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Wissenschaftliche Laboratorien der J. R. Geigy A.G., Basel und Botanisches
Institut der Universiliit Freiburg i. Br.

Stoffwechselvorgiinge bei sensiblen und resisten-

ten Fliegen unter Einfluf der DDT-Substanz.'

Von M. REIFr und IF. BEYE.
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I. Einleitung.

Das Problem der Insektizidresistenz nimmt in der Fachliteratur bereits einen
grofen Raum ein. Fiir zusammenfassende Berichie iliber die verschiedenen
Aspekte der Resistenz und umfassende Literaturzitate sei auf die Arbeiten von
WIESMANN (90), METCALF (48), HOSKINS & GORDON (30) und BrROwN (13) ver-
wicsen.

Wie aus bisherigen Publikationen der Basler Arbeitsgruppe fiir Resistenz-
forschung hervorgeht. verfolgen wir bei unseren Untersuchungen den Weg. den
Gesamtstoffwechsel bei sensiblen und resistenten Insekten zu erfassen. Aus-
gehend von Versuchen tliber Aufnahme und fermentativen Abbau der DDT-Sub-
stanz (65, 93. 98), die das Resistenzgeschehen nicht geniigend zu erkliren ver-
mochten, wurde die grofie Bedeutung der Lipoide (92) und der Proteine (66, 67)
aufgezeigt. Durch histologische Untersuchungen (94) konnten die bei Korper
und Organextrakten gefundenen Unterschiede zwischen sensiblen und resisten-
ten Fliegen weitgehend belegl werden. In Beziehung zu dieser Publikation wer-
den die Lipoidspezifitit (6). und auf Grund von Atmungsbestimmungen die
Bilanzierung des Stoftwechsels unter Einflul der DDT-Substanz beschriehen (7),
ferner die Probleme der polyvalenten Insektizidresistenz besprochen (69, 70).

In dieser Arbeit mochten wir einen Uberblick tiber die experimentell fest-
gestelllen Einzelprozesse des unterschiedlich ablaufenden Stoffwechsels unter
Einflull von DDT-Substanz bei sensiblen (S) und resistenten (R) Imagines von
Musca domestica L. geben und die Teilvorgiinge in ihren vermutlichen Zusam-
menhiingen bewerten.

Beim normalen Verlauf der Vergiftung mit DDT-Substanz sind mindeslens
3 wichtige Stufen zu beachten: 1. Eindringen und Aufnahme der Wirksubsianz
in die Tarsen oder tiber andere Resorpltionswege der Cuticula, 2. Weiterleilung
des Insektizids im Fliegenkdrper, Transport mittels Iaemolymphe und in den
Geweben von Zelle zu Zelle. 3. Intscheidende Vergiftung von lebenswichiligen
Organen oder Geweben, z. B. Nervenzentren.

Resistente I‘liegen konnen bei allen 3 Stufen Abwehreffekte verschiedener
Art einschalten, so dal sie dem Insektizideinflull wihrend lingerer Zeit Wider-
stand leisten. Verzogerung, Abschwiichung oder Verhinderung der Letaleffekte
wiiren somit aul besondere Leistungen der R-I'liegen zuriickzufiihren und wiir-
den, iibereinstimmend mit Hoskins & GORDON (30], als protektive Mechanismen
zu bezeichnen sein. Diese Protektivwirkungen konnen stoffwechselphysiolo-
gisch betrachtel werden als Leistungen von Substratsystemen, vor allem des
Protein- und Lipoidmetabolismus (6, 69, 92}, sowie als Leistungen von Ferment-
systemen, bei der Bereitstellung der Substrate unter Insektizideinflufi (7, 69)
und bei der spezifischen Wirkung auf den Abbau der DDT-Substanz (65, 95, 98).
Da bei Musca der Resislenzgrad gegeniiber der DDT-Substanz durch einen Sum-
meneffekl aus der Verkettung vieler Vorgiinge im Fliegenkdrper zustande
kommt, ist es entscheidend, dali ein Zusammenspiel zu ciner protektiv wirken-
den Reaktionseinheit eintritt.

Wenn wir den Zusammenhiingen einer protekliven Gesanitleistung nach-
gehen, muli die Beteiligung des <inneren Milieus» beachtet werden. Das «innere
Milieu» des Plasmas und der Zellverbiinde ist durch das gesamte Geflige von
anorganischen und organischen Stoffen. mit seinen Reaktionen gegeniiber dem
Inscktizideinflul}, zu charakterisieren. In der Literatur der Insektizidresistenz
ist. unseres Wissens, diese Fragestellung noch wenig berticksichtigt (erste Hin-
weise in Arbeiten 7. 69). In fihnlicher Richtung liegen die Versuche von WiN-
TERINGHAM (97). wobei er mil markierten Verbindungen zeigen kann. dali die
biochemische Auswirkung eines toxischen Effektes den ganzen «metabolic pool»
betrifft. Hoskins & Gorpox (30) erwiihnen die Bedeutung von allgemein ver-
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stiirkten «Vigor»-Faktoren fiir die Resistenz. Sie definieren «Vigor» als die
durchschnittliche Aktivitiit aller sekundiiren biochemischen Prozesse, die von
primiiren Schiidigungswirkungen eines toxischen Stoffes belroffen werden. In
unserer Bezeichnung «Reaktionseinheit im inneren Milieu» sind die «Vigor: -
Faktoren auch eingeschlossen. die Beurteilung umfalit aber primiire und sckun-
diire Prozesse gemeinsam.

Von diesen Gesichtspunkten her ergeben sich die folgenden Fragen: Ist die
Gestaltung des «inneren Milieus» bei S- und R-IFliegen grundsiitzlich oder nur
craduell verschieden und ist dabei unter Insektizideinflufi die Stabilitit des
Gesamltsystems oder die Bildung neuer Gleichgewichtslagen fiir die Protektiv-
leistung verantwortlich?

