La resistenza ai prodotti fitosanitari:
una sfida per la moderna protezione integrata delle colture

Meccanismi di azione dei prodotti fitosanitari
e basi genetiche e fisiologiche della
resistenza

- insetticidi e acaricidi

Piero Cravedi, Emanuele Mazzoni
Istituto di Entomologia e Patologia vegetale — Universita Cattolica del Sacro Cuore — Piacenza

Giancarlo Manicardi
DipSAA - Universita di Modena e Reggio Emilia

Carlo Duso
DAFNAE - Universita di Padova



Sommario

e i meccanismi d’azione di
insetticidi/acaricidi

e i meccanismi di resistenza
e conclusioni
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Sistema neuro-muscolare:

assoni

e Modulatori del canale del

sodio
— piretrine e piretroidi
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Sistema neuro-muscolare:
neurotrasmettitori

e Acetilcolina: trasmissione eccitatoria nel
sistema nervoso centrale

e Glutammato: trasmissione eccitatoria alle
giunzioni neuromuscolari

e GABA: trasmissione inibitoria



Agonisti e Antagonisti

e Agonisti: si legano al recettore
provocando il flusso ionico come
la sostanza con cui competono di
cui incrementano |'effetto

* Antagonisti si legano al recettore
inibendo il flusso ionico che
sarebbe provocato dalla sostanza
con cui competono di cui
inibiscono I'effetto




Sistema neuro-muscolare:
sinapsi eccitatorie

inibitori dell’acetilcolinesterasi
(carbammati ed esteri fosforici) ...

agonisti dei recettori nicotinici - "« ‘¥,
dell’acetilcolina (neonicotinoidi, | P
nicotina, sulfoxaflor)
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Sistema neuro-muscolare:
sinapsi inibitorie

* Antagonisti del canale® - < wm.
del cloro GABA R
attivati (ciclodieni,
fenilpirazoli)

Loreclezole —

e Attivatori dei canali
del cloro
(avermectine,
milbemicine)



Sistema neuro-muscolare:
recettori rianodinici

e Modulatori del
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Mute e metamorfosi

e |nibitori della sintesi
della chitina

— benzoiluree,
buprofezin,
ciromazina

e Agonisti dell’ecdisone
— tebufenozide

e Mimetici dell’ormone
giovanile

— fenoxycarb, methoprene, pyriproxyfen




Sistema digerente

 Tossine prodotte
da agenti microbici
con effetto sulle
membrane dell’intestino
medio degli insetti
— preparati a base di Bt e tossine Cry espresse in
piante transgeniche

e Blocco selettivo della nutrizione negli Omotteri

http://thailand.ipm-info.org/bt/Bt_Basics.htm

— pymetrozine, flonicamide



Processi metabolici

Inibitori dei sistemi mitocondriali del
trasporto di elettroni

— cianuri, fosfina, METI, rotenone

Inibitori dell’acetil CoA carbossilasi

— derivati dell’acido tetramico

Inibitori dell’ATP sintasi mitocondriale
— vari acaricidi

Inibitori dello sviluppo degli acari

— clofentezine, hexythiazox, etoxacole



Mleccanismi di resistenza

e Riduzione della penetrazione
e |Incremento della detossificazione

— resistenza «metabolica»

* Insensibilita del sito bersaglio

— resistenza «target-site»



Alterazioni cuticolari

Table 3. Fold change in expression of CYP6CY3 and cuticular
proteins in the insecticide resistant M. persicae clone 5191

riduzione assorbimento (compared to the susceptible reference clone 4106A) as
determined by quantitative PCR.

(spessore o struttura della

cuticola, ecc.)

\ o . F'Dld

€ un meccanismo probabile, ma [rrotein change - 95% confidence  Fold change -

conferirebbe un basso tasso di  |#"'®  9P<R limits microarray

I’ESIStenza CYPeCY3 2204 1.8 53-75

N . 7126 3.86 0.46 3.59

€ ancora da dimostrare pme i1 02 .

cc_)mpletament,g, misurando 65840 203 034 -

direttamente lI'ingresso 2236 428 0.26 282

dellinsetticida attraverso la 1252 183 0.14 25

cuticola 23566 13.52 1.29 4.76

ci sono evidenze molecolari Sz =5 o 42

. d | rette 72563 15.55 6.28 6.24

In 3580 7.99 2.61 7.9

— ceppi resistenti esprimono piu _ _ _
o . . For comparison the fold change measured by microarray is also shown.
proteine cuticolari doi:10.1371/journal.pgen. 1000999003

