a pour effet d’augmenter
le nombre d’individus ailés au niveau de la progéniture
(Kunert et al., 2005). Il a également été démontré
que le (E)-p-farnéseéne posséde un effet attractif sur
différents ennemis naturels des pucerons (Du et al.,
1998 ; Al Abassi et al., 2000 ; Francis et al., 2004 ;
Francis et al., 2005a).

Les monoterpenes constituent également une classe
d’isoprénoides importante chez les pucerons. S’ils
peuvent entrer dans la composition de la phéromone
d’alarme en mélange ou non avec le (E)-f-farnéséne
(Francis et al., 2005b), ils jouent également un role
essentiel au niveau du cycle de reproduction sexuée
des pucerons. En effet, lors de ce cycle, les femelles
vierges émettent une phéromone sexuelle afin d’attirer
les males. Cette derniere a été caractérisée pour la
premiere fois chez Megoura viciae comme étant un
mélange de deux cyclopentanoides, la népétalactone
et le népétalactol (Dawson et al., 1987). Jusqu’a ce
jour, a I’exception de quatre especes, pour lesquelles
seul un des deux monoterpenes compose la phéromone
sexuelle, toutes les études menées ont démontré
la présence d’un mélange de népétalactone et de
népétalactol, en proportion variable (Dawson et al.,
1996 ; Stewart-Jones et al., 2007). La question de
savoir si les différences spécifiques dans les ratios
népétalactone:népétalactol assurent un isolement
reproductif est encore actuellement discutée.

3. VOIE DE._BIOSYNTHESE DES
ISOPRENOIDES CHEZ LES INSECTES

L’isopentényle diphosphate (IPP) et le diméthylallyle
diphosphate (DMAPP) sont les précurseurs communs
de tous les isoprénoides. La formation de I'IPP et du
DMAPP a été considérablement étudiée, ce qui permit,
dans les années 1950, la découverte de la voie du
mévalonate. Plus récemment, une voie de biosynthese
de I'TPP et du DMAPP totalement différente fut mise en
évidence chez Escherichia coli (Rohmer et al., 1993).
A la différence de la voie du mévalonate apparentée 2
la biosynthese des lipides, cette voie alternative utilise
des dérivés de glucides pour aboutir soit a I’IPP, soit
au DMAPP. Cette nouvelle voie métabolique a ensuite
été mise en évidence chez différentes bactéries, chez
des algues vertes, ainsi que dans les chloroplastes
de végétaux (Bach, 1995 ; Eisenreich et al., 1996).
Cependant,chezlesinsectes, seulelavoie dumévalonate
intervient dans la biosyntheése des isoprénoides ; en
conséquence, seule cette voie est détaillée ici.
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Tableau 1. Exemples d’isoprénoides et leurs roles chez différentes especes d’insectes — Examples of insectan isoprenoids

and their roles.

Phéromone sexuelle

Phéromone d’agrégation

Phéromone de piste

Phéromone de rappel

Phéromone d’alarme

Lepidoptera
Eldana saccharina
Diptera
Anastrepha suspensa
Anastrepha ludens
Heteroptera
Nezara viridula
Homoptera
Phorodon humuli
Sitobion avenae
Brevicoryne brassicae
Myzus persicae
Aphis fabae
Megoura viciae
Acyrthosiphon pisum
Dysaphis plantaginea

monoterpenes

mono-, sesquiterpenes
mono-, sesquiterpenes

sesquiterpenes

monoterpenes
monoterpenes
monoterpenes
monoterpenes
monoterpenes
monoterpenes
monoterpenes
monoterpenes

Macrosiphum euphorbiae monoterpénes

Schizaphis graminum

Rhopalosiphum padi
Coleoptera

Ips amatinus

Ips paraconfusus

Ips duplicatus

Ips pini

monoterpenes
monoterpenes

monoterpenes
monoterpenes
monoterpenes
monoterpenes

Dendroctonus ponderosae monoterpenes
Conophthorus coniperda monoterpenes

Polygraphus rufipennis

Hymenoptera
Pristomyrmex pungens
Labidus coecus
Labidus praedator
Eciton bruchelli
Aenictus rotundatus

Hymenoptera
Apis mellifera
Bombus pratorum
Bombus huntii
Psithyrus insularis
Bombus sonorus

Hymenoptera
Pristomyrmex pungens
Nasutitermes sp.

