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Summary. — The aim of this paper is to indicate the main strengthes
which are involved in the spread of insecticide resistance genes, These
forces are more or less well known in population genetics, there are:
mutations which are involved in the creation of new alleles well adapted
to insecticides ; migration which is responsible for the geographical exten~
sion of resistance and selection which screened among the various alleles
those which are best adapted in the geographical and ecological context.
The biological model described in this paper is the mosquito Culex pipiens
which is the best known model at that time. Many works have been
done on the resistance to insecticides in this species. On the other hand,
the molecular mechanisms involved in insecticide resistance have been
described from various invertebrates.

Résumé. — Dans cet article, nous décrivons les « forces » qui permet-
tent aux génes de résistance aux insecticides d’envahir les populations
naturelles d’insectes. Ces forces sont bien connues en génétique des popu-
lations puisqu'il s’agit des mutations qui introduisent de nouveaux alléles
dans les populations, de la migration qui permet aux génes de se déplacer
et de la sélection qui est le facteur qui filtre, parmi tous les alléles pré-
sents, ceux qui sont les mieux adaptés dans le contexte écologique ol
ils se trouvent. L’exemple choisi est celui du moustique Culex pipiens
qui, dans ce domaine, est un des modeles les mieux connus. En ce qui
concerne les mécanismes moléculaires de résistance, nous avons fait appel
aux connaissances acquises chez plusieurs espices, dont C. pipiens, pour
en faire une description relativemeni exhaustive,
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La résistance des insectes aux insecticides est un phénoméne qui
a des conséquences aussi bien en santé humaine qu’en agriculture.
Dans le premier cas, on peut citer des maladies comme le paludisme
dont la recrudescence est due en partie & la perte d’efficacité des
insecticides pour lutter contre les vecteurs devenus résistants. En agri-
culture, la résistance des insectes aux insecticides porte préjudice
aussi bien aux agriculteurs spécialisés dans la culture de végétaux
qu’aux éleveurs qui doivent débarrasser leurs élevages de nombreux
parasites.

Devant ces problémes, la communauté scientifique s’est intéressée
aux moyens A mettre en oeuvre pour limiter les méfaits de la résis-
tance. Il est apparu que, pour atteindre ce but, il faut déterminer
les facteurs responsables de la diffusion de la résistance (ou, quand
c’est possible, des génes ou alleles qui en sont responsables) dans les
populations naturelles. Pour pouvoir faire ces études, il faut une bonne
connaissance des mécanismes biochimiques et génétiques de la résis-
tance. L’objectif du présent article est de donner un apercu de ces
mécanismes et de montrer comment ils ont permis de mettre en évi-
dence les facteurs qui contrdlent 1’évolution du phénomeéne de résis-
tance.

La phénoménologie de I’évolution spatiale de la résistance est tou-
jours la méme. La résistance apparait dans une zone géographique
limitée et, si la pression de sélection est continue, elle envahit peu
4 peu des régions de plus en plus vastes. On observe que le facteur
de résistance (FR) augmente parallélement 2 la dispersion de la résis-
tance. Un des exemples les mieux connus est celui du moustique Culex
pipiens dans le sud de la France. Ce moustique est soumis 2 des traite-
ments insecticides systématiques pendant tout 1’été depuis 1968 et,
jusqu’en 1990, ces traitements utilisaient essentiellement I’organo-
phosphate chlorpyrifos. Le premier cas de résistance a été détecté en
1972 prés de Lunel et des études de terrain réguliéres sont réalisées
depuis 1974. En 1978, les moustiques résistants étaient présents sur
la zone cotiére entre la vallée du Rhdne et la frontiére espagnole et
le FR atteignait une valeur de 80 dans certains lieux. En 1992, la
résistance avait envahi toute la cte frangaise et existait également en
Espagne, en Italie du Nord et en Corse. Le FR avait une valeur de 200,

L’évoiution de la résistance aux insecticides dépend de quatre fac-
teurs : les mutations qui sont & ’origine des alléles (ou génes) de résis-
tance, la sélection qui tric les génes les mieux adaptés dans
Penvironnement, la migration qui permet a ces génes de se disperser
hors de leur zone géographique d’origine et la dérive génétique qui
est un phénoméne aléatoire lié aux populations de faibles effectifs,
Nous ne tiendrons pas compte de ce dernier facteur car la taille des
populations de moustiques est toujours importante.

