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Tratamentele cu insecticide organofosforice constituie o principală moda~ 
litate de combatere a atacului produs dt· ploşniţele cerealelor din genul Eury­
gasler r3J, cel mai important factor limitativ de origine animală pentru cultura 
grîului [4, 5, 11, 12). Apariţia populaţiilor rezistente constituie însă unul din 
efectele secundare negative ale aplicării îndelungate a insecticidelor, ducînd 
în final la reducerea eficacitătii tratamentelor. 

lntr-o lucrare anterior prezentată [1] s-a demonstrat că mecanismul bio­
chimie prin care ploşniţele cerealelor devin rezistente la insecticidcle organo­
fosforice (triclorfon. şi dimetoat) este bazat pe modificarea accesibilităţii situ­
sului activ al enzimei ţintă, acetilcolinesteraza, (AChE), ceea ce determină 
e:x;istenţa unei corelaţii invers proporţionale între activitatea enzimatică şi 
indicele de rezistenţă. 

Corelaţiile constatate între rezistenta diferitelor populatii de insecte la 
tratamentul cu insecticide şi modificările activităţii unor enzime au permis 
fundamentarea unor metode simple şi rapide de triere a populatiilor potenţial 
rezistente. Astfel de metode sînt, de exemplu, cele propuse de lucrarea lui 
Needham şi Sawicki [10 care au utilizat creşterea activităţii carbox;iesterazice 
ca indicator al rezistenţei populaţiilor de ."'Hy::us persirae Sulzer la malation sau 
de cea a lui Voss [15], ea re a folosit o metodă automată de analiză a colineste­

razei pentru a stabili populaţiile rezistente şi sensibile la organofosforiee şi 
carbamaţi de Musca domeslica I... şi Spodoplera liloralis Boisduval. 

În această lucrare sînt prezentate un test enzimatic de stabilire a rezisten­
ţei la organofosforice a populaţiilor de Eurygasler infegriceps şi rezultatele 
obţinute prin aplicarea lui. 

MATERIAL ŞI METODE 

Populaţiile de E. infegriceps au fost ob!inute din diferite zone ale ţării : 
Şimnie, Constanţa, Mehedinţi, Vaslui, Fundulea, Bucureşti; Craiova. Primele 
cinci populaţii au servit la fundamentarea metodei, iar următoarele două la 
verificarea ei. Extracţia s-a făcut folosindu-se tamponul universal Michaelis 
[9) pH 8,18 =0,16. Ca substrat au fost testate halogenurile de acetilco­
lină : clorură, bromură şi iodură. 

Determinarea activităţii enzimatice s-a făcut printr-o modificare a tes­
tului cu hirtie indicatoare [7, 13). Hirtia indicator (cea 1,5 x0,5 cm) obţinută 
prin saturarca cu roşu-neutra! (domeniu de virare pH 6,8-8,0) şi impregnare 
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cu o soluţie de substrat 1% in tampon Michaelis: pl-1 8,18, a fost introdusă 
într-o eprubetă cu 2 mi tampon diluat 1 : 10 şi 1 1pl ex1ract enzimatic. Incu­
barea probelor s-a făcut Ia 37 °C. Timpul de virare a culorii indicatorului, (gal­
ben-roşu) a fost măsurat cu ajutorul unui cronometru. 

Pentru echivalarea cu 1 unitate enzimatică (1 micromol de substrat hidro­
lizat intr-un minut la 37 °C) s-a procedat la titrarea unei probe martor (2 mi 
tampon diluat 1 : 10, 1 mi extract enzimatic, hirLie saturată cu roşu neutra!) 
cu o solutie de aeid acetic 10-3 M, din stoechiometria reacţiei de hidroliză 1 
micromol de substrat (acetilcolină) corespunzînd unui micromol de acid acetic. 

lnsccticidele ( Lriclorfon şi dimetoat) au fost aplicate prin mt>toda topică, 
cu o microseringă Arnold tip 1.. V 65. S-a lucrat în tuei repetiţii a cite 10 insecte 
fiecare. Notările asupra mortalităţii s-au făcut la ~4 de ore de la tratament. 
S-a calculat DL 50 prin metoda logaritm doză-prqbit mortalitate [G]. Valo­
rile indicelui de rezistentă au fost obţinute prin raportarea DL 50 la DL :,o a 
populaţiei Vaslui, populaţia nesupusă presiunii sele('tive a insccticidelor. 

REZULTATE ŞI DISCUTII 

Substratul folosit nu a an1t o influen!ă majoră asupra enzimei (vezi şi 
tabelul 1), fiind preferată bromura datorită activită!ii ma~ime pe care acetil­
colinesteraza a manifestat-o în caznl utilizării ei ca substrat. La o conccntratie 
de 10 -3 l\1 toate substrat~le s-au dovedit a fi iuh~bitorii (inhibiţie prin ex~es 
de substrat), activitatea iuhibitorie maximă man!ifestîmJ:o iodura: · 

Tabelul 1 

~ul;stratul ot•tlm şi uradul de lnhlhlfle prin l'xee!l de substrat al 
a•·etill•ollnesterazei din lnseere 

Halogt•nuru de acetiicolină 
utilizată ca substtat · 

Clorură 

Bromură 

ltidură 

Act!vitatea relativă ( %) Grudul de inhibilic Ja 10-3 M 
sulistrat ·(% db1 activ. iniţ.) 

