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Dintre derivaţii cloruraţi, DDT-ul 1,1,1,-tricole 2,2-bis (p-c:lorofenil) 
etanul, este unul din insecticidele puternice la care insectele au devenit 
rezistente. Modul său de acţiune precum şi ansamblul mecanismelor, care 
C"onferă rezistenţă insectelor a suscitat nunwroase ('t>!'('etări. 

Astfel, S tern burg şi col. (1954). demonstrează prima dală la 
liniile rezistente la insecticid de Musca domcsti('a un proces de desin
toxicare activă de insectidd, proces activat de glutation redus şi efectuat 
de o enzimă dehidroclorinaza. Stern burg şi c:ol. (1954 b) afirmă că 
ar exista o proporţionalitate direetă între gradul de rezistenţă la DDT şi 

intensitatea activităţii DDT-dehidroclorinazei la diferite linii de muşte 
rezistente. 

Studii interesante asupra modului de apariţie a liniilor de insecte 
rezistente, a mecanismelor de acţiune a toxicului şi a realizării rezistenţei 
au efectuat Per r y şi col. (1950, 1951), Per r y (1967), Leve n da y 
şi col. (1951), G i l mar (1961) etc. 

Datele existente în literatură indică faptul că aciiunea toxică a 
insecticidului se exercită asupra sistemului nervos al insectei, provocînd 
modificări m:Jrfologice şi biochimice. Rezistenţa rinsedelo.r la acţiu111ea in
secticidului se datoreşte mai multor factori, care concură la supravie
ţuirea indivizilor aparţinînd liniilor rezistente (Per r y - 1967, Pa u -
iini - 1968, MiUin şi ool. -1956, Perry şi col. 1955, Perry -
1967, Lip k e şi col. - 1959 a, b). Dintre aceştia cităm colinesterazele, 
dehidroclorinazele citocrom-oxidaze, lipiproteinele, starea membranelor 
care reglează permeaOOlitiatea celulară, schimbul ionic etc. Fiecare con
Lr,ibuie la rezisitenţ!a totală fără a se putea acorda unuia dintre ei un rol 
prepond&ent în procesul fiziologic complex al rezistenţei la insecticide. 

In 1951 F u 1 mer şi col. aduc date care conduc la concluzia că 
în timpul hidrolizei insecticidului creşte consumul de 02, existînd o pro
porţionalitate între maximul respirat şi concentraţia internă de DDT 
atît la muştele rezistente cit şi la cele sensibile la insecticid. 
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Mai mul\i autori. pa·intre care John st o n (1951) şi Lud o vi g şi 
col. {1955) studiind comparativ la linii de insecte cu sensibilităţi diferite 
inhibiţia citocromoxidazei de către DDT, afirmă că la liniile rezistente 
s-ar găsi o citocromoxidază mai puţin sensibilă la acţiunea toxicului. 
Totuşi, C ha d w ic k (1952) susţine că între rezistenţa insectelor la DDT 
şi procesele celulare de oxida-reducere mediate de citocromi nu există 

o interrelaţie perfectă. -
In vederea elucidării mecanismului rezistenţei insectelor la insecti

cide, un deosebit interes îl prezintă oxidazele: DOPA-oxidaza şi mono
aminooxidazele. Obiectul prezentei lucrări îl constituie studiul enzimelot 
DOPA-oxidaza, peroxidaza şi monoaminooxtdaza avînd substrat tiramină 
şi triptamină, enzime implicate în catabolismul aminelor, cu funcţie de 
mediatori chimici ai transmiterii influxului nervos. 

MATERIAL ŞI METODA 

In vederea realizării prezentului studiu s-a lucrat pe Drosophila 
melanogaster forma sălbatică, cultivată pe mediu cu agar şi drojdie. 
Mediul de cultură a fost preparat după Deme rec şi col. (1964) modi
ficat de colectivul Catedrei de Genetică a Institutului Agronomic „N. Băl
ceseu", Bucureşti, Na u m (1970). 