Les mécanismes biochimiques de la résistance sont connus depuis
relativement longtemps. On sait que les FR les plus élevés sont atteints
quand il y a modification de la cible moléculaire des produits ou quand
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il ¥y a augmentation des capacités cataboliques. Le Tableau I indique
les principales cibles des insecticides et les enzymes majeures de méta-
bolisation des insecticides chez les invertébrés.

TaBLEav I, — Cibles moléculaires a) et enzymes de détoxication b)
des insecticides les plus utilisés.

a)
Famille d’insecticide Abré- Abré-

ou insecticide viation Exemple Cible moléculaire viation
Organophosphorés OP Chlorpyrifos Acétylcholinestérases ACE
Carbamates CB Propexur
Pyréthrinoides PYR Deltaméthrine Canaux Na™* voltage CNaVv
DDT DDT dépendants
Cyclodidnes CD Dieldrine Récepteur GABA GABAr
b)

Enzyme Abréviation Réaction catalysée
Estérases EST Hydrolyse
Piégeage des insecticides

Monooxygénases 4 mfo Oxydation
cytochrome P450
Glutathion transférases GST Conjugaison du glutathion (GSH)

et de Pinsecticide

LES MUTATIONS

Les mutations ponctuelles

La mutation ponctuelle qui substitue un acide aminé par un autre
dans la chaine peptidique d’une protéine est un facteur important de
résistance. Par exemple, elle est responsable de la résistance des insectes
a la dieldrine en provoquant une modification du récepteur GABA
(GABAr) qui devient insensible & la présence de cet insecticide. Le
géne codant la seule sous-unité du récepteur GABA d’insecte a été
cloné par 'équipe de ffrench-Constant chez la Drosophile (13). La
comparaison des séquences des GABAr provenant d’insectes sensibles
et résistants a montré qu’il n’y avait qu’une seule mutation significa-
tive qui remplace une alanine par une sérine en position 302
[Ala(302)Ser]. La vérification du role joué par la mutation Ala(302)Ser
a été faite par expression hétérologue des deux types ’ARNm et mesure
des courants chlore occasionnés par ’apport de GABA en présence
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¢t en absence de dieldrine (14, 18) et par sauvetage du phénotype
« résistance & la dieldrine » aprés transformation de la drosophile par
un ADN contenant le récepteur GABA (30). Cette mutation introduit,
dans la séquence du GABAr, un site spécifique de restriction, ce qui
permet de caractériser les ADN résistants par RFLP (7). Ceci a permis
au groupe de ffrench-Constant d’analyser un nombre important
d’insectes, diptéres ou coléoptéres. Chaque fois qu'il y a résistance 2
la dieldrine, le RFLP montre la présence de la mutation Alg - Ser
(3, 4, 15).

~ La liaison entre résistance aux pyréthrinoides et modification du
canal sodium voltage dépendant est connu chez la Drosophile (2) et
chez la Mouche domestique (33). Chez cette dernidre, il y a deux phé-
notypes résistants, le phénotype kdr gui donne un FR de 19 et est
associé 4 une mutation, le phénotype superkdr qui présente une résis-
tance > 100 et est 1ié A Pexistence de la mutation précédente lide &
une seconde mutation. Ces mutations se retrouvent chez toutes les
souches de mouches résistantes de type kdr et superkdr (34).

