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RESUME DU PROJET

Le doryphore de la pomme de terre (DPT ; Leptinotarsa decemlineata), en provoquant une défoliation
des plants, peut entrainer jusqu’a 80 % de perte de rendement dans les champs touchés, affectant de
maniere significative le secteur de la production de pommes de terre. Ce ravageur constitue une
menace majeure pour une culture qui génere a elle seule des recettes annuelles de 245 millions de
dollars dans la province (Gouvernement du Québec, 2024). Différentes méthodes ont été testées pour
contréler les populations de DPT, cependant les producteurs dépendent encore largement des
insecticides chimiques. L'utilisation de produits phytosanitaires pour lutter contre ce ravageur figure
d’ailleurs parmi les plus importantes au monde (Kromann et al., 2014). Selon I’Arthropod Pesticide
Resistance Database, 57 matiéres actives ont déja fait I'objet de résistances documentées chez le DPT
(https://www.pesticideresistance.org), ce qui en fait I'un des dix insectes les plus résistants au monde
et rend sa gestion particulierement complexe. Afin de rationaliser I'utilisation d’insecticides et de
limiter 'accélération du phénomeéne de résistance au Québec, le présent projet visait a i) Etablir la
concentration permettant de discriminer 90 % (DC90) de la population et valider la méthodologie des
bioessais sur les individus de la population sensible de DPT, ii) Echantillonner sur le terrain des
populations sauvages de DPT pour évaluer la résistance, iii) Valider la méthodologie moléculaire pour
détecter la résistance des populations de DPT, et iv) Transférer la méthodologie au laboratoire
d’expertise et de diagnostic en phytoprotection (LEDP) du MAPAQ. Pour ce faire, I'élevage d’une
population sensible aux insecticides a été mis en place en 2021, et les DC90 ont été déterminées pour
neuf insecticides (Objectif 1). En 2022 et 2023, des bioessais réalisés sur 14 populations sauvages
guébécoises différentes ont permis d’évaluer leurs niveaux de résistance a neuf insecticides (Objectif
2). Par la suite, I'identification de genes impliqués dans les mécanismes de résistance a I’Actara®, au
Delegate™, a I’Entrust™, au Titan® et au Verimark® a été réalisée a I'aide d’analyses biochimiques, puis
confirmée par des bioessais (Objectif 3). Les transcrits d’intérét identifiés appartenaient a la famille
des cytochromes P450s. Apres validation, I’'ensemble des protocoles développés au cours du projet a
été transféré au LEDP (Objectif 4). Ce projet a ainsi permis de démontrer que la résistance du DPT aux
insecticides est bel et bien présente dans les populations québécoises. De nouveaux outils de
diagnostic moléculaire sont désormais disponibles et pourront soutenir la mise en ceuvre de
programmes de gestion de la résistance de ce ravageur.

Objectif 1 - Etablir la concentration permettant de discriminer 90 % de la population et valider la
méthodologie des bioessais sur les individus de la population sensible de DPT

1.1 Etablir une population d’élevage sensible de DPT

Méthodologie

Environ 400 ceufs de DPT, issus d’une population sensible aux insecticides élevée depuis plus de 200
générations dans les laboratoires d’Agriculture et Agroalimentaire Canada a London (Ontario), ont été
recus le 6 juillet 2021 a I'IRDA de Saint-Bruno-de-Montarville, dans le but d’établir une nouvelle
population. Cet élevage a été maintenu jusqu’a I'automne 2024, correspondant a la fin des essais
réalisés dans le cadre de ce projet. Les DPT étaient élevés en cages dans des conditions contrélées de
laboratoire (25 + 2 °C, 50 + 5 % HR et 16L:8N). Des plants de pommes de terre (Solanum tuberosum,
variété Kennebec) étaient mis a disposition des adultes de DPT a la fois pour I'alimentation et la ponte,
tous les deux jours. En parallele, les masses d’ceufs étaient récoltées, a la fois pour assurer le maintien
de I'élevage et obtenir des larves de deuxiéme stade (L2) nécessaires aux bioessais.

Résultats


https://www.pesticideresistance.org/

Au cours du projet, 22 générations de la population sensible de DPT se sont succédé en élevage entre
2021 et 2024. De maniere générale, le pic de ponte d’une génération survenait entre la deuxieme et
la cinquiéme semaine de vie des adultes. Ces périodes représentaient donc des moments clés pour la
planification des bioessais, afin de disposer d’un nombre suffisant de larves L2. Cette dynamique
reproductive nécessitait un suivi rigoureux et continu de I'élevage, de facon a garantir la disponibilité
de larves vigoureuses en quantité adéquate pour la réalisation des bioessais.

1.2 Etablir les concentrations discriminantes a 90 % (DC90) sur la population sensible de DPT

Méthodologie

Un minimum de trois blocs temporels de quatre répétitions a été réalisé pour établir les DC90 de neuf
insecticides: Actara®, Coragen®, Delegate™ Entrust™, Matador®, SivantoMPPrime, Titan®, Vayego® et
Verimark®. Ces essais ont permis de totaliser 12 répétitions par insecticide. Chaque répétition
comprenait huit concentrations d’insecticides différentes ainsi qu’un témoin négatif avec de I'eau
distillée (Tableau 1). Afin de limiter les biais expérimentaux, une solution mere de 1000 ppm de matiere
active était utilisée a chaque répétition pour réaliser les différentes dilutions. La méthodologie utilisée
pour les bioessais a été inspirée des protocoles décrits par Scott et al. (2014) et Krolilowski et al. (2018).
Pour déterminer la DC90 d’un insecticide, des larves L2 issues de la population sensible ont été
exposées aux huit concentrations testées. Des disques foliaires de pomme de terre de 42 mm de
diametre ont été immergés dans la solution d'insecticide a la concentration désirée pendant cing
secondes, puis séchés sur des grilles durant au moins 30 minutes. Une fois la solution insecticide seche,
les disques foliaires étaient déposés individuellement dans des boites de Pétri de 47 mm de diameétre
contenant un papier filtre. Cinq larves L2 étaient ensuite placées sur chaque disque foliaire. Les Pétri
étaient conservés en chambre de croissance (27 £1 °C, 65 £ 5 % HR et 16L:8N) jusqu’aux observations
de la mortalité des individus, 24 h, 48 h et 72 h post-exposition. La majorité du feuillage ayant été
consommé aprés 48 h, les larves ont été transférées sur de nouveaux disques foliaires afin que
I"alimentation ne soit pas limitante. Ces disques foliaires de remplacement avaient été préparés en
méme temps que les premiers et conservés individuellement en chambre de croissance, dans les
mémes conditions afin d’éviter leur flétrissement.

Tableau 1. Insecticides testés selon leur groupe et famille chimique, leur nom commercial, leur matiére active et
I'intervalle de dilutions testées (ppm).

Intervalle de dilutions testées

Groupe  Famille chimique Nom commercial Matiére active (]

3A Pyréthrinoides Matador® Lambda-cyhalothrine 0,001-0,2

4A Néonicotinoides Actara® Thiaméthoxame 0,010-0,2
Titan® Clothianidine 0,010-4,0

4D Buténolides SivantoMPPrime Flupyradifurone 0,100 - 30,0

5 Spinosynes Delagate™ Spinetoram 0,010-2,5
Entrust™ Spinosad 0,010-2,5
Coragen® Chlorantraniliprole 0,010-10,0

28 Diamides Vayego® Tétraniliprole 0,010-10,0
Verimark® Cyantraniliprole 0,010-10,0

A chaque observation, les larves étaient classées en trois catégories selon la méthode de Scott et al.
(2023) : i) Vivantes, lorsqu’elles se déplacgaient et pouvaient se redresser apres avoir été placées sur le
dos a l'aide d’un pinceau; ii) Moribondes, lorsqu’elles bougeaient lentement mais étaient incapables
de se redresser; iii) Mortes, lorsqu’elles demeuraient immobiles méme lorsqu’elles étaient touchées.
Etant donné que les larves moribondes ne sont plus en mesure de causer des dommages aux plants,



elles ont été regroupées avec les mortes pour I’analyse des données. Les valeurs de DC90 pour chaque
insecticide ont ensuite été estimées, tout en considérant le temps post-exposition.

Analyse des données

L’ensemble des analyses statistiques du projet a été réalisé a I’aide du logiciel R (version 4.2.1). Afin de
minimiser les effets de possibles contaminants ou de mauvaises manipulations, un seuil de rejet a 20 %
de mortalité pour les individus témoins a été appliqué (moyenne de la journée). Dans le cas ou ce seuil
a été dépassé, le bloc temporel entier a été retiré du jeu de données. Des essais ont été ajoutés au
besoin pour avoir un nombre minimal de répétitions suffisant. La correction d’Abbott a été appliquée
en utilisant la mortalité de tous les témoins de la journée comme suit : Mapbott = (M — Mémoin) / (1 —
M1émoin). LES courbes dose-réponse ont été estimées a partir d’'un modéle log-logistique simple en
spécifiant une distribution binomiale. La mortalité témoin a été fixée a 0 % et la mortalité a une dose
assez élevée proche de 100 %; la courbe était symétrique autour de 50 %. Une courbe de réponse a
été ajustée pour chaque pseudo-réplication (jusqu’a quatre par jour) a I'aide de la librairie drc (Ritz et
al., 2019). La valeur de DC90 a ensuite été obtenue par régression inverse. Les DC90 des pseudo-
réplications ont par la suite été combinées par méta-analyse (moyenne pondérée par leur degré
d’incertitude) avec la librairie metafor (Viechtbauer, 2010).

