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Le Thrips californien (Frankliniella occidentalis)
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Thrips / Spinosad

* Insecte de tres petite taille

* 500 plantes hotes dont de nombreuses cultures d'arbres fruitiers et de
plantes maraicheres et ornementales

* Insecte connu pour avoir développé des résistances a beaucoup de familles
chimiques differentes : OC, OP, pyréthrinoides et spinosad

* Résistance au spinosad bien documenté en Espagne, Brésil et Chine

* Description d’'une mutation (G275E) dans la cible moléculaire : nAChRs

()

* Grands problemes d’efficacité de ce produit en France depuis quelques
années

. dDécziéiﬂm de la DGAL de mettre en place une méthode de détection a partir
e
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Petite taille des individus limite les possibles:
 Difficulté a confiner -> problemes de suivi qualité des élevages de populations

* Biotests difficiles car manipulation tres minutieuse

Choix de faire une recherche de la mutation de cible connue par techniques de biologie
moléculaire :

» 17 étape : trouver cette mutation en France et avoir des séquences de références
sensibles et résistantes

o 2ieme étape : choisir le bon outil moléculaire pour détecter cette mutation a haut débit

 3ieme étape : mettre au point une méthode permettant de travailler a I'individu
(extraction d’ADN individuelle)
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Déetecter la mutation en France
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* Extraire suffisamment d’ADN pour pouvoir
séguencer :

° Premier temps pOOI d’indiVidus pour teSter |eS 00000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000C
amorces : : 0009

* Puis extraction individuelle avec des kits |
commerciaux (couteux ‘

* Envoie a prestataire pour obtention séquences
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Détecter la mutation en France

Nos séquences de référence  wwvor oo

Gé&notype mutant (49-001-12) RLCTARAACCTTTAATTGCAACCTTAGRACTGGCACTACCTAAGATCGGCCH
Genotype hétérozygote (18-45-0 RGTARACCTTITRAATTGCAACCTTAGRAACTGECACTACCTRAGATCGGCCH
Génotype sensible (18-45-01) RLCTAAACCTTTAATTGCAACCTTAGRACTGGCACTACCTAAGATCGGCCH

Genotype hétérozygote (18-45-0 [TGCCTGCGTCTGTTTGETAG CTTACTTCAACTGCATCATG
Génotype sensible (18-45-01) |CTGCCTGCGTCTEGTTTGTAY CTTACTTCRAACTGCATCATGTTCATG

Mutation G275E B
Génotype mutant (49-001-12) [ TGCCTGCGICTGTTTGTAG CTTACTTCAACTGCATCATGTTCATG:

Mutation GZ75E

Génotype mutant (45-001-12)

Genotype hétérozygote (18-45-0
Génotype sensible (18-45-01)

Premiere mutation trouvée
sur culture de Chrysanthéme Difficulté de trouver un individu

sensible I1!

Sur culture d’Origan
2 traitements spinosad par an

traitements du dernier mois :

4 spinosads
3 thiametoxame

3 Acrinothrine + abamectine
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Choisir le bon outil moléculaire

Objectif : pouvoir faire de la détection haut débit a faible cout

Options :
 PCR-PFLP
* PCR fluo + passage sur séquenceur

i NGS ? 0.4 - £
0.2 8 .‘#.

Mutant (gw2-A1)
Heterozygous
Kronos (GW2-A1)
NTC
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Extraction bon marché d’ADN a l'individu

* Choix de travail en microplaques 384 puits |

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 2 3 M4
A £0/00,0,0,66,6,6,0,6/66660,6/0/0.66006
B 40,0066 6666,66,0/6/6/66666 1C
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H (6[6666/6/6/666660/06066606660
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* Concentrations obtenues compatibles avec le Kasp
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Premiers réesultats
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Résistance de F. occidentalis dans le monde
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La Drosophile du cerisier (Drosophila suzukii)
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— Risque d’apparition de résistance :
AN exemple Drosophila suzukii

Facteurs a Risques :

