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serait intéressant d’étudier I’expression
de Nodal dans les mutants Lnfg et de tes-
ter une éventuelle interaction génétique
entre Nodal et Lnfg.

Si la philosophie de la mise en place de
'asymétrie DG est conservée chez les
vertébrés, il y a des différences entre les
espéces en particulier dans les méca-
nismes qui conduisent a I’expression de
Nodal du c6té gauche. A. Raya et al. ont
montré que, chez le poisson zebre, la voie
Notch est aussi impliquée dans le
contrdle de Iexpression de Nodal et par
conséquent dans la mise en place de
I"asymétrie DG. Il est donc réconfortant
de constater que I’évolution a conservé
des mécanismes directement en amont
de la détermination de la polarité DG.
Left-right asymmetry: Notch acts
upstream of Nodal
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NOUVELLE

La résistance du moustique
Culex pipiens aux insecticides

Mylene Weill, Olivier Duron, Pierryck Labbé, Arnaud Berthomieu,

Michel Raymond

> Le moustique Culex pipiens est présent
en zones tropicales et tempérées. Sa
nuisance due aux piqlres et aux mala-
dies qu’il véhicule (filariose, figvre du
Nil...) a poussé I’homme a le combattre
activement dans de nombreux pays a
I’aide d’insecticides. Au cours des der-
nieres décennies, Culex pipiens a déve-
loppé des résistances a une grande
variété d’insecticides (DDT, pyréthri-
noides, carbamates, organophosphorés,
toxines de Bacillus sphaericus, etc.).

La résistance aux insecticides organo-
phosphorés (OP) représente un excellent
modele d’étude de ’adaptation @ un nou-
vel environnement. Ces insecticides inhi-
bent Iacétylcholinestérase, enzyme res-
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ponsable de I’hydrolyse de
I'acétylcholine dans les

synapses cholinergiques (Figure 1). Cette
inhibition prolonge la durée de I'influx
nerveux, ce qui conduit rapidement a la
mort du moustique. Développer une résis-
tance a ces toxiques implique donc de
supprimer ou de diminuer Iinhibition de
I'acétylcholinestérase  des  synapses.
Létude des différents phénotypes de
résistance et des changements géné-
tiques qui leur sont associés permet d’ap-
préhender finement comment se fait
cette adaptation et comment elle se
modifie au cours du temps [1].

Il est important de comprendre que le
moustique ne mute pas pour résister aux
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insecticides ! De trés nom-
breuses mutations pré-
existent dans les
immenses populations de
moustiques. Lorsque des
insecticides sont présents
dans I’environnement, les
moustiques qui ont des
mutations favorables a
leur survie se reprodui-
sent et les transmettent ainsi a leurs
descendants, alors que les moustiques
sensibles aux toxiques meurent. Les
mutations conférant aux moustiques la
capacité de résister aux OP ne sont pas
engendrées, mais sélectionnées par le
milieu. Plus simplement, la fréquence
des moustiques porteurs de ces muta-
tions augmente dans un environnement
toxique.

Les genes impliqués dans la résistance
aux OP chez Culex pipiens

Seuls trois locus sont responsables de
résistances majeures, Est-2, Est-3 et



ace-1 (Figure 7). Est-2 et Est-3 for-
ment un super locus (désigné par Ester)
car ils sont trés proches dans le
génome; ces génes codent pour des
estérases qui piegent ou métabolisent
les insecticides avant qu’ils puissent
inhiber  I'acétylcholinestérase  des
synapses. Dans les cas de résistance,
ces estérases sont produites en exces
grace a un processus d’amplification
du nombre de copies des genes qui les
codent dans le génome ou une augmen-
tation de leur expression. Certains
alléles de résistance comportent jus-
qu’a 50 copies d’Ester, alors que "allele
sensible ne comporte qu’une seule
copie [2]. Le géne ace-1 code pour la
cible des insecticides OP, "acétylcholi-
nestérasel (AChEl). Dans les cas de

résistance, cette cible est mutée, ce
qui réduit son affinité pour les OP.

On connait une dizaine d’alleles de résis-
tance au locus Ester et seulement deux
au locus ace-1, ce qui indique que le
nombre d’événements indépendants
aboutissant a des mutations (amplifica-
tion ou mutation ponctuelle) est en fait
tres faible. Cependant, les Culex pipiens
résistants, sélectionnés par des insecti-
cides ou des pesticides utilisés en agri-
culture, sont disséminés sur toute la pla-
néte. Souvent, la résistance apparait en
un point localisé puis se répand rapide-
ment parce que les moustiques sont
transportés passivement par bateau ou
par avion. Uexpansion géographique de
la résistance est indiscutablement liée a
Pactivité humaine [3].
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Figure 1. Réle de I’acétylcholinestérasel (AChEl) dans la transmission synaptique. A. Situation

d’un moustique sensible sans insecticides. U'AChEl dégrade I'excés d’acétylcholine dans la

synapse. B. Situation d’un moustique sensible en présence d’insecticides (OP). Les insecticides

inhibent I’AChE1 qui ne dégrade plus suffisamment I’acétylcholine, ce qui conduit a un prolonge-

ment toxique de I'influx nerveux. C. Situation d’un moustique résistant en présence d’insecti-

cides. Les OP n’inhibent plus ’AChE1 modifiée. En revanche, I"acétylcholine est moins bien dégra-

