Les mecanismes de resistance aux insecticides
chez le puceron Aphis gossypii




Sur le plan agronomique

- 20'ans
Ravageur secondaire Ravageur principal

Modifications de densite de populations lices a :

> Phénomene d'adaptation des populations a de nouvelles
plantes hotes

Diminution du cortiege d'ennemisi naturels (predateurs,
parasitoides, entomophtorales)

* Modification de la sensibilité d'A. gossypiiaux insecticides
conventiionnels diriges au depari contre dautresiespeces
d'insectes nuisibles
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Caracteristiques évolutives d'Aphis gossypii

Reproduction par parthénogénese apomictique I

< reproduction clonale
Potentiel diaccroissement démographique fort
Propagation rapide d'un mecanisme adaptatif

Potentiel adaptatif fort

Nombreux habitats hétérogenes / latitudes tres différentes
Spectire de plantes hotes tires large

Phénomenes de résistance aux insecticides et
contiournement de la résistance des plantes
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Mise en évidence de populations d°A. gossypii
résistantes a trois grandes familles d'insecticides

Organophosphorés
1964 sur cotonniers en Chine (Demeton)
Carbamates

1975-1980 en serres de chrysanthemes en GB, en serres de
concombres, melons et aubergines au Japon (Pyrimicarbe)

Pyréthrinoides

19901 sur' cotonniers aux Etats-Unis et en Chine
(Cypermethrin, Deltiamethrin)
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Mécanismes de resistance aux insecticides
identifies chez A. gossypii

= Forte activité carboxylestérase et quantité
d'estérase — detoxication des OP et carbamates

= Absence d'inhibition de l'acetylcholinestérase par les
OP et les carbamates «— modification de la cible

" resistance aux pyréthrinoidess «— modification de la
cible = canall Na* veltage dépendant, mutation kdr ou
superkdr
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Multiples formes d'AChE insensibles

" | 'enzyme AChE est inhibée par le demeton-S-methyl
et le pyrimicarbe : clones a phénotype sensible S

= | 'enzyme AChE est inhibée par le DSM mais pas par
le pyrimicarbe @ clones a phéenotype resistantt MACE ,

= |Uenzyme AChE n'est inhibée par aucun des deux;:
clonesia phénotype résistantt MACE;
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Identification des genes codanti IAChE

= Deux genes codent pour une acetylcholinestéerase
chez Aphis gossypii(Li & Han 2002)

" gcel : ORF 2031 bp < 676 aa.

= Forte homologie de séquence avec MpAChEZ2 de
Myzus. persicae (967) et le gene AChE de
Schiizaphis.graminum (98 7)

= agcez : ORE 1992 bp < 664 aa.

= Homologie de séquence avec acel de 417

= Forte homologie de sequence avec MpAChEL de
M. persicae (>907). Orthologues de ace de
Drosophila melanogasier
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Relations phylogenetiques entre les sequences
des genes d AChE

L. = rirei fOTRE)

& grarminum KLD0118])

M. poralcead OUDESE)
B. micropiua (U2

C. wiagens (Q2EFT)

T. urthcss fO_SSERS)

Andrews et al. 2004, Ins. Mol. Biol. 13, 555-561
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Ldentification des mutiations responsables de ld
modification de sensibilite de 'AChE

" Aucune substitution dans le gene ace 2 entre
clones resistants et clones sensibles d Aphis
gossypline peut etre associee a la resistance

= Dans le gene ace 1l : 2 mutations sont
associees aux phenotypes resistants :

= S431F est specifigue de la résistance au
pyrimicarbe

= A302S (toujours en tiandem avec £431) est
associee d lairesistance a divers aufres
carbamates et organophosphores
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Liaison coefficient de résistance et mutations

Souche Pyrimicarbe | Triazamate | Demethon | Omethoate
S methyl

1081k/1718B 340 3 4 25
S431F

968E/171B | 4500 9 76 150

S431F A302S

GSM/5 >600 ? ? ?
S431F

H-16/5 >600 ? ? ?