* Facteurs liés aux ravageurs considérés

» Facteurs biologiques et écologiques

* Nombreuses générations
Fécondité élevée

e Large dissémination, mobilité
Nombre de plantes hotes

* Réservoirs de génotypes sensibles

SWD Life Cycle

\ . ‘ll:efl:d.\:‘!:n‘m\
1 a 2 semaines L -
' =5
000 ——

Jusqu’ a 384

ceufs/femelle
Dispersion rapide é%i;‘f_z—;_m~ 2
P P | -7
:;\;‘:-% T N =
o ‘:‘T—i‘./‘T = —

Tres polyphage (fruits %
rouges + Abricot + vignelFtss
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Risque d’apparition de résistance :
exemple Drosophila suzukii

Facteurs a Risques :

e Facteurs liés a la substance active :

* Facteurs opérationnels ou agronomiques:
* Nombre de plantes hotes traitées
* Nombre de générations traitées
* Nombre d’applications
* Rotations courtes
* Monoculture

e Culture a grande échelle
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* Dans le cadre d’un projet PPV (Financé par la Phytopharmacovigilance) SUr la
surveillance des résistances

* Collaboration INRA (Myriam Siegwart) & ANSES (Benoit Barres)

* Objectif : mettre au point des tests de résistance au phosmet et a la
lambda-cyhalothrine

[ ]
INSTITUT DE RECHERCHE
ET DE DEVELOPPEMENT

EN AGROENVIRONNEMENT

Rirmua Fancass j
MINISTERE

DEL'AGRICULTL

LALIMENTA

< aNses

——
» et de Recherches sur =—a=r I mA
I = )] Ea3 =
N . Pt esRésistances <==:
\ au

x Pestigides —= SCIENCE & IMPACT




Irda

INSTITUT DE RECHERCHE
ET DE DEVELOPPEMENT
EN AGROENVIRONNEMENT

Test biologique par contact tarsal
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Origine des souches testées
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Pour créer une méthode fiable et reproductible nous avons testé les facteurs
suivants :

* 'age des mouches au moment du test

* Leur sexe

 La diversité génétique au sein de la population testée
* Le nombre d’individus testés

* La durée d’exposition a l'insecticide
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L'age des mouches
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Le sexe des mouches
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Diversité génétique au sein de la pop
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Pas d’effet de la diversité
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Nombre d’individus testés
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Au moins 30 individus par dose
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EVOLUTION OF MALES' NUMBER SURVIVING TO
LAMBDA-CYHALOTHRINE (0,25 MG/L)

W morts males O moribonds males

Number Of Males

5] [4] [2] [5] [
17

o Ml o 1310
| 2 |

2H 3H 4H S5H

Pour plus de détails :

=

7
15

15

8

12

Ovivants males

17

a4
H B

e ... 20H 21H 22H 23H 24H
Hours After Treatment

MORTALITY EVOLUTION OF FEMALES TREATED
WITH LAMBDA-CYHALOTHRINE (0,25 MG/L)

HW morts femelles O morinbonds femelles Ovivants femelles

Number Of Females

E
18

T2 T3 T4 T5

Attendre 24h avant de faire la lecture

12

e/ . T20T21T22T23T24

Time Of Observation After Treatment

11

13

15

10|

14

10

15

10

Blouquy L., Mottet C., Olivares J., Plantamp C., Siegwart M. and B. Barrés. Development of a bioassay to assess insecticide’s resistance of
Drosophila suzukii, a worldwide invasive pest. In prep.
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Populations testées 2018

7 prélevements sur cerises en 2018
5 avec des drosophiles

2 avec des D. suzukii :

- Etoile sur rhone

- Carpentras
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Sensibilité a la Lambda-cyalothrine

