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Résumé: - Des tests toxicologiques ont mis en évidence des souches de
Tribolium castaneum résistantes spécifiquement au malathion. |'étude
génétique montre d'une part, que ce phénomene de résistance ext
caractérisé chez cet insecte par une dominance incomplete et d'autre part,
qu'il est controlé par un seul géne ou plusieurs genes autosomiques el
étroitement liés. Au cours du temps et méme en l'absence de traitement au
malathion, la proportion du phénotype résistant reste stable au semn des
populations de T. castanenm. Pour expliquer cette stabilité, plusieurs
parametres biologiques sont envisagés. L'étude du comportement des
males lors de Paccouplement indique que les individus males résistants
sont plus compétitifs pour s'accoupler et pour transférer leur sperme que
les insectes sensibles. Ce phénomeéne peut expliquer lapparente
contradiction entre les " criteres classiques de fitness "moins performants
des individus de la souche résistante et le maintien des insectes résistants
dans les populations. La caractérisation biochimique de la résistance
spécifique au malathion a été ensuite envisagée. Bien qu'il n'y ait pas de
réduction de la pénétration de l'insecticide, on observe une excrétion plus
importante chez les insectes résistants, liée a une métabolisation du
malathion en acide malathion monocarboxylique et dicarboxylique par
l'action de carboxylestérases. L'électrophorese PAGE a permis de mettre
en évidence une carboxylestérase dégradant spécifiquement le malathion
(MCase). Cette enzyme a été purifiée chez la souche sensible et la souche
résistante. Bien que la protéine posséde un poids moléculaire de l'ordre de
52 KDa chez les deux souches, le point isoélectrique est différent. Il ne
s'agit donc pas de protéines identiques. De plus, la MCase présente un
pouvoir catalytique plus important et une meilleure affinité vis-a-vis du
malathion chez la souche résistante que chez la souche sensible, alors que
le phénomene inverse s'observe a I'égard de l'acétate d'a-napthyle. La
carboxylestérase présente chez la souche résistante, aurait subi une (ou
des) modification(s) qualitative(s) lui permettant de dégrader
préférentiellement le malathion par rapport a d'autres substrats comme
l'acétate d'a-naphtyle.



HAUBRUGE Eric (1995). Study of malathion specific resistance in
Tribolium castaneum (HERBST) (Coleoptera, Tenebrionidae) (in french).
Gembloux, Faculté universitaire des Sciences agronomiques, 273 p., 51
tabl., 47 fig.

Summary: - Malathion specific resistant strains of Tribolium castaneum
have been detected by toxicological tests. Genetic study show that the
resistance has been characterized by incomplete dominance and has been
controled by one gene or several .

Resistant phenotype has been stable in the population of T. castaneum
during the time and without malathion treatment. Several biological
parameters have been studied for understanding this stability. The study
of mating competition show that resistant male is more competitive for
the mating and the sperm transfer than susceptible male. This phenomen
can explain the contradiction between the classical fitness disadvantages
for resistant insects and the stability of resistant phenotype in
population.

Biochemical mechanisms of malathion specific resistance in T. castaneum
has been also studied. In resistant insects, a more important excretion has
been associated with a hydrolysis of malathion in monoacid and diacid
malathion by carboxylesterases. Electrophoresis separation (PAGE) show
a malathion specific carboxylesterase (MCase). This enzym has been
purified from the susceptible and resistant strains. For the two strains,
the protein has a molecular weight of 52 KDa but the isoelectric point is
different. The kinetic studies suggest that MCase of resistant insect is
capable of a rapidly malathion hydrolysing than carboxylesterase for
susceptible insects and that she possess more affinity for malathion than
for napthyl esters. Malathion carboxylesterase has arisen by qualitative
modifications in a esterase gene or susceptible malathion
carboxylesterase gene, giving more affinity for organophosphate than for
naphtyl ester substrates.
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CHAPITRE 14.

Conclusions générales

14.1. Intérét et objectifs

La lutte chimique constitue un des principae
intrants de l'agriculture moderne. Pour pouv:
produire plus sans augmenter la superficie des teree
cultivables, il a fallu d'une part, fertiliser le sol et d'anitre
part, maintenir les cultures dans un état phytosanitai.
excellent en appliquant principalement des pesticides
Mais la lutte chimique intensive contre les ravageu -
été a la base de la sélection d'individus capabies o
survivre et de se reproduire malgré la présence
pesticides dans leur environnement.