Arbeitsrichtung. Unlersuchungen der beim Protektiveffekt beteiligten Sub-
strat- und Fermentsysteme verlangen ecine vielgestaltige und variationsreiche
Arbeitsweise. Die meisten Versuche sind auf das Auffinden von quantitativen,
zum Teil von qualitativen Unlerschieden bei unbehandelten und behandelten
Fliegen ausgerichtel. Aus dem Vergleich von unbehandelten Tieren der S5- und
R-Stiimme sind Angaben iiber die Grundpotenzen als typische Figenschaften der
cinzelnen Stimme zu erhalten. Der Vergleich unbehandelter I'liegen mit solchen
des gleichen Stammes unter LEinwirkung der DDT-Substanz (meistens 1 Std.
Kontakt = behandelte Fliegen) orientiert tiber die durch das Insektizid aus-
geldosten Veriinderungen. Treten dabei deutliche Gegensiitze einer S- und einer
R-Reaktion auf, so sind dies Hinweise, dal} protektiv wirkende Teilreaktlionen
bei resistenten Fliegen vorliegen., Neben Untersuchungen von Exirakten des
ganzen EFliegenkoérpers sind Priiparationen von Tarsen (Eintrittsstellen der
DDT-Substanz beim Kontaktversuch), von Haemolvmphe (Transportmedium
fur Substratanteile und Wirksubstanz) und Bauchmark (thorakaler Ganglien-
komplex als wichtiges Zentrum der Nervenvergiftung) durchgefithrt worden.
Fast immer wurden die Extrakte ohne besondere Reinigung fiir die Nachweise
verwendet. Verschiedene Resultate zeigen jedoch, dal} diese Arbeitsweise mit
«<rohen» Extrakten manche Vorteile bietet, da mit Biokomplexen gearbeitet
wird. dic den aktiven Substraten in vivo besser entsprechen. Im weiteren sind
Versuche mit zusiilzlicher Beeinflussung der Inscktizideinwirkung durch an-
dere Substanzen durchgefiibrl worden (z. B. Fermenteinfliisse. Proteindenaturie-
rung ele.). Die Anwendung solcher Versuchsmodelle mit der DDT-Substanz zu-
sammen dient dem LErfassen der biologischen Bedeulung festgestellter Veriinde-
rungen beim Einflufy des Insektizids.

I[. Versuchsmaterial und Methoden.
1. Fliegenstdamme.

I'iir die Untersuchungen wurden nur Imagines im Alter von 3 bis 5 Tagen

verwendet. die mit Zuckerwasser (zum Teil mit Honigwasser) gefiittert wurden.
IFolgende 5 Stiimme sind in GroBizuchlen gehalten worden:
Sensible Stédmme:
St seil 1952 in Zucht, Ursprung Oberelsaf3 (frither N oder SN bezeichnet).
Se  seil 1948, Ursprung Umgebung von Basel (frither SK bezeichnet).

Sy seil 1954, aus USA erhalten (CSMA-Stamm).,

Resistente Stidmme:

R, 1947 aus Kreuzung Arnis- (89) X Wallis-Fliegen hervorgegangen, Ireiland-
populationen mit deutlichem Resistenzgrad. Durch Selektion hochresistent
geworden (friaber R).
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Ry 1948 aus Kreuzung Rom - < Wallis-IFliegen entstanden. Bei Beginn miillig
resistent, in Zucht hoher Resistenzgrad erreicht (frither RIN).

Die Selektion der R-Stiimme erfolgle im Flugkifig mit jungen Imagines, wo-
bei durch Aufstellen von Glas- und Holzplatlen, die eine der jeweiligen Resi-
stenzhohe entsprechende Dosis an DDT-Substanz aufwiesen, der Anteil an
schwiicher resistenten Individuen eliminiert wurde.

Sensibilitiit und Resistenz der Sliimme wurden im Inseklizidlest dauernd
geprift. Die S-Stiimme wiesen einen sehr dhnlichen Sensibilititsgrad auf und
reagierten innerhalb 30—60 Minuten Dauerkontakt mit Riickenlage. Auffallen-
derweise waren aber stets 5 10%p Einzelliere vorhanden, die nach einer Stunde
noch Keine akute Schitdigung zeigten. sich also za diesem Zeilpunkt dhnlich
wie resistente Iliegen verhiellen, Der Prozentsalz solcher cteilresistenter» Tiere
nahm im Laufe der Zucht stiindig leicht zu und erlaubte eine slalislische Be-
arbeilung dicses Phitnomens (siehe 5.30). B~ und Ra-Fliegen reagierten nach
5 Std. Dauerkontakt nur vercinzelt. sogar nach 24 Std. Kontakt waren meisiens
nur ca. 10%0 geschiidigt.

In verschiedenen physiologischen Eigenschaften (z. B. gewisse Ferment-
aktivitiiten) zeigten ecinerseils Sy Sy and Ry sowie andererseits S, und R, aus-
gesprochenen Gruppencharakter.

2. Behandlungsmethode und Bezugswerte.

Als Behandlungsmethode wurde der Kontaklversuch gewiihlt. d. h. die tar-
sale Aufnahme der DDT-Substanz, Fliegen in Killeslarre oder leichter (O,-
Narkose wurden. nach Geschlechtern getrennl oder paarweise ausgeziihll, in
Petrischalen mit einem Belag von 10 mg DDT-Substanz gebracht (unbehandelte
Tiere meistens in Blindschale). Die Fxpositionszeil betrug in der Regel 1 Stunde.
Nach dem Kontakt wurden die Fliegen sofort in Kilte (0 bis 22 C) gebracht und
anschlieBend priipariert oder soforl bei + 60° € abgetdtet und getrocknet.

Obwohl bei Kontakt die Aufnahme der DDT-Substanz unregelmiiliig ist,
wurde diese Methode gegentiber der Top-Behandlung bevorzugl., da sie der An-
wendungsform des Insektizides in der Praxis entsprichl. Ferner konnen Abwehr-
funktionen gegen den Insektizideinflulh bei tarsaler Aulfpahme physiologisch
treffender beurteill werden und ermdiglichen dadurch eine sicherere Aussage
tiber das Resistenzgeschehen.

Da sich die Untersuchungen iiber lange Zeitriiume (1955—1958) erstreckten
und die Versuchswiederholungen naturgemiilh in auseinanderlicgenden Genera-
tionen durchgefithrt werden mufiten. kommt den Bezugswerten bei den Ergeb-
nissen eine besondere Bedeulung zu. Bei allen Versuchen ist stets behandeltes
und unbehandeltes Material streng parallel bearbeitet worden. Aufierdem wur-
den meistens 4—5 Stitmime in ganzen Serien untersucht.

I'ir das I'rischgewicht von IFliegen ist der Fitterungszustand und bei Weib-
chen auch der Reifegrad der Ovarien zu beriicksichtigen. Bei Versuchen, die sich
aul Frischgewicht bezogen, erhielten die Fliegen einige Stunden vor Versuchs-
beginn nur Leitungswasser anstelle von Futter. Der prozentuale Wassergehalt
im I'liegenkorper weist stammes- und behandlungsbedingte Schwankungen aut,
Nach Konlakt auf DDT-Substanz sind Wasserverlusle zu beobachten, die von
Stamm zu Stamm verschieden stark ausgepriigt sind (6. 7). Diese Veriinderungen
sind jedoch statistiseh nicht gesichert und lassen keine Rilckschliisse aul even-
tuelle unterschiedliche Mengen an freiem und gebundenem Wasser zu, Somit
konnte auch keine Aussage ither die Bedeutung des Wassergehaltes als Losungs-
und Dispersionsmitlel fiir Substratanteile gewonnen werden.

