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Tratamentele cu insecticide organofosforice constituie o principala moda-
litate de combatere a atacului produs de plosnitele cerealelor din genul Eury-
gasler {3], cel mai important factor limitativ de origine animala pentru cultura
griului [4, 5, 11, 12]. Aparitia populatiilor rezistente constituie insid unul din *
efectele secundare negative ale aplicirii indelungate a insecticidelor, ducind
in final la reducerea eficacititii tratamentelor.

Intr-o lucrare anterior prezentatd [1] s-a demonstrat ci mecanismul bio-
chimic prin care plosnitele cerealelor devin rezistente la inseclicidcle organo-
fosforice (triclorfon si dimetoat) este bazat pe modificarea accesibilitatii situ-
sului activ al enzimei tintd, acetilcolinesteraza, (AChE), ceea ce determina
existenfa unei corelafii invers proportionale intre actlivitatea enzimaticad si
indicele de rezistenfa.

Corelatiile constatate intre rezistemta diferitelor populalii de insecte la
tratamentul cu insecticide si modificarile activitatii unor enzime au permis
fundamentarea unor metode simple si rapide de triere a populatiilor potential
rezistente. Astfel de metode sint, de exemplu, cele propuse de lucrarea lui
Needham si Sawicki [10 care au utilizat cresterea activititii carboxiesterazice
ca indicator al rezistentei populatiilor de Myzus persicae Sulzer la malation sau
de cea a lui Voss [15], care a folosit 0 metodd automati de analizi a colineste-
razei pentru a stabili populatiile rezistente si sensibile la organofosforice si
carbamati de Musca domestica 1.. si Spodoplera litoralis Boisduval.

In aceasta lucrare sint prezentate un test enzimatic de stabilire a rezisten-

tei la organotosfonce a populatiilor de Furjgasler infegriceps si rezultatele
ob(inute prin aplicarea lui.

MATERIAL SI METODE

Populatiile de E. infegriceps au fost obtinute din diferite zone ale térii:
Simnic, Constanta, Mehedinti, Vaslui, Fundulea, Bucuresti; Craiova. Primele
cinci populafii au servit la fundamentarea metodei, iar urmitoarele dound la
verificarea ei. Exlractia s-a facut folosindu-se tamponul universal Michaelis
[9] pH 8,18 =0,16. Ca substrat au fost testate halogenurile de acetilco-
lind : clorurd, bromurd si iodura.

Determinarea activititii enzimatice s-a [dcut printr-o modificare a tes-
tului cu hirtie indicatoare [7, 13]. Hirtia indicator (cca 1,5x0,5 cm) obtinuti
prin saturarca cu rosu-neutral (domeniu de virare pH 6,8—8,0) si impregnare
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cu o solutie de substrat 1%, in tampon Michaelis:;pH 8,18, a fost introdusia
intr-o eprubetd cu 2 ml tampon diluat 1:10 si 1 ml extract enzimatic. Incu-
barea probelor s-a facut la 37 °C. Timpul de virare Eculorii indicatorului, (gal-
ben-rosu) a fost masurat cu ajutorul unui cronometru.

Pentru echivalarea cu 1 unitate enzimatica (1 micromol de substrat hidro-
lizat intr-un minutl la 37 °C) s-a procedat la titrarea unei probe martor (2 il
tampon diluat 1:10, 1 ml extract enzimatic, hirlie saturatd cu rosu neutral)
cu o solutie de acid acetic 10-3 M, din stoechiometria reacliei de hidroliza 1
micromol de substrat (acetilcolind) corespunzind unui micromol de acid acetic.

Insecticidele (triclorfon i dimetoat) au fost aplicate prin metoda. topica,
cu o microseringd Arnold tip LV 65. S-a lucrat in trei repetitii a cite 10 insecte
fiecare. Nolarile asupra mortalitdtii s-au ficut la 24 de ore de la tratament.
S-a calculat DL 50 prin metoda logaritm doza-prgbit mortalitate [G]. Valo-
rile indicelui de rezistentd au fost obtinute prin raportarea DL 50 la DI. 50 a
populatiei Vaslui, populatia nesupusa presiunii selective a insccticidelor.

REZULTATE $I DISCUTII

Substratul folosit nu a avut o influentd majord asupra enzimei (vezi si
tabelul 1), fiind preferatd bromura datoritd aclivitilii maxime pe care acetil-
colinesteraza a manifestat-o in caznl utilizérii ei ca substrat. La o concentratie
de 102 M toate substratele s-au dovedit a fi inhibitorii (inhibitie prin exces
de substrat), activitatea inhibitorie maximi manifestind-o iodura.’