S431F A302S

Colliot/NM1 3800 ? ? Dimethoate
S431F 116
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Identification dulgenotype pour la mufation
S431F par PCR-RFLP (SspI: AATATT)

Sensible : AATATT  Résistant: TATATT

Identification de A302S par PCR-RFLP avec Nael

Andrews et al. 2004, Ins. Mol. Biol. 13, 555-561
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Résistiance aux pyrethrineides
chez Aphis gossypii

" Tests toxicologiques réalisés par R. Delorme
(INRA Versailles)

Souche Burkina (cotonien 1996) CR = 650 pour la
deltaméthrine

Etudes de synergie avec le Pipéronyl Butoxyde =>
coefficient: de synergie de 5.25 pour la souche
sensible NM1 et de 6.40 pour Burkina < pas
d'intervention des CytP450 donc probablement

modification du canal Na+ voltage dépendant
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Deux phénotypes résistants aux pyrethrinoides ont eté
identifiés chez les insectes: kdr et Super-kdr

= Liaison avec deux mutations ponctuelles dans le gene
Para codant pour le canal Na+ voltage dépendant chez la
mouche domestique :

= | 1014F dans le segment transmembranaire 6 du
domaine 2 du gene Paraesti liee au phénotype kdr,
mutation kdr

= M9O18T dansila boucle entre les segmenits 4 et 5 du
domaine 2, mutiation super-kdr, en tandem avec kdr
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Distribution des mutations chez les insectes

= Mutation en position kdr L1014F ou H ou S :
Heliothis virescens  Blatella germanica
Haematobia irritans  Leptinotarsa decemlineata
Plutella xylostella Anopheles gambiae,
Culex pipiens Myzus persicae

= Mutation en position super-kdr :
Haematobia irritans ei Myzus persicae (M918T avec kdr)

Bemisia tabaci (M918V sans' kdr : pas responsable
de la résistiance aux pyrethrinoides / L9251 sans kdr
esit associée d la résistance)
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Sequence de 1739 bp (Aph6 - Dg2)ichez Aphis gossypii
Alignement: des séquences NM1 (sensible) avec Colliot (Résistant)

GATCCCAAATTGGATTTCATACTCAACAAGGCTAACGTTGTAAGTATGACAATACGACATTAATAACAATATAAT
136
GTCTATCGATCAACATGAAACGGTTGAAATGGATGTCGAGCTTACCGAATTTAATATTGAATTTCCTGCTAATTTTGAATGCGATAACAGTTTTTCAGTG
Aph8/aph8.2 ->
CTACGTTCGGCGTTGAAGCAGCTCTGAAACTTATGGCTATGAGTCCTAAGTATTACTTCCAAATGGGCTGGAACATCTTTGACTTCATTATCGTAATTCT

TTCTGTAGTAGAATTGCTCTCTGCGGGTTACCAAGGACTCTCCGTATTGCGTTCATTTCGTTTGGTGTGTATTTATTTTAGTGCCTAACGGTCACTATGC
85
GATTAAATAAAATCACACTTAACTAATGATTTAAAATGTTTAACTATAGCTTCGAGTATTTAAGTTGGCAAAATCTTGGCC

Superkdr
GGGTAACCTAACGTTTGTGTTGGGCATAATCATATTTATATTCGCCGTTATGGGTATGCAGCTATTTGGAA

7

-
0/

AAAACTACACAGGTAATCTATAATGTTATCAAACAAACAAAATACGACGGATTGCAAATAAAATTGTGTTTTTTCACAGAAAAAATGTACTTATTCAAAG
ACCACGAGCTTCCCCGGTGGAACTTCACCGATTTTTTGCACTCGTTTATGATAGTATTTCGAGTATTATGTGGTGAATGGATTGAATCAATGTGGGACTG
<- Aphl0 kdr
CTTACACGTCGGAGAACCAACGTGTATACCATTCTTCTTGGCTACTGTTGTCATCGGTAACIBINMNGTGCGTATGTATAAGTACTGACAATGCATAAATGTGT
ATTACTTAGGGAAACATATTTAATAAGATGCAAACGGCGAGGTGGATGACAATTTTTTAGGGTTTTAAATGTGGCATAATATTACTCTCTTGAATTTACA
ATCATCATCCATTATCATTAGGCAATGAAGTTTATGTCTCTTACATAAACATTTTTATCACATTTAAAAGCCAAAATAATTTTTAATACATATACAAATT
TAATAAATTGTATTTGTAAGATAATCTATGGAATATTCATAATTTAATTTTTGTTATTATGCCAAATAAATTATTATAATATTGATGTTATATTTATATA
TAACTAGTATAAATAACTATAGTTACAATTTAGTGATACTATACATGTATTA&A;GTATAGAAAATCTTTAATGTAGTTAACTTTAACGTTTAAAAAACA
AATCAACATAATTATTTAATATAATACTAATTATCGCTTAGTTATTTTAAATTTCAATCATATACTTTATTAATATAGCCATTTATTTTTATATTCGTTA
TTTTTATTACTTTTTTACTTGATTTTGATAATTTTCTGAAAACATTAGCATATTACAATGACTAGTAAAATAAAAAAATAAACTATGTGGCGCAGATTCT