Yo

Les conséquences de ce phénomene s
désastreuses:

1. au niveau des utilisateurs qui se trouvent scuvir:
démunis devant l'apparition de ces populatios.
d'insectes résistants;

2. au niveau de l'industrie phytosanitaire, ¢«
l'apparition de souches d'insectes rvésistants ¢«
synonyme, a plus ou moins long terme, de
disparition des organochlorés, des organophosphor:
et des pyréthrinoides;

3. au niveau de l'environnement, car l'augmentatic:
des doses appliquées et la diversification nou
controlée des insecticides utilisés, pour lutter contr:
la résistance, sont a la base de contaminations
importantes des sols et des nappes aquiféres.
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Alliant les nouvelles technologies du vivant et les
connaissances entomologiques, nos travaux de recherche
portent d'une part, sur la biologie et I'éthologie du
ravageur et d'autre part, sur la compréhension des
mécanismes responsables de la résistance chez le
ravageur.

Les résultats obtenus permettent la mise au point
d'une gestion raisonnée de la résistance aux insecticides,
avec pour objectifs:

1. de développer des sondes moléculaires pour suivre
I'évolution des geénes de résistance dans les
populations;

2. d'utiliser des pesticides plus respectueux de
I'environnement;

3. d'utiliser de nouvelles substances non biocides
possédant des modes d'action différents de celles
couramment employées;

4. de mettre au point des méthodes alternatives de lutte
comme la lutte biologique ou la lutte génétique.

14.2. Le modele agronomique étudié

Nous avons choisi, pour nos recherches,
I'écosystéme des denrées entreposées qui est cloisonné et
entiérement contrlé par 'homme. On y compte plus
d'une centaine d'espéces d'insectes ravageurs des grains

et des farines. Depuis une vingtaine d'années, le nombre

d'espeéces résistantes aux insecticides ne cesse de croitre;
de plus, afin d'améliorer la qualité nutritionnelle des
denrées alimentaires, l'utilisation intensive des
pesticides est de plus en plus remise en cause.
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Nous nous sommes intéressé au Tribolium
castaneum et & la résistance spécifique au malathion.
Parmi les ravageurs des denrées entreposées , on
constate que le coléoptere Tribolium castaneum est le
seul insecte qui présente des cas de résistance A 66
insecticides et ce, principalement a l'égard du malathion
et du lindane. De plus, chez ce coléopteére, la résistance
spécifique au malathion est cosmopolite et est également
présente dans plus de 80% des souches.

14.3. Les résultats obtenus

La résistance spécifique au malathion chez
Tribolium castaneum a été étudiée sous quatre aspects.

14.3.1. Une approche toxicologique

La stratégie suivie a donc été de montrer qu'il
existe une variabilité de la susceptibilité de T. castaneum
a l'égard du malathion. Nous avons ensuite mis en
évidence des souches résistantes spécifiquement a cet
insecticide. Enfin, les tests toxicologiques ont montré
d'une part, un ordre de tolérance vis-a-vis du malathion
au niveau des différents stades de développement:
nymphe>oeuf>larve dgée de 18 jours>adulte>larve agée
d'un jour, et d'autre part, la présence de la résistance au
malathion durant tout le cycle biologique.

14.3.2. Une approche génétique

Pour effectuer toutes les autres expérimentations,
nous avons choisi la souche résistante PRm et la souche
sensible Asm, le facteur de résistance (FRsg) entre ces
deux lignées étant de 250,1X.
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Les croisements réciproques ont montré que la
résistance spécifique au malathion chez la souche PRm
est caractérisée par une dominance incomplete. La
ségrégation mendélienne observée lors des rétro-
croisements nous indique également que la résistance
spécifique au malathion est contralée soit par un seul
gene soit par un groupe de genes étroitement liés.

De plus, nous avons remarqué que, bien que la
résistance spécifique au malathion ne soit pas liée au
sexe, les femelles sont plus tolérantes au malathion que
les males. La susceptibilité a I'égard de cet
organophosphoré serait liée au poids des individus; les
femelles étant significativement d'un poids plus élevé
que les mailes.

14.3.3. Une approche biologique

Dans un premier temps, nous avons suivi
I'évolution du phénotype résistant au sein de
populations constituées d'individus sensibles associés 2
différentes proportions d'insectes résistants. Cette
expérience a montré que la résistance spécifique au
malathion est stable au cours du temps.

Pour mieux comprendre ce phénomene, j'ai
comparé la valeur sélective de la souche sensible par
rapport a celle de la souche résistante. Dans ce but, nous
avons évalué les parametres biologiques classiquement
utilisés comme la fertilité, la fécondité, la durée du cycle
de développement.