I'ar gravimetrische Auswertungen wurden. parallel zum Frischgewicht, die
Trockengewichte von Fliegen, die bei 607 C bis zur Konslanz gelrocknet waren,
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bestimmt. Bei Untersuchungen von Organen beziehen sich die Vergleiche bei
Tarsen und Bauchmark auf gleiche Anzahl von Organen, bei Haemolymphe auf
gleiche Verdiinnungsgrade.

Die EErscheinungen der Resistenz kinnen mit Relativwerten gegentiber abso-
luten Zahlenwerten verstiindlicher demonstriert werden. Bei Stammvergleichen
unhehandeller Fliegen galt der slets parallel gefiihrte S;-Stamm als Basis. Seine
Analvsenwerte wurden gleich 100%0 gesetzt und diejenigen der andern Stimme
in Relalivprozenten berechnel. Zur Feststellung der Wirksubstanzeinfliisse bel
behandelten Tieren wurden die Werle unbehandelter Kontrollfliegen des je-
weiligen Stammes gleich 100%0 gesetzt.

3. Wichtigste Priparationsmethoden.

Tarsen: Pro Priiparation wurden von je 25 Paar Fliegen die Tarsen mit
cinem kleinen Stiick der Tibia abgeschnitten, in kleinen Rohrehen mit 0,5 ml
Aceton versetzt und 15—18 Stunden bei 30° € aufbewahrt. Vor Priifung des so
vewonnenen Lipoid-lixtraktes wurde das Lisungsmittel abgeliiftet. erneut 0,1 ml
Aceton zugesetzt, mit Mikropipette serienweise Tropfen von 0.01 ml Extrakt
(Auftragung 2 < 0,005 ml iibereinander) auf Whatman 1-Fillerpapierstreifen
(428 cm) gebracht.

Fiir Proteinuntersuchungen wurden je 300 Tarsen mit Quarzsand und 0,3 ml
frischer physiologischer Kochsalzlosung (0.9%0) gemorsert. Nach Zentrifugieren
(1 Min., 3000 Touren) wurden von der {iberstchenden Losung Tropfen von
2X0.605 ml auf Filterstreifen aufgetragen.

Haemolymphe: Imagines besitzen im Unterschied zu Larven nur eine geringe
Menge Haemolyvmphe, zu deren Sammlung kiiltestarren Fliegen mit einer Pin-
zette ein Vorderbein direkt am Thorax abgetrennt wurde. Der an der Wunde
bei leichtem Druck auf den Korper austretende Tropfen wurde in einer mit
Paraffinol benetzten Glas-Kapillare aufgefangen und in einem Tubus mit Paraf-
finol gesammell, in Eiswasser gekiihlt und mehrmals kurz zentrifugiert. Mit
Pipetten wurden 0,03—0,05 ml Blut in einen neuen Tubus gebracht und mit
destilliertem Wasser oder M/200 KCN-Lésung im gewiinschten Verhiltnis (meist
1:1 oder 1:2) verdiinnt.

Bauchmark: Nach Abdecken der Ventralseite des Thorax wurde das Bauch-
mark in physiologischer Kochsalzlésung herauspripariert und bis zur weiteren
Verarbeitung bei 0° C authewahrt.

I'iir die Lipoidextrakte wurden auf der Startstelle von vorgewaschenen Filter-
streifen die Ganglienkomplexe von je 5 Paar I'liegen mit Spatel zerrieben und
der Streifen in ein Reagenzglas mit 1 ml Aceton gestellt. Sobald das Lésungs-
miltel die 10 em-Marke erreicht hatte, wurde der Streifen luftgetrocknet und die
Elation der ldslichen Anteile jeweils 1mal wiederholt. Die gleiche Methode
wurde auch fiir Lipoidextrakte aus Hacemolymphe (0,01 ml pro Streifen) an-
gewendet.

Fir Proteinextrakte wurden die Ganglienkomplexe von je 10 Paar Fliegen
in kleinem Morser (Durchmesser 5 mm} mit Glasstab unter Zusatz von Quarz-
sand und 0,1 ml physiologischer Kochsalzlosung zerrieben, der Brei in Tubus-
glisser gebrachl und kurz zenlrifugiert.

Ganzer Fliegenkdrper: Homogenate wurden in verschiedenen Konzentratio-
nen in Reibschalen mit Quarzsand und 0,9%0 Kochsalz- oder Pufferlésung her-
gestellt, Teilweise kamen Homogenisatoren (Biihler. Tiibingen, und Polytron,
Solothurn) zur Anwendung. Nach dem Zentrifugieren (3 Minuten, 3000 Touren)
wurde die iiberstehende Losung weiler verwendet.

Fiir Lipoidextrakte wurden, nach Bestimmung von [Irisch- und Trocken-
gewicht, 100 oder 200 Fliegenpaare in Extraktionshiilsen in Soxhletapparaten
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mit Aceton, Aethylither, Chloroform und Aethylalkohol je 8 Std. warm extra-
hiert, die Extrakte schonend eingeengt und bei 60° C bis zur Konstanz getrock-
net und ausgewogen.

4. Wichtigste Naclweismethoden.

Acetonlisliche Lipoidanteile: Filterstreifen mit Extrakttropfen (Tarsen) oder
mit Anreicherung der Lipoidkomponenten an der Léosungsmitlelfront (Blut und
Bauchmark) wurden in gesiittigter, filtrierter Losung von Fettschwarz Geigy
in 50% Alkohol 15 Minuten gefirbt, in 50%0 Alkohol mehrmals ausgewaschen
und bei 90° C kurz getrocknet. Die blauschwarz gefiirbten Stellen mit Lipoid-
exlrakt wurden mit genau hbemessenen Stiicken ausgeschnitien und in 5 ml Ace-
ton eluierl. Bestimmung der Extinktion von je 2 oder 4 Streifenproben mittels
Beckman-Spektrophotometer B bei 600 my, wobei die Fliichenwerte der Extink-
tionskurven verglichen wurden.

