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NO0 8. M. Reiff, Basel. — Nachweis des fermentativen
Abbaus der DDT-Wirksubstanz mit Fliegenextrakten
im  Papierchromatogramm. (Grundlagen zur Resis-
tenzforschung. 2. Mitteilung). (Mit 3 Textabbildungen.)

(Aus den Forschungslaboratorien der J. R. Geigy A.G.)

Einleitung. Schon seit ein paar Jahren sind die Er-
scheinungen der Resistenz von verschiedenen Insektenarten gegen-
iber der DDT-Wirksubstanz bekannt. Aber trotz einer bereits
grossen Serie von Publikationen iiber das Resistenzgeschehen ist
das Problem bisher noch ungelist.

Als Ausgangspunkt unserer Bearbeitung der physiologischen
Unterschiede zwischen normal sensiblen (N) und gegeniiber der
DDT-Substanz hochresistent geziichteten (R) Stimmen von Musca
domestica L. dienen die in Abb. 1 kurvenmiissig dargestellten
Reaktionscharakteristiken von 2 Stimmen.

Versucht man nun, die fiir diese grosse physiologische Um-
timmung bei resistenten Fliegen verantwortlichen Vorginge zu
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gruppieren, so gelangt man, in Ubereinstimmung mit den Auffas-
sungen von WIESMANN, zum Schema von Abbildung 1. Mindestens
3 grosse Gruppen von Mechanismen sind festzustellen: 1. Er-
schwerte Aufnahme von Wirksubstanz in den Korper bei kurzer
Zeiteinwirkung, 2. verbesserte Moglichkeiten zur Giftspeicherung,
3. verstarkter Entgiftungsmechanismus.
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Ass. 1.

Oberer Teil: Unterschied in Empfindlichkeit bei sensiblen (N) und resistenten
(R) Fliegen. Kurvenbander mit Mittelwerten der Reaktion (Riickenlage).

Unterer Teil: Schema iiber die wichtigsten Faktorengruppen, die fiir Resistenz
verantwortlich sind.
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Im Folgenden wird nur der fermentative Abbau der DDT-
Substanz zur ungiftigen Aethylenverbindung beriicksichtigt. Nach
biochemischen Untersuchungen von STERNBURG et al. greift fiir die
HCl-Abspaltung ein Ferment oder ev. eine Fermentgruppe (De-
hydrochlorinase) ein.

Die Priifung der Abbauvorginge beim N- und R-Stamm geschah
mit einer neuen Methodik in Kombination mit Papierchromato-
graphie und Papierelektrophorese; ein Vorgehen, das auch weitere
Testmoglichkeiten eriffnet. '

Methodik. Der ganze Arbeitsgang ist in Abbildung 2
dargestellt. Homogenatherstellung: Verpuppungsreife Larven, resp.
adulte 3—4 tigige Fliegen in physiologischer Kochsalzlosung oder
0,2 M Glycerin- oder Zuckerlosung in Morser oder Homogenisator
(Polytron-Apparat) zerkleinert. Fliissigkeitsmenge 4- hochstens
6-facher Betrag des Lebendgewichtes der Tiere, z. B. pro 100 Flie-
gen 6—10 cem. Eiskiihlung. Zentrifugierung (3000 U.): 3 Min.,
dann Entfernung der obersten lipoidhaltigen Schicht, sowie des
festen Depots. Eiskiithlung. Mittlere Schichten nochmals 3 Min.
zentrifugieren, dann fliisssige und leicht gelige Phase durchmischen
und verwenden. Aufbewahrung bis zu 24 Stunden im Kiihlschrank
moglich. Papierchromatographie: aufsteigendes Verfahren mit
Kochsalz-, Puffer- oder Glycerinlosung, Papier SS 2043 b. Ver-
teilung der Anteile erwartungsgeméss gering, zusammenhéngende
Proteinzone von R; 0,4—0,9. Fermentaktivitiat (z. B. auch Dopa-
reaktion) bleibt aber erhalten. Lufttrocknung. Papierelektropho-
rese: Apparat Elphor H, Laufzeit 6—12 Stunden, Lufttrocknung.
Fermentierung: Imprignierung von Filterpapier SS 2043 & mit
alkoholischer DDT-Lésung, pro 100 em? Fliche 10 mg Rein-
substanz. Inkubation nach Besprayen der beiden iibereinander
liegenden Papiere mit Puffer- oder Kochsalzlosung und Aufbe-
wahrung zwischen Glasplatten. Lufttrocknung. Nachweis des Ab-
baus der DDT-Substanz: 1. firberisch auf Papier mit Rhodamin
B-Nilblausulfat und UV-Beobachtung, aber nicht quantitativ;
2. quantitativ chemischer Nachweis (Methode ScHECHTER-HALLER);
.. Biotest mit sensiblen (N) Fliegen. Der Abbau des Insektizids
zeigt sich in der Reaktion der Fliegen, da nach 114, Stunden Test-
zeit theoretisch alle Fliegen in Riickenlage (}) sein sollten. An
den Abbauzonen trifft man aber Fliegen an, die nur leichte Krampf-
symptome (K) oder gar keine Vergiftung (n) zeigen.
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ABB. 2.

