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CU REZISTENTA LA DDT PROVOCATA EXPERIMENTAL
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Dintre derivatii clorurati, DDT-ul 1,1,1,~tricole 2,2-bis (p-cloroflenil)
etanul, este unul din insccticidele puternice la care insectele au devenit
rezistente. Modul sdu de actiune precum si ansamblul mecanismelor, care
conferd rezistentd insectelor a suscilat numeroase cercetari,

Astlel, Sternburg si col. (1954). demonstreazd prima dala la
liniile rezistente la insecticid de Musca domeoestica un proces de desin-
toxicare activa de insecticid, proces activat de glutation redus si efectuat
de o enzimi dehidroclorinaza. Sternburg si col. (1954 b) afirmd ca
ar exista o proportionalitate directda intre gradul de rezistentad la DDT si
intensitatea activitdtii DDT-dehidroclorinazei la diferite linii de muste
rezistente.

Studii interesante asupra modului de aparitie a liniilor de insecte
rezistente, a mecanismelor de actiune a toxicului si a realizarii rezistentei
au efectuat Perry si col. (1950, 1951), Perry (1967), Levenday
si col. (1951), Gilmar (1961) etc.

Datele existente in literatura indicd faptul cd@ aclfiunea toxica a
insecticidului se exercitd asupra sistemului nervos al insectei, provocind
modificari morfologice si biochimice. Rezistenta insectelor la actiunea in-
secticidului se datoreste mai multor factori, care concurd la supravie-
tuirea indivizilor apar{inind liniilor rezistente (Perry — 1967, Pau -
iini — 1968, Mitlin si col. — 1956, Perry si col. 1955, Perry —
1967, Lipke si col. — 1959 a, b). Dintre acestia citdm colinesterazele,
dehidroclorinazele citocrom-oxidaze, lipiproteinele, starea membranelor
care regleazi permeabilitatea celulard, schimbul ionic etc. Fiecare con-
tribuie la rezistenta totala fird a se putea acorda unuia dintre ei un rol
preponderent in procesul [liziologic complex al rezistentei la insecticide.

In 1951 Fulmer si col. aduc date care conduc la concluzia ca
in timpul hidrolizei insecticidului creste consumul de O,, existind o pro-
portionalitate intre maximul respirat si concentrafia internd de DDT
atit la mustele rezistente cit si la cele sensibile la insecticid.

http://cimec.ro



186 D. SCRIPCARIU, R. MESTER, A. NAUM, C. TESIO

Mai mulii aulori, printre care Johnston (1951) si Ludovig si
col. (1955) studiind comparativ la linii de insecte cu sensibilitdti diferite
inhibitia citocromoxidazei de cadtre DDT, afirmi ci la liniile rezistente
s-ar gasi o citocromoxidazi mai pufin sensibild la actiunea toxicului.
Totusi, Chadwick (1952) sustine cid intre rezistenia insectelor la DDT
§i procesele celulare de oxido-reducere mediate de citocromi nu existd
o interrelatie perfecta.

In vederea elucidarii mecanismului rezistentei insectelor la insecti-
cide, un deosebit interes il prezintd oxidazele : DOPA-oxidaza si mono-
aminooxidazele. Obiectul prezentei lucrari il constituie studiul enzimelor
DOPA-oxidaza, peroxidaza si monoaminooxidaza avind substrat tiramina
si triptamind, enzime implicate in catabolismul aminelor, cu functie de
mediatori chimici ai transmiterii influxului nervos.

MATERIAL SI METODA

In vederea realizirii prezentului studiu s-a lucrat pe Drosophila
melanogaster forma silbatica, cultivatd pe mediu cu agar si drojdie.
Mediul de culturd a fost preparat dupd Demerec si col. (1964) modi-
ficat de colectivul Catedrei de Genetica a Institutului Agronomic ,N. Bal-
cescu‘, Bucuresti, Naum (1970).

Mustele au fost crescute in vase Erlennmeyer de 300 cc, fiecare in
in fiecare vas fiind repartizat 60 g de mediu. Dupd aparitia unei noi ge-
neratii (9—15 zile) erau insdmintate cu adulfi alte vase. Pentru obtinerea
formelor rezistente la DDT s-a folosit solutia de 1 g de p-dicloro-difenil-
tricloretan in 100 cc alcool etilic absolut, addugat treptat in cantitéti
crescinde in mediu. p-Diclorodifeniltricloretanul a fost obfinut in stare
purd si extrageri si recristaliziri cu acetonid din DDT comercial. In ve-
derea obtinerii de linii rezistente o parte din culturi au fost cultivate timp
de doi ani pe medii cu concentratii crescinde de DDT. S-a inceput cu
doze de 0,1 cc solutie alcoolicdi de DDT la 60 g mediu, ca in final si se
&jungd la doze de 1,5 cc solutie la aceeasi cantitate de mediu. Doza [inala
pentru lotul martor produce o mortalitate de 1009/,.