Toutefois, les résultats obtenus ne permettent pas
d'expliquer la stabilité du phénotype résistant dans des
populations naturelles. La souche résistante
spécifiquement au malathion posséde en effet une
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vigueur biologique plus faible que la souche sensible.
D'autres parametres biologiques ont donc été envisagés.

Nous nous sommes plus particuliérement
intéressé a la compétition des males lors de
l'accouplement.  Nos résultats montrent qu' une
spermathéque permet a la femelle de conserver le
sperme du méle pendant plusieurs semaines. Nous
avons remarqué que l'utilisation du sperme déposé lors
du dernier accouplement avec la femelle pousse le male
a s'accoupler régulierement, de telle maniére a ce qu'il
soit toujours le dernier male a féconder la femelle.

La présence d'une spermatheéque permet donc a la
femelle de conserver le sperme provenant d'un ou de
plusieurs accouplements et de l'utiliser ultérieurement
pour fertiliser ses ovules. Les accouplements multiples
et l'existence d'une spermatheéque stockant le sperme
issu d'un ou de plusieurs accouplements augmentent les
possibilités de dispersion des génes de résistance dans
l'espace et dans le temps.

De plus, les expériences réalisées sur le
comportement des maéles lors de l'accouplement nous
indiquent que les individus males résistants sont plus
compétitifs pour s'accoupler et transférer leur sperme
que les insectes males sensibles. Ceci est d'autant plus
important que nous avons montré que lors
d'accouplements successifs, le sperme du dernier male
est utilisé, en premier lieu, pour la fertilisation des
ovules.
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14.3.4. Une approche biochimique

Nous avons entrepris de caractériser les
mécanismes responsables de la résistance spécifique au
malathion chez ce coléoptére. Dans un premier temps,
en appliquant le pesticide sur 'abdomen de l'insecte.
nous avons démontré qu'il n'y a pas de réduction de la
pénétration cuticulaire du malathion; mais que
I'excrétion du pesticide et de ses métabolites polaires est
plus importante chez les adultes résistants de Tribolium
castaneum.

Nous avons ensuite essayé de savoir quel est le
systéme enzymatique impliqué dans la résistance au
malathion. L'utilisation de synergistes associés au
malathion ainsi que la métabolisation "in vitro” nous
ont montré que la résistance spécifique au malathion est
liée a la dégradation en acide malathion
monocarboxylique et en acide malathion dicarboxylique
par des carboxylestérases.

Nous avons caractérisé les estérases et leurs
activités vis-a-vis d'un substrat chromogéne (l'acétate

d'a-naphtyle) chez les deux souches de Triboliuni
castaneum; l'activité estérasique est plus faible chez les
individus résistants de Tribolium castaneum que chez
les individus sensibles. Ces résultats laissent supposer
qu'une ou plusieurs estérases, présentant une moins

bonne affinité a l'égard de l'acétate d'a-naphtyle,
posséderai(en)t une activité catalytique importante vis-
a-vis du malathion chez les individus résistants.
Toutefois, 1'électrophorése PAGE en condition§ non
dénaturantes a permis de montrer que les estérases
ayant une activité catalytique a I'égard de ‘l‘acémte du-
naphtyle, ne dégradent pas le malathion. Chez les deux
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souches, il existe une autre carboxylestérase qui
hydrolyse spécifiquement le malathion (MCase).

Notre travail expérimental nous a donc poussé a
purifier cette MCase et A étudier ses caractéristiques
biochimiques. Nous avons isolé une MCase chez les
deux souches. Bien que les deux protéines possédent un
poids moléculaire de 'ordre de 52 KDa pour la souche
PRm et la souche Asm en analyse SDS-PAGE; le point
isoélectrique est respectivement de 7,1 + 0,12 et de 6,8
0,07. Il ne s'agit donc pas de protéines semblables.

L'étude des parametres de I'équation de
LINEWEVEAR-BURK laisse apparaitre également des
différences entre les deux enzymes; la MCase présente
un pouvoir catalytique plus important et une meilleure
affinité vis-a-vis du malathion chez la souche résistante
que chez la souche sensible, alors que le phénomeéne

inverse s'observe a I'égard de I'acétate d'a-napthyle. La
carboxylestérase présente chez la souche résistante,
aurait subi une (ou des) modification(s) qualitative(s)
lui permettant de dégrader préférentiellement le
malathion par rapport A d'autres substrats comme

l'acétate d'a-naphtyle.

L'expression de cette protéine proviendrait d'une
ou plusieurs mutation(s) ponctuelle(s) d'un géne codant
pour la MCase présente chez la souche sensible ou pour
une autre estérase.
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