Aminosduren und ninhydrinpositive Stoffe: Extrakttropfen auf Filterstreifen
wurden mit Nihydrin (10 Min. 90% C) entwickell und im Densitometer aus-
gemessen. Hiufig ist der Gesamtwert durch Auswertung eindimensionaler
Papierchromatogramme (70%0 Propanol/H,O. Ninhydrin) im Densitometer mil
540 oder 600 my-Filter bestimmt worden.

Nachweis der freien Aminosiuren im Blut durch 2-dimensionale Trennung,
aufsteigend 70%0 Propanol/11,0, absteigend wassergesiittigtes Phenol, Papier SS
2043h. Nach Entwicklung mit Ninhydrin wurden die Flecken im durchfallenden
Licht markiert und die Farbintensitiit bei jedem Stoff mit +—5 geschiilzten Ab-
stutungen im Vergleich mit parallelen Kontrollen bewertet.

Proteinanteile: Haemolvmphe-Untersuchungen mit Papierelektrophorese im
Elphor-1-Geriit (Soerensen-Phosphatpuffer pll 8,04, 1/15 M, Laufzeit 14 bis
16 Std.. 110 V). Auftragung von 0,025 ml 1 : 1 mit M/200 KCN-Losung verdiinn-
tem Blut.

[irbung von Elpherogrammen oder von Extrakttropfen aut Filterstreifen
(Tarsen und Bauchmark) mit 1% Bromphenolblau in HgCl,-gesiittigtem Metha-
nol (15 Min.). Nach dem Auswaschen im fliefenden Wasser erfolgte kurze
Trocknung bei 90° € und Auswertung im Photovolt-Densitometer.

Stickstoff- und Fisengehalt: Aus Homogenaten und hitzefixierten Fliegen
wurde im Mikrojeldahl-Apparat nach ParNass (60) der N,-Gehalt bestimmt. Fiir
besseren Aufschlull der Chitinstrukturen bei der Veraschung muliten Schweflel-
situremenge und Perhydrolzusatz neben dem Kupfer-Kaliumsulfatgemisch er-
hoht werden.

In Homogenat- und Trockenmaterial wurde der Eisengehalt nach KNIPHORST
(34) bestimmt (Warm-Veraschung mit Schwefelsiiure, Sulfosalicylsiiure-Reak-
tion, Kolorimeter).

Reduzierende Zucker ((dukose): Frisch- und Trockenmaterial wurde nach
NELSON (56) und SoMOGY1 (83) bearbeitet (Oxydation mit alkal. Cu-Reagens,
mit Arsenmolybdat-Reagens gebildetes Cuproxyd im Kolorimeter bestimmt).
Berechnung des Gehaltes an reduzierendem Zucker = Glukose in Gewichts-
relation zu Ausgangsmalerial.

Phosphate: Anorganische Phosphate wurden nach Brices (11} bestimmt.
Homogenal mit 20%p Trichloressigsiure versetzt, zentritugiert und tiber Schott
G 2-Glasfritte filtriert. Vergleich des Gehaltes mit Phosphat-Standardlosungen
im Kipp-Kolorimeter. Bezug aufl Irischgewicht.

Fermentnachweise:

a) Aus Homogenaten mit Pufferlosungen von pH 8,7 resp. pl 4.8 wurden die
Aktivitiden der «alkali»- und ssauren» Phosphatasen nach (26, 33, 57) bestimmt.
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Nachweis des abgespaltenen Phenols im Kipp-Kolorimeter und Bezug auf
Frischgewichle.

b) Esteraseaktivitiit. 10 ml Homogenat (10 Fliegenpaare in 20 ml Barbitur-
siiarepuffer (plHl 8.5) wurden mit 0,1 ml Reaktionsgemisch versetzt, 30 Min. bei
30° (. gehalten und das Filtrat gegen Blindprobe und Indigo-Standardlésungen
im Photometer (570 mu) ausgemessen. Methode nach (5) modifiziert. Indoxyl-
acelatlosung: Frische Mischung von 25 ml 2 M NaCl; 10 ml Michaelis Barbitur-
siiurepuffer 0,1 M, pH 85; 0,25 g CaCly in 14 ml 1,0; 20 mg Indoxylacetat in
I ml Acelon.

¢) Zum Nachweis der Katalaseaklivitiit wurden Reaktionsgefiille mit 25 ml
Homogenat von 4 IFliegenpaaren in Soerensen-Phosphatpuffer pH 7,0 an Ma-
nomeler angeschlossen, nach Druckausgleich (209, 100 Schiittelungen/Min.)
20 ml H,0,-Losung eingekippt und aus dem Uberdruck in mm Hg der frei-
gesetzte O, beslimmt. Bezugswerte auf Fliegen-Frischgewicht. Das nach STEPHAN
(84) leicht modifizierte Verfahren gibt die <«relativen» Katalaseaktivitiitten an
und nicht die sog. «Wechselzahl» der Katalase.

DDT-Substanz, DDE und Wirksubstanzinaktivieruny.

Der analytische Nachweis der DDT-Substanz und der DDIE-Verbindung
(Salzsiiureabspaltung an der Trichlorgruppe des DDT-Molekiils) geschah nach
Methoden von SCHECHTER-HALLER (79) und STERNBURG et al. (86) und ist bei
WUHRMANN (98] genauer beschrieben.

Zur Priifung des fermenlativen Abbaus und anderweitiger Inaktivierung der
DDT-Substanz wurde eine Biolestmethode (65, 98) angewendet, bei der Homo-
genate oder Organextrakie auf ilterpapier mit Pulfer- oder physiologischer
Kochsalzlosung «chromatographiert> wurden. Nach Auflage des Chromato-
gramms auf ein mit DDT-Substanz (100 »/cm?) impriigniertes Filterpapier, Be-
netzung mit Phosphaipuffer pil 8,0 und «<Inkubation» zwischen Glasplatten
(3—4 Std., 30°C), wurde das getrocknete impriignierle Papier geleslet. An
Stellen, wo die chromatographierten Zonen auflagen, konnte mil sensiblen Flie-
gen in kleinen Gummiringkammern, aus dem Prozentsatz der nach 1% Std.
geschiidigten oder noch normalen Tiere, die Verinderung des Gehalls an frei
verfligharer DDT-Substanz ermittelt werden.

II. Abbau der DDT-Substanz als Teilprozefi des Resistenz-
geschehens.

1. Metabolismus des DDT-Molekiils.

Die Charakterisierung eines Insektizides stiitzt sich im allge-
meinen aul das IErkennen von Schiadigungseffekten bei verschie-
denen Dosierungen und auf die Bestimmung der moglichen Meta-
boliten der Wirksubstanz im Insektenkérper. Die Kenntnisse iiber
die Wirkung der DDT-Substanz sind durch die Untersuchungen
der Resistenz bedeutend erweilert worden.