Muştele au fost crescute în vase Erlennmeyer de 300 cc, fieeare în 
în fiecare vas fiind repartizat 60 g de mediu. După apariţia unei noi ge
neraţii (9-15 zile) erau însămînţate cu adulţi alte vase. Pentru obţinerea 
formelor rezistente la DDT s-a folosit soluţia de 1 g de p-dicloro-difenil
tricloretan în 100 cc alcool etilic: absolut, adăugat treptat în cantităţi 
crescînde în mediu. p-Didorodifeniltricloretanul a fost obţinut în stare 
pură şi extrageri şi recristalizări cu acetonă din DDT comercial. In ve
derea obţinerii de linii rezistente o parte din culturi au fost cultivate timp 
de doi ani pe medii cu concentraţii crescinde de DDT. S-a început cu 
doze de 0,1 cc soluţie alcoolică de DDT la 60 g mediu, ca în final să se 
c.:jungă la doze de 1,5 cc soluţie la aceeaşi caniti1ta:te de med'iu. Doza finală 
pentru lotul martor produce o mortalitate de 1000/o. 

In vederea analizei electroforetice s-au utilizat adulţi de Drosophila 
din cultura martor sensibilă la DDT şi adulţi din suşă rezistentă. Insec
tele s-au omogenizat în omogenizatorul Porter, extracţia făcîndu-se cu 
apă distilată, folosind proporţia de 1/5 g/v. Omogenatul s-a centrifugat 
45 minute la 7000 ture/min. 

Superna1tantul a fost prelevat şi supus eleatroforezei. S-au ana1Jzat 
zimogramele de la linia de Dmsophilă rezistentă la DDT comparativ cu 
zimogramele liniei sensibile. 

Electroforeza s-a efeduat în gel de poLiiacrilamidă, sJstemul disc
electroforeză după Davis (1964), Or ns tei n (1964), folosind o con
centraţie de 7,50/o acrilamidă. 

Tuburile au avut lungimea de 10 cm şi diametrul intern de 0,6 mm. 
S-a lucrat cu 3,12 mA/tub, timp ele :~ ore şi 30 minute, folosind~t-se cîk 
0,1 ml omogenat pe tub. După elet'lroforeză gelurile au fost spălate 
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20 minute în 2 băi de tampon c:orespunzător mediului de incubat, spe
cific fiecărei enzime, după care gelurile au fost supuse incubării în ve
derea evidenţierii enzimelor. Numerotarea benzilor a fost făcută de la 
anod către catod, după sistemul propus de W e b b (1964). 

Gelurile pen:tru monoaminooxidaze au fost incuba.te în mediu cu 
tyramină şi triptamină în prezenţă de sare de alabastru de nitrotctrazoliu 
şi tinazin metasulfat, preparat după Bur st o ne (1962), DOPA-oxidaza 
după S pi t s şi rol. (1968), iar peroxidaza prin metoda cu benzidină 
(Burstone, 1962). 

REZULTATE 

Analiza zimogramelor obţinute pune în evidenţă faptul că atît la 
liniile sensibile cît şi la liniile rezistente, enzimele cercetate prezintă mai 
multe forme moleculare, cu mobilităţi electroforetice şi activitate enzi
matică diferită în raport cu acelaşi substrat. 

Liniile de muşte rezistente prezintă deosebiri mari faţă de liniile 
sensibile, în sensul că număriul de benzi izocnzimatice în electroforegriama 
enzimelor studiate este mai mare, iar unele din fracţiuni prezintă adivi
tate enzimati<:ă mult cresc:ută. Astfel, monoaminooxidaza la tinamină 
prezintă la forma sensibil.:i două benzJ izoenzimaUce în jumă,tatea c:art:o
dică a genului, banda cu mobilitatea cea mai mare avînd activitate in
tensă, banda a II-a este puţin activă. La formele rezistente, benzile 1 şi 
2, echivalente normalului, nu suferă modificări nici ca poziţie în gel şi 
nici ca activitate, apar însă două fracţiuni secundare 1' şi 1" cu viteze 
de migrare şi activitate enzimatică ceva mai redusă decît formele ma
jore (fig. 1). 