Schematische Darstellung der Arbeitsganges fiir den Nachweis des fermen-
tativen Abbaus. Losungsmittel fiir Papierchomatographie: 0,99 Kochsalzls-
sung oder Phosphatpuffer nach Scerensen pH 8,04, 1/15 M: oder 0,1-0,2 M
Glycerin, resp. Zucker in Wasser. Fiir Papierelektrophorese: Phosphatpuffer

nach Scerensen pH 8,04, 1/15 M.
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Berechnung des Abbauwertes: Die Durchschnittszahl aus der

. 100 i al 0
Klassierung D = (0, B o il ), entsprechend der

=T o
Anzahl Fliegen mit Riickenlage (100), Krampf (50) oder symptom-
los (0) ergibt das Resultat des Biotestes. Als indirektes Mass fiir
den fermentativen Abbau gilt die Zahl 100-D.
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Durch den Biotest ermittelte Abbauwerte ausgehend von Totalhomogenaten

und Organextrakten. Punktierte Flichen auf den S#ulen reprisentieren die

im Biotest mogliche Streuung der Einzelresultate. N = Priaparationen vom
sensiblen Fliegenstamm, R vom resistenten Stamm.

Resultate. InAbbildung 3 sind einige Ergebnisse, parallel
nach Papierchromatogramm und Papierelektrophorese geordnet,
als Mittelwerte aus jeweils mehreren Versuchsserien mit je 50—
150 Bioteststellen zusammengefasst. Die beiden ersten Siulen-
gruppen links beziehen sich auf Resultate mit Homogenaten ganzer

cre (Totalhomogenate) bei Priparation in physiologischer Koch-
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salzlosung. Sowohl bei Larven als auch bei adulten Fliegen konnte
festgestellt werden, dass auch die N-Tiere die Fihigkeit zum Ab-
bau des DDT-Wirkstoffes besitzen, aber in geringerem Masse als die
resistenten. Sehr gute Abbauwerte wurden auch bei Priparation
und Fermentierung mit 0,1—0,2 M Glycerin- oder Zuckerlosung
erreicht. Die Einwirkung von 60° C auf das Homogenat oder die
Fermentierung ergibt eine starke Schidigung der Aktivitit.

Auch den Proteinextrakten aus Malpighi'schen Gefissen und
Fettkorpern von Larven, sowle der Haemolymphe von Larven und
Imagines kommen deutliche Wirkungen zu. Bei der Behandlung
des Totalhomogenates mit organischen Lisungsmitteln wird Ather
ohne Schiédigung ertragen, Petrolither und besonders Schwefel-
kohlenstoff oder Chloroform beeintrachtigen die Aktivitit.

Diese letzten Angaben zeigten bereits, dass mit der vorliegenden
Methode die Beeinflussung der Fermentaktivitiat recht gut abge-
klirt werden kann. Zur Priifung von Modellsubstanzen, z. B. von
Inhibitoren der Dehydrochlorinase, konnen diverse Stoffe entweder
dem Homogenat, oder dem Lisungsmittel bei der Chromatographie
zugesetzt werden. Schliesslich l&sst sich auch bei der Fermentierung
die Beeinflussung durch Zusitze untersuchen. Diesbeziigliche Re-
sultate bleiben einer ausfiihrlicheren Arbeit vorbehalten.

Nachprifungen mit chemischem Nachweis der noch an den
termentierten Stellen vorhandenen Menge DDT-Substanz haben
ergeben, dass bei guten Abbauverhiltnissen 15—259%, Wirkstoff
fehlen. Das Insektizid wird vermutlich vor allem an der Oberfliche
des impréagnierten Papiers abgebaut; dies ist aber diejenige Schicht,
die im Biotest die Vergiftung verursachen wiirde. An allen Stellen
ausserhalb den Proteinzonen der Auflage, reagieren die Fliegen
mit Riickenlage.

Aus den vorliegenden Resultaten geht klar hervor, dass bei
unsern Stammen sowohl sensible als auch resistente Fliegen den
fermentativen Abbau ausfithren konnen. Dieses Ergebnis stimmt
mit denjenigen von PERRY et al. und BaBers et al. iiberein,
wihrenddem StTeErNBURG und Mitarbeiter die Dehydrochlorierung
nur bei resistenten Staimmen nachweisen kinnen. Auch in unserem
Falle ist ein quantitatives Uberwiegen beim R-Stamm deutlich,
jedoch kann von diesem einen Faktor aus die hohe Resistenz
nicht erklirt werden. Die bessere Abbauwirkung stellt nach allen
bisherigen Kenntnissen nur einen Teilprozess (Schema Abb 1) im
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=

ganzen Geschehen der so weitgehenden Unempfindlichkeit bei
R-Fliegen dar.
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N9 9. Marguerite Narbel-Hofstetter, [ausanne. — La
pseudogamie chez Luffia lapidella Goeze (Lépid.
Psychide). (Communication préliminaire. Avec 1 figure et
2 tabelles.)

(Laboratoire de Zoologie de I’Université de Lausanne.) Travail subven-
tionné par le Fonds national suisse de la recherche scientifique.

I.e genre Luffia se divise en deux especes, L. lapidella, bisexuée,
et L. ferchaultella, parthénogénétique, la deuxieme dérivant pro-
bablement de la premiére et présentant les caractéres d’une par-
thénogénese géographique thélytoque. Les populations de lapidella
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