‘ Tabelul 1
Sutstratul optim si yradul de inhibifie prin cxees de substrat al
acetileolinesterazel din insecte
Halogenura de acetilcolind Activitatea relativd (%): Gradul de inhibilic )a 103 M
utilizata ca subsirat: : ’ o “77 substrat (% din actiy. inil.)
Clorurd 92 o0
Bromura 100 12

Iodura 94 K $

In tabelul 2 sint prezentdu aclivitatile acet lcohncstelance dm dlfenle
re(rmm ale lanl, impreund cu indicii de rezistenla.

" 'In cazul triclorfonului se evidentiazi o corelatie de forma y=-20, 4816—]—~
4-148,821x (r=0,985) unde y este indicele de rezistentd iar x esle activitaléa
acetilcolinesterazici. Pentru dimetoat corelatia este mai pulin evidenla
(r=0,832), iar regresia lineari este de forma y=--126,1854-345,9306 x, vy si x
avind aceleasi semnificalii ca mai sus.

Inhibarea ireversibili a AChE de citre insecticidele organofosforice consti-
tuie baza fiziologicd a neurotoxicititii acestor tipuri de pesticide. Colinesteraza
evidentiatd. in. omogenatele insectelor prezintd caracteristicile acetilcolineste-
razei (,Colinesterazi adevirati* — E.C. 3.1.1.7) manifestind- inhibilie prin
exces de substrat (8).

) Rela!m existentd intre gradul de inhibitie §i activitatea AChE dovedcste
faptul ci mecanismul dobindirii rezistentei la acbste insecticide este, pentru
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ANALFLE BANATULUI
Tabelul 2

Activitatea acetileolinesterazei In diferitele populatii de [Furygasier
inlcgriceps Put. analizate

Populalia insecte Timp de virare Activ. enzim. Indice de rezistentd triclorfon dime-
(Uljml) toat
Simnic 9 min 5s 0,403 3,1522 2,2832
Constanta 13 min 45 s 0,598 1,8714 11,6196
Mehedinti 12 min 55 s 0,535 2,1225 1,8466
Vaslui 17 min 32s 0,658 1,0000 1,0000
IFundulea 10 min 12's 0,435 2,8712 2,1441
Bucuresti 13 min 26 s 0,588 1,97131 1,73221
1,97252 1,73632
Craiova 13 min 55 s 0,601 1,71121 1,53831
1,71652 1,54292

! metoda topicd
2 metoda cnzimatica

populatiile de J. inlegriceps analizate, asemanitor cu cel descris de Smissaert
[14] 1a paianjenul rosu comun (Tefranychus urlicae Koch) sau de Ayad si Gheor-
ghiu [2] la tinlarul anofel — Anopheles albimatus Wiideman. Se pare cd se pro-
duc modificiri ale accesibilitatii situsului esterolitic. Moleculele de inhibitor
palrund mai greu la nivelul serinei aciive si, in consecintd, o blocheazd mai
putin. Modificirile afecteazid insd si accesul moleculelor de acetilcolini, con-
secinta filnd reducerea activitdlii enzimatice.

CONCLUZII

1. Intre activitatea acetilcolinesterazica si indicele de rezistenld al popu-
latiilor de E. inlegriceps la insecticidele organofosforice au fost evidenliate
corelatii semnificative.

2. S-a elaborat o metodd simpld, rapida, ieftind si sensibild pentru dozarea
activitdtii acetilcolinesterazice bazalda pe masurarea timpului de virare al
culorii indicatorului de pH.

3. Misurarea activitilii enzimatice cu metoda de mai sus permite deter-
sniparea indicelui de rezistentd al populatiilor de plosnita cerealelor similar
cu cel oblipnut prin metoda topici.
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DEFERMINATION OT THE RESISTENCE TO ORGANOPHOSPHORUS
INSECTICIDES OF THE EURYGASTER INTEGRICEPS PUT.
POPULATIONS BY AN ENZYMATIC
METHOD

SUMMARY

CARMEN LUPU, SANDA ALEXANDRESCU
IRINA ENE, V. ROTARU, F. OANCEA

A simple and fast method for the determinatign ol resistance to organo-
phosphorus insecticides based on the correlation between the reduced activity
of the target-enzyme (acetyl cholinesterase EC 3.1.1.7) and the resistance
index is described.

Indicator paper saturated with neutral-red and| acetyl choline was placed
in a test tube containing Michaelis universal buffer pHl 8,18 and insects’
extract.

The turning time of {he indicator colour (vellow-red) is measured. Calibra-
tion of the method was made by titration of a control (Michaelis buffer and
paper) with 10 ¢ M acetic acid.

Good correlations between the resistance index of Eurygaster inlegriceps
populations and enzymatic activities are obtained.
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