Monoaminooxidaza triptaminică prezintă 4 forme moleculare dis
tincte, dintre care benzile 1 şi 2 ocupă o poziţie în gel similară benzilor 
1 şi 2 de la MAO triptamină, dar cu o întindere mult mai mică, banda 
3 îngustă, prezintă o activitate mai mare ca a primelor două benzi. Banda 
4 prezintă activitatea cea mai intensă, fiind situată pe o porţiune re
strînsă (1,5 mm) imediat sub linia de start. In electroforegrama omoge
natelor provenite de la liniile rezistente apar două fracţiuni intermediare 
notate de noi cu 1' şi 2', ele pre:liirută o aotiv~tate mai redusă decîit for
mele lor majore, banda 1' fiind situată anodic în raport cu banda majoră 
şi prezintă o acţiune mai mică ca aceasta, banda 2' este situată în urma 
fracţiunii majore, este mult mai îngustă şi cu activitate mai slabă. For
mele majore prezintă aceeaşi poziţie în gel ca şi la liniile sensibile, ben
zile 1, 2 şi 4 prezintă o activitate enzimatică mult mai mare faţă de 
mmtor. 

DOPA-oxidaza - electroforegrama omogenatelor liniei sensibile 
prezintă trei izoenzime. Banda 1 este situată în jumătatea catodică a ge
lu1ui şi are o activitate slabă, benzile 2 şi 3 situate în imediata apropiere 
a liniei de start prezintă activitate enzimatică intensă, între ele obser
vîndu-se o zonă de activitate cnzimatieă slabă, difuză. In zimograma omo
genatului de muşte rezistente, benzile 1, 2 şi 3, echivalente normalului, 
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Fig. 1 Zimograma 
monoaminooxidazelor 
incubate în mediu cu 

tiramină. 
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Fig. 2 Zimograma 
monoaminooxidazelor 
incubate în mediu cu 

triptamină. 

se deosebesc de ale acestuia p:r:in activitatea mult creseută a benzi,i l faţă 
de zimograma formei sensibile. De asemenea, banda 1 din zimograma 
tiniei rezistente prezintă două subbenzi secundare 11 şi 111, dintre care 
1r prezintă o activitate slabă, iar 111 o acti\'itate de intensitate egală cu 
a benzii I principale (fig. 3). 

Peroxidaza prezintă în electroforegrama omogcnatelor liniei sen
sibile, trei izoenzime asemănătoare întrucîtva prin activitatea şi poziţia 

lor în gel DOPA-oxidazei. Zimograma omogenatelor muştelor rezistente 
prezintă o activitate enzimatică intensă a celor trei forme principale, 
iar suplimentar, anodic: faţă de banda principală apar alte 4 benzi izo
cnzimatniee sel'undare 11, 11 1, 1111 ~i 11\', dintre l'arc benzile 111 • 1111 , 11\' 

u1 ac:th·itate peroxidazic:ă mai intens[1 del'ît banda JI. 
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R = zimograma omogenatului liniei rezistente la DDT 
S = zimograma omogenatului liniei sensibile la DDT 

DISCUŢII 

IIHJ 

Acţiunea neurotoxică a DDT-ului se manifestă atît prin efectul 
marfo-funcţional asupra ţesutului ner\'os şi al celulelor senzoriale cît şi 
indirect, hormonal, interierîndu-se cu activitatea fiziologică şi biochi
mică a insectei. Moleculele de insecticid pătrund în interspaţiile mem
branei, ataşîndu-se prin intermediul legăturilor de H, de lipoproteinele 
acesteia producînd alterarea calităţilor osmotice ale celulelor (R o a n 
şi col. - 1961). Aceasta are ca efect schimbarea echilibrului ionic şi 
perturbarea transmiterii influxului nervos. 
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Per r y (1967) scoate în evidenţă modificările neurohormonale, 
care survin în urma adminiSitrării insectioidului. Administrarea de DDT 
produce eliberarea masi\'ă de hormoni din c orpora alata (reacţia de 
stres). 