ies résistances aux OP et CB dues & AChE présentent des caracté-
ristiques toxicologiques variables. Ainsi, chez les drosophiles résistantes,
on observe une variation continue du FR entre les valeurs observées
chez des souches faiblement résistantes et des souches trds résis-
tantes (24). Ceci est lié 4 la présence de guatre mutations, gui peuvent
8tre seules ou assocides (21). Comme dans le cas du GABAr, Peffet
de ces mutations sur "affinité de 'enzyme pour les OP et CB a éié
montré par expression des ARNm du géne de structure (ace) en ovocyte
de xénope. Il apparait que les fortes résistances sont toujours asso-
ciées & une combinaison de plusieurs mutations (12). Chez le Mous-
tique, il a été montré (27) qu'une AChE résistante pouvait 8tre trés
résistante & quelques OP et CB tout en conservant une bonne sensibi-
lité & d’autres molécules de ces mémes familles d’insecticides. Cette
remarque est trés importante car elle suggére qu'il est possible, avec
des produits existants, de maltriser I'impact néfaste des génes de
résistance.

Les travaux en cours sur les cytochromes P450 (5}, sur les mala-
thion carboxylestérases (17, 32) et sur les glutathion transférases (11)
laissent penser que les mutations ponctuelles peuvent également jouer
un rble important dans les cas de résistance par avgmentation de la
métabolisation des insecticides. Il ne devrait pas s’écouler beaucoup
de temps avant que les preuves formelles soient apportées.

L’amplification génique

N. Pasteur a montré (23) que la résistance des moustiques Culex
Dpipiens aux insecticides est associée 4 une augmentation d’activité esté-
rase mesurée par des substrats chromogénes de type naphtylacétate
(NA). Des études électrophorétiques faites sur des populations de nom-
breux pays ont révélé I'existence d’au moins trois locus (est) qui codent
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de telles protéines et deux d’entre eux sont responsables de la résis-
tance aux OP. Le locus est-3 produit les EST-A qui hydrolysent de
préférence des substrats de type a-NA en donnant un produit de couleur
bleue, alors que le locus est-2 qui donne les EST-B métabolise de
préférence les homologues B-NA en donnant un produit de couleur
rouge. Chacun des locus est-3 et est-2 ont plusieurs formes alléliques
codant des estérases d’activité accrue et certaines de ces estérases sont
toujours associées chez les moustiques résistants. Ainsi, on trouve tou-
jours ESTAZ2 associée avec ESTB2, ESTA4 avec ESTB4 ou, encore,
ESTBS5 avec ESTAS. D’autres alléles sont trouvés isolés, c’est le cas
de ESTB1 qui n’est pas associée 3 une activité élevée d’une estérase A
ou de ESTAL qui n’est pas associée 4 une activité é&evée d'une esté-
rase B (voir Tableau II),

Tanreav I ~ Caractéristiques des estérases surproduites chez le moustique C. pipiens,

Caractéristiques Estérases A Estérases B
Substrat o-NA B-Na
Locus est-3 est-2
Alldles Al, A2, Ad, AS Ei, B2, B4, BS, BS, BT
Phénotype ESTA ESTB
Coamplification génique AZBZ
AdB4
ASBS
Mode d’action Séquestration insecticide  Séquestration insecticide
Activité élevée due Surproduction d’enzyme  Surproduction d’enzyme
Surproduction d’enzyme
avec amplification génigue A2, Ad et AS Tous les alléles B
sans amplification génique Al

Les estérases ayant des activités élevées chez les moustiques résis-
tants ont &té purifies, des anticorps ont été obtenus (10} et les ADN
codant pour ces protéines ont été isolés aussi bien pour est-2 {20) que
pour est-3 (29, 31). L’augmentation d’activité est due & une surpro-
duction protéique (19) engendrée par une amplification génique (20)
pour Pensemble des alléles ESTA et ESTB, 4 Pexception de ESTAL
qui est surproduite sans amplification génique. L'unité d’amplifica-
tion, ou amplicon, a une longueur d’au moins 20 kb et contient les
ADN codant ESTA et ESTB qui sont co-amplifiées chez les mousti-
ques ol I"on observe une association d’un alléle A avec un alldle B.
Par contre, Pamplicon contenant 'alléle codant ESTB1 (qui est sur-
produite indépendamment d’une estérase A) ne contient pas le géne
est-3 (29).