Coleoptera
Phaedon cochleariae
Gastrophysa viridula
Phasmatodea

hémiterpénes

monoterpenes
mono-, diterpenes
mono-, diterpenes
mono-, diterpenes
diterpenes

mono-, sesquiterpenes
sesqui-, diterpenes
sequiterpenes
diterpenes

diterpenes

monoterpenes
mono-, sesqui-, diterpenes

Parectatosoma mocquerysi

Homoptera
Sitobion avenae
Brevicoryne brassicae
Myzus persicae
Aphis fabae
Megoura viciae
Acyrthosiphon pisum
Dysaphis plantaginea
Aphis sambuci
Aulacorthum solani

sesquiterpenes
mono-, sesquiterpenes
sesquiterpenes
sesquiterpenes
mono-, sesquiterpenes
sesquiterpenes
mono-, sesquiterpenes
sesquiterpenes
mono-, sesquiterpenes

Burger et al., 1993

Roccaet al., 1992
Roccaetal., 1992

Brezot et al., 1994

Stewart-Jones et al., 2007
Stewart-Jones et al., 2007
Stewart-Jones et al., 2007
Stewart-Jones et al., 2007
Stewart-Jones et al., 2007
Stewart-Jones et al., 2007
Stewart-Jones et al., 2007
Stewart-Jones et al., 2007
Stewart-Jones et al., 2007
Stewart-Jones et al., 2007
Stewart-Jones et al., 2007

Zuber et al., 1993
Seybold et al., 1995
Hick et al., 1999
Hick et al., 1999
Hick et al., 1999
Hick et al., 1999
Hick et al., 1999

Janssen et al., 1997
Hick et al., 1999
Hick et al., 1999
Hick et al., 1999
Hick et al., 1999

Cassier et al., 1994
Bergman et al., 1997
Hick et al., 1999
Hick et al., 1999
Hick et al., 1999

Hayashi et al., 1977
Prestwich, 1979 ;
Everaerts et al., 1990

Burse et al., 2007
Burse et al., 2007

Dossey et al., 2007

Francis et al., 2005b
Francis et al., 2005b
Francis et al., 2005b
Francis et al., 2005b
Francis et al., 2005b
Francis et al., 2005b
Francis et al., 2005b
Francis et al., 2005b
Francis et al., 2005b
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Figure 1. Production des mono-, sesqui- et diterpénes chez les insectes : voie du mévalonate et réactions catalysées par les
scIPPSs — Production of mono-, sesqui- and diterpenes in insects. mevalonate pathway and reactions catalyzed by scIPPSs.

Comme illustrée a la figure1l, la voie du
mévalonate débute avec la condensation successive de
trois molécules d’acétyl-CoA de maniere a former le
3-Hydroxy-3-méthylglutaryl-CoA (HMG-CoA). Les
enzymes catalysant ces réactions de condensation sont
respectivement 1’acétyl-CoA thiolase et la HMG-CoA
synthase. Laréduction du 3-Hydroxy-3-méthylglutaryl-
CoA en mévalonate est ensuite catalysée par la HMG-
CoA réductase.

Le mévalonate subit alors deux phosphorylations
successives ainsi qu’une décarboxylation conduisant
a la formation de I'IPP. L’isopentényle diphosphate
isomérase (IPPI) catalyse I’isomérisation de I’IPP en
DMAPP. La liaison covalente de I'IPP a son isomere
conduit a la formation du précurseur des monoterpenes,
le géranyle diphosphate (GPP). De la méme maniere, la
liaison covalente du GPP a I’IPP conduit a la formation
de la farnésyle diphosphate (FPP), le précurseur des
sesquiterpenes. La réaction conduisant au GPP peut
étre catalysée a la fois par la géranyle diphosphate
synthase (GPPS) et la farnésyle diphosphate synthase

(FPPS). La réaction conduisant au FPP est quant
a elle uniquement catalysée par la FPPS. Enfin, la
liaison covalente du FPP a I'IPP est catalysée par la
géranylgéranyle diphosphate synthase (GGPPS) et
conduit a la formation du géranylgéranyle diphosphate
(GGPP), le précurseur des diterpenes.