Résultats

La concentration discriminante a 90 % (DC90) a été déterminée avec succés pour chacun des neuf
insecticides homologués utilisés dans la lutte contre le DPT et ciblés dans le cadre de ce projet
(Tableau 2). Les DC90 ont été déterminées a partir des courbes dose-réponse réalisées pour chacun
des insecticides (Figure 1).

Tableau 2. Insecticides testés, selon leur groupe et famille chimique, leur nom commercial et leur matiere active,
leur DCI0 (avec intervalle de confiance a 95 %) et leur délai post exposition.

Groupe Famille chimique Nom commercial Matiére active (%) DC90 (ppm) Délai post-exposition (h)
3A Pyréthrinoides Matador® Lambda-cyhalothrin (12 %) 0,06 [0,05-0,08] 48
4A Néonicotinoides Actara® Thiaméthoxame (21,6 %) 0,82 [0,61-1,03] 48
4A Néonicotinoides Titan® Clothianidine (48 %) 1,51 [0,86-2,15] 48
4D Buténolides SivantoMPPrime Flupyradifurone (20 %) 17,71 [13,45-21,96] 72
5 Spinosynes Delegate™ Spinétoram (25 %) 0,06 [0,04-0,09] 48
5 Spinosynes Entrust™ Spinosad (22,5 %) 0,21 [0,14-0,28] 48
28 Diamides Coragen® Chlorantraniliprole (18,4 %) 0,98 [0,36-1,60] 48
28 Diamides Vayego® Tétraniliprole (20 %) 1,01 [0,13-1,90] 48
28 Diamides Verimark® Cyantraniliprole (18,7 %) 0,10 [0,08-0,12] 72
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log-logistique simple en spécifiant une distribution binomiale. Les DC90 ont été estimées ensuite par une méta-analyse.



Objectif 2 - Echantillonner sur le terrain des populations sauvages de DPT pour évaluer la résistance
2.1 Echantillonnage sur le terrain et élevage des populations sauvages de DPT

Méthodologie

Afin d’assurer un élevage optimal et d’obtenir un nombre suffisant de larves destinées aux bioessais,
150 adultes hivernants sauvages (premiere génération de la nouvelle année, GO) par population ont
été prélevés sur le terrain. Le transport des individus vivants a été optimisé en les placant dans des
pots aérés contenant des feuilles fraiches de pomme de terre. Ces pots ont ensuite été placés dans des
boites d’expédition réfrigérées. A leur réception, les DPT ont été comptabilisés puis placés en cages
avec des plants de pommes de terre afin de constituer les élevages. Ces élevages de populations
sauvages ont été maintenus dans des tentes de croissance dans des conditions controlées (24 + 2 °C,
65 + 5 % HR, 16L:8N). Afin d’éviter une éventuelle perte de résistance liée a la succession des
générations, les bioessais ont été réalisés dés que suffisamment de larves L2 issues de la génération
GO étaient disponibles. L'évaluation de la résistance des populations sauvages a été réalisée en 2022
et 2023 sur dix et 11 populations, respectivement. Afin d’évaluer I'évolution de la résistance, mais
également de maximiser les chances d’identifier des populations résistantes et les genes associés, sept
des fermes échantillonnées en 2022 ont été de nouveau échantillonnées en 2023. En réponse a la
demande de producteurs et d’agronomes, trois fermes en régie biologique ont été ajoutées a
I’échantillonnage de 2023. En 2024, sept populations, dont une issue d’une ferme en régie biologique,
ont été échantillonnées pour effectuer la validation des génes ciblés. Pour chaque insecticide, les trois
populations les plus résistantes identifiées lors des bioessais de 2023 ont été sélectionnées pour les
tests de 2024.

Résultats

Au total, des échantillons ont été collectés dans 14 fermes différentes, réparties dans 12 régions
administratives du Québec : Bas-Saint-Laurent, Capitale-Nationale, Chaudiére-Appalaches, Centre-du-
Québec, Lanaudiére, Laurentides, Laval, Mauricie, Montérégie, Montréal, Outaouais et Saguenay—Lac-
Saint-Jean. Sur ces 14 populations échantillonnées au cours des trois années du projet, certaines ont
été échantillonnées plusieurs fois afin de répondre aux différents objectifs (Tableau 3). L'ensemble de
ces populations a été mis en élevage afin de pouvoir réaliser les bioessais. Les élevages ont
globalement été bien maintenus grace a un suivi rigoureux. Les individus adultes sortis d’hibernation
ont eu tendance a manger beaucoup de feuillage, ce qui a eu pour conséquence de réduire les surfaces
disponibles pour la ponte. Pour pallier cette problématique et augmenter la ponte, les adultes d’une
méme population ont été répartis dans deux cages d’élevage et les ceufs ont été récoltés tous les jours.
Ce suivi rigoureux a permis un succes des élevages de ces différentes populations. Au pic d’une saison,
une vingtaine de cages d’élevage nécessitant une production de pres de 800 plants de pommes de
terre étaient a gérer simultanément.

Tableau 3. Récapitulatif des 14 populations utilisées pour les trois années du projet avec le nombre total de
populations par année. Les populations en vert sont les populations en régie biologique.

Années Populations Total
2022 F J N 10
2023 B |C E G |H K M 11
2024 7




2.2 Evaluation de la résistance des populations sauvages aux insecticides par bioessais

Méthodologie
Réalisation des bioessais

L'effet des concentrations discriminantes a 90 % (DC90) a été testé sur des populations sauvages selon
le protocole suivant : pour chaque insecticide, I'expérimentation a été répétée quotidiennement
pendant six jours consécutifs, avec I’exposition de dix nouvelles larves de deuxieme stade (L2) par jour,
selon la méme méthodologie que celle utilisée pour la détermination des DC90 (Objectif 1.2).Afin de
limiter la variabilité expérimentale, une quantité suffisante de solution mére a été préparée en début
de saison, puis divisée en aliquots conservés au réfrigérateur, a I'abri de la lumiére. Un nouvel aliquot
était utilisé chaque jour de test pour préparer la dilution correspondant a la DC90. Des disques foliaires
de 42 mm de diameétre ont été immergés pendant cing secondes dans la solution d’insecticide (DC90),
puis séchés sur des grilles durant au moins 30 minutes. Ces disques foliaires ont ensuite été disposés
dans des boites de Pétri de 47 mm de diameétre contenant un papier filtre. Pour chaque population et
insecticide, les dix larves testées simultanément, étaient réparties en deux groupes de cing larves L2,
chacun placé dans une boite de Pétri. Cela étant répété pendant six jours, 12 répétitions ont été
réalisées au total. Les boites étaient ensuite déposées en chambre de croissance (27 +1°C,65+5%
HR, 16L:8N). Les neuf insecticides ont été testés simultanément sur des individus issus d’une a quatre
populations sauvages différentes ainsi que sur la population sensible. Pour chaque population, trois
boites de Pétri supplémentaires ont servi de témoins, les disques foliaires ayant été trempés
uniquement dans de 'eau distillée. Les observations de mortalité ont été réalisées en fonction du
temps post-exposition déterminé pour chaque insecticide dans I'objectif précédent, soit apres 48 h
(Actara®, Coragen®, Delegate™, Entrust™, Matador®, Titan® et Vayego®) ou aprés 72 h
(SivantoMPPrime et Verimark®). Afin de garantir une alimentation suffisante, les disques foliaires ont
été remplacés apres 48 h pour les insecticides nécessitant une observation a 72 h. Lors de chaque
observation, les larves étaient classées en trois catégories : vivantes, moribondes ou mortes. De plus,
I’évolution de la résistance a pu étre évaluée en comparant les sept populations échantillonnées sur
les mémes fermes entre 2022 et 2023, exposées a trois insecticides : Actara®, Matador® et Vayego®.

Caractérisation de la résistance

Dans un principe de parcimonie, la catégorisation des populations a été faite en se basant sur les
intervalles de confiance a 95 % (IC) plutot que sur la mortalité moyenne. D’apres les travaux d’Ellis
(1989), les populations sauvages ont été classées selon les seuils suivants :

e Résistante : IC haut <30 % (rouge)

e Tolérante forte : moyenne <30 % et IC > 30 % (orange)

e Tolérante moyenne : moyenne comprise entre 30 et 70 % (jaune)

e Tolérante faible : moyenne > 70 % et IC < 70 % (vert pale)

e Sensible : IC bas > 70 % (vert foncé)
Lorsque la population sensible exposée aux DC90 ne présentait pas une mortalité de 90 %, de nouveaux
seuils ont été calculés afin de caractériser la résistance des populations sauvages en fonction de la
mortalité observée dans la population sensible.