In vederea analizei electroforetice s-au utilizat adulti de Drosophila
din cultura martor sensibila la DDT si adulti din susd rezistentd. Insec-
tele s-au omogenizat in omogenizatorul Porter, extractia fdcindu-se cu
apd distilatd, folosind proportia de 1/5 g/v. Omogenatul s-a centrifugat
45 minute la 7000 ture/min.

Supernatantul a fost prelevat si supus electroforezei. S-au analizat
zimogramele de la linia de Drosophilad rezistentd la DDT comparativ cu
zimogramele liniei sensibile.

Electroforeza s-a electuat in gel de poliacrilamidi, sistemul disc~
electroforezd dupd Davis (1964), Ornstein (1964), folosind o con-
centratie de 7,59/, acrilamida.

Tuburile au avut lungimea de 10 ¢cm si diametrul intern de 0,6 mm.
S-a lucrat cu 3,12 mA/tub, timp de 3 ore si 30 minute, folosindu-se cite
0,1 ml omogenat pe tub. Dupd electroforeza gelurile au fost spalate

http://cimec.ro



MODIFICARILE TABLOULUI 1ZOENZIMATIC AL UNOR OXIDAZE 187

20 minute in 2 bai de tampon corespunzator mediului de incubat, spe-
cific fiecdrei enzime, dupd care gelurile au fost supuse incubidirii in ve-
derea evidentierii enzimelor. Numerotarea benzilor a fost facuti de la
anod catre catod, dupa sistemul propus de We bb (1964).

Gelurile pentru monoaminooxidaze au fost incubate in mediu cu
tyramina si triptamina in prezentd de sare de alabastru de nitrotetrazoliu
si tinazin metasulfat, preparat dupi Burstone (1962), DOPA-oxidaza
dupd Spits si col. (1968), iar pecroxidaza prin metoda cu benzidina
(Burstone, 1962).

REZULTATE

Analiza zimogramelor obfinute pune in evidentd faptul ca atit la
liniile sensibile cit si la liniile rezistente, enzimele cercetate prezintd mai
multe forme moleculare, cu mobilitd{i electroforetice si activitate enzi-
maticd diferitd in raport cu acelasi substrat.

Liniile de muste rezistente prezintd deosebiri mari fatd de liniile
sensibile, in sensul cd numdrul de benzi izoenzimatice in electroloregrama
enzimelor studiate este mai mare, iar unele din fractiuni prezinta activi-
tate enzimaticd mult crescutid. Astfel, monoaminooxidaza la tiramina
prezintd la forma sensibild doud benzi izoenzimatice in jumatatea cato-
dica a genului, banda cu mobilitatea cea mai mare avind activitate in-
tensd, banda a II-a este putin activd. La formele rezistente, benzile 1 si
2, echivalente normalului, nu suferd modificari nici ca pozitie in gel si
nici ca activitate, apar insd doud fractiuni secundare 1” si 1”7 cu viteze
de migrare si activitate enzimaticd ceva mai redusd decit [ormele ma-
jore (fig. 1).

Monoaminooxidaza triptaminicd prezintd 4 forme moleculare dis-
tincte, dintre care benzile 1 §i 2 ocupd o pozitie in gel similard benzilor
1 si 2 de la MAO triptamina, dar cu o intindere mult mai mica, banda
3 ingustd, prezinta o activitate mai mare ca a primelor doud benzi. Banda
4 prezintd activitatea cea mai intensd, fiind situati pe o portiune re-
strinsa (1,5 mm) imediat sub linia de start. In electroforegrama omoge-
natelor provenite de la liniile rezistente apar doua fractiuni intermediare
natate de noi cu 1° si 2', ele prezintd o activitate mai redusd decit for-
mele lor majore, banda 1’ fiind situatd anodic in raport cu banda majora
si prezintd o actiune mai micd ca aceasta, banda 2’ este situatd in urma
fractiunii majore, este mult mai ingustd si cu activitate mai slabd. For-
mele majore prezintd aceeasi pozitie in gel ca si la liniile sensibile, ben-
zile 1, 2 si 4 prezintd o activitate enzimatici mult mai mare fatd de
martor.