Chez les vertébrés, la liaison de deux farnésyle
diphosphates permet d’obtenir le squaléne, le
précurseur du cholestérol. Les insectes ne possedent
pas les enzymes (squalene synthase et lanostérol
synthase) permettant la catalyse de cette réaction et
sont par conséquent incapables de synthétiser de novo
des stérols (Castillo-Gracia et al., 1999).

4. LA FAMILLE DES « SHORT-CHAIN »
ISOPRENYLE DIPHOSPHATE SYNTHASES

La famille des “ short-chain ” isoprényle diphosphate
synthases (scIPPS) est impliquée dans la formation
des dérivés isopréniques déphosphorylés a 10, 15
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ou 20 atomes de carbones. Ces enzymes catalysent
la condensation 1’-4 d’une unité isoprénique
homoallylique, I'IPP, sur un substrat allylique, le
DMAPP, le GPP, ou le FPP (Poulter et al., 1981)
(Figure 2).

4.1. La géranyle diphosphate synthase

La GPPS catalyse la formation de GPP, le précurseur
des monoterpenes, par condensation d’une molécule
d’IPP sur une molécule de DMAPP (Banthorpe et al.,
1983).

Les GPPS ont surtout été étudiées chez les plantes.
La premiere purification a homogénéité d’une GPPS
a été réalisée a partir de cellules de Vitis vinifera
(Clastre et al., 1993). La protéine présente une masse
moléculaire de 69 kDa. L’activité maximale est obtenue
en présence de cations divalents Mg** et Mn** comme
cofacteurs, avec une efficacité plus importante pour
le Mn?*". Plus récemment, les ADNc codant les GPPS
de Mentha piperita (Burke et al., 1999), Arabidopsis
thaliana (Bouvier et al., 2000), Abies grandis (Burke
et al., 2002), Anthirrimum majus et Clarkia breweri
(Tholl et al., 2004) ont été isolés et les protéines
correspondantes caractérisées. Toutes ces enzymes
présentent des séquences similaires aux autres enzymes
de la famille des scIPPSs, mais elles différent dans leur
architecture. En effet, les GPPS de M. piperita (Burke
etal., 1999), A. majus et C. breweri (Tholl et al., 2004)
se présentent sous la forme d’hétérodimeres, tandis
que les GPPS isolées chez A. thaliana et A. grandis se
présentent sous la forme d’homodimeres.

Gilg et al. (2005) ont été les premiers a cloner
I’ADNc codant une GPPS animale, soit celle du
coléoptere Ips pini (Scotylidae) ; ils ont démontré son
role dans la biosynthese de la phéromone d’agrégation,
laquelle est composée des monoterpenes ipsenol et
ipsdienol. Cette enzyme possede un poids moléculaire
calculé de 48,5 kDa. Comme les autres enzymes de la
famille des scIPPSs, elle présente les motifs conservés
impliqués dans les mécanismes catalytiques et de liaison
des substrats. Plus récemment, une activité GPPS a pu

AN

OPP OPP

+ AN SPPS L AAAA o

IPP DMAPP GPP
FPS . AAAAAA
VA VAN
A/BPP * MPP OPP
IPP GPP FPP
GGPPS, AAAAAAAA
WVAAA WVAANANAA
A/BPP * orp * oPP
IPP FPP GGPP
Figure 2. Réactions de condensation catalysées

respectivement par la GPPS, FPPS et GGPPS —
Condensation reactions catalyzed by GPPS, FPPS and
GGPPS, respectively.
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étre détectée dans le corps gras de larves de Phaedon
cochleariae et Gastrophysa viridula (Chrysomelidae),
chez lesquelles la GPPS joue vraisemblablement un
role dans la biosyntheése des monoterpenes iridoiques
(monoterpenes composés d unnoyau iridane) impliqués
dans leur systéme de défense (Burse et al., 2007).

4.2. La farnésyle diphosphate synthase

La FPPS est considérée comme une enzyme clé de la
voie de biosyntheése des isoprénoides. Elle catalyse
une réaction de condensation séquentielle de deux
molécules d’IPP avec une molécule de DMAPP pour
former une molécule de FPP par I’intermédiaire d’une
molécule de GPP (Poulter et al., 1976). Le FPP est le
précurseur des sesquiterpenes ainsi que de nombreux
métabolites cellulaires essentiels comme les stérols,
I’heéme a, le dolichol, I’'ubiquinone et les groupements
prényl des protéines (Poulter et al., 1981).