Femelles Mailes
/ —4—18-84-01 A

60 / A7 0o

——18-26-06
A R _

// kSt Foy 7 40.00

//'IC 4/.’% 2000

Bviv}

— 0 :;/ 0.00

0.1 AR 10 0.1 1 10
n= 588

®
INSTITUT DE RECHERCHE
ET DE DEVELOPPEMENT
EN AGROENVIRONNEMENT

Réseau de Réflexion

& \\ et de Recherches sur
i les Résistances
anses aux Pestz‘&ides

COLLOQUE RESISTANCE AUX PESTICIDES 14 ET 15 FEVRIER 2019 A MONTREAL




Sensibilité au Phosmet

Femelles Males
120.00 120.00
100.00 100.00 =
< /
80.00 / ) 80.00 /
—4—18-84-01
60.00 £0.00
—3—18-26-06
40.00 =St Foy 40.00
20.00 /
/ 20.00
0.00 e Z
] 100 1000 0.00 '
-20.00 1 10 100 1000

n=616
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* Protocole de mesure de sensibilité en place
* Pour l'instant pas de résistances mais résultats sur deux pop
e Apres discussion pas de retour sur parcelles avec baisse d’efficacité

* Perspectives:
 Améliorer la collecte d’échantillons pour le Plan de surveillance
* Bon timing pour I'envoi des populations pour avoir |la bonne espece
 Comment faire pour limiter les déplacements donc augmenter les pop
* Aucun échantillon sur fraises...

 Communiquer pour couvrir le territoire et détecter le plus précocement des pop
résistantes (parcelle avec echec de traltement flagrant)
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Résistance de D. suzukii dans le monde
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Le carpocapse des pommes et des poires (cydia pomonelia)

Réseau de Réflexion
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Devenu résistant a nombre de familles insecticides au fur et a mesure de leur mise sur

le marché :
* aux régulateurs de croissance d’insectes

* aux pyréthrinoides

* aux organo-phosporés
* ades biopesticides : Spinosad et le virus de la granulose

Certains individus ne sont résistants qu’a un seul mode d’action mais d’autres peuvent
développer des résistances a plusieurs de ces groupes d’insecticides, on parle alors de

résistance croisée et/ou résistance multiple

de Réfle
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Début 1990’s résistance au diflubenzuron
(Sauphanor et al., 1994) Coimin

Homologué en 1975
famille chimique des benzoyl-urées recommandée en agriculture raisonnée car relative innocuité sur la faune auxiliaire
1¢" échec de protection en 1989 dans la région Sud-Est

1°" cas avéré : tests en laboratoire 1993 : Rapport de résistance d’environ 300

Figure 2 - Evolution Figure 3 - Sensibilité de trois souches
amamm de Carpocapse au dififubenzuron.
le Carpocapse sur le site d’Eyragues. Test sur 40 larves par souches et

par concentration, mortalité corrigée,
tmdwm par rapport au témoin eau.
o Puonzﬁﬁ(%)
95+ .
20+
70+
i 50
10F B 30+
oL B3 EJ B3 . ; o |
1987 1988 1989 1990 1991 1992 - Cotmmon(wn)
[ organophosphores [ pyréthrinoides 1 10
[ Benzoyl urées [ carbamates Souches :

En 1995 mise en évidence que cette résistance est croisée. Elle confere des résistances au diflubenzuron, a la
deltaméthrine, a la phosalone a Iazmphos methyl et au dimétoate
g | @ Rescau de Réflexion =
O R s =
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Courant 90’s caractérisation de la résistance a la

deltaméthrine (Sauphanor et al., 1997)

Constitution de souches de laboratoire pour étudier les mécanismes de résistances (RR=3 170)
Etude des enzymes de détoxification : MFO, GST ou EST ?

Probit mortality

6,5 -
o
[«
5,5
. °
Les monoxygénases sont
457 » majoritairement responsables de
7 cette résistance
3,549 T T T T
0,1 1 10 100 1000 10000 100000

Dose : ng/insect

° o R RR = 3170
x S + DEF SR =352 x R + DEF SR =130
o S +PBO SR=12 L R + PBO SR = 127
» S+DEF+PBO SR = 5.8 %

L R+DEF+PBO SR = 6340 =N .) @ Réseau de Réflexion
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Année 2000 detection d’une mutation conférant de la
résistance a la deltameéthrine
(Brun-Barrale et al., 2000)

TVVIGNLVVLNL sensible
TVVIGNFVVLNL Résistants (kdr)

.............
......