Bworoare. CoMpres RENDUS. — N° 4, 1996, T. 190, 29
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Bien que ces estérases fixent les insecticides, elles ne les métaboli-
senit pas ou elles les métabolisent trés lentement {8). La résistance est
due au fait qu’elles sont présentes en grande quantité et dans des tissus
essentiels (systéme nerveux, sous-cuticule, tube digestif) (22) pour que
leur action de piégeage permette une détoxication efficace.

Un systéme de résistance par surproduction estérasique a aussi i€ mis
en évidence chez le puceron. Les mécanismes moléculaires sous-tendant
cette surproduction sont identiques 2 ceux existant chez les moustiques (9).

La surproduction sans amplification génique

On observe aussi une surproduction de cytochrome P450 (5) et des
protéines A activité GST (11) dans de nombreux cas de résistance. Cette
surproduction n’est pas associée 4 une amplification génique et pour-
rait &tre due a4 une dérégulation de la transcription (1).

LA MIGRATION

Le rdle de la migration des génes de résistance aux insecticides peut
&tre montré 3 différents niveaux géographiques. Au niveau régional,
la cartographie des génes de résistance existant dans le sud de la France
chez le moustique C. pipiens depuis 1974 a montré que PESTB2 est
apparue en 1986 prés de Marseille (probablement & Marignane). En
P’espace de huit ans, ESTB2 a remonté la vallée du Rhdne jusqu’a
Lyon et sest étendue & Pest et 3 Pouest jusqu’a Montpellier (28). Ces
résultats sont compatibles avec les études qui ont montré que les flux
géniques sont trés importants dans le sud de la France (6).

Au niveau mondial, ’étude de la distribution des ESTB surproduites
chez les moustiques résistants montre de grandes différences. Ainsi
ESTB4 et ESTBS sont localisées au pourtour méditerranéen. Par contre,
ESTBI a une distribution relativement large puisqu’on la trouve en
Amérique du Nord et du Sud, dans les Caraibes, en Polynésie et en
Chine. Cependant, la plus grande distribution géographique est celle
de ESTB2 qui se trouve dans toute la zone de distribution de C. pipiens.

La variabilité de P'amplicon contenant les génes de structure coam-
plifiés ESTB2 et ESTA2 a été analysée par deux méthodes indépen-
dantes chez des moustiques provenant de populations d’origines
géographiques trés différentes. Tout d’abord en étudiant les patrons
de restriction de I"ADN s’hybridant avec un clone du géne ESTB2
avec 13 enzymes de restriction (26). Ensuite ¢n séquencant un intron
du géne ESTA2 (16). Ces analyses n’ont révélé aucune variation, ni
sur PADN codant ni sur ADN non codant. Dans le premier cas,
on peut arguer d’une pression de sélection en faveur de la présence
de ces estérases, mais il est plus difficile d’utiliser le méme argument
pour PADN non codant qui n’est soumis & aucune pression de sélec-
tion connue. Malheureusement, jamais un haplotype non amplifié conte-
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nant les alidles codant ESTA2 et ESTB2 n'a &t trouvé. On peut cepen-
dant comparer ce résultat avec ceux obtenus avec des moustiques chez
lesquels les estérases A et B me sont pas amplifides. Toutes les
études {16, 23) révélent une trés forte variabilité tant au niveau d'une
localité qu’entre différentes régions. On peut montrer que la probabi-
lité pour que "amplicon portant les génes codant BSTA2 et ESTB2
ait été amplifié deux fois est inférieure 4 107" 11 est donc probable
que ceite amplification s’est produite une seule fois, et que sa distri-
bution géographique actuelle est le résultat de la migration du géne.
On suppose que Porigine géographique de cette amplification se trouve
guelque part entre PAfrique de P'est et I’Inde car les souches de labo-
ratoire les plus ancienmes qui la possédent viennent de cette région.
A partir de cette zone, cette amplification aurait été introduite dans
d’autres continents par transport passif, probablement en empruntant
les movens de transports humains {avions, bateaux...).