Conservation, sélection et envoi des individus d’intérét pour analyses moléculaires

En 2023, les larves des populations sauvages encore vivantes a l'issue des tests ont été plongées dans
de I'azote liquide afin d’arréter toute activité physiologique. Les larves issues d’'un méme Pétri (méme
population et méme insecticide) ont été regroupées dans des tubes Eppendorf de 1,5 mL, puis
conservées a -80 °C (congélateur Isotemp — Fisherbrand). A la fin des expérimentations, 15 adultes et
20 larves L2, issus de chaque population sauvage et non exposés aux insecticides, ont également été
collectés et conservés dans les mémes conditions. Ces individus ont servi a la fois a la mise au point de
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la méthode de biologie moléculaire et de témoin pour comparaison avec les larves exposées aux
insecticides. A Iissue de la caractérisation de toutes les populations, les individus provenant de la
population la plus résistante et de la plus sensible, exposés a un méme insecticide, ont été expédiés
sur glace seche a Pier Morin de I'Université de Moncton (Nouveau-Brunswick), en vue de
I'identification des génes impliqués dans la résistance aux insecticides.

Analyse des données

La correction d’Abbott a été appliquée en utilisant la mortalité observée dans I’ensemble des témoins
pour chaque journée d’essai. La mortalité des différentes populations a ensuite été estimée a l'aide
d’un modele linéaire généralisé mixte (GLMM), ajusté séparément pour chaque insecticide (librairie
glmmTMB ; Brooks et al., 2017). Cette approche a permis de modéliser la mortalité selon une
distribution binomiale, tout en tenant compte du nombre total d’individus testés dans chaque essai.
Le modele comprenait un facteur fixe, correspondant a la différence entre la population sensible et
chacune des populations sauvages, ainsi qu’un facteur aléatoire, représentant les blocs temporels. La
validité des modeles a été vérifiée par 'examen de la correspondance entre la distribution des résidus
observés et attendus, a I'aide de la librairie DHARMa (Hartig, 2022). Des comparaisons post hoc ont
ensuite été réalisées afin de déterminer si la mortalité observée pour chaque population sauvage
différait significativement de celle de la population sensible.

Résultats

La population sensible, pour laquelle les DC90 avaient été déterminées, n’a atteint les pourcentages
de mortalité attendus que lors des bioessais de 2023 mais pas lors des bioessais de 2024. Des tests
réalisés hors projet ont montré que la sensibilité de cette souche de DPT variait selon la saisonnalité.
Ainsi, les DC90 établies a I'automne ou en hiver étaient difficilement atteignables lors de tests
effectués en été. Cette variabilité explique pourquoi, lors de la saison 2023, la population sensible
exposée au DCI90 n’a pas toujours présenté une mortalité de 90 %. Une autre explication possible
réside dans l'utilisation d’insecticides conservés pendant plus d’un an: malgré le respect des
conditions de stockage, leur efficacité pourrait avoir été affectée. Pour contourner ce probleme et
caractériser la résistance des populations sauvages, un nouveau seuil de caractérisation, équivalent a
un intervalle de mortalité de 30 a 70 %, a été calculé en fonction de la mortalité de la population
sensible en 2023 (Tableau 4).

Sur les 129 caractérisations de résistance réalisées, 47 cas de résistance, 80 cas de tolérance et 2 cas
de sensibilité ont été observés (Tableau 4). Seules deux populations en régie biologique (A et L) et une
population en régie conventionnelle (N) ont présenté une sensibilité ou une tolérance faible aux
insecticides. Concernant les résistances, 13 des 14 populations se sont révélées résistantes a au moins
un insecticide. Deux populations seulement ont montré une résistance simple, c’est-a-dire sans
résistance multiple. La résistance multiple, définie comme la capacité d’une population a survivre a
plusieurs insecticides appartenant a des familles chimiques distinctes, grace a un ou plusieurs
mécanismes de défense (par exemple, une dégradation enzymatique des insecticides ou une
modification de leurs cibles moléculaires), a été observée chez neuf populations. La résistance croisée,
quant a elle, correspond a la capacité d’'une population a résister a plusieurs insecticides d’'une méme
famille chimique partageant un mode d’action ou une cible moléculaire similaire (Mishra et al., 2021).
La résistance croisée a été détectée chez sept populations pour le groupe chimique 4 et chez une
population en régie biologique pour le groupe 5. Certaines populations présentaient a la fois de la
résistance croisée et multiple. Fait notable, une population en régie biologique a montré une résistance
au Delegate™, un produit pourtant non autorisé en production biologique. Cela illustre la capacité du
DPT a développer des mécanismes de résistance lorsqu’il est exposé a des insecticides d’'un méme
groupe chimique, soulignant ainsi la complexité de la gestion de ses populations.



Aucune résistance n’a été détectée pour le Coragen® et le Vayego®, et une seule pour I'Entrust™ et le
Verimark®. A I'inverse, les taux de résistance les plus élevés ont été observés pour le Sivanto™PPrime
(72 % des populations), suivis de I’Actara® et du Matador® (64 % chacun). Ainsi, les insecticides pour
lesquels les niveaux de résistance étaient les moins élevés, étaient ceux du groupe 5 (spinosynes) et
du groupe 28 (diamides). A I'inverse, les insecticides pour lesquels les niveaux de résistance les plus
élevés ont été observés appartiennent principalement au groupe 4, regroupant les néonicotinoides et
les buténolides, ainsi qu’au groupe 3, comprenant les pyréthrinoides et les pyréthrines. Cette
différence pourrait étre due a la date d’homologation et de mise en marché des produits ou a une
moindre utilisation (répétition et large échelle paysagére). Il serait donc pertinent de gérer
prudemment ['utilisation de ces groupes de familles chimiques, pour lesquelles peu ou pas de
résistance n'a encore été observée, afin d’en préserver I'efficacité a long terme.

A I'exception de la population H, qui s’est révélée significativement moins affectée par une exposition
au Vayego® en 2023 qu’en 2022 (Annexe 1), aucune différence significative de mortalité n’a été
observée entre les deux années pour les autres populations (B, C, E, I, K, M) et les trois insecticides
testés (Actara®, Matador® et Vayego®). Toutefois, une tendance générale a une diminution des
mortalités, traduisant une tolérance ou une résistance accrue, a été constatée apres une année. Ces
résultats suggerent que les populations ne retrouvent pas rapidement leur sensibilité aux insecticides
évalués.



Tableau 4. Catégorisation des populations en fonction de leur résistance aux insecticides. Les informations générales comme le nom commercial de I'insecticide et son
année d’homologation sont indiquées. Trois populations testées étaient en régie biologique (A, D et L), les 11 autres populations étaient en régie conventionnelle. Selon
les seuils calculés a partir de la population sensible de chaque année, le code couleur indique si une population a été caractérisée comme étant résistante (rouge),
tolérante forte (orange), tolérante moyenne (jaune), tolérante faible (vert pale) ou sensible (vert foncé). Les valeurs indiquées dans les cases sont les moyennes et les
intervalles de confiance a 95 %, issus des modéles.

Nom commercial Actara® Coragen® Delegate™ Entrust™ Matador® Sivanto™°Prime Titan® Vayego® Verimark®
Année d'homologation 2006 2008 2007 2004 1997 2015 2003 2020 2013

Seuil de catégorisation (2022) | 0,30-0,70

Nouveaux seuils (2023) 0,14-0,33 0,17-0,39 0,24-0,55 0,24-0,56 0,27-0,62 0,26-0,60 0,25-0,58 0,23-0,54 0,23-0,54

A (bio) 2023 0,31 [0,20-0,44] 0,29 [0,18-0,42] 0,45 [0,31-0,59] 0,29 [0,18-0,42] 0,21[0,11-0,34]
B 2022 0,19 [0,08-0,37] 0,55 [0,34-0,73]

B 2023 0,12 [0,05-0,23] 0,38[0,26-0,51] 0,23 [0,13-0,36] 0,47 [0,34-0,60] 0,14 [0,06-0,26]
C 2022 0,61 [0,42-0,77]

C 2023 0,21 [0,12-0,33] 0,28 [0,18-0,40] 0,38 [0,27-0,51]

D (bio) 2023 0,14 [0,07-0,25] 0,34 [0,23-0,48] 0,18 [0,09-0,29] 0,49 [0,36-0,62] 0,17 [0,08-0,29]
E 2022 0,50 [0,31-0,69]

E 2023 0,20[0,11-0,32] | 0,24 [0,14-0,36] 0,20[0,11-0,32] 0,40 [0,28-0,53] 0,20[0,11-0,33]
F 2022 0,75 [0,56-0,87]

G 2023 0,08 [0,02-0,17] 0,12 [0,05-0,23] | 0,28 [0,17-0,42] 0,43 [0,30-0,57] 0,22 [0,11-0,35] 0,41 [0,28-0,55] 0,32 [0,20-0,46] 0,33 [0,21-0,47]
H 2022 0,56 [0,35-0,75]

H 2023 0,23 [0,14-0,36] 0,31 [0,20-0,44] 0,33 [0,21-0,46] 0,23 [0,13-0,36] 0,15 [0,07-0,26]
| 2022 0,35 [0,19-0,55]

| 2023 0,26 [0,15-0,39] | 0,26 [0,15-0,40] 0,35 [0,22-0,49] 0,18 [0,09-0,30] 0,34 [0,22-0,48] 0,39 [0,25-0,53]
J 2022 0,78 [0,59-0,90]

K 2022 0,16 [0,07-0,33] 0,71 [0,52-0,84]