dée par 'enzyme mutée que par ’enzyme sauvage, ce qui conduit @ une transmission du signal

non optimale.
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Le fait de résister est coliteux, les mous-
tiques résistants ne sont pas en grande
forme. Dans les cas de résistance par
amplification d’estérases, leur métabo-
lisme de base doit étre perturbé. Dans
les cas de mutation de I’AChEL, certes
I’enzyme fixe moins bien I'insecticide,
mais également son substrat naturel
(Pacétylcholine), ce qui conduit a une
transmission du signal nerveux plus
approximative (Figure 1). Dans un envi-
ronnement sans insecticides, les mous-
tiques résistants meurent plus jeunes
que les moustiques dépourvus de muta-
tions, se développent plus lentement,
sont plus fréquemment capturés par des
prédateurs, sont plus sensibles aux
infections par des bactéries endocellu-
laires de type Wolbachia. Si les mous-
tiques sauvages et mutés sont mis en
compétition, les seconds perdent dans
toutes les conditions testées. Evidem-
ment, en présence d’insecticides, ils s’en
sortent quand méme car ce sont les seuls
a survivre.

Le colit de la résistance se modifie avec
le temps, certains alleles Ester moins
coliteux en remplacent d’autres [4]. Un
nouvel allele dans lequel ace-1 est
dupliqué, comportant une forme mutée
et une forme sauvage, est apparu dans
certaines populations et tend a se
répandre [5].

Une avancée certaine

dans la compréhension

de la résistance via la modification

de 'acétylcholinestérase

Le gene codant pour I"AChEl modifiée
était jusqu’a présent inconnu chez les
moustiques. €n effet, I’homologue du
geéne de Drosophila melanogaster trouvé
chez Culex pipiens n’intervenait pas dans
la résistance (pas de mutations identi-
fiées dans les souches résistantes et pas
de ségrégation du gene avec la résistance
lors des croisements [6]). Nous avons
récemment montré, en utilisant la
séquence du génome d’Anopheles gam-
biae, qu’il existe deux génes chez les
moustiques, ace-1 et ace-2, codant pour
deux acétylcholinestérases distinctes
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(53% de similitude dans la séquence pri-
maire) dont les fonctions différent selon
les espéces [7]. Le géne que nous avons
cloné (ace-1) est la cible des insecti-
cides organophosphorés (et carbamates)
chez les moustiques (et probablement
chez une grande partie des insectes) et a
été perdu chez la drosophile qui n’a plus
que le gene ace-2. Ces deux genes diver-
gent fortement au niveau nucléotidique,
ce qui explique les nombreux échecs des
stratégies utilisées auparavant pour
identifier ce deuxieme géne d’acétylcho-
linesterase (ace-1), et qui se fondaient
sur I"lhomologie du seul géene existant
chez la drosophile (ace-2).

Nous avons cloné et caractérisé ace-1
chez Culex pipiens a la fois dans des
souches sensibles et résistantes aux
insecticides [8]. Une seule substitution
de I'acide aminé glycine en sérine en
position 119 (G119S) est responsable de
la résistance dans la plupart des souches
testées, quelle que soit leur origine géo-
graphique. La modélisation de la struc-
ture de I’AChEl de moustique montre que
la position 119 est tres proche du site
catalytique de ’enzyme. La substitution
de la glycine par une sérine provoque un
encombrement stérique plus important,
qui réduirait "accessibilité du site actif
aux insecticides. Cette substitution s’est
produite indépendamment dans les
formes tropicale et tempérée de C.
pipiens. Nous avons également identifié
cette méme mutation dans une popula-
tion d’Anopheles gambiae résistante de
Cote d’lvoire, alors que ce mode de résis-
tance était inconnu chez ce moustique
jusqu’a présent.

La découverte du gene ace-I va per-
mettre de caractériser la résistance chez
les moustiques, mais également chez
d’autres insectes (pucerons, saute-
relles...) qui utilisent ace-1 pour pro-
duire I'essentiel de leur AChE dans les
synapses. €n effet, ’homologue du géne
ace-2 de drosophile cloné chez ces
insectes n’est pas impliqué dans la résis-
tance.

nfin, la plupart des insecticides utilisés
aujourd’hui ont pour cible I’AChEL. Peu
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de produits nouveaux sont développés et
mis sur le marché, ce qui explique les dif-
ficultés croissantes dans la gestion des
problémes de résistance aux insecti-
cides. Un parallele peut étre fait avec les
résistances aux antibiotiques  qui
accroissent le pouvoir pathogéne de
bactéries dont la nuisance était précé-
demment contrdlée. C’est pourquoi il est
important de trouver de nouvelles molé-
cules capables de maftriser ces popula-
tions résistantes... au moins pour un
temps. La découverte et la connaissance

approfondie d’ace-1 devraient

aider a relever ce défi. ¢

nous

Molecular clues to the insecticide

resistance of mosquitoes
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Figure 2. Genes impliqués dans la résistance aux OP chez Culex pipiens. £st-2 et Est-3, super locus

Ester, codent pour les estérases A et B qui piegent les insecticides. Dans les cas de résistance,

ces estérases sont produites en exces grdce a un processus d’amplification du nombre de copies

des génes qui les codent dans le génome ou de sur-régulation de leur expression. Le géne ace-1

code pour la cible des insecticides, I'acétylcholinestérasel (AChEL). Dans les cas de résistance,

cette cible est mutée, ce qui réduit son affinité pour les OP.