LA SELECTION

Les échecs des traitements insecticides sont dus 2 la présence de génes
de résistance 4 des fréquences plus élevées qu’elles ne I'étalent avant les
traitements. II n’est plus & démontrer gqu’en présence d'insecticides, les
génes de résistance sont sélectionnés et, peu & peu, augmentent en fré-
quence. Par contre, on connait encore trés mal la nature des forees de
sélection qui agissent sur ces génes quand les traitements sont interrompus.

Nos études du moustique C, pipfens sur un transect de 800 km,
entre Valence (Espagne) ¢t la frontiére italienne, ont montré une forte
homogénéité du polymorphisme de plusieurs génes non sélectionnés
par les insecticides {(génes neutres vis-3-vis de la sélection), ce qui indique
que les échanges génétiques entre moustiques des différents points de
cefte zone sont trés importants. En d’autres termes, ces résultats indi-
quent gue tout nouveau géne apparaissant en un endroit précis enva-
hira trés rapidement 'ensemble de 1a zone. Or, quand on étudie les
génes de résistance, on constate au contraire une trés forte hétérogé-
néité : leur fréquence est extrémement élevée dans les populations des
régions traitées ef beaucoup plus faible dans les régions non {raitées,
Cela suggére que, dans les régions non traitées, les génes de résistance
sont contre-sélectionnés. Des recherches sont en cours pour mesurer
Pintensité de la contre-sélection agissant sur les génes de résistance,
Par exemple, on a #tudié les variations de la fréquence des génes de
résistance chez les femelles hibernantes puisqu’an cours de Phiver, i}
'y a aucun traitement anti-moustique, I a &¢ moniré que si la fré-
quepce des génes codant les estérases surproduites (ESTAD et
ESTA4/ESTB4) ne subit aucune modification, celle du géne codant
Pacétylcholinestérase résistante (ACER) passe de 25 & 9 %, ce qui
traduit une mortalité des porteurs de cet all2le d’environ 1 % par jour,
D’autres expériences sur les stades larvaires ont montré que les esté-
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rases surproduites sont aussi contre-sélectionnées, mais 4 un degré
moindre que le géne ACER. Par ailleurs, il existe des interactions
entre génes en ce qui concerne l'intensité de la contre-sélection.

CONCLUSION

L’évolution de la résistance aux insecticides, et plus généralement aux
xénobiotiques, est le résultat de I'interaction de multiples facteurs. Les
organismes disposent de nombreux mécanismes codés par des génes trés
variés pour contourner ’effet nocif des insecticides et il semble
aujourd’hui que les mutations donnant naissance 3 de fortes résistances
sont des événements relativement rares, voire uniques chez chaque espéce,

11 en découle que, si un géne n’est pas introduit 4 partir d’une autre
région, ’apparition d’une résistance est un phénoméne relativement
aléatoire, dépendant du géne présent dans la population considérée
au moment ot on utilise un insecticide. Tout géne donnant & ses por-
teurs un léger avantage sera sélectionné, méme si son coiit est élevé.
Ce coiit, que I'on peui mettre en évidence par I’étude de la contre-
sélection en absence d’insecticide, est un facteur important & mesurer.
En effet, I’évolution de la fréquence des génes de résistance résulte
de la balance entre avantage et cofit et est donc sous la dépendance
de lintensité et de la fréquence des traitements.
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