La baza alterării funcţiei nervoase sub acţiunea insecticidului stă 
modificarea acti\'ităţii mediatorilor chimici şi a enzimelor legate de me
tabolismul lor. 

In acest sens studiul comparativ la liniile de insecte sensibile şi 
rezistente, a enzimelor legate de catabolismul aminelor cu rol de me
diatori chimici, prezintă un deosebit interes. 

Pentru prima dată B 1 a schi k e şi col. (1961) descrie existenţa 
aminooxidazei la Periplaneta americana. B o ad 1 e şi col. (1968) stu
diază manometric activitatea monoaminooxidazelor de la gîndacul de 
bucătărie, P. americana, sub aspectul afinităţii lor faţă de substrat, sco
ţînd în evidenţă capacitatea lor de a oxida amine şi diamine aliratke 
cu catenă SC"urtă. 

Rezultatele obţinute de noi prin analiza electroforetică, pun în 
evidenţă existenţa în omogenatul formei sensibile a două forme izoenzi
matice distinc.:te pentru tiramină şi 4 forme pentru triptamină. La linia 
de Drosophila melanogaster rezistentă la insecticid se observă o ampli
ficare a fracţiunilor izoenzimatke 4 şi respectiv 6. Această creştere a 
numărului de fracţiuni este concomitentă intensificării activităţii unor 
izoenzime din zimogramă. Creşterea capacităţii de oxidare a monoamino
oxidazelor poate fi pusă în legătură cu un proces de sinteză mai activă 
a aminelor biologic active şi implicit ca o adaptare la creşterea canti
tăţii de subs.trate şi de catabolizare oxidativă a 1acestara. De asemenea, 
existenţa unei activităţi aminooxidazice crescute la insectele rezistente 
poate avea o funcţie de anihilare a şocului produs de eliminarea la stres 
a monoaminelor active. 

DOPA-oxidaza, enzimă cu rol important în catabolismul adrena
linei prezintă şi ea o activitate crescută la formele rezistente. Existenţa 
a 4 forme moleculare distincte în zimograma liniei sensibile de D. me
lanogaster corespunde datelor existente în literatură (Le v i s şi col. -
1963, Mit c he 11 - 1965). La formele rezistente, capacitatea DOPA
oxidazică apare mult crescută atît prin intesificarea activităţii enzima
tice a benzilor corespunzătoare normalului cit şi datorită apariţiei a două 
noi forme moleculare cu activitate intensă. 

Activitatea peroxidazică a liniei de D. melanogaster rezistentă la 
DDT ·apare mult cresn1tă. ln zimograma peroxidazei din omogenatele 
muştelor rezistente, apar suplimentar 4 forme moleculare noi, cu activi
tate intensă. Activitatea crescută a peroxidazei concordă cu creşterea 
generală a oxidazelor studiate. Peroxidaza prin activitatea de scindare, 
desface apa oxigenată produsă prin activitatea aminooxidazelor şi oxi
dazelor în general, după reacţia : 

R-CH2-NI-h + 02 + H20 Enzimă R-CHO + NH:i + H20 

Prin scindarea apei oxigenate peroxidaza joacă pe de o parte un 
rol antitoxic (apa oxigenată fiind un toxic puternic pentru celulă), 
Du v e şi col. (1966), iar pe de alta un rol important în reoxidarea cito
nomilor şi a NAD H extra.mitocondrial. 
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Bau d hui n (1969) scoate în evidenţă faptul că peroxidaza şi ca
tala~a din peroxi.zomi oxidează etanolul care formează un sistem de le
gătură în transportul de electroni de la clehidrogenaze stimulînd astfel 
glicoliza după schema : 