@ PLoS Genetics | www.plosgenetics.org



Incremento della detossificazione

* monoossigenasi dipendenti dal citocromo P,

— causano resistenza a tutti i maggiori gruppi di insetticidi

— evidenziate indirettamente

o effetto sinergizzante del PBO e composti correlati

— famiglie geniche complesse

e dati molecolari evidenziano una espressione differente ma anche
amplificazione genica
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Incremento della detossificazione
esterasi e idrolasi e GST

e causanho resistenza a molti insetticidi a causa di:

— maggior efficienza enzimatica e/o maggior produzione
e i quantitativi possono essere sufficienti a produrre
resistenze per «sequestro»
e esistono forme diverse identificabili
elettroforeticamente e / o spettrofotometricamente
impiegando substrati artificiali

e come per le MFO sono famiglie geniche complesse

— i meccanismi di regolazione dell’espressione
giocherebbero un ruolo importante ma sono solo in
parte conosciuti



e noto il legame tra attivita esterasica e intensita
della resistenza

Mazzoni & Cravedi - Analysis of insecticide-resistant
Myzus persicae (Sulzer) populations collected in Italian
peach orchards. Pest Manag. Sci. (2002) 58 975-980
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Figura 1a, b, ¢. Analisi biochimiche condotte su larve post-diapausa del ceppo resistente FO3
e del ceppo proveniente da coltura biologica FO2
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diapausa del ceppo resistente MO13 e del ceppo proveniente da cultura biologica FO2

Analisi EST larve FO2 8 MO13 N.ifiﬁ GBT |a.r'|‘5 Fm Mmﬂ Mli;i[jumlﬂnt F[:': Uﬂ'l;

0z
i o= ce
= B = 0 =
ESl E = b
£ B = 0,18 =
£ L " e T
= = “:-1 J_
gt n

g

(=

| diapausa del ceppo resistente BO4 e del ceppo proveniente da cultura biologica FO2

Attivita EST larve FO2 BO4 Aftiitd GST lane BO4 FO2 Attivith MFO larve BO4 FO2
4 i
5 B

Cassanelli et al., 2008 |
GF 2008

=
=
=
&

e

——

e

==
—
n g
=
ta
&

-
el
alirin
a2
4

P

=
nm

amelmn'ug (X0
R=J njuq

~a

ra

=
=

=

=




Alterazione del sito bersaglio

e Recettore nicotinico
o Acetilcolinesterasi
e Canali

— sodio voltaggio dipendente
— cloro «GABA» attivati



Mutazioni del recettore nicotinico

* Sono state descritte varie mutazioni puntiformi
nella sequenza genica codificante il recettore
nicotinico

e |a sostituzione di singoli amminoacidi riduce

I"affinita del legame tra recettore e insetticida
producendo resistenza

— in molti casi la mutazione rende il recettore piu simile
a quello dei vertebrati



Table 4 Alignment of amino acid sequence in loop D of

the agonist binding site of vertebrate and insect

nicotinic acetylcholine receptors

Amino Acid Number of Myzus persicae Bi

Subunit
Species 77 79 80 81 82 85 86
Homa saplens 32 M | F D
Gallus gollus B2 N L T E D
Aattus norvegicus B2 N LT E D
Drosapnin C | R VD
melanogaster 31
Anopheles gombige Bl N L R 5 D
Bemisia tabac B1 N L R Moo
Locusta migratoria 1 N L R NooD
Heliothis virescens g1 N L R M0
Cienocephalides felis §1 N L R 5 D
Myzus persicae 41064 M L R R D
B
Myzus persicae 57914 M L E D
Bi
Myzus persicae FRC BT N | R D




% mortality in
DD test (2 ppm)® LCsq ppm

Lab susceptible 100 048

042-0.5.

69.5-185

1.41-241
33.02-103.88
99.62-167.89
12.98-27.55
15.11-31.04

R Slater et al.

.tation in selected M. persicae samples

R81T genotype® % of
population (n = 20)

slope RF SS SR RR
7
4.41(0.37) NA 100 0 0
2.94(0.51) 225 0 0 100
3.46(047) 4 94 0 6
1.92(0.31) 115 5 0 95
4.93(0.62) 265 0 0 100
3.57 (0.579) 39 0 83 17
3.00(0.46) 44 0 100 0

Monteux 6 108
St Martin de Crau 57 1.94
Mauguio 35 5533
Génerac 0 127.06
Lleida 29 18.65
ESO1C Lleida 14 21.15
2 Corrected for control mortality using Abbott's formula.?®
b ¢S = wild-type R81; SR = heterozygous R/T81; RR = homozygous T81.