Amerikanischen Biochemikern ist es gelungen, den Abbau der
DDT-Verbindung zum ungiftigen DDE (HCI-Abspaltung) als I<r-
gebnis einer definierten Fermentreaktion darzustellen. STERNBURG,
VINSON und KEARNS (85) zeigten mit Homogenaten von resisten-
ten Fliegen, daBl bei Gegenwart von Glutathion 10--20% der zu-
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geselzten DDT-Substanz zu DDIL umgebildet wird. STERNBURG
et al. (86) bezeichneten nach weiteren LErgebnissen das bei R-Flie-
gen gefundene Enzym als «DDT-Dehydrochlorinase». Nach diesen
Resultaten wiirden die sensiblen IFliegen den fermentativen Abbau
nicht oder nur unbedeutend ausfithren kénnen. Im Unterschied
dazu wiesen BABERS und PRa1T (2) nach Injektion von DDT-Sub-
stanz, auBer bei resistenten, auch bei sensiblen Fliegen den Abbau
zu DDE nach. AuBlerdem erwihnten TAHORI und HOSKINS (87),
daB, trolz besserem Abbau, im Korper von R-Iliegen bedeutende
Mengen unabgebauter DD'T-Molekiile gefunden werden und auBer
DDI noch andere Metaboliten vorhanden sein missen, die beim
Analysengang nichl erfaBit werden.

Die Verschiedenheit der Resultate ist wohl primér durch die
Versuchsanordnung bei der Applikation der DDT-Substanz (in
vitro- oder in vivo-System) bedingt. Vom biologischen Gesichts-
punkt aus geben wir der in vivo-Applikation den Vorzug.

Bei unseren Stimmen S; und Ry ist Aufnahme und Abbau der
DDT-Substanz nach Top-Behandlung und nach Kontakt unter-
sucht worden (93).

Die Hauptresultate ergaben:

1. Beispiel Top-Behandlung (10 y/I'liege, 5 Std. 20° (): in 100
S;-Fliegen wurden durchschnittlich 20 y DDT-Substanz und 8 y
DDIE (29% des Totals) gefunden, in 100 R-I'liegen 44 y, resp. 34 »
(44%).

2. Beispiel Kontaktversuch (5 Std. 20 €, 10 mg Belag auf Glas
oder I'ilterpapier): Die Aufnabmeverhiltnisse zwischen S; und R,
waren anders als bei der Top-Behandlung, der Abbau bei R, pro-
zentual hoéher als im Versuch 1. Durchschnittlicher Gehalt an
DDT-Substanz: 100 S;-IFliegen Glas 58 », Papier 16 v; Ry 24 y resp.
8 v. DDE-Gehalt: S, Glas 16 y (21% vom Total), Papier 10 y (18%) ;
R, 24 y (50%) resp. 18 y (70%).

Auch in weiteren Versuchsserien mit in vivo-Aufnahme der
DDT-Substanz konnte bei S-Tieren stets DDE gefunden werden,
allerdings bedeutend weniger als bei R. In vitro-Versuche ergaben
folgende Merkmale (93, 98):

3. Beispiel Homogenat mit Zusatz von DDT-Substanz (Inkuba-
tion 5 Std. 26° C): Bei S; und R, war kein DDI vorhanden. Wiih-
rend jedoch bei S-Homogenat annihernd die zugesetzte Menge
DDT-Substanz nachgewiesen werden konnte, trat bei R ein Manko
von 15—20% auf.

4. Beispiel Enzymextrakt, Inkubation 1 Std. 377 C: Bei S-Stiam-
men waren rund 8%, hei R-Stimmen ca. 15% der zugesetzten
DDT-Substanz (50, 100, 150 y) nicht mehr nachweisbar, je ca. '/s
des Mankos war in Form von DDIZ vorhanden.
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WUHRMANN (98) flihrte die Fnzympriifungen nach STERNBURG
et al. (86) bei 7 sensiblen und 7 resistenten Drosophila melano-
gaster-Stammen durch und konnte in keinem IFalle eine positive
Reaktion fiir DDIZ, wohl aber ein Manko von 10—20% der zuge-
selzlen DD'T-Substanz bei sensiblen und von 15-—-30% bei resisten-
ten Zuchten feststellen. Wurde die Analyse ohne Inkubationszeit,
kurz nach dem Zusatz der DDT-Substanz zum LExtrakt, durchge-
fihrt, so wurden sehr dhnliche Werte wie bei voller Inkubation
erhalten.

2. Biotestmethoden zur Feststellung ciner kompleren Reaktion.

Die angefithrten Iirgebnisse zeigen bereits, daB auler dem fer-
mentativen Abbau noch weitere Prozesse beteiligt sein miissen, die
im Resistenzgeschehen in vivo bedeutend sind. Einen Einblick in
die moglichen Vorginge vermittelt die Biotestinethode (siehe S. 7).
Dieses Verfahren ist frither (65) als Nachweis fiir den fermenta-
tiven Abbau bezeichnet worden. Weitere Untersuchungen haben
ergeben, dafl an Stellen mit guter «<Abbauwirkung» bei S;-lHomo-
genat rund 10%, bei R;-Homogenal rund 25% der bei Impriignie-
rung auf das Papier gebrachten DDT-Substanz fehlen, DDE je-
doch nur in sehr geringen Mengen nachzuweisen ist. Ferner hat
sich gezeigl, daf zusitzlich zur Abbauleistung z. B. adsorptive
Vorginge auftreten, wodurch weitere Anteile der DDT-Substanz-
menge inaktivierl werden. Bei den Resultaten mit S-I‘liegen im
Biotest sind also summarische Angaben iiber Abbau- und Inakti-
vierungsvorginge zu erhalten: sie vermitteln ein Mal} (ber die
Stiarke der komplexen Reaktion.

In neuen Versuchsserien wurde mittels dieser Methode unter-
sucht, ob die Werte bei Organ- und Korperextrakten von unbehan-
delten und behandelten I'liegen unterschiedlich sind, ob sich also
die Potenzen fir Abbau- und Inaktivierungsleistungen nach er-
folgter Aufnahme von DDT-Substanz (1 Std. Kontakt) verindern.