DOPA-oxidaza — electroforegrama omogenatelor liniei sensibile
prezinta trei izoenzime. Banda 1 este situatd in juméitatea catodici a ge-
lului si are o activitate slabd, benzile 2 i 3 situate in imediata apropiere
a liniei de start prezintd activitate enzimatica intensi, intre ele obser-
vindu-se o zond de activitate enzimaticd slabd, difuzi. In zimograma omo-
genatului de muste rezistente, benzile 1, 2 si 3, echivalente normalului,
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monoaminooxidazelor monoaminooxidazelor

incubate in mediu cu incubate in mediu cu
tiramina. triptamina.

se deosebesc de ale acestuia prin activitatea mult crescutd a benzii 1 fata
de zimograma formei sensibile. De asemenea, banda 1 din zimograma
liniei rezistenle prezintd doud subbenzi secundare I' si I, dintre care
I' prezintd o activitate slabi, iar Il o activitate de intensitate egald cu
a benzii I principale (fig. 3).

Peroxidaza prezinta in electroforegrama omogcnatelor liniei sen-
sibile, trei izoenzime asemadnatoare intrucitva prin activitatea si pozitia
lor in gel DOPA-oxidazei. Zimograma omogenatelor mustelor rezistente
prezintd o activitate enzimaticd intensid a celor trei forme principale,
iar suplimentar, anodic fai{i de banda principald apar alte 4 benzi izo-
enzimatnice secundare II, TH 1™ i 'V dintre care benzile U, I IV
cu activitate peroxidazicd mai intensi decit banda I
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Fig. 3 — Zimograma DO- Fig. 4 — Zimograma pe-
PA-oxidazei incubale in roxidazelor incubate in
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alanina.

R = zimograma omogenatului liniei rezistente la DDT
S = zimograma omogenatului linici sensibile la DDT

DISCUTII
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Acfiunea neurotoxici a DDT-ului se manifestd atit prin efectul
morfo-functional asupra tesutului nervos si al celulelor senzoriale cit si
indirect, hormonal, interlerindu-se cu activitatea fiziologica si biochi-
micad a insectei. Moleculele de insecticid patrund in interspatiile mem-
branei, atasindu-se prin intermediul legaturilor de H, de lipoproteinele
acesteia producind alterarea calitdfilor osmotice ale celulelor (Roan
si col. — 1961). Aceasta are ca efect schimbarea echilibrului ionic si
perturbarca transmiterii influxului nervos.
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Perry (1967) scoate in evidentid modilicirile neurohormonale,
care survin in urma administririi insecticidului. Administrarea de DDT
produce eliberarea masivd de hormoni din corpora alata (reactia de
stres),

La baza alterdrii functiei nervoase sub actiunea insecticidului sta
modilicarea activitd{ii mediatorilor chimici si a enzimelor legate de me-
tabolismul lor.

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

Pentru prima datd Blaschike si col. (1961) descrie existenta
aminooxidazei la Periplaneta americana. Boadle si col. (1968) stu-
diazd manometric activitatea monoaminooxidazelor de la gindacul de
bucitirie, P. americana, sub aspectul alinitdtii lor fatd de substrat, sco-
tind in evidentd capacitatea lor de a oxida amine si diamine alifatice
cu catena scurta.

Rezultatele obtinute de noi prin analiza electroforetica, pun in
evidentd existen{a in omogenatul formei sensibile a doud [orme izoenzi-
matice distincte pentru tiramind si 4 [orme pentru triptamind. La linia
de Drosophila melanogaster rezistentad la insecticid se observd o ampli-
ficare a fractiunilor izoenzimatice 4 si respectiv 6. Aceastd crestere a
numdrului de {racfiuni este concomitentd intensificarii activitatii unor
izoenzime din zimograma. Cresterea capacitatii de oxidare a monoamino-
oxidazelor poate [i pusd in legdturd cu un proces de sintezd mai activa
a aminelor biologic active si implicit ca o adaptare la cresterea canti-
tatii de substrate si de catabolizare oxidativd a acestora. De asemenea,
existenfa unei activitdti aminooxidazice crescute la insectele rezistente
poate avea o functie de anihilare a socului produs de eliminarea la stres
a monoaminelor active.

DOPA-oxidaza, enzimd cu rol important in catabolismul adrena-
linei prezintd si ea o activitate crescutd la formele rezistente. Existenta
a 4 forme moleculare distincte in zimograma liniei sensibile de D. me-
lanogaster corespunde datelor existente in literaturd (Levis si col. —
1963, Mitchell — 1965). La formele rezistente, capacitatea DOPA-
oxidazica apare mult crescutd atit prin intesificarea activititii enzima-
tice a benzilor corespunzatoare normalului cit si datoritd aparitiei a doua
noi forme moleculare cu activitate intensa.