K 2023 0,16 [0,08-0,27] 0,20[0,11-0,31] 0,27 [0,16-0,39] 0,49 [0,36-0,62] 0,18 [0,09-0,30]
L (bio) 2023 0,30[0,19-0,42] 0,26 [0,16-0,39] | 0,35 [0,23-0,48] 0,51 [0,38-0,64] 0,59 [0,45-0,72] 0,65 [0,52-0,77] 0,58 [0,45-0,70] 0,34 [0,22-0,49]
M 2022 0,37 [0,21-0,57]

M 2023 0,35[0,22-0,49] | 0,41[0,28-0,55] 0,48 [0,34-0,62] 0,41 [0,28-0,56] 0,16 [0,06-0,30]
N 2022 0,55 [0,35-0,73] 0,49 [0,26-0,73] 0,73 [0,55-0,86]
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2.3 Enquétes sur les pratiques agricoles de chacun des champs échantillonnés

Méthodologie

Pour chaque ferme participante au projet, une enquéte annuelle a été réalisée. Celle-ci comprenait
des questions portant sur la superficie de production, la ou les variétés de pommes de terre cultivées,
la distance entre les champs, la présence de rotations culturales dans la régie, ainsi que |'utilisation
des insecticides (produits employés, fréquence d’application et efficacité percue). Voir 'annexe 2 pour
le détail des questions. En complément de cette enquéte, une caractérisation du paysage a été
effectuée dans un rayon de 1 km autour du champ échantillonné, dont la position a été déterminée a
I’aide d’un point GPS. Pour ce faire, les cartes InfoSols2 (données publiques) ont été analysées a I'aide
du logiciel Zen 3.4 (Zeiss, fonction analyse surface) afin de calculer la superficie totale des zones
agricoles, a I'exclusion des parcelles de pommes de terre, permettant ainsi d’estimer le pourcentage
de couverture agricole du paysage. Ce rayon d’un kilométre a été retenu, car il correspond a la distance
maximale de dispersion printaniére des femelles de DPT (Weisz et al., 1994). Les mémes analyses
cartographiques ont également permis de vérifier la présence de superficies en culture de pomme de
terre dans ce méme rayon. Les informations recueillies ont ensuite été analysées de maniere
qualitative afin de formuler des hypothéses sur les facteurs paysagers et culturaux pouvant étre
associés a la présence de résistance.

Résultats

Les enquétes menées aupres des producteurs et les données cumulées au cours des trois années, ont
fourni une quantité d’informations pertinentes permettant de mieux contextualiser les résultats des
bioessais, présentés en quatre volets ci-dessous.

Rotation des cultures

Les champs de pommes de terre étaient cultivés en moyenne 2,3 années sur 5 (+1), souvent dans les
mémes parcelles, ce qui limitait I'efficacité de la rotation pour réduire la pression exercée par le DPT.
Cette faible rotation favorisait I'exposition répétée des populations aux insecticides et, par
conséquent, le maintien ou le développement de résistances. Pour une gestion efficace, les champs
devraient étre distants d’au moins 400 metres (Sexson et Wyman, 2005). Or, les enquétes ont révélé
la présence de pres de trois autres champs de pommes de terre dans un rayon rapproché, offrant des
refuges favorables aux DPT et augmentant les risques d’expositions répétées.

Pulvérisations non ciblées pour le DPT

La culture en place 'année précédant la culture de la pomme de terre, a recu entre une et six
applications d’un insecticide homologué contre le DPT, bien que celui-ci n’était pas directement visé.
De plus, en moyenne 25 % des terres, dans un rayon de 1 km autour des champs échantillonnés, étaient
consacrés a la production de cultures utilisant également des traitements phytosanitaires. Certains
produits comme le Coragen® (28), le Delegate™ (5) et le Matador® (3A), pour lesquels des résistances
ou des tolérances fortes ont été observées pendant les bioessais, ont pu étre utilisés dans ces champs,
exposant ainsi accidentellement les adultes hivernants avant leur migration vers les champs de
pommes de terre. Cette exposition indirecte pourrait contribuer au maintien des résistances.

Connaissance de la pression du ravageur et vérification de [’efficacité des traitements

phytosanitaires
Les enquétes ont parfois montré une discordance entre I'efficacité percue des traitements et les
résultats des bioessais. Par exemple, deux fermes avaient rapporté de bons résultats avec des
insecticides auxquels leurs populations s’étaient pourtant révélées résistantes. Cela pourrait traduire
soit une sous-estimation de la pression réelle du ravageur, soit une évaluation approximative de
11



|’efficacité post-traitement. Inversement, plusieurs fermes ont fourni des évaluations cohérentes avec
les données issues des bioessais : trois fermes ont signalé une efficacité moyenne pour des insecticides
dont les populations ont montré une résistance, cing autres une efficacité moyenne pour des
insecticides dont les populations ont montré une tolérance, et une seule ferme a correctement associé
une faible efficacité a une résistance confirmée.

Rotation des insecticides selon leur groupe chimique et présence de résistance croisée
Le phénomene de résistance croisée pourrait également expliquer pourquoi certaines populations
présentaient une résistance a des insecticides qui n’étaient pourtant pas utilisés dans les fermes ou
elles avaient été échantillonnées. Les quatre exemples suivants sont issus de I'analyse des enquétes
en lien avec les résultats de bioessais :

- Une seule ferme a utilisé le Sivanto™MPPrime lors des trois derniéres années. Cependant, sept
des huit populations provenant de fermes en régie conventionnelle, testées en 2023, se sont
révélées résistantes. La derniere population a été caractérisée comme étant tolérante a ce
produit.

- Trois fermes seulement ont utilisé de I’Actara® au cours des cing derniéres années, les
populations issues de neuf fermes, dont une en régie biologique, montraient une résistance a
cet insecticide. Selon la logique de résistance croisée, il est probable que I'exposition répétée
a d’autres néonicotinoides, utilisés par neuf fermes sur 11 en régie conventionnelle, ait
contribué au maintien d’une résistance généralisée au sein du groupe chimique 4, méme en
I"absence d’utilisation directe de certains produits spécifiques.

- Une ferme en régie biologique, qui n’utilisait plus le Entrust™ depuis plusieurs années, abritait
tout de méme une population résistante.

- Aucune ferme participante n’a utilisé le Matador® au cours des cing dernieres années alors
que la résistance des populations issus de ces fermes a atteint 78,5 %.

Une attention particuliere devrait donc étre portée au choix des insecticides, en évitant non seulement
ceux pour lesquels une résistance est documentée, mais aussi ceux associés a une tolérance élevée. Il
est important de rappeler que la résistance peut persister plusieurs années au sein d’une population,
méme sans exposition au produit concerné. Ces observations soulignent la nécessité d’une gestion
intégrée du ravageur incluant une rotation rigoureuse des groupes chimiques, afin de ralentir le
développement de la résistance (Alyokhin et al., 2008; Scott et al., 2023).

L'analyse des enquétes et les hypotheses formulées démontrent que, pour limiter le développement
et le maintien de la résistance au sein des populations québécoises de DPT, la mise en ceuvre d’une
lutte intégrée est essentielle. Celle-ci repose sur :
- Un aménagement paysager réfléchi, favorisant une rotation efficace des cultures et une
distanciation suffisante entre les champs de solanacées ;
- Une utilisation raisonnée des produits phytosanitaires, en excluant ceux associés a une
résistance ou une tolérance connue ;
- Une rotation stricte des insecticides selon leur groupe chimique ;
- L’adoption de méthodes de lutte alternatives.
Ces ajustements demeurent toutefois tributaires de plusieurs facteurs, notamment la tolérance au
risque des producteurs, le type de régie de culture, le marché de distribution, ainsi que la collaboration
régionale entre exploitations voisines.

Enfin, il convient de rappeler que les doses utilisées lors des bioessais étaient volontairement plus
faibles que celles appliquées en conditions de terrain. Les résultats doivent donc étre interprétés dans
le contexte du projet, dont I'objectif principal était de développer un outil de comparaison entre
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populations sauvages et sensibles, et non de remettre en cause les doses recommandées en pratique
agricole. Les données obtenues confirment néanmoins la présence d’'un phénomene de résistance
croissante chez certaines populations québécoises de DPT.

Objectif 3 - Valider la méthodologie moléculaire pour détecter la résistance des populations de DPT
3.1 Identification des génes

Méthodologie

Dans le but d’identifier les genes associés a la réponse et a la résistance a différents insecticides chez
le DPT, divers transcrits d’intérét ont été amplifiés par RT-qPCR a partir d’ARN total isolé chez des
larves soumises aux traitements insecticides de l'objectif 2.2. Une quantification préliminaire des
transcrits codant pour certains cytochromes P450s (CYP) et glutathion-S-transférases (GST), deux
familles de génes clés impliquées dans la détoxification et la résistance aux insecticides, a été réalisée.
Les transcrits testés comprenaient : CYP4c1, CYP4g15, CYP6al3, CYP6a23, CYP6d4, CYP9e2, CYP12a5,
GST, GST1 et GST1-like. Le choix final des génes ciblés a été établi selon les criteres suivants : i) les
génes présentant une surexpression marquée chez les individus résistants, et ii) la disponibilité et la
validation des amorces correspondantes par |’équipe de Pier Morin.