4 0% % 2 oS TR SR SRR R U 112 SR SRR 2 351 TR SRSt Yol 1 SRR R Y o 2 8 % 3 Membrane

i B8
llllllll

|
o \ 3 |
Amino R ‘
terminus \ ‘ ' | Carboxy
1 / |\ terminus
\\_ J s
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Début 2000’s résistance a I’'azinphos-méthyl

(Sauphanor et al., 2000)

* Intensification de la lutte essentiellement au moyen d’organo-phosphorés a fortes
doses due aux résistances déja mentionnées

* Mécanismes identifiés comme responsables :
* Monoxygénases
* Transférases
* Estérases non spécifiques
e Mutation dans la cible moléculaire (possible)
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Mécanismes de résistance sélectionnés chez le carpocapse
par différents insecticides

+ perte de sensibilité
au spinosad
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2006 résistance au virus de la granulose
(Sauphanor et al., 2006) — Garpovirusine

* Homologué en 1991

* Principal moyen de lutte en agriculture biologique (12 traitements/an)

Rapide apparition de résistance foyer a 20 km d’ici (RR 13 000)

* Pas croisée avec les insecticides chimiques

- W s T
REV REV RGWV RGV
Male homozygot -
pesstant [IZ1Zry 1 - Ll o J PP G il v |
m 1 |HPPRARGY Lt [ nafesvy | LCSO

A > Group 1 : Va7l 2 : Mis sur le marché d’un
wMale el Femal x Fd >0 NPPR1.x on RGV colony . .
2~ G - : °°: 1 ) 7. nouvel isolat efficace sur
up 2 : . 7 .
insectes résistants

S x 210-385 ’ / o oo
- | x R link to sex . > Group 3 : ”‘ __.-'-: - 8
an W @ @ @ x 7T 1

CL50 (GV/ul on diet surface)
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Importance relative des principaux mécanismes de résistance

RCI oP Carbamates Pyrethrinoides Néonicotinoides Virus de la granulose
Pénétration X X X X X
METABOLISME

MFO XX XX XXX XX XXX

EST XXX X XX XX

GST X XX

CIBLES
Cana(uK ?j?)dium XXX
o XXX XXX

nAChR (Y151S) XXX
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Les pucerons
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Résistance

Famille Mécanisme . Insectes concernés
en pratique
modification de I’AChE Aphis gossypii, Dysaphis plantaginea,
++
(MACE) Myzus persicae, Nasonovia ribis-nigri
Carbamates
irimicarbe, methomy! P
pirimicarbe, methomy détoxification — )
, , -/+ Myzus persicae
monooxygénases, estérases
. ) Aphis gossypii, Myzus persicae,
diverses mutations de I’AChE +f++ - T
Phorodon humuli, Cacopsylla pyri
Organo-Phosphorés
hosmet, chlorpyriphos-éthyl P
phosmet, chiorpyriphos-ethy détoxification — .
, , -[+ Myzus persicae
monooxygénases, estérases
Aphis gossypii, Myzus persicae, Nasonovia
mutations kdr, super-kdr ++ ribis-nigri, Phorodon humuli, Cacopsylla pyri,
Pyréthrinoides Bemisia tabaci, Trialeurodes vaporarium
deltaméthrine, lambda
cyhalothrine, esfenvalérate...
détoxification — .
. . -+ Myzus persicae
monooxygénases, estérases
mutation récepteur . Myzus persicae, Bemisia tabaci, Trialeurodes
L nicotinique vaporarium
Néonicotinoides
acétamipride, imidachlopride,
thiachlopride, thiaméthoxam détoxification — .
-[++ Myzus persicae

monooxygénases, estérases
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Le puceron cendré du pommier (Dysaphis plantaginea)
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https://www.google.fr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=imgres&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwji4fqYjZfUAhVCNhoKHc1dAoIQjRwIBw&url=https://www6.inra.fr/encyclopedie-pucerons/Especes/Pucerons/Dysaphis/D.-plantaginea&psig=AFQjCNEbh_x_o0zXbJlA9xeNCHPJ6Rqn3Q&ust=1496216003370903
https://www.google.fr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=imgres&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwji4fqYjZfUAhVCNhoKHc1dAoIQjRwIBw&url=https://www6.inra.fr/encyclopedie-pucerons/Especes/Pucerons/Dysaphis/D.-plantaginea&psig=AFQjCNEbh_x_o0zXbJlA9xeNCHPJ6Rqn3Q&ust=1496216003370903