Activitatea peroxidazicd a liniei de D.melanogaster rezistentd la
DDT apare mult crescutd. In zimograma peroxidazei din omogenatele
mustelor rezistente, apar suplimentar 4 forme moleculare noi, cu activi-
tate intensd. Activitatea crescutd a peroxidazei concordd cu cresterea
generali a oxidazelor studiate. Peroxidaza prin activitatea de scindare,
desface apa oxigenati produsd prin activitatea aminooxidazelor s§i oxi-
dazelor in general, dupd reactia :

R—CHy—NH; + O, + H,0— 4™ p_ CHO + NH; + Hs0

Prin scindarea apei oxigenate peroxidaza joacid pe de o parte un
rol antitoxic (apa oxigenatd fiind un toxic puternic pentru celuld),
Duve si col. (1966), iar pe de alta un rol important in reoxidarea cito-
cromilor si‘a NAD H extramitocondrial.
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Baudhuin (1969) scoate in evidenta [aptul c¢d peroxidaza si ca-
talaza din peroxizomi oxideazad etanolul care formeazd un sistem de le-
gaturd in transportul de electroni de la dehidrogenaze stimulind astfel
glicoliza dupa schema :

Oz
Oxidaze %ox%

o]) _y 2H20; Catalazd 2020
\__/

—
R-CHaNHy, R-CHO+NH3
CH3-CHaOH  CH3-CHO

NAD  NADHy

RHg -

Cresterea activitdtii nonoaminooxidazelor, DOPA-oxidazei si pero-
xidazei, cxplicd in parte, consumul de oxigen crescut gasit dc unii
autori la formele de insecte rezistente la insecticid. Cresterea numarului
de fractiuni la enzimele studiate, in cazul liniilor rezistente poate f{i
interpretatd ca reactie la cresterea cantitdtii de substrat in conditiile de
stres, marindu-se astlel capacitatea de oxidare a acestuia.

De asemenea, formele moleculare noi de enzime aparute la liniile
rezistente pot fi izoenzime sintetizate de nove adaptate la conditiile de
metabolism in prezenta insecticidului a caror activitate nu este afectati
de DDT. Se poate presupune ca ele ar [i izoenzime localizate pe alte
structuri intracitoplasmatice, mai putin afectate de insecticid sau cu
afinitiati de substrat si functii diferite de formele moleculare principale.

CONCLUZII

Prin cultivarea succesivd a clonurilor de Drosophila melanogaster
pe medii cu insecticid in concentratii succesiv crescute sc obtin clonuri
de insecte rezistente la toxic, apte sd se reproducid si si se dezvolte in
prezen{a acestuia.

Clonurile de Drosophila cu rezisten{d la insccticid indusd experi-
mental, prezintd modificari metabolice si biochimice in raport cu clonul
martor (sensibil).

Studiul electroforetic pe gel de poliacrilamida a enzimelor-mono-
aminooxidazda, DOPPA-oxidaza si peroxidaza scoate in evidentd o crestere
a activitafii acestor enzime exprimata atit prin aparitia de benzi izoen-
zimatice noi in omogenatele mustelor rezistente, cit §i prin exaltarea
activitdtii enzimatice a unor anumite fract{iuni in comparatie cu martorul.
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Aparitia de forme izoenzimatice noi in zimogramele clonurilor
rezistente, cit si cresterea activitdtii specifice a acestora ar putea [i
explicatd fie prin necesitatea de a mari capacitatea de oxidare a unor
cantitati crescute de substrat, fie prin aparitia de noi [orme moleculare
de enzime cu localizare pe structunj intracelulare diflerite, mai putin
alectate de insecticid sau unde indeplinesc functii noi apdrute odata cu
1ezistenta.

Cresterea activitdfii oxidazelor si peroxidazei explica in conditiile
rezistentei la insecticid a insectelor studiate, cresterea capacitifii de
oxidare a celulelor si consumul mairit de oxigen la clonurile 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
studiated te sensibil an resistent strain of Drosophila melanogaster.

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

Homogenates an the zimogrames of the DDT rezistant strain of
D. melanogaster were tested an higer isoenzymatic activity and
appariton of the suplimenary isoenzimatic bands.

Comunicare prezentati la cea de a II-a Sesiune

stiintificA de comunicari a Muzeului judetean
Arges — Pitegti 24—25.V.1972.
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