Analyse des données

Les geénes associés a la résistance pour chaque insecticide ont été identifiés en comparant I'expression
des dix genes ciblés, entre une population sensible et une population résistante. L'expression génique
a été estimée a l'aide d’'un modele linéaire mixte multivarié (MLMM), permettant d’évaluer
simultanément plusieurs genes pour chaque population sélectionnée. Des contrastes post hoc ont
ensuite été réalisés afin d’identifier les génes présentant les plus fortes différences d’expression entre
la population sensible et la population résistante, pour chaque insecticide. Le modéle incluait la
population, l'insecticide et leur interaction comme effets fixes, tandis que les répétitions
expérimentales étaient considérées comme effet aléatoire. Une approche bayésienne a été employée
pour I'ajustement des modeéles (McElreath, 2018), a I'aide de la librairie brms (Blrkner, 2021). Cette
approche repose sur des simulations de type Hamiltonian MCMC, assurant une meilleure estimation
des parameétres dans les modeles complexes. Huit chaines de 5 000 itérations ont été lancées, en
conservant les 2 500 dernieres de chacune pour un total de 20 000 itérations, soit environ dix fois le
nombre minimal habituellement recommandé. La validation des modeles a été effectuée en
examinant plusieurs diagnostics de convergence, la forme des distributions postérieures, la qualité du
mélange des chaines (chain mixing), la cohérence inter-chaines et le nombre effectif d’itérations.

Résultats

L'expression de sept CYP et trois GST a été quantifié afin de déterminer le géne le plus surexprimé dans
le cadre d’une résistance aux insecticides. Une légére surexpression des GST a été identifiée en réponse
a une exposition a 'Entrust™ et au Matador®, cependant les amorces se sont révélées indisponibles
commercialement ou non validées en laboratoire, il a donc été choisi de ne pas aller de I'avant avec
les GST dans ce projet.
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Dans le cas du Delegate™ (Figure 2), le CYP4g15 a été 3,26 fois plus exprimé dans la population la plus
résistante a cet insecticide que dans la population la plus sensible a cet insecticide, sans I'implication
des autres genes testés. Le méme processus a été fait pour 'ensemble des insecticides.

5 O Population sensible
o Population résistante

ig

Expression relative normalisée

AN L L

T T
~ ) ) ) 4 =
& Q“é\ & d & < & R\ o &
Gt < St Gt ot < <

%
%
% 4

Y
S
N
c,‘s

%,
8.
)

Figure 2. Expression relative des genes, sept cytochromes P450s (CYP) et trois glutathion-S-transférases (GST)
chez la population la plus sensible et la population la plus résistante au Delegate™. L’étoile indique une
différence significative au seuil a = 0,05 entre les deux populations pour le CYP4g15 (test post hoc).

Aucune surexpression génique n’a été détectée pour le Coragen® et le Vayego®, ce qui concorde avec
I"absence de résistance observée lors des bioessais. Par conséquent, aucun test n’a été mené en 2024
avec ces insecticides. A I'inverse, pour le Matador®, des surexpressions ont été observées pour six des
sept CYP testés, ainsi que pour toutes les cibles GST, il n’a donc pas été possible de déterminer la cible
principalement responsable de la résistance. De ce fait, aucun bioessais n’a été mené en 2024 pour cet
insecticide.

Les analyses moléculaires ont permis d’identifier la surexpression de transcrits pour cing des
insecticides testés. L’identification de quatre CYP d’intérét, surexprimés chez des populations
résistantes par rapport a des populations sensibles au méme insecticide a été faite (Tableau 5). Pour
tous les insecticides du groupe 4, le géne CYP6a23 a été largement surexprimé dans la population
résistante, par rapport aux autres genes, soit 4,31 fois pour I’Actara®, 7,14 fois pour le Titan® et 6,06
fois pour le SivantoMPPrime. Afin de maximiser notre effort, il a été décidé, en accord avec le LEDP, de
ne travailler que sur deux insecticides de ce groupe, en mettant I'accent sur ceux appartenant aux
néonicotinoides. Dans le but d’identifier un marqueur commun au sein d’'une méme famille, il a été
décidé de tester uniquement le gene CYP6a23, bien que le CYP6al3 ait également été fortement
surexprimée, en réponse a une exposition a I’Actara’. Pour I'Entrust™, c’est le géne CYP9e2 qui a été
4,95 fois plus exprimé dans la population plus résistante que dans la population la plus sensible alors
que pour le Verimark®, c’est le CYP6d4 qui a été 2,08 fois plus exprimé. Ces résultats ont permis
d’identifier une cible par insecticide ou groupe chimique sans chevauchement pouvant laisser espérer
une spécificité et donc une facilité de diagnostic.
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Tableau 5. Choix des genes cibles en fonction des résultats de biologie moléculaire. Certains génes ont été
légérement surexprimés (1) alors que d’autres I'ont été fortement (I 1) dans la population la plus résistante
a un insecticide donné, par rapport a la population la plus sensible a ce méme insecticide. Les cases vides
indiquent I'absence de surexpression du géne. Les cases orangées indiquent les génes choisis pour les tests de
diagnostic moléculaire en 2024, pour les cing insecticides testés.

:I::mercial fl:i‘::;‘ze CYP12a5  CYP4cl  CYP4gls  CYP6ald  CYP6a23  CYP6d4  CYP9e2
Actara® 4A o~ ™~

Titan® aA N 1
Delegate™ 5 ™ P

Entrust™ 5 N ™ ™ ™~
Verimark® 28 ™~

3.2 Synthése de I’ARN interférent (ARNi) et validation de leur fonctionnalité par I'ingestion
d’ARNi

Meéthodologie

Synthése de I’ARNi
Dans le but de bloquer I'expression des génes potentiellement impliqués dans la résistance, des ARN
interférents (ARNi) ont été synthétisés pour chacun des génes cibles. Cette approche visait a réduire
I’expression des génes cibles, afin de rendre les DPT plus sensibles aux insecticides.
Pour la synthese de I’ARNi, I'extraction d’ARN total a d’abord été réalisée a I'aide du kit RNeasy
Universal (Thermo Fisher Scientific), suivie de la synthése de ’ADNc. L'ADNc obtenu a ensuite servi de
matrice pour I'amplification par PCR, avec l'ajout de séquences promotrices T7 aux amorces
spécifiques des genes ciblés. Les produits amplifiés ont été purifiés a I'aide du kit QlAquick PCR
(QIAGEN). La synthese d’ARN double brin a ensuite été effectuée a partir de cette matrice ADN en
utilisant les nucléotides et enzymes T7 du kit MEGAscript RNAi (Thermo Fisher Scientific). Des
traitements a la DNase et a la RNase ont ensuite permis d’éliminer les acides nucléiques résiduels
indésirables. L’ARNi obtenu a été quantifié puis conservé a —20 °C jusqu’a son utilisation pour les essais
d’ingestion chez les larves sauvages.

Validation de I'efficacité des ARNi

Afin de valider I'efficacité de I’ARNi synthétisé, les ARNi ciblant deux genes CYP ont été testés par
ingestion chez des larves de premier stade (L1) dans une plaque ELISA. Pour chaque traitement (ARNi
et témoin a l'eau distillée), 12 larves L1 issues de la population sensible ont été placées
individuellement dans des puits contenant un disque foliaire de pomme de terre. Un volume
correspondant a 1 pg d’ARNi, ajusté selon la concentration, a été déposé dans chaque puits a I'aide
d’une micropipette, puis incubé a 25 °C et 60 % HR pendant 24 h afin d’assurer I'ingestion.

Aprées cette période, les neuf larves les plus vigoureuses de chaque traitement ont été plongées dans
I’azote liquide, puis regroupées par trois dans des tubes a vis distincts. L'expression des genes ciblés a
ensuite été quantifiée par RT-qPCR a partir de I’ARN total extrait des larves traitées a I’ARNi,
comparativement a celles soumises au traitement témoin (eau distillée). Cette étape a permis de
valider la méthodologie utilisée pour initier les bioessais de I'objectif 3.3.
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Analyse des données

L'efficacité de I'ARNi a été évaluée en comparant I'expression des génes cibles CYP4gl5, CYP6a23,
CYP6d4 et CYP9e2 chez la population sensible. Des larves ont été soumises a deux traitements : témoin
(eau distillée) et ARNi. Les essais ont été réalisés dans des plaques ELISA selon une exposition de 24 h.
Chaque geéne cible a été analysé séparément a I'aide d’'un modeéle linéaire mixte (LMM), et les
comparaisons entre traitements ont été effectuées par contrastes bayésiens, suivant la méme
approche que décrite précédemment. Le traitement a été modélisé comme effet fixe, tandis que
I'identifiant combiné date—échantillon a été inclus comme effet aléatoire (jusqu’a quatre mesures par
combinaison date/échantillon/traitement).

Résultats

Les bioessais ont permis de valider le fonctionnement des ARNi et I'inactivation des génes cibles dés
24 h post-exposition (Figure 3). L'expression du CYP6a23 a été réduite de 93,9 % chez les individus
ayant consommeé I’ARNi correspondant, par rapport aux témoins. L’expression du CYP6d4, a quant a
elle diminuée de 53,2 %. Cette étape a permis de valider que I'exposition a I’ARNi seulement 24 h avant
I’exposition aux insecticides était suffisante pour induire une réponse.
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Figure 3. Expression relative normalisée pour les génes cibles CYP6a23 et CYP6d4 a la suite d’'une exposition de
24 h des larves L1 aux ARNi respectifs. Le graphique présente I'expression pour les individus témoins (noir) et les
individus ayant consommé I'ARNi (gris). L’étoile indique une différence significative au seuil a = 0,05 entre les
deux groupes (test post-hoc).

