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Schématisation des mécanismes de résistance
chez P’insecte
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Insecticide Resistance in Helicoverpa armigera
around the globe
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Origine des souches de Helicoverpa armigera

Cote d’Ivoire Benin
BK77 : cot. 1977, sensible BENR : cot 1998, x BK77,
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Toxicite de la deltaméthrine sur 3 souches de H. armigera :
sensible BK77, du champ BKO0O et s¢lectionnée BK99R
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Toxicite de la deltaméthrine sur 3 souches de H. armigera :
sensible BK77, du champ BENO9S et s¢lectionnée BENR
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Moditfication de cible




Essai biologique

Il n’y a pas de résistance croisée entre deltaméthrine et DDT

Souche sélectionnée a la
deltaméthrine BK99R9
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Le mécanisme £dr pourrait etre présent chez une fraction de la
population.



Knockdown résistance (kdr)

Réduction de I’affinité des pyrethrinoides pour les canaux
sodium des insectes résistant

Associee avec des mutations de la séquence génetique codant
pour le canal sodium

[a mutation la plus fréquente est la substitution de 2 acides
amines (Leu-Phe) du géne codant pour le canal sodium

— Musca domestica

— Blatella germanica

— Plutella xylostella

— Mpyzus persicae

— Autre substitution (Leu-His) chez Heliothis virescens



Canal Sodium et mutations kdr
chez Helicoverpa armigera et Heliothis virescens
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Les mutations codant pour le mécanisme kdr n’ont pas €té observeées chez
les larves sensibles (BK77) et s¢lectionnées (BENR) ni chez les adultes
collectés au Cameroun, Bénin, Burkina Faso et Afrique du sud

H. armigera
et
H. virescens

H. virescens

—

mutations

D1561V &
E1565G

V421M

L1029H

acides aminés

VIIDNFNEQK (BENR)
VIIDNFNEQK (sensible)
VIIVNFNGQK (résistant)

FLGSFYLVNL (BENR)
FLGSFYLVNL (sensible)
FLGSFYLMNL (résistant)

ATVVIGNLVYV (BENR)
ATVVIGNLVYV (sensible)
ATVVIGNHVYV (résistant)
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La résistance aux pyréthrinoides des souches Africaines

ne serait pas due a une modification des canaux sodium



Reésistance metabolique




Essai biologique

La résistance peut €tre supprimeée par un pré-traitement
avec un inhibiteur enzymatique, le piperonyl butoxide

Facteurs de résistance a la deltaméthrine de H. armigera
BK99R - sans PBO : 190
- avec PBO : 4

BENR - sans PBO : > 1000
-avec PBO : 5

' Ce résultat indique ’implication des

enzymes de détoxification dans le
mécanisme de résistance



Glutathion-S-transferases

Glutathion: tripeptide GLU-CYS-GLY
Conjugaison entre I’insecticide et le glutathion

Table 3.2 Three groups of glutathione-S-transferases of importance in pesticide degradation (GSH = glutathione)

Reaction examples

Glutathione-S-epoxide transferase <DOCH2‘C<—/CHz — S . @OCH,-?H—CWOH
0] SG

Cl

Cl
Glutathione-S-ary! transferase {al NO, @ e NO, @—S— G + HECI
Cl

3,5-Dichloronitrobenzene
CH(CH, ), CHI{CH;),

Glutathione-S-alkyl transferase

Methy| parathion




Glutathion-S-transférases

Glutathion

<Extrait de larve
+ CDNB

|
-

Glutathion conjugué

Lecture en cinétique au spectrophotometre, A = 340 nm
on obtient l'activité des GST en nmole GSH conjugué / min / mg protéine



Les valeurs d’activité des glutathion-S-transférases (GST) des
larves résistantes sélectionnées présentent une grande
variabilité
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[activité des GST des larves des populations de terrain n’est pas
corrélée avec la résistance
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‘ Il n’y a pas de relation entre 'activité des GST et la

résistance.



oxydases

mono-oxygenase a Cytochrome P450

R-H + O2 + 2H~ R-OH + H20

Table 3.1 Oxidation reactions involving mono-oxygenases

Type of reaction General representation

1 (a) Aliphatic hydroxylation R—CH;—H LI R—CH,—OH

(b) Aromatic hydroxylation 2 e R —@— OH

(a) O-Dealkylation R—QO-—CH,0—H L R—OH

(b) N-Dealkylation el B R—NH—CH,0—H O e R—NH,

H

Epoxidation —— Eo
H

Substitution of oxygen for sulphur -> P=0

0

I \//
(a) Formation of sulphoxides and sulphones  R—CH,—S—CH, L R—CH,—S—CH; . l-'&——CHZ-—§S/—CH3