Les premieres purifications de la FPPS réalisées
a partir de différentes sources eucaryotiques dont
Saccharomyces cerevisiae (Eberhardt et al., 1975), le
poulet (Reed et al., 1975), le porc (Yeh et al., 1977) et
I’homme (Barnardetal., 1981), ont montré que chez tous
ces organismes, la FPPS se présente sous forme d’un
homodimere de 80 a 84 kDa qui nécessite la présence
de cations Mg?* pour son activité. Le développement de
la biologie moléculaire a permis ensuite d’approfondir
les connaissances relatives a cette enzyme. Ainsi,
Clarke et al. (1987) ont cloné le géne codant la FPPS
du rat. Deux ans plus tard, Anderson et al. (1989) ont
pu a leur tour l'isoler a partir d’'une banque d’ADN
génomique de la levure S. cerevisiae. Le gene de la
FPPS humaine a quant a lui ét€ cloné en 1990 (Wilkin
et al., 1990). A ce jour, de trés nombreuses séquences
du géne codant cette enzyme sont disponibles.

Chez les insectes, les purifications partielles
de deux FPPS ont été réalisées pour Bombyx mori
(Koyama et al.,, 1985) et Manduca sexta (Sen et
al., 2002). En outre, plusieurs études concernant le
clonage de cette enzyme ont été rapportées : chez
Agrotis ipsilon (Castillo-Gracia et al., 1999), Bombyx
mori (Kikuchi et al., 2001), Pseudaletia unipuncta et
Choristoneura fumiferana (Cusson et al., 2006), Ips
pini (AY953507), Dendroctonus jeffreyi (AY966009),
Anthonomus grandis (AY966008), Apis mellifera
(XP_396224), Drosophila melanogaster (Sen et al.,
2007) et Anopheles gambiae (XP_308653).

4.3. La géranylgéranyle diphosphate synthase

La GGPPS catalyse la formation de géranylgéranyle
diphosphate (GGPP) par condensation successive
de trois molécules d’IPP sur un substrat allylique
(Ogura et al., 1998). Chez les plantes supérieures, le
GGPP est un précurseur essentiel pour la synthese des
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caroténoides, des gibbérellines et de la chlorophylle
(Wang et al., 1999). Les genes et les ADNc codant
la GGPPS de nombreux organismes ont été clonés
(Sandmann et al., 1993 ; Kainou et al., 1999 ; Okada
et al., 2000). La GGPPS se présente en général sous
la forme d’un dimere constitué de deux sous-unités de
40 kDa et in vitro, cette enzyme est capable d’utiliser
les différents substrats allyliques DMAPP, GPP, FPP
(Kuntz et al., 1992). Tres récemment, Hojo et al. (2007)
ont cloné une GGPPS chez la termite Nasutitermes
takasagoensis. Chez ces insectes, la GGPPS est
vraisemblablement impliquée dans la biosyntheése des
diterpénes qui composent leurs sécrétions de défense.
Il est également intéressant de souligner les études,
menées respectivement sur deux archéobactéries
Methanobacterium thermoautotrophicum (Chen et al.,
1993) et Thermococcus kodakaraensis (Fujiwara et al.,
2004) ainsi que sur le parasite Toxoplasma gondii (Ling
et al., 2007), ayant permis d’identifier deux enzymes
bifonctionnelles de type FPPS/GGPPS, capables de
catalyser la synthese tant du FPP que du GGPP.

4.4. Structure et organisation du site actif des
enzymes de la famille des scIPPSs

Durant les dix dernieres années, de nombreuses
enzymes de la famille des scIPPSs ont été purifiées et
un certain nombre des genes codant ces enzymes ont
été clonés (Ogura et al., 1997 ; Wang et al., 1999).
La comparaison des différentes séquences amino-
acidiques disponibles révele 1’existence de certaines
régions hautement similaires ainsi que la présence
de deux motifs caractéristiques riches en aspartate
(DDxxD, D pour aspartate et X pour n’importe quel
autre acide aminé), respectivement dénommés First et
Second Aspartate-Rich Motif (FARM et SARM).