3.3 Validation de I'implication des génes, dans le mécanisme de résistance, par bioessais

Méthodologie

Pour valider le blocage des genes ciblés et leurs impacts potentiels sur la résistance, des bioessais ont
été réalisés pour chaque combinaison géne cible/insecticide sur les trois populations identifiées
comme les plus résistantes lors des bioessais de 2023. Ces trois populations comprenaient celle ayant
servi a 'identification du géne cible (en gras ci-apreés) : Actara® (C, H, E), Delegate™ (A, C, D), Entrust™
(A, B, E), Titan® (C, H, M) et Verimark® (B, C, H).

L’exposition a I’ARNi a été effectuée sur des larves de premier stade (L1), afin d’assurer la continuité
méthodologique avec les essais des années précédentes et de permettre ensuite une exposition aux
insecticides au deuxieme stade larvaire (L2). Les larves L1 ont été soumises a trois traitements : i)
solution tampon ; i/) ARNi ou jii) eau distillée (témoin). En fonction de ce premier traitement, les larves
L2 ont ensuite été exposées a deux modalités, eau distillée ou insecticide, selon I'ordre présenté dans
le tableau ci-dessous (Tableau 6).
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Tableau 6. Pulvérisations des disques foliaires en fonction de la modalité lors des bioessais. L1 et L2 représente
les larves de DPT de premier et deuxieme stade respectivement.

Stades larvaires Traitement 1 Traitement 2 Traitement 3
(Témoin) (ARNi + insecticide) (Témoin insecticide)

Feuille + L1 (2 x 7 larves) Solution tampon ARNi Eau distillée

Feuille + L2 (2 x 5 larves) Eau distillée Insecticide Insecticide

L’exposition au stade L1 a été réalisée par pulvérisation a I'aide d’un pistolet vaporisateur (pression de
9 psi, distance standardisée de dix cm) sur des disques foliaires de 26 mm de diamétre. Les
pulvérisations ont été effectuées dans I'ordre suivant : eau distillée, solution tampon, puis ARNi. Avant
chaque série, les solutions ont été homogénéisées au vortex et les embouts de pipette ont été
remplacés entre chaque modalité. Une vérification du débit complet du pistolet a été réalisée a chaque
manipulation. La concentration en ARNi a été standardisée a 1 ug d’ARNi par individu, le volume
appliqué a été ajusté selon la concentration initiale produite. Deux boites de Pétri ont été préparées
par traitement, contenant chacune sept larves L1 (contre cing pour les L2) afin de compenser les pertes
potentielles avant la phase d’exposition aux insecticides.

Apres 24 h d’exposition a 25 °C et 60 % HR, cing larves de stade L2 ont été transférées du premier Pétri
vers un second contenant un disque foliaire de 42 mm de diamétre, préalablement trempé et séché
selon la méthode décrite a la section 2.2. Ce délai de 24 h post-exposition a I’ARNi avait été
préalablement testé et validé comme suffisant pour induire I'inactivation du gene cible.

Selon l'insecticide testé, les observations de mortalité ont été effectuées 48 h ou 72 h post-exposition,
conformément aux protocoles établis. Les individus vivants a la fin des bioessais ont été conservés a —
80 °C afin de permettre la vérification du blocage effectif des genes ciblés par analyses moléculaires
subséquentes.

Analyse des données

L'effet de I'inactivation des génes sur la mortalité a ensuite été évalué par bioessais réalisés sur les
populations résistantes. Pour chaque insecticide, la mortalité a été mesurée apres exposition a deux
traitements i) insecticide seul, et ii) ARNi + insecticide. Les analyses ont été effectuées a I'aide d’un
modele linéaire généralisé mixte (GLMM), considérant le traitement comme effet fixe et la population
comme effet aléatoire. Les réplications expérimentales ont également été incluses comme effets
aléatoires nichés dans la population, afin de tenir compte de la structure hiérarchique des données.
Cette complexité hiérarchique ayant entrainé des problemes de convergence avec le package
glmmTMB, une approche bayésienne similaire a celle décrite précédemment a été adoptée pour
ajuster le modele et estimer I'effet global de I’ARNi, ainsi que les différences d’effet entre populations.

Résultats
Validation de I'efficacité des ARNi chez les populations sauvages

Une réduction de I'expression des genes cibles a bien été détectée. La figure 4 illustre, a titre
d’exemple, I'effet de I'inactivation du gene CYP4g15 pour les trois populations testées. Les pics en gris
représentent I'expression du géne de référence RP18, le fait qu’il soit stable valide son utilisation. Les
pics en bleu représentent I'expression du CYP4gl5 pour les individus ayant ingérés I’ARNi avant
I'insecticide ou ayant été uniqguement exposé au Delegate™. La valeur Cq (cycle de quantification),
correspond au moment ou le signal de fluorescence de I’ADN, du gene considéré, a atteint son seuil
d’expression. Le fait que les pics bleus des individus ayant recu I’ARNi et I'insecticide soient décalés
vers la droite, indique une détection de la fluorescence plus tardive et donc une expression moindre.
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Figure 4. Différence de Cq (nombre de cycles de gPCR) représentant I'expression du géne CYP4gl5 (bleu)
comparée a un geéne de référence RP18 (gris) pour un groupe d’individus exposés a I’ARNi puis a I'insecticide
comparativement a un groupe uniquement exposé au Delegate™. La ligne pointillée représente une différence
nulle dans I'expression des deux genes.

A l'issue des évaluations, la probabilité de réduction de I'expression de chaque géne, a été forte pour
chacune des populations (Tableau 7). La plus grande instabilité a été détectée pour le CYP6d4. Pour les
autres genes, cette probabilité a été supérieure a 87 % et a méme atteint 99 % dans la majorité des
cas. Les génes CYP6a23, CYP4gl5 et CYP9e2 ont bien réagi a I'exposition a leur ARNi respectif, avec
une probabilité de réduction de I'expression génique supérieure a 98 %, variant selon les populations
et les cibles. Il est bien établi que I'utilisation de I’ARNi peut inhiber I'expression de certains génes afin
de réduire la résistance (par exemple, contre I'acétamipride, Chen et al., 2023 ; les pyréthrinoides,
Dulbecco et al.,, 2021), bien que cette inhibition ne soit généralement ni compléte ni durable,
représentant souvent une action transitoire (Zhu et al., 2011). Les CYP étudiés ont été sélectionnés en
partie car ils sont déja connus pour jouer un réle clé dans les mécanismes de résistance chez plusieurs
insectes (Kaplanoglu et al., 2017 ; Bastarache et al., 2022).
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Tableau 7. Probabilité de réduction de I'expression du gene ciblé en fonction de I'insecticide (nom commercial)
et de la population sauvage testée, a la suite d’'une exposition a I’ARNi puis a l'insecticide correspondant. Les
pourcentages en gras sont considérés comme ayant un effet non négligeable.
Populations Probabilité de réduction de
testées I’expression du gene ciblé
87 %
929 %
929 %
99 %
929 %
929 %
929 %
929 %
98 %
929 %
96 %
99 %
95 %
54 %
88 %

Nom commercial Geéne ciblé

Actara® CYP6a23

Delegate™ CYP4g15

Entrust™ CYP9e2

Titan® CYP6a23

Verimark® CYP6d4

Tlo|lw|Z|T|lo|m|e|>|Oo|0o|>(m[T|(o

Impact de I'inactivation des génes cibles sur la mortalité des individus
A la suite de I'inactivation du géne ciblé, une augmentation de la sensibilité (ou une perte partielle de
résistance) lors de I'exposition a I'insecticide correspondant au CYP bloqué, a été observée. Par
exemple, les individus ayant ingéré I’ARNi ciblant le géne CYP4g15 avant I'exposition au Delegate™,
étaient plus sensibles que ceux n’en n’ayant pas ingéré (Figure 5).

PA

Densite de probabilite

PD

Différence de mortaliteé (ARNi — Pesticide)
Figure 5. Différence de mortalité des individus résistants de trois populations (A-C-D) exposées a de I’ARNi

(CYP4g15) suivi de linsecticide correspondant (Delegate™)comparé a des individus résistants exposés
uniquement au Delegate™. La ligne pointillée représente une différence nulle entre les deux traitements. Les
lignes pleines représentent les intervalles de confiance (IC) a 95 %.
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Toujours en ce qui concerne le Delegate™, en combinant les trois populations testées, la probabilité
que I'ARNi augmente la mortalité a atteint 87 % (Tableau 8). Une différence marginale mais
significative (probabilité de 95 %) a été observée pour la population A, ol le blocage du gene CYP4g15
a entrainé une augmentation d’environ 13 % de la mortalité. Pour la population C, la probabilité de
92 % indiquait une hausse de la mortalité d’environ 9 %. En revanche, aucune différence claire n’a été
détectée pour la population D.