Dysaphis plantaginea

Puceron cendré du pommier

Dégats sur pommier uniguement
(dégats directs)

HOte secondaire : plantain

Flonicamide : inhibition de la prise
alimentaire

antaginea © INRA, Bernard Chaubet
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https://www.google.fr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=imgres&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwji4fqYjZfUAhVCNhoKHc1dAoIQjRwIBw&url=https://www6.inra.fr/encyclopedie-pucerons/Especes/Pucerons/Dysaphis/D.-plantaginea&psig=AFQjCNEbh_x_o0zXbJlA9xeNCHPJ6Rqn3Q&ust=1496216003370903
https://www.google.fr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=imgres&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwji4fqYjZfUAhVCNhoKHc1dAoIQjRwIBw&url=https://www6.inra.fr/encyclopedie-pucerons/Especes/Pucerons/Dysaphis/D.-plantaginea&psig=AFQjCNEbh_x_o0zXbJlA9xeNCHPJ6Rqn3Q&ust=1496216003370903

Mise au point d’un test biologique

e |nspiré d’'une méthode IRAC, adaptée pour Dysaphis
e Test par contact et ingestion, exposition 120h




FaX

B =

—e— 16-042
--A4-- 17-041-003

dose

DL50;5.04, = 0,78 mg/L
DL50,7.041.003 = 6,8 Mg/L

>

100

Nombre d’échantillons
recus :

« 2 échantillons en 2016
6 échantillons en 2017
3 échantillons en 2018

- Un clone de 2017 en
dérive de sensibilité

- Mise au point d’'une
methode pour utiliser une
dose discriminante

agence nationale de sécurité sanitaire . :
alimentation, environnement, travail ———
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Le puceron vert du pécher (Myzus persicae)
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Des contournements successifs

1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 10
R
Cyelosiencs |
Corvamares
Source : Bass et al 2014

pyrethvoiss |
Neonicatinoics [N

apparition successives de resistances

perte de contrble évitée par I'arrivée de nouvelles molécules -
faux sentiment de sécurité
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Cas des pyréthrinoides en France

les premiéres résistances aux pyréthrinoides décrites en 1997
en Lorraine

extension géographique les années suivantes de la résistance
aux pyréthrinoides

en 2005, échec de contrble des populations sur colza

la situation est jugée préoccupante et I'évaluation des
resistances est relancée

COLLOQUE RESISTANCE AUX PESTICIDES 14 ET 15 FEVRIER 2019 A MONTREAL it AMSQS
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Lenquéte

Résistances de cible aux carbamates et pyréthrinoides sont
connues =» étude moléculaire des populations

" NORD-PAS-DE-CALAIS

) , Pyréthrinoides / 2011-2012
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Evolution temporelle dans un
piege a succion

i 1 1

4 L [ 63 (-1 =
1005 - .

i)
|

56
m n
0% L C‘
2005 200G 0T

2001 2002 2003 2004

apparition en 2004 d’individus résistant a la fois aux carbamates
et aux pyréthrinoides

Forte augmentation de fréquences les années suivantes

Rimi P - \ x
MivsTERE
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Les problemes continus :
résistances aux néonicotinoides

déja répandue sur pécher, ' 4,
mais absente sur colza i @

existence d’'une résistance i
meétabolique (duplication -

/surexpression CYP6CY3)

1¢" détection en 2011 d'une
résistance de cible (R81T)

2018 fin des néonicotinoides
(2020 fin des dérogations)

» > & Réseau de Réflexion
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Exemple emblématique
car...