La premiere structure cristalline d’une enzyme
appartenant a la famille des scIPPSs est celle de la
FPPS du poulet, obtenue a une résolution de 2,6 A par
Tarshis et al. (1994). Comme illustrée a la figure 3A,
cette enzyme se présente sous forme d’un homodimere ;
chaque sous-unité présente 13 hélices o et ne possede
qu’un seul site actif permettant 1’élongation de C5 en
C15. L’assemblage de 10 hélices o forme la cavité
catalytique de 1’enzyme et les deux motifs riches en
aspartate, situés sur des faces opposées de la cavité
catalytique, sont séparés d’environ 12 A.

Des travaux basés sur des analyses cristallo-
graphiques et des essais de mutagenese dirigée ont
ensuite montré 1’implication des deux motifs riches en
aspartate dans les mécanismes de fixation des substrats
et de catalyse (Figure 3B). Des essais entrepris sur la
FPPS de S. cerevisiae ont montré que la substitution
du premier aspartate du FARM par un résidu alanine
conduisait a une réduction de la constante catalytique.
Un effet similaire a été observé suite aux substitutions
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Figure 3. A : modele 3-D de la FPPS du poulet. Les deux
dimeres sont colorés respectivement en gris clair et gris
foncé — 3-D model of avian FPPS. The two subunits are
shown in blue and yellow, respectively ; B : représentation
schématique de la cavité catalytique d’une FPPS avec le FPP
(produit) et I'IPP liés aux deux motifs riches en aspartate.
Le cercle noir rempli représente le 5¢ acide aminé en amont
du FARM et schématise le mécanisme de contrdle de la
longueur de chaine du produit — schematic representation
of the active site with FPP (product) and IPP bound to the
two aspartate-rich motifs. The 5™ amino acid upstream the
FARM is shown as a filled black circle and gives a schematic
representation of the mecanism that controls product chain
length.

réalisées sur les résidus aspartate du SARM (Song et
al., 1994). De maniere analogue, chez la FPPS du rat,
le remplacement des second et troisiéme aspartate du
FARM par un résidu glutamine a conduit a la réduction
de la constante catalytique d’un facteur 1.000.
Cependant, aucun changement significatif de la
constante de Michaelis-Menten pour I'IPP et le GPP
n’a été observé. Au niveau du SARM de la FPPS du
rat, la substitution du premier aspartate par un résidu
glutamine a eu pour conséquence de réduire d’un
facteur 90 la constante catalytique et d’augmenter la
constante de Michaelis-Menten pour I'IPP (Marrero
et al., 1992). Enfin, les mutations réalisées au niveau
du troisieme aspartate n’ont eu aucun effet sur les
parametres cinétiques. Ces résultats démontrent
I’implication des domaines FARM et SARM dans
le mécanisme de catalyse ainsi que le réle du motif
SARM dans la fixation de I'IPP et le maintien des
substrats allyliques dans la conformation idéale pour
la condensation.

En parallele aux études de mutagenese dirigée
contre les résidus aspartate des motifs FARM et SARM,
plusieurs études se sont intéressées aux acides aminés
pouvant étre impliqués dans la régulation de la longueur
de la chaine carbonée des produits issus des réactions
catalysées par les scIPPSs. Chez la FPPS du poulet,
le remplacement par mutation dirigée des deux résidus
phénylalanine, situés en position -4 et -5 du premier
aspartate du motif FARM, par des acides aminés
possédant une chaine latérale plus courte (par exemple,
une alanine ou une sérine) a conduit a la formation de
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produits possédant un nombre d’atomes de carbone plus
€levé (C,-C,) (Tarshis et al., 1996). D autres essais,
menés chez les FPPS de Bacillus stearothermophilus,
ont confirmé que le premier acide aminé aromatique
situé en amont du FARM forme le “ plancher > du site
catalytique de 1’enzyme et de cette manieére empéche
toute condensation au-dela de 15 atomes de carbone
(Ohnuma et al., 1996). Inversement, le remplacement
d’un acide aminé peu encombrant par un acide aminé
possédant un encombrement stérique plus important,
conduit a limiter la progression du produit au sein de
la cavité catalytique et par conséquent limite le nombre
d’atomes de carbone constituant sa chaine carbonée. A
titre d’exemple, les mutants A116W et N114W de la
FPPS du poulet produisent du GPP (C10) au lieu du
FPP (C15) produit par le type sauvage (Fernandez et
al., 2000).