AAAAATTTAGCCATAAAACAGATTGAATTATTCACTTGTTGTTTCTATAAAATTAATAAATTAAATAATTATTTTATGATAAAGCCTTGAAGCCACATGA

CGTATGCACTTACGCTCAAATAAATGATTTATTTTAGGTACTTAATCTTTTCTTGGCGTTGTTGCTGAGTAATTTTGGCTCGTCTAATTTATCGGTGCCT

CGGCT* 1739
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Diffiérences de séquence entre clones; sensibles
et resistants

Séquence de 140 aa

AKSWPTLNLLISIMGRTIGALGNLTEVLCIIIFIFAVMGMQLEFGKNYTEKM
AKSWPTLNLLISIIGRTIGALGNLTFVLCIIIFIFAVMGMQLFGKNYTEKM

YLFKDHELPRWNETDFLHSFMIVFRVLCGEWIESMWDCLHVGEPTCIPEFL
YLFKDHELPRWNEFTDFLHSFMIVFRVLCGEWIESMWDCLHVGEPTCIPEFFL

ASVVIGNLVVLNLFLALLLSNFGSSNLSVPTADNETNK
ASVVIGNLVVLNLFLALLLSNEFGSSNLSVPTADNETNK
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Distribution des mutiationsi parmi les clones
d"Apriis . gossypil

Super-kdr

490 ¢ 500 510 520 530 540
5000l ocooloocoolooocolococolloccolooooloooolooooloooolocoolooconl]
AAATCTTGGCCCACACTTAATCTTTTAATATCAATAATGGGTCGAACCATTGGTGCTTTG 540
AAATCTTGGCCCACACTTAATCTCTTAATATCAATAATGGGTCGAACCATTGGTGCTTTG 507
AAATCTTGGCCCACACTTAATCTTTTAATATCAATAATGGGTCGAACCATTGGTGCTTTG 507
AAATCTTGGCCCACACTTAATCTTTTAATATCAATACTGGGTCGAACCATTGGTGCTTTG 507
AAATCTTGGCCCACACTTAATCTTTTAATATCAATAATGGGTCGAGCCATTGGTGCTTTG 507
AAATCTTGGCCCACACTTAATCTTTTAATATCAATACTGGGTCGAACCATTGGTGCTTTG 507
AAATCTTGGCCCACACTTAATCTTTTAATATCAATAATG CATTGGTGCTTTG 507
AAATCTTGGCCCACACTTAATCTTTTAATATCAATAATGGGTCGAACCA
AAATCTTGGCCCACACTTAATCTTTTAATATCAATAATGGGTCGAACCATTGGTGCTTTG
AAATCTTGGCCCACACTTAATCTTTTAATATCAATAATGGGTCGAACCATTGGTGCTTTG 507
AAATCTTGGCCCACACTTAATCTTTTAATATCAATAATGGGTCGAACCATTGGTGCTTTG 507
AAATCTTGGCCCACACTTAATCTTTTAATATCAATAATGGGTCGAACCATTGGTGCTTTG 507
AAATCTTGGCCCACACTTAATCTTTTAATATCAATACTGGGTCGAACCATTGGTGCTTTG 507
AAATCTTGGCCCACACTTAATCTTTTAATATCAATAATGGGTCGAACCATTGGTGCTTTG 507
AAATCTTGGCCCACACTTAATCTTTTAATATCAATAATGGGTCGAACCATTGGTGCTTTG 507