Une augmentation significative de la sensibilité a été observée seulement a trois reprises, soit
Delegate™ — populations A et C ainsi que Entrust™ — population E. Il est intéressant de noter que la
méme approche de validation employée par Kaplanoglu et al., (2024), également sur des DPT, a permis
d’obtenir une augmentation de la sensibilité d’environ 17 % en bloquant I'expression d’un seul géne
ciblé, ce qui demeure comparable aux résultats de la présente étude.

Ainsi, selon l'insecticide et la population, I’effet sur la mortalité a été plus ou moins important bien que
la probabilité de réduction de I'expression du gene eu été bien réelle. Pour certaines populations et
cibles, I'effet inverse a méme été observé avec moins de mortalité chez les individus ayant ingérés de
I’ARNi (Tableau 8). Cela illustre bien que les mécanismes de résistance reposent généralement sur
I'interaction de plusieurs genes, rendant leur identification exhaustive particulierement complexe.
Ainsi, une restauration compléete de la sensibilité n’était pas attendue et n’a pas été observée.

Tableau 8. Différences de mortalité entre les individus ayant recus I’ARNi et I'insecticide correspondant ou
seulement l'insecticide, pour chaque population. La probabilité d’une différence de mortalité est présentée pour
chaque gene ciblé, produit testé et population. Les pourcentages indiqués en gras correspondent aux effets
considérés comme biologiquement significatifs.

Nom | Iy Probabilité d’une différence . p Probabilité d’avoir Différence de
. Geéne ciblé . Populations testées icr ..

commercial de la mortalité une différence mortalité

C 71% 3%
Actara’® CYP6a23 65 % H 63 % 4%

E 68 % 4%

A 95 % 13%
Delegate™ CYP4g15 80 % C 92% 9%

D 75 % 3%

A 96 % -13%
Entrust™ CYP9e2 <50% B 63 % 3%

E 85 % 13%

C 80 % 5%
Titan® CYP6a23 30% H 94 % -13%

M 57 % 2%

B 57 % 2%
Verimark® CYP6d4 65 % C 91% 13%

H 56 % 2%

La validation de certains génes ciblés a pu étre réalisée pour quelques insecticides et populations. Les
résultats ont montré que la surexpression de genes tels que CYP6a23, CYP4gl5 et CYP9e2 jouait un
role déterminant dans la résistance a I’Actara®, au Titan®, au Delegate™ et a I'Entrust™,
respectivement. En revanche, I'implication de multiples genes interagissant pour mettre en place un
mécanisme de détoxification vis-a-vis d’'un méme insecticide demeure clairement non négligeable. En
effet, il est probable que d’autres cytochromes P450s ou enzymes de détoxification, notamment les
GSTs, contribuent également a la neutralisation des insecticides (Hgjland et al., 2017). Une approche

combinée d’ARNi a cibles multiples pourrait donc représenter une stratégie prometteuse pour réduire
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la résistance aux insecticides, comme |'ont montré Kaplanoglu et al., (2024). Par exemple, en inhibant
simultanément CYP6a23 et CYP4gl5, il serait possible de limiter les voies métaboliques alternatives
utilisées par les insectes pour compenser la perte d’activité d’un seul géne, maximisant ainsi I'efficacité
de I’ARNi et renforgant la validation fonctionnelle des génes impliqués dans la résistance. Nos résultats
vont dans ce sens et soulignent I'intérét d’envisager I'utilisation d’ARNi ciblant plusieurs transcrits (par
exemple CYP6a23 et CYP4gl5) afin de sensibiliser les insectes a un insecticide donné, ou a une classe
d’insecticides spécifique.

Pour conclure, bien que la validation expérimentale de certains genes n’ait pu étre confirmée pour
I’ensemble des insecticides ou populations, il est bien établi que la résistance aux insecticides constitue
un phénomeéne multifactoriel, impliquant plusieurs genes agissant simultanément au sein de différents
mécanismes de détoxification (Paine et al., 2016; Kaplanoglu et al., 2024). Néanmoins, les résultats de
I'objectif 2 ont mis en évidence une surexpression significative d’'un CYP spécifique pour trois
populations reconnues résistantes a l'insecticide correspondant, confirmant ainsi la pertinence des
cibles sélectionnées pour I'étude de la résistance.

Objectif 4 - Transférer la méthodologie au laboratoire d’expertise et de diagnostic en
phytoprotection du MAPAQ.

Le dernier objectif du projet visait a transférer tous les protocoles concernant la méthodologie
développée et utilisée aux fins de ce projet. Une liste d’équipements et de consommables nécessaires
a été fournie, tout comme des individus congelés qui peuvent servir de témoins pour de futures
analyses. En plus de la méthodologie pour les essais de biologie moléculaire, tous les protocoles pour
faire les bioessais et les élevages de DPT ont été transférés sous le format de protocoles écrits, mais
également a la suite d’une formation des membres du LEPD d’une durée de quatre jours dans nos
installations a I'IRDA. L’équipe du LEDP est en mesure de mener I'ensemble des expérimentations, en
autonomie, dés la fin de ce projet.

CONCLUSION

Ce projet a permis de confirmer I'utilité des bioessais, grace auxquels il a été possible de détecter des
résistances sans méme connaitre précisément les mécanismes génétiques sous-jacents. Les résultats
obtenus dans le cadre des objectifs 1 et 2 démontrent que le phénomene de résistance du DPT au sein
des populations québécoises est préoccupant.

L'analyse des différentes enquétes de terrain a mis en évidence plusieurs enjeux, notamment
I'importance d’une gestion fine du paysage agricole, par des pratiques telles que la rotation des
cultures ou la distanciation spatiale (Gao et al., 2024). L’analyse des enquétes a également permis de
souligner la nécessité de mieux connaitre la pression du ravageur et de baser les interventions sur des
seuils agronomiques, tout en maintenant une rotation rigoureuse des groupes chimiques utilisés (Scott
et al., 2023). De plus, la vérification réguliere de I'efficacité des traitements devrait devenir une étape
prioritaire, puisqu’elle constitue un indicateur précoce du développement potentiel de la résistance
au champ.

Bien qu’un géne cible n’ait été identifié que pour certains insecticides (six sur neuf), le processus de
validation par bioessais entrepris dans I'objectif 3 n’a pas conduit aux résultats attendus. Ces travaux
ont néanmoins permis de confirmer que les mécanismes de résistance sont hautement complexes et
reposent sur I'interaction simultanée de plusieurs génes. Il est important de rappeler que le présent
projet visait avant tout a soutenir le développement d’un service d’analyse biomoléculaire, et non a
identifier I'ensemble des génes impliqués dans la détoxification de chaque insecticide. Cependant, les
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résultats ont tout de méme mis en évidence plusieurs signatures d’expression génique spécifiques aux
populations résistantes et aux insecticides testés. Ces signatures, principalement associées aux genes
de détoxification de type CYP450, représentent des profils d’expression distincts pouvant servir de
base a un futur service de diagnostic moléculaire destiné a détecter précocement la résistance chez
les insectes a partir de leur signature transcriptionnelle. L’analyse de ces transcrits a également permis
d’identifier des génes candidats susceptibles d’étre utilisés pour anticiper I'émergence de la résistance
d’une population a la suite de I’exposition d’insecticides tels que Actara®, Delegate™, Entrust™, Titan®
et Verimark®.

Par ailleurs, ce projet a confirmé I'efficacité des approches basées sur I’ARNi pour réduire I'expression
de génes associés a la résistance, démontrant qu’une telle stratégie peut influencer significativement
la sensibilité des insectes a divers composés. Ces résultats ouvrent ainsi de nouvelles perspectives pour
la gestion durable de la résistance aux pesticides.

Enfin, grace au transfert des connaissances acquises dans le cadre de l'objectif 4, le LEPD sera
désormais en mesure d’évaluer la possibilité d’offrir un service de diagnostic de résistance du DPT pour
certains insecticides, fournissant ainsi un outil concret d’aide a la décision pour les producteurs
agricoles.

DIFFUSION DES RESULTATS

Plusieurs communications ont eu lieu durant les trois années du projet, ciblant des publics différents,
des producteurs aux conseillers (MAPAQ et privés) du secteur de la pomme de terre, en passant par la
communauté scientifique.

En 2022, le projet a été présenté au colloque Pommes de terre a Lévis. La méme année et la suivante,
le projet et ses résultats ont été présentés aux journées RAP Solanacées.

En 2023, des résultats ont été présentés lors d’une journée “producteurs’” dans les Laurentides, mais
également a la journée Phytoprotection du CRAAQ.

En 2024, deux affiches scientifiques ont été présentées lors d’'un congrés national (Société
d’Entomologie du Québec, a Québec, Annexes 3 et 4) et lors d’un congres international (Entomological
Society of America, conférence virtuelle, Annexe 5). Une présentation a une journée champétre a
également été faite en Mauricie.

Le portrait de résistance des populations québécoises, réalisé dans le cadre de ce projet, a été publié
dans Canadian Journal of Plant Science en 2025 (Ménard et al., 2025).

Toutes ces communications ont soulevé beaucoup d’intéréts et de questionnement quant aux
solutions possibles vis-a-vis le développement de la résistance du DPT.