S. LUTTE CONTRE LES PUCERONS :
POTENTIEL D’UTILISATION DES scIPPSs
COMME CIBLES DE NOUVEAUX BIO-
INSECTICIDES

A T’heure actuelle, les infestations de pucerons sont
généralement controlées a 1’aide d’insecticides de
synthese tels que les néonicotinoides etles pyréthrinoides
de synthese. Malgré les progres réalisés, les insecticides
restent responsables de nombreux problemes tant pour
I’environnement (persistance de métabolites a tous
les échelons édaphiques) que pour la santé humaine
(possibilité de résidus dans les eaux de distribution ainsi
que dans les aliments). De plus, I’utilisation massive
d’insecticides depuis plus d’une trentaine d’années
est a la base de la sélection de populations d’insectes
résistants (Nauen et al., 2003).

Ce constat conduit les scientifiques a rechercher de
nouvelles approches de lutte qui, utilisées seules ou en
combinaison avec les méthodes existantes, permettraient
de contrdler efficacement ces ravageurs tout en limitant
les impacts négatifs des produits antiparasitaires
sur I’environnement et la santé¢ humaine. Parmi ces
approches, des méthodes de lutte biologique utilisant
des prédateurs ou des parasitoides des pucerons ont
été développées. Mais les pucerons, avec leur cycle
de reproduction par parthénogenese, ont la capacité
de rapidement diluer les attaques de leurs ennemis.
Par conséquent, les solutions biologiques capables
d’apporter une alternative a I’utilisation des insecticides,
dans un contexte de grandes cultures, ne permettent pas
encore d’assurer des rendements de production a un
prix compétitif. Une autre voie actuellement envisagée
est la formulation de nouveaux insecticides appelés bio-
insecticides. Ces insecticides sont congus pour perturber
certaines fonctions biochimiques essentielles a la survie
de I’insecte ravageur visé. En ciblant des protéines a
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structure tridimensionnelle particuliere et propres a un
groupe d’insectes, ils garantissent un haut niveau de
sélectivité et, par conséquent, ne présentent que peu ou
pas de risque pour la santé humaine, les especes non
ciblées et I’environnement.

Si I’idée de perturber, chez les pucerons, au moyen
d’un bio-insecticide, les voies biosynthétiques de
I’hormone juvénile, des phéromones sexuelle et/ou
d’alarme, parait séduisante, le caracteére quasi universel
des enzymes de la voie du mévalonate dans les régnes
animal et végétal constitue un obstacle évident a
I’élaboration d’inhibiteurs ciblant une des enzymes de
cette voie ; un tel inhibiteur risquerait en effet d’avoir
une action sur une multitude d’autres organismes.
Néanmoins, les enzymes impliquées dans les dernieres
étapes de la biosynthese des mono- et sesquiterpenes
sont plus spécifiques a celles-ci. Par conséquent, elles
constituent des cibles plus intéressantes.

Récemment, nous avons cloné, chez plusieurs
especes de pucerons, une enzyme dont la particularité est
de présenter une activité bifonctionnelle GPPS/FPPS.
Chez ces insectes, la GPPS joue trés vraisemblablement
un role dans la biosynthese des deux composés
monoterpéniques de la phéromone sexuelle, tandis que
la FPPS est une enzyme clé de la voie de biosynthese
de I’hormone juvénile et du (E)-B-farnéseéne. Notre
découverte revét donc un intérét particulier en matiere
de lutte contre les pucerons. En effet, une enzyme
de ce type pourrait étre utilisée comme cible de bio-
insecticides spécifiques ; ceux-ci auraient pour effet de
perturber les mécanismes de défense, de reproduction
ou encore le développement des pucerons. Nos efforts
actuels visent la caractérisation approfondie de cette
enzyme et I’élaboration de modeles tridimensionnels
afin de nous aider ensuite dans la mise au point
d’inhibiteurs spécifiques. Si notre quéte d’inhibiteurs
de cette enzyme s’avere fructueuse, nous serons alors
en mesure de proposer une alternative aux méthodes de
contrdle actuellement disponibles.
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