Acetilcolinesterasi insensibile

* interessa fosforganici e carbammati

— esistono varie forme mutanti e spesso piu
mutazioni concorrono a modificarla

* alcune mutazioni modificano I’accesso
dell’insetticida al sito catalitico ..."{" .-

{b) Acyl pocket (d) Peripheral p

¥ il - .
a \ B yr341(334)
. " . . o . B e L r341(334)
binding site oy . /ﬁ | — =
lied51{444) ¥ "h A T
. F 4 1 A 1 . . — A
j . )W/, F I . !
. N " = " LA —
Ak | : Phe338(331)
; f Glu202(199) F W C TroBE(84) _-\EIJI-,;HW G\
il 295 ! : : A Phe205(288)
T 213 3200}

yr133(130) 13(200 |
% (118} ! ' )
Gly1201117) S Jf'rﬂ::”:”?“- [ active site

i lw?‘i M, &&= gorge - channel

= MAZONI0L) { el -

b . ) ¥ Ny =
¥ cly128119) (s y
3 - —- S

|:|_'::| ;2, i A
Choline Gly205(202) | \

(a) Catalytic mirAife M \,-—'_"" Trp236(233) 4

triad of / s &1 E ";i::":'u' e ) .-u‘J-;q--. ﬁ;_m;ﬁt:m}

ACHE N http:/Aww.ncbr.muni.cz/group/lcc/acetylcholinesterase.html
http://www.mindfully.org/Pesticide/2003/Organophosp

horus-Neurotoxicitylaug03.htm




Alterazione del sito bersaglio

e knockdown resistance (kdr)

— interessa piretroidi e difeniletani (DDT e
methoxychlor)

— dovuta alla sostituzione di 1 (kdr) o 2 (skdr)
amminoacidi nel canale del sodio

e si stanno scoprendo molte nuove mutazioni in molte
specie resistenti



Alterazione del sito bersaglio

F1534C / G1535D
M1524| F1538I 7
I V410M IT L1014F L1014S 111 A",
. L1014H
outside /
J S5
SUS2US3INSANSE] |} I1S6 SIS 54 SUS2USIIUSSS T IS SUS2USINSUSS) T 1S6l
inside C785R
E453K
aoF Al410v
D1549Vv
NH2 T92 /G E1553G
M918T
M918V L925I
M918L
. . , @ 1° resistance mutation
Exon predicted amino acid sequence . .
O 2° resistance mutation

O effects not characterised

Fig. 2: The voltage-gated sodium channel is composed of four domains, each containing six
membrane spanning helices. The S5 and S6 helices of each domain come together to form

the central ion selective pore of the channel, the re-entrant P-loops (between S5 and S6) con-
stituting the selectivity filter. Helices 1 to 4 make up the four independent vaoltage sensors, re-
sponsible for voltage-sensitive gating, and control opening and closing of the channel. The
approximate location of channel mutations implicated in pyrethroid/DDT resistance (see
Table 2) are also shown.




Alterazione del sito bersaglio

e recettore GABA

— ha interessato in passato i ciclodienici

— attualmente interessa i fenilpirazoli e composti
correlati



Considerazioni

e [l numero dei meccanismi d’azione degli
insetticidi e aumentato considerevolmente

e VVengono sfruttati anche meccanismi d’azione
non completamente conosciuti

* Frequentemente i bersagli biochimici coinvolti
rappresentano specifici stadi di fenomeni
fisiologici (azione selettiva che puo favorire
I'insorgenza di resistenze)



Considerazioni

e | meccanismi di resistenza sono conosciuti solo
per alcuni gruppi di insetticidi
— alcuni meccanismi sono noti per la loro interferenza
con specifici meccanismi fisiologici di alcuni gruppi di
insetticidi
— altri meccanismi, piu numerosi, determinano un

incremento della detossificazione /sequestro di
insetticidi diversi fra loro.
e s tratta di alcune famiglie enzimatiche ad azione difficile

da definire con precisione, che hanno un ruolo complesso
e presumibilmente molto rilevante
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