Die wichtigsten Resultate sind in Abb. 1 eingetragen. Jeder
Durchschnittswert wurde aus der Priifung von iiber 200 Test-
punkten aus 2530 Chromatogrammen ermilttelt. [m Vergleich zu
S;-Korperhomogenat (unbehandelt — 100%) sind relative Zahlen
berechnet worden. Bei Tarsenextrakt und Haemolymphe sind die
Reaktionen des S;-Stammes hoher als beim Korperhomogenat, da-
her die Verschiebung des Niveaus in den 3 Abschnitten.

In unbehandeltem Zustand zeigen die R- gegeniiber den S-
Stimmen eine deutlich hohere Leistung. Dieser bekannten Tat-
sache steht gegeniiber, daff bei behandelten S-Fliegen die Poten-
zen fur weilere Lintgiftungsfunktionen in vitro mehrheitlich an-



10 Acta Trop. XVII, 1. 1960 — Med. Entomologie

ub. beh. ub. beh. ub. beh.

K'o'rper Tarsen H&mo|y_rﬁph:f:__

Abb. 1. Potenzen filir fermentativen Abbau und andere Inuaktivierung der DDT-
Substanz bei S- und R-Fliegen. Ermittlung mit Rohextraklen im Papierchromato-
gramm und Biotestverfahren. Extrakte mit 0.9°/0 NaCl-Lésung. Korperhomogenat

von 15 Paar Fliegen in 3 ml. Tarsen von 25 Paar in 0.15 ml, Blut 1 : 2 verdiinnt.
Bezugswert: Korperhomogenal von S; = 100%.

steigen. Aus dem Vergiftungsbild bet S ist das Gegenteil zu erwar-
ten. Vielleicht wird in vitro durch I'reisetzung reaktionsbeteiligl-
ter Mechanismen eine zu hohe Leistung vorgetiuscht, withrend in
vivo eine Hemmung des potentiellen Abbau- und Inaktivierungs-
vermdogens eintritt. Bei behandelten R-IFliegen entspricht das Re-
sultal mit Korperhomogenat den lKrwartungen, dagegen ist der
Leistungsabfall bei Tarsen und Blut tiberraschend. Dieses irgeb-
nis ist nur bei Bertlicksichtigung des Gesamtstoffwechsels ver-
stiindlich (siche S. 34): denn R-Tiere bendétigen zur vollen Protek-
tivfunktion die Verschiebung reaktionsbeleiligter Substratanteile
im IKorper.

Mit Synergisten kann der fermentalive Abbau der DDT-Sub-
stanz weitgehend oder sogar vollstiindig gehemmt werden (18, 51).
I’s gelingt jedoch nicht, R-Fliegen so stark zu sensibilisieren, dal}
eine den S-Stammen vergleichbare Abtétungswirkung zustande
kommt. Untersucht man die Synergistenwirkung mit dem Biolest-
verfahren, so wird eine deutliche Reduktion der Abbauwerte erhal-
ten; in allen Fillen bleibt aber beir R-Ixtrakten eine noch bedeu-
tende Restaktivitiit bestehen. Dieser Anteil ist nicht mehr dem ADb-
bauenzym. sondern den schwicher geschidigten Begleitsystemen
zuzuschreiben.
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Iline groBle Zahl solcher Beobachtungen mit zuséatzlichen Beein-
flussungen der Wirkung der DDT-Substanz hat uns bestitigt. daf3
der fermentative Abbau am DDT-Molekiil nur einen TeilprozeB
der Resistenz umfaft. AuBlerhalb dieser spezifischen Leistung grei-
fen andere Mechanismen ein, bei denen, nach unseren Ergebnis-
sen, die Korpergrundstoffe stark beteiligt sind.

IV, Beteiligung von Proteinkomponenten.

Da dem Lliweili als Triger der Lebensfunktionen eine primére
Stellung im ungestorten und im experimentell verinderten Stoff-
wechsel zuzuschreiben ist, wurde die IFrage der Beteiligung von
Proteinkomponenten bei den protektiv wirkenden Mechanismen
in den Vordergrund gestellt.

Beim Einflul eines Toxikums sind im allgemeinen die Protein-
strukturen funktionstiichtiger Zellen und Gewebe priadestiniert. be-
sondere Reaktionen auszufithren, um die Giftwirkung abzuschwi-
chen. Die Anwendung von Insektiziden fiihrt aber normalerweise
zu so starken Schiadigungseffekten, daf Anzeichen von Gegenreak-
tionen meist iiberdeckt werden. Andere Voraussetzungen sind je-
doch bei der Insektizidresistenz gegeben. Urspriinglich nur unvoll-
komumen wirkende Abwehrfunktionen kénnen bei resistenten Tie-
ren verstirkt sein, wodurch ein Uberleben bei Aufnahme sonst
letal wirkender Dosen moglich wird. In diesem Sinne wurde ge-
priift, ob unterschiedliche Verinderungen von Proteinanteilen
beim LEinfluf der DDT-Substanz auf S- und R-Iliegen zu erken-
nen sind.

1. Protein-Anderungen der Tarsen

Die Tarsenextrakte mit physiologischer Kochsalzlosung geben
Aussagen liber die leicht léslichen Anteile der Proteinkomponen-
ten. In Tab. I sind die relativen Werte der Nachweisreaktionen
stammweise fiir unbehandelte und behandelte Fliegen eingetragen.
Der Substrat-Grundgehalt weist bei nieder- und hohermolekula-
ren LiweiBanteilen stammtypische Werte auf, ohne Beziehung zu
Sensibilitit oder Resistenz. Nach Kontakt auf DDT-Substanz wird
jedoch der Gehalt innerhalb der S- und R-Stimme gegenséilzlich
verandert. Diese Wertiinderungen, Zunahme bei S und Abnahme
bei R, sind gegeneinander gesichert (hochste mittlere Streuung fiir
ninhydrinpositive Stoffe = £0,9%, fiir Proteine = £5,5%. pro
Stamm n -~ 4). Iis ist also ein unterschiedlicher Reaktionsablauf
hei S und R nach Kontakt aufzuweisen, wobei die Wertabnahme
der Proteinkomponenten in den Tarsen als protektive IFunktion
zu deuten ist.
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TABELLE I.
Tarsenexirakle mit physiologischer Kochsalzlosung., Nachweis von kleinmole-
kularen Anteilen {Ninhvdrin) und hoher molekularen Anteilen {Bromphenol-
blauj. Grundgehalt auf S| bezogen. Substratiinderungen gegeniiber unbehandelten
Flicgen bei jedem Stamm in %o berechnet.