92 20. 
100 12 

94 8 .. 

reghini ale (ării, împreună cu indicii de rezisteu\ . . .. . 
. . · 1 n tabelul 2 sînt prezen.tate activităţile a('ettlcol inesterazi.ce _din diferite 

· ln cazi.,I'triclorfonului se evidenţiază o corela ie de forma y~ ~20,4816-F 
+148,821x (r=O,U85) unde y este indicele' de rczistei1tă iar x este activîtatl"a 
acetilcolinesterazică. Pentru dimetoat corelaţia este mai puţin cvidenlă 
(r=0,832). iar regresia lineară este de forma y=-··126,185+345,U3G x, y şi x 
avînd acrlcaşi semnificatii ca mai sus. 

Inhibarea ireversibilă a AChE de către insecticidele organofosforice .consti­
tuie baza fiziologică a neuroto:x;icităţii acestor tipuri de pesticide. Colinesteraza 
eyidenţiată in, om9genatele insectelor prezintă caracteristicile aceti.lcolineste­
razei ("Colinesterază adevărată" - E.C. 3.1.1. 7) manifestind· inhibiţie prin 
-e:x;ces de substrat (8). 

· Reia pa: e:x;istentă Inţre gradul de. inhibitie şi ,activitatea. AChE dovl'd~ştc 
faptul că mecanismul dobindirii rezistenţei la ac~ste· insecticide este, pentru 

.1 
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Tabelul 2 

Aetlvilatl'a ac,etih,olhtestrrazel la dill'ritele I•Oilllhtlil de l~llr!Jgasler 

inlcgriceps l'ut. unallzate _______________________________ ___;._ 

Popula!ia insecte Timp de virarc Aetiv. enzim. Indice de rezist<'n!ii tril"iorfon di:JI.e. 
(l:lfml) toat 

Simnic !) min 5 s 0,40:1 :1,1522 2,2832 
(:onstanţa 1:1 min 43 s 0,5!lll 1,1>714 11,61!16 
:\Iehcdinţi 12 min 35 s 0,555 2,1225 1 ,8··166 
\"as lui 17 min :12 s 0,658 1,0000 1,0000 
Fundulea 10 min 12 s 0,4:13 2,8712 2,1441 
Bucureşti 13 min 26 s 0,388 1,971:11 1,7:1221 

1,97252 1,7:16:12 

Cmiova 13 min 55 s 0,601 1,71121 1,3:18:11 

1,7165 2 1,54292 

1 m!'toda topicii 
2 metoda cnzimaticii 

popula! iilt> de E. inlegriceps analizate, asemănător eu ee! descris de Smissaert 
p 4] la păianjenul roşu comun (Tefranychm urliwe Koch) sau de Ayad şi Gheor­
ghiu [2] la tîntarul anofcl - Anonheles albimatus Wiideman. ~c pare că se pro­
duc modificări ale al~cesibilităţii situsului csterolitic. Moleculele de inhihitor 
pătrund mai greu la nivelul serinei ac1 ive şi, în consecinţă, o blochează mai 
puţin. Modificările afectează însă şi accesul moleculelor de acelilcolină, con­
~ednta fiind reducerea activităţii enzimatice. 

CONCLUZII 

1. lntre activitatea Q("t>tilcolinesterazică şi indicele de rezistenţă al popu­
laţiilor de E. integriccps la insecticidele organofosforice au fost evidenţiate 
cort>latii scmnifi<·ativc. 

2. S·a elaborat o metodă simplă, rapidă, ieftină şi sensibilă pentru dozarea 
activită tii acetilcolinesterazice ba7.Htă pe măsurarea timpului de vi rare al 
culorii indicatorului de pH. 

3. Măsurarea activităţii enzimatice cu metoda de mai sus permite deter­
:tninarea indicelui de rezistentă al populatiilor de ploşnita cereal~lor similar 
c•1 cel obtinut prin metoda topkă. 
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:DJ.;J.ERIIINATION OT l'HE RESISTENCE TO ORGA.NOPHOSPIIORUS 
t'NSECTICIDES OF THE EURYGASTER I~TEGRICEPS PU'f. 

POPULATIONS RV AN ENZY~TIC 
MKI'HOD 

SUMMARY 

CARMEN LlJJ>lJ, SANDA ALEX . .&..NDRESCU 
IRIN2\ ENE, V. ROTARU, F. OANCEA 

A simple and fast method for the determinatiqn o[ resislance to organo­
phosphorus insecticides based on the corrdation between th~ reduced activity 
of the target-cnzyme (acetyl cholinesterase EC 3.1.1. 7) ami the resistance 
index is described. · 

Indicator paper sahtrat.ed with neutral-red andi acetyl choline was placed 
in a tt>st. tube containiu.g l\lichaelis universal buffer pH 8,18 and in:wcts' 
extract. 

The turning tim-e of t he indicator cotour (yeUow-red) Î5 measured. Calibl"ll­
tion of i;he method was made by titration of a control (Mieh.aeHs buffer and 
paper) with 10 3 l\1 acetic acid. 

Good corrclations between the resistance index of Euryga.~ter inttgriceps 
populations and enzymatic artivities are obtained. 
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