évolution de résistances successives
pyramidage des résistances

résistance de cible et/ou métabolique

futur interdiction des néonicotinoides - probleme de contrGle a envisager
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Résistances Altises d’hiver (Psylliodes
chrysocephala) et charancon du bourgeon
terminal (Ceutorhynchus picitarsis)
aux pyréthrinoides, en France, en culture de
colza

Contacts:

Céline Robert
c.robert@terresinovia.fr
Laurent Ruck
l.ruck@terresinovia.fr

Terres
= Inovia
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Contexte : résistance aux insecticides

Utilisation continue et monotone d’insecticides chimiques

= EMERGENCE DE POPULATIONS RESISTANTES

En France, sur colza :

.-y ’
,ﬁ\\ i
B ;
\,

1997: 1999: 2009:
Pucerons verts (Myzus Méligethes(Meligethes Pucerons verts (Myzus
persicae) résistants aux aeneus) résistants aux persicae) résistants au

pyréthrinoides. pyréthrinoides. pyrimicarbe

COLLOQUE RESISTANCE AUX PESTICIDES 14 ET 15 FEVRIER 2019 A MIONTREAL

2014-2015:
Charancons du bourgeon terminal
(Ceutorhynchus picitarsis) et altises
d’hiver (Psylliodes chrysocephala )

résistantes aux pyréthrinoides.
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La grosse altise du colza (Psylliodes chrysocephalus)
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Symboles

Monitoring
grosse altise

, ° Test flacon : résistance
Résultats

métabolique

Test flacon : tout type
résistance

Mutation de cible
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Mutations T929N et L925| également détectées
un peu partout en France; fréquence

Résultats des analyses moléculaires sur
altises d'hiver
(prélévements 2015-2017)

246 échantillons analysés

(carte réalisée le 21/09/2017)

Expression des mutations kdr et super kdr
(% de populations par catégorie)

Nombre de populations

@ 1 @34

OEREEEOE

Population o aucune mutation n'est présente
Pop. ou SKDR n'est pas présente et KDR est présente avec RR<30%
Pop. ou SKDR n'est pas présente et KDR est présente avec 30%<=RR<80%
Pop. o0 SKDR n'est pas présente et KDR est présente avec 80%<=RR
Pop. ot SKDR est présente avec RR<30%

Pop. ou SKDR est présente avec 30%<=RR<80%

Pop. ou SKDR est présente avec 80%<=RR

Populations analysées ou en cours au 21/09/2017

importante dans le Sud-Ouest
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Mutations KDR
(L1014F) et SKDR

(M918L) sont les
plus fréguentes
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Résistance métabolique (@

Pop avec résistances
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Correélations

résultats tests flacons(% de mortalité a 15 ng/cm2) et % d’individus homozygotes
KDR ou SKDR.
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Les taux de mortalité dans les tests flacons semblent davantage corrélés a la
présence de mutations super kdr que kdr.
Quel est I'impact de la détoxification ?
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Symboles

Monitoring
charancon du bourgeon
du bourgeon terminal

Résultats

Test flacon : tout type
résistance

o> Test flacon : résistance
métabolique

Mutation de cible
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Résultats des analyses moléculaires sur
charangon du bourgeon terminal
(préléevements 2015-2017)

111 échantillons analysés

(carte réalisée le 21/09/2017)
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Populations analysées ou en cours au 21/09/2017

OCNEEEEOR

D’autres mutations pouvant conférer de la résistance ont été trouvées sporadiquement dans quelques populations

Pas de mutations SKDR détectées
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Résistance métabolique
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Corrélations

résultats tests flacons(% de mortalité a 15 ng/cm?2) et % d’individus homozygotes
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La pression de sélection importante = plusieurs mécanismes de résistance

Altises d’hiver résistantes aux pyréthrinoides sont présentes en Allemagne, au Royaume-
Uni et au Danemark

Poursuite des travaux:

Suivi de I'évolution de la résistance (mutations skdr secteur Yonne, résistance
métabolique)

Lien entre résultats des tests flacons et mécanismes impliqués

Mise au point méthodologique (résistance métabolique)

Tl étudie les leviers agronomiques alternatifs comme complément indispensable a la lutte
chimique
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