AAACCTTGGCCCACACTT---CTTTTAATATCAATATEGGGTCGAACCATTGGTGCTTTG 504
———-TCTTGGCCCACACTTAATCTTTTAATATCAATACTGGGT GGTGCTTTG 57
——-TCTTGGCCCACACTTAATCTTTTAATATCAATAATGGGTCGAACCATTGGTG

———TCTTGGCCCACACTTAATCTTTTAATATCAATAATGGGTCGAACCATTGGTGCTTTG 57
———TCTTGGCCCACACTTAATCTTTTAATATCAATAATGGGTCGAACCATTGGTGCTTTG 57
———TCTTGGCCCACACTTAATCTTTTAATATCAATAATGGGTCGAACCATTGGTGCTTTG 57
-——-TCTTGGCCCACACTTAATCTTTTAATATCAATACTGGGTCGAACCATT----CTTTG 53
———TCTTGGCCCACACTTAATCTTTTAATATCAATACTGGGTCGAACCATTGGTGCTTTG 57
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Distribufion des mutations parmi lesiclones
d"Apriis gossypii

ATTCTTCTTGGCTACTGTTGTCATCGGTAACCTTGTGGTATGTATAAGTACTGACAATGC

ATTCTTCTTGGCTACTGTTGTCATCGGTAACCTTGTGGTATGTATAAGTACTGACAATGC
ATTCTTCTTGGCTACTGTTGTCATCGGTAACCTTGTGGTATGTATAAGTACTGACAATGC
ATTCTTCTTGGCTACTGTTGTCATCGGTAACCTTGTGGTATGTATAAGTACTGACAATGC
ATTCTTCTTGGCTACTGTTGTCATCGGTAACCTTGTGGTATGTATAAGTACTGACAATGC
ATTCTTCTTGGCTACTGTTGTCATCGGTAACCTTGTGGTATGTATAAGTACTGACAATGC

ATTCTTCTTGGCTACTGTTGTCATCGGTAACCTTGTGGTATGTATAAGTACTGACAATGC
ATTCTTCTTGGCTACTGTTGTCATCGGTAACCTTGTGGTATGTATAAGTACTGACAATGC
ATTCTTCTTGGCTACTGCTGTCATCGGTAACCTTGTGGTATGTATAAGTACTGACAATGC
ATTCTTCTTGGCTACTGTTGTCATCGGTAACCTTGTGGTATGTATAAGTACTGACAATGC

Aucune mutation en position kdr chez les résistantis

La mutation eni position super-kdr M918L suffisante
pour conferer la resistance chez Aphis gossypii?
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Distribufion des mutations parmi lesiclones
d"Apriis gossypii

" | es clones sur pomme de terre: CTG (Leu)
" | es clones sur chrysanthemes: TTG (Leu)
= | es clones sur cotion Burkina: TG (Lew)

" | es clones sur Cucurbitacees: ATNG (Met) sensibles
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Mise au point d'un test PCR-RELP pour
genotyper les individus

= Amplification par PCR d'un fragment de 500 bp
.. ICAATAATGGGIC..

" RFILP'avec SspL AATATT => .. TCAATATTGGGTC..
2 fragments, 300 bp et 200 bp < R1
1 fragment de 500/ bp < S

= RE|P avec Bsrl ACTGGN => ... TCAATA GGIC..
2 fragments, 300 bp et 200 bp <
1 fragment de 500/ bp <> S
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Reésultiatsi préliminaires du genotypage des! populations
d'Aphis gossypii pour acel et pour Para

= Sur coton au Burkina::
= RR acel et R;S pour Superkdr

= Sur cucurbitacées en France
= SS acel et SS pour Superkdr
= RS acel et SS pour Superkdr

" Sur pomme de terre en France
= RR ace 1 et SS pour Superkdr
= RR ace 1 et R,S pour Superkdr
= RR ace 1 et R5R, pour Superkdr
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Perspectives a court terme

= \/erifier par des tests toxicologiques la corrélation entre
résistance aux pyréthrinoides et mutation superkdr chez Ap#his

GosSypIl

= Estimer la fréequence des mutations conférant la résistance au
pyrimicarbe et autres carbamates et OP' et celle conférant: la
résistance aux pyréthrinoides dansiles populations d'Aphis

GgosSypll

= Tester 'hypotthese de llorigine muliiple de ces mutations parmi
des clones d'A. gossypii genetiguement divergents.
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