APPLICATION POSSIBLE POUR L'INDUSTRIE

Les résultats issus de ce projet présentent des retombées concretes pour l'industrie agricole,
particulierement en matiere de gestion intégrée de la résistance du doryphore de la pomme de terre
(DPT). La mise en place d’un service de diagnostic de la résistance par le Laboratoire d’expertise et de
diagnostic en phytoprotection (LEPD) du MAPAQ permettrait a plus de 600 exploitations agricoles de
bénéficier directement des avancées scientifiques obtenues. Ce service constituerait un outil d’aide a
la décision essentiel, en fournissant aux producteurs des informations précises sur le niveau de
résistance de leurs populations locales de DPT.

Les données de bioessais et d’expression génique issues du projet serviront également a sensibiliser
les producteurs sur les bonnes pratiques de gestion de la résistance, notamment en appuyant sur
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I'importance de la rotation des matieres actives plutot que la simple rotation des insecticides
commerciaux. Une rotation rigoureuse des groupes chimiques demeure indispensable pour ralentir le
développement de la résistance, tout en maintenant les insecticides comme un outil essentiel aux
producteurs.

L'application des résultats de ce projet s’étend également a d’autres cultures touchées par le DPT,
telles que la tomate, le poivron et I'aubergine. Ces filieres pourraient, a terme, accéder au service de
diagnostic développé, leur permettant d’adapter leurs stratégies de lutte selon les profils de résistance
détectés.

De plus, les 14 fermes participantes a I’étude ont bénéficié d’un portrait individualisé de la résistance
du DPT sur leur exploitation, leur permettant d’ajuster leurs pratiques culturales pour limiter la
progression du phénomeéne. A plus grande échelle, la généralisation d’un tel service de diagnostic
favoriserait une réduction progressive de |'utilisation d’insecticides, grace a une meilleure gestion des
interventions et a une planification plus raisonnée des traitements. Cette approche se traduirait non
seulement par une diminution des colts de production, mais aussi par des bénéfices
environnementaux et sanitaires significatifs, liés a la réduction de I'usage d’intrants chimiques.

Ainsi, les connaissances acquises au cours de ce projet offrent a I'industrie agricole des pistes concretes
pour améliorer la durabilité des pratiques phytosanitaires, tout en contribuant a la préservation de
I’efficacité des insecticides disponibles et a la protection de la santé des écosystemes et des travailleurs
agricoles.
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ANNEXES

Annexe 1. Comparaison de la proportion de mortalité des populations testées sur les deux années (B, C, E, F, K,
| et L) pour le Vayego®. Les mortalités estimées (proportions) sur la base des modeéles ainsi que la distribution des
probabilités sont représentées par les courbes. Plus une courbe est plate, plus I'incertitude autour de la valeur
est grande. La ligne pointillée représente la proportion de mortalité a 0,90. Seule la population H a montré une
mortalité significativement inférieure en 2023 par rapport a 2022.
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Annexe 2. Questions présentes dans l'enquéte remplie par les producteurs ayant fourni des
doryphores de la pomme de terre.

Responsable MAPAQ/Agronome Club

Collecteur (si différent du responsable MAPAQ ou agronome en charge)

Producteur

Informations concernant la collecte : Date, Adresse, Latitude, Longitude, Comté (MRC) :
Variété cultivée dans le champ échantillonné :

Est-ce une terre en location? : 0 OUI O NON

Nombre de fois que la pomme de terre a été cultivée dans ce champ lors des 10 dernieres années :

Nombre de fois que la pomme de terre a été cultivée dans les champs voisins lors des 5 dernieres années :
9.  Pression attendue en doryphore pour la saison, basée sur I'historique de la parcelle (encerclez une réponse).

Nombre de DPT par plant/tige

O NS A WNRE

Adultes Larves de petite taille Larves de grande taille
Faible 0-15 -- 0-30
Moyenne 16-24 0-75 31-74
Elevée 25 75 75

*Extrait du « Guide commun de dépistage des insectes de pomme de terrenterre » du MAAARO, 2005.

10. Distance de la plus proche culture commerciale de pommes de terre/tomates/aubergines en 2022 (encerclez une réponse)
<100 m <200 m >500 m

11. Caractéristique du paysage avoisinant
Inscrire le pourcentage des différentes composantes suivantes dans un rayon de 500 m : Pomme de terre, Autres solanacées,
Autres cultures maraicheres, Grandes cultures, Foréts et Habitations.

12. Pour les cing (5) derniéres années, indiquez la culture dans le champ échantillonné en 2023 ainsi qu’une estimation du nombre
d’applications par insecticide. Cocher la case correspondant a I'efficacité qu’a eue chaque insecticide (faible (-), moyenne (+/-) ou
forte (+)), pour lutter contre le doryphore de la pomme de terre lors de la derniére année.

Année 2019 2020 2021 2022 2023 Efficacité en

2022
Culture - +H- |+
SivantoMP
Buténolides (4D)
Prime
Coragen®
Diamides (28) Vayego®
Verimark®
Actara®
Néonicotinoides (4A)
Titan®
Pyréthrinoides (3A) Matador®
Delagate™
Spinosynes (5)
Enstrust™
Autres
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Annexe 3. Affiche scientifique, intitulée Pesticide Resistance: The Need for Bioassays!, présentée au congres de la société entomologique du Québec et de la société
entomologique du Canada en 2024.

Pesticide Resistance: The Need for Bioassays!

Elisabeth Ménard, Clansse Bannery, Alexander Faigan, Kim Ostiguy, Mick Wu, Célia Bordier
Institut de recherche et de développement en agroenvironnement

In 70 years, more than 500 species worldwide became resistant
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Annexe 4. Affiche scientifique, intitulée Molecular characterization of Colorado potato beetle insecticide resistance and target validation using RNA interference, présentée
au congres de la société entomologique du Québec et de la société entomologique du Canada en 2024.

Molecular characterization of Colorado potato beetle insecticide
resistance and target validation using RNA interference

Enock Omakele Onyal, Fatoumata Bintou Diagne?, Kim Ostiguy, Elisabeth Ménard?, Pier Jr Morin? and Célia Bordier!
1institut de recherche et de développement en agroenvironnement (IRDA); 2Université de Moncton
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¥ RT-gPCR identified detoxification genes according to populations and pesticides, offering clues
for targeted control strategies.
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# By targeting genes such as CYP6a23 or CYPAg15, RNAI reduces resistance to chemicals,
promoting integrated pest management strategies.
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Molecular changes associated with insecticide resistance in the Colorado

potato beetle: the case of cyantraniliprole and thiamethoxam
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irda

‘Cultivation of potatoes has come under considerable threat from insects such as the Colorado
potato beetle (CPB), Lepti Mutiple hes have been i
to control this pest, but it has o i to most i available on the market.
The aim of this study was to deepen our understanding of the molecular mechanisms
underlying this towards two ir cyantraniliprole and thiamethoxam, in L
decemlineats larvae. To achisve this objective, molecular targets linked fo detoxification
processes, such as seven cytochromes P450 (CYP) and three glutathione S-transferases
(GST). were measured using gRT-PCR in L deoemtmaaia Larvae Muitiple changes in transcript
levels were noted following the different ion of CYPBa13 (5.8
fold) transeript levels was observed following in a larvae lation that
exhibited resistance to the compounds investigated. A 31. 1 ~fold |r|cnease was in addmun
cbserved in transcript levels for the same target in thiamett L
larvae when compared to larvae susceptible to the same compound. It is also interesting that
several lranscﬂp!s wdlng for GSTs were elevated following treatments to both compounds in a
larvas ibility to both : GST (15.6-fold for thiamethoxam
and 10.7-fold fnr cyantraniliprole), GST1 (36.6-fold for thiamethoxam and 34.1-fold for
cyantraniliprole) and GST1-Like (8.3-fold for thiamethoxam and 9 7-fold for cyantraniliprole).
These results s=t the stage for subsequent RNA interference approaches directed against the
overexpressed targets to evaluate their impact against insecticide resistance in this potato pest.

This study was conducted to:

- Determine the expression profile of transcripts coding for certain cytochromes P450 with a

potential i it for i in L larvae treated with cyantraniliprole or
thiamethooam.
- Ch ize the exp ion profile of coding for select glutathione S-transferases

with a possible role for resistance in L decemlineafa larvae exposed with cyantraniliprole or
thiamethoxam.

- Explore the sig) of these i in L.
differences in cyantraniliprole or thiamethoxam susceptibility.

larvae populations that exhibit
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. Wemsgmmantent
s
== o
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synthesis
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Fig.1: Transcript expresslm in a CPB larvae puwlahm exposed to
- N i -
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to these

of :

falstive Hormalized Expression
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+ CYPBd4 (23.1-old), GST (15.6-

fold), GST1 (26.3fold) and
GSTidike  (2.3fold)  upen
thiamethoxam treatments.

« GST (10.7-foid), GST1 (34.1-

fold) and GST1-like (2.7-fold) in .
CPB sensitive to cyantraniliprole
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Conclusions

In conclusion, the expression of transcripts coding for cytochrome P450 and
glutathione S-transferases was conducted in L. decemiineata larvae
displaying differences in susceptibility towards two compounds. Multiple
changes were detected including an overexpression of CYP6d4, GST,
GST1 and GST1-like in a Ihlameﬁoxam—treahed pclpulaunn of larvae that
was ible to the ir ion of CYP
6a13 was identified in larvae that di to thi

RMA interference targeting these genes can next be envisioned in L
decemlineata to silence these genes and explore the impact on resistance.
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