Ninhydrinpositive Stoffe Proteinanteile
Slamm Grundgehalt Verinderung Grundgehalt Veranderung
unbehandelt behandelt unbehandelt behandelt

54 100 + 2 100 + 27
55 106 -+ 2 99 + 3
S, 104 + 1 103 + 14

| g
R, 104 voseal 84 ; —13
R, 107 il 111 | 19

Untersuchungen mit partieller Hyvdrolyse von gemorserten S,-
und R;-Tarsen ergaben, daB wahrscheinlich die Stabilitit der Pro-
teinanteile bei R; groBer ist, die Grundzusammensetzung aber
keine wesentlichen Unlerschiede aufweist. (Schwache IHydrolyse
mit In HCL a) 16 Std. 30° C, b) 16 Std. 60° C, ¢) 16 Std. 30°
- 2 Std. 1007 C.) Beim Nachweis ninhydrinpositiver Stoffe im
Papierchromatogramm war zu erkennen: a) S; mehr Flecken als
R,. b) Unterschied zwischen S, und R, fast ausgeglichen, ¢) S,
gleich Rj.

Bei der Linwirkung proteolytischer FFermente (Pepsin. Trypsin.
0.5%, 16 Std. 377 () in ihrem optimalen pH-Bereich, waren im
Papierchromatogramm keine qualitativen Unterschiede mit der
Ninhydrinreaktion festzustellen. Sobald aber die IFermente in phy-
siologischer Kochsalzlosung zugesetzt wurden, waren bei R, be-
deutend mehr kleinmolekulare Anteile gelost als bei S;. Der Ein-
flufl der Proteolyse aul R;-Fliegen zeigte sich auch durch eine
partielle Sensibilisierung im Insektizidtest (1 Std. Konlakt auf I7il-
ter mit 1 ml FFermentlosung, dann Kontakt auf DDT-Substanz'.
Nach 16 Std. waren mit Trypsin 41% . mit Pepsin 31%, Kontrolle
10% vergiftete R;-Ilicgen zu beobachten, S;-Tiere zeigten keine
Verstirkung der Abtéotungswirkung.

Mit schwacher HCI-Hydrolyse und mit milder Proteolyse durch
IFermente kann also ebenfalls ein gegensitzlicher Tatbestand fiir
S und R festgestellt werden. Wir vermulen, daf3 die Peplidbindun-
gen bei resistenten I'liegen etwas stabiler sind und bei Bedarf ra-
scher neu gebildet werden als bei sensiblen. AuBBerdem ist wahr-
scheinlich die Gruppierung an sich gleicher Komponenten in den
groBeren Stoffkomplexen zwischen S und R verschieden. Die in
den Rohextrakten feslgestellten Substratinderungen sind daher
Anzeichen fiir das Vorhandensein von Stoffwechselprozessen, die
durch die Wirkung der DDT-Substanz verursacht worden sind.
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2. Protein-Anderungen der Haemolymphe.

«) Aminosdurengehalt.

Insekten besitzen im Vergleich zu anderen Tierklassen einen
auBerordentlich hohen Aminosiurengehalt im Blut. FLORKIN (21)
bezeichnet dies als biochemisches Merkmal der Insekten. Da
gleichzeitig der Gehalt an anorganischen Jonen relativ gering ist.
wird wahrscheinlich der wesentlichste Teil der Osmoregulation
von den Aminosiuren ibernommen (J. B. Buck in 74). Diese Tat-
sachen gaben den AnlaB, die Aminosiaurenverhiltnisse der Haemo-
Iyvmphe von 5- und R-I'liegen zu priifen (67).

Die papierchromatographische Untersuchung hat ergeben. dal
beim Grundgehalt keine resistenztypischen Merkmaie zur Geltung
kKommen, sondern stammspezilische Werte (wie bei Tarsen) zu
finden sind, wobei der Vergleichsstamm S; den hichsten Gehall
hesitzt (Tab. II).

Nach einer Stunde Kontakt aul DDT-Substanz treten deutliche
Werlverinderungen gegeniiber unbehandelten Tieren auf. Wieder
sind gegensilzliche Reaktionen zwischen S und R festzustellen, die
Richtung der Ausschlige ist aber im Vergleich zu den Tarsen rezi-
prok. I'iir die Substrat-Anderungen in der Haemolymphe wiirde
demnach eine Zunahme der freien Aminosiiuren als R-typische
Reaklion zu deuten sein.

Die  Untersuchung des Aminosidurenbestandes der Haemo-
Ivmphe unbehandelter und behandelter Musca-Imagines gab einen
Einblick in gewisse qualitative Vorgange. Abb. 2 zeigt in schema-
tischer Darstellung die nachgewiesenen ninhydrinpositiven Stoffe.
Alle S- und R-IFliegen weisen einen starken Gehalt an Glycin, Ala-
nin, Serin, Glutaminséiure, Glutamin und Taurin auf. Methionon-
sulfoxyd ist deutlich, Methionin nur schwach vorhanden. Tyrosin
ist bei Imagines kaum nachweishar, bei Larven deutlich positiv.

TABELLIC II.

Aminosiiurengehall der Haemolymphe und Wertveriinderungen nach Kontakt
auf DDT-Substanz, Aminosfiurengruppen (siche Abb.2). — = Zunahme, — —
Abnahme. Bezugswerle wie in Tab. L.

Grumd- Anderung Anderung Aminosaurengruppen
Stamm cehall Totalwert N . B
unbehandelt behandelt 1 = 3 4 ¥
8 100 |- 26+16 | B - :
Se 72 SN | 1 B N T [——— —
e, 73 | —92429 | - — () e | ——
R, 66 | +28240 | 4+ | 4 | FEE |+ | 4
R, 79 — 3*+38 (+) =L v | ek —
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Abb. 2. Aminosiiurenkarte der Haemolymphe von Musca-Imagines. Horizontale
Balken bezeichnen durchschnittliche Farbintensitiil der Flecken. Links oben:
Relative Anteile von Aminosiiurengruppen in %o des Totals. 1 == neutrale [Glvein.
Alanin, y-Aminobuttersiiure, Serin, Threonin}, 2 = neulrale, schwacher Gehalt

(Leucin, Phenylalanin, Valin, Prolin), 3 = basische (Ornithin, Lysin, Arginin.
Histidin), 4 = saure (Asparaginsiure, Glutaminsiiure, Glutamin), 5 = schwefel-
haltige (Taurin, Cystin, Cystein, Methionin, Methioninsulfoxvyd).