. . . o))
(b) Formation of amine oxides R-—=N(CH;), ——= R-—=N(CH;),

o




monooxygénases a cytochrome P450

Tetraméthyl Benzidine

Péroxyde d’Hydrogéne

(Extrait de larve>\

Oxydases

]

Lecture au spectrophotométre, A = 630 nm
on obtient une concentration en nmole cyt-P450 équiv. Héme / mg protéine

Incubation




Microplaque montrant la quantité de cytochrome P450

souche résistante
aux pyréthrinoides

souche sensible



La quantité d’oxydases par larve est variable chez les
individus d’'une méme population

H BK77 B BK99 (FR=20) B BK99R9 (FR=189)

2 2-4 4-8 8-16 16 - 32

classes de concentration d'oxydases
(nmoles équiv. héme/mg protéine)
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Les souches résistantes ont une quantité d’oxydases moyenne

significativement supérieure a la souche sensible



La quantité d’oxydases est corrélée a la résistance chez les
populations sélectionnées (BK99: RO, R4, R9 et R13)
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Mais la quantité d’oxydases n’est pas corrélée a la résistance
chez les populations de terrain

o
Q
2]
1)
S
X
O
©
)
=
)
c
©
=)
(o)

50
% larves survivantes




Esterases

* Les insecticides qui ont une liaison ester peuvent etre hydrolyses
par les esterases

— Carboxylesterase (liaison R-COO-R")
— Carboxyamidase (liaison R-CONH-R")
— Phosphatases (liaison R-COP-R")

Carboxylesterase

R-COO-C2Hs5 + H20 - R-COOH + C2H5-OH

CH,0 S CH,0, S
N \/

7 .
P£~s~—CH2 i P—S—CH,—COOH + CH, NH,

/

CH,0

Dimethoate Dimethoate acid



Mesure de Pactivité des estérases

( Alpha NaphtylM Extrait de larve>
g Incubation
Dégradation par

les estérases de laWEEE] f@el Fast Garnett)

Alpha Naphtol

Lecture au spectrophotometre, A = 550 nm
on obtient ’activité des estérases en pmole d’alpha naphtol produit / min / mg protéine

Coloration



I es valeurs d’activité des estérases des larves résistantes de la
souche sélectionnée présentent une grande variabilité
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BK77 BKR9 BKRI10 BKR11 BKR13 BKR14
souches de H. armigera

- Pas de différence significative sur I’activité moyenne des estérases

- Mais le nombre d’individus présentant une forte activité d’estérases
semble augmenter au fur et 2 mesure de la sélection



Comparaison de lactivité estérasique dans diverses populations de
terrain d’H. armigera.

o -naphtyl acetate p-nitrophenyl acetate
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- Il n’y a pas de relation entre 'activité des estérases et

la résistance dans les populations de terrain.



Essai biologique

On observe une faible résistance croisée positive avec
I’étofenprox un pyréthrinoide qui n’a pas de fonction ester

CH,CH,O
Br ~

N i S © O@
H>V<H H”
CH, - C — CH,OCH;
|

CH

3

Deltaméthrine Etofenprox
FR=190 FR=5

Il est possible que les estérases soient aussi impliquées
- dans la résistance métabolique de H. amuigera aux
pyréthrinoides.



Electrophorese sur gel de polyacrylamide des estérases
de H. armi gera (10ul de 10 1v 3-4 mg/puit 2 répétitions)

BK77  OKO04 BENR BK77 OKO04 BENR

- Différences importantes des estérases entre larves sensibles et résistantes
- Certaines bandes sont beaucoup plus intenses chez les larves résistantes
- Différences entre les bandes qui apparaissent avec ’ANPacétate



Conclusion

La résistance de H. armigera aux pyréthrinoides ne serait pas la
conséquence d’'une modification de leur site d’action mais
d’une métabolisation plus rapide des pyréthrinoides.

La surproduction d’oxydases serait le principal mécanisme.

A des niveaux de résistance tres élevés, des estérases
pourraient également étre impliquées dans ce processus.
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