Oz 

Creşterea activi1tăţii nonoaminooxidazelor, DOPA-oxidazei şi peI"'o
xidazei, explică în parte, consumul de oxigen crescut găsit de unii 
autori la formele de insecte rezistente la insecticid. Creşterea numărului 
de fracţiuni la enzimele studiate, :în cazul liniilor rezistente poate fi 
interpretată ca reacţie la creşterea cantităţii de substrat în eondiţiile de 
stres, mărindu-se astfel capacitatea de oxidare a aeesturia. 

De asemenea, formele moleculare noi de enzime apărute la liniile 
rezistente pot Ii izoenzime sintetizate de nove adaptate la condiţiile de 
metabolism în .prezenţa insecticidului a căror activitate nu este afeotată 
de DDT. Se poate presupune că ele ar Ii izoenzime looalirete pe alte 
structuri intracitoplasmatite, mai puţin afectate de insecticid sau cu 
afinităţi de subs.trait şi funcţii diferite de formele moleculare principale. 

CONCLUZII 

Prin cultivarea succesi,vă a clonunilor de Drosophila melanogaster 
pe medii cu insecticid în concenftraţii succesiv crescute se obţin clanuri 
de insecte rezistente la toxk, apte să se reproducă şi să se dezvolte în 
prezenţa acestuia. 

Clanurile de Drosophila cu rezistenţă la insecticid indusă experi
mental, prezintă modificări metabolice şi bioahimi:ce în rapor.t cu clonul 
martor (sensibil}. 

Studiul electroforetic pe gel de poliacrHamidă a enzimelor-mono
aminooxidază, DOPA-oxidază şi peroxidază scoate în evidenţă o creştere 
a ·activităţii acestor enzime exprimată atît prin apariţia de benzi izoen
zimatioe noi în omogenatele muş.telor rezistente, cîit şi prin exaltarea 
activităţii enzimatice a unor anumite fracţiuni în comparaţie cu martorul. 
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Apariţia de forme izoenzimatice noi în zimogramelc clanurilor 
rezistente, cît :şi creşterea activităţii specifice a acestora ar putea fi 
c·xplicată fie prin necesitatea de a mări capacitatea de oxidare a unor 
can1ti-tăţi crescute ele substr·at. fie prin apariţia de noi forme moleculare 
de enzime cu localizare pe struct1111i intracelulare diferite, mai puţin 
afectate de insecticid sau unde îndeplinesc funcţii noi apărute odată cu 
i ezistenţa. 

Creşterea activHăţii oxidazelor şi peroxidazei explică în condiţiile 
rezis.tenţei la insecticid a insectelor studiate, creşterea capacităţii de 
oxidare a celulelor şi consumul mărit de oxigen la clanurile rezistente. 
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ELECTROPHORETIC STUDIES OF GLUCOSE-6-PHOSPHAT DE 
HYDROGENASE GLICERALDEHIDE-3-PHOSPHAT DEHYDROGE
NASE AND LACTATE DEHYDROGENASE ON THE DROSOPHYLA 
MELANOGASTER WITH EXPERIMENTAL RESISTANCE TO D.D.T. 

ABSTRACT 

The enzymes amine oxidase, DOPA-oxidase and peroxidase was 
~tudiated te sensibil ian resistenrt stiriain of Drosophila melanogaster. 

Multiple fonnes of solubile enziymes were detedcted on the acri
lamide gel electrophoresis, at througheut studied enzymes. 

Homogenates an the z·imogrames of the IDDT rezistant strain of 
D. melanogaster were tested an higer i:Soenzymatic activity and 
appariton of the suplimeniary isoenzimaitic lbands. 

Comunicare prezentată la cea de a II-a Sesiune 
ştiinţifică de comunicări a Muzeului judeţean 
Argeş - Piteşti 24-25.V.1972. 
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