Valin, Phenylalanin und Leucin, stets in kleinen Quantitiiten,
sind fiir S-Stamme typisch, treten bei unbehandelten R-Iliegen
nur in Spuren. nach Kontakt deutlicher aufl. Arginin ist schwach
verireten und kann nur bei S, und R, mit Ninhydrin erkannt wer-
den. Die Flecken mit Rf-Werten 0,1 und 0.45 in Phenol (vermut-
lich Peptlide) und U (0.,52) wurden bhisher nicht niher untersucht.
Die Unterschiede im Grundgehalt der Stimme lassen sich im tib-
rigen nicht auf das I‘ehlen von bestimmten Aminosiuren zuriick-
fiihren, der geringere Wert gegentiiber S, ist auf fast alle Kompo-
nenten verteilt.

Im deproteinisierten Blut von verpuppungsreifen Muscalarven
ist der Gehalt an ninhydrinpositiven Stoffen 3—4mal groBer als
bei Imagines. Wie Vergleichsproben gezeigt haben, wirkt sich der
hohere Gehalt auf alle Komponenten und besonders Peptide aus,
auller Taurin, das erst im Imaginalstadium in groferen Mengen
vorhanden ist. Der Vergleich der Aminosiurenkarte von Musca-
Haemolymphe mit Drosophila (15) oder Iiphestia (16) bestiitigt,
dafl jeder Tiergruppe ein in seiner Gesamtheil lypischer, jeder
Tierart aber ein spezifisch gefligter Aminosiurenbestand zu-
kommt (21).
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Um den Vergleich der S- und R-Stamme iibersichtlicher zu ge-
stalten, ist in Abb. 2 (links oben) eine Aufteilung nach Amino-
siiurengruppen (neutrale, basische, saure, schwefelhaltige, je in
% des Totalwertes) durchgefiihrt worden. Das Bild ergibt, dai} bei
R-Stimmen der relative Anteil an sauren Aminosiuren verstirkt
und derjenige von SH-Verbindungen etwas verringert ist. Durch
die Selektion sind also leichte qualitative Unterschiede aufgelre-
ten, deren Bedeutung fiir die Resistenz noch unklar ist. Bertick-
sichtigt man nidmlich die Gehaltsverdnderungen bei behandellen
I'liegen, so zeigt sich, daBl sowohl Abnahme bei S- als Zunahme
bet  R-Stimmen, aul alle Aminosiurengruppen verteilt sind
(Tab. 11). Auch bei der Stoffverteilung in den Papierchromatogram-
men ist stets eine Reaktion des ganzen Systems festzustellen. Da
jeder Tierart ein weitgehend stationirer Aminosidurenpool zu-
kommt (21), ist auch anzunehmen, daf bei der Wirkung der DDT-
Substanz eine «selektive» Verinderung der Komponentenverhélt-
nisse nicht auftritt. Untersuchungen mit Mutanten von Drosophila
(1), Ephestia (16) oder erkrankten Bombyx-Larven (20) belegen
ebenfalls, dalli Auswirkungen auf den Aminosiiurengehalt weit-
gehend unspezifisch den gesamten Bestand betreffen.

b) Proteingehdalt.

Der Protein-Grundgehalt der Haemolymphe unbehandeller
Fliegen weist stammlypische, aber ebenfalls keine selektionsspezi-
lischen Werte auf (S, 100% Basis, S, 103%, S; 92%, R, 112%, R,
87%). Da deutliche Verinderungen im Aminosidurengehalt bei be-
handelten Iliegen aufgetreten sind, stellt sich die Frage, ob eine
Kompensation im Proteingehalt der Haemolymphe erfolgt. Wie
aus Abb. 3 hervorgeht, zeigen aber die nach 1 Std. Kontakt aus-
gelosten Substrat-Anderungen auch eine Abnahme bei S und Zu-
nahme bei R, parallel den Aminosiiuren.

In Versuchen mit Puapierelektrophorese konnte unter den er-
withnten Bedingungen und auch mit anderen Puffern beim Blut
adulter Fliegen keine deutliche Fraktionierung erzielt werden, wie
dies bei Drosophila-Larven (13) der Ifall ist. Der an sich geringe
Gehalt an Proteinen (Imagines /w15 gegeniiber Larven) bleibt
sum Tell an der Startstelle, zum Teil wandert er anodisch mit
einer Ausbreitung auf 3—4 cm. In Abb. 3 sind als Beispiele die
Resultate fiir S; und R, eingetragen, deren Bild auch fiir die ande-
ren Stimme typisch ist. Iiir die Abnahme des Gehaltes bei behan-
delten S-I'liegen scheinen keine besonderen Protein-Fraktionen
veranlwortlich zu sein, da sich die Veriinderung iiber den ganzen
Bereich der Auftrennung erstreckt. Bei Ry, wo sich die Gehaltzu-



16 Acta Trop. XVII, 1, 1960 - Med. Entomologie

+140 T
130
120

10

4 em

Abb. 3. Anderung des Proteingehaltes der Haemolymphe unter Einwirkung der
DDT-Substanz. Obere Reihe: Grundgehalt je als 100%0 gesetzt, Veriinderung
nach Kontakt im Verhiiltnis zu unbehandelt (6 Versuche). Untere Reihe: Ex-
tinktionskurven von je 4 Elpherogrammen nach Bromphenolblau-Reaktion.
Papierclektrophorese mit Elphor H, 110 V, M/15 Phosphatpuffer, pH 8.04. Kurve
gestrichelt = unbehandell, Kurve ausgezogen — bhehandelte IFliegen.

nahme nach Kontakt eher in den wandernden Anteilen duflert,
ist mil dieser Methode eine Zuordnung zu einer bestimmten I'rak-
tion nicht moglich. Somit treten sehr wahrscheinlich bei Proteinen
und Aminosiuren des Blutes behandelter IFliegen nur Verande-
rungen des ganzen Systems aul.

c) Weilere Pritfungen der Protein-Andcerungen.

In einigen Proben zur Gesamt-N-Bestimmung nach dem Mikro-
verfahren von BOELL und SHEN (9) nmut Haemolvimphe des R, -
Stammes wurde erhalten:

ro 0,1 ml

Blut unbehandelter Iliegen 61 ¢y N, p
v pro 0.1 ml

Blut nach 1 Std. Kontaktversuch 98 » N,

(Die Bestimmung verdanken wir Herrn PD. Dr. R. Weber. Bern.)

Der Anstieg bei behandelten R,-IFliegen aufl 161% stimmt mit
den Chromalographie- und Elektrophorese-Resultaten gul tiber-
ein (158%), so dal} eindeutig eine Substratzunahme vorliegl.

Iline mogliche Verinderung der Ixtraktwerte, denkbar durch
Verbindungen Insektizid — Proteinanteile, war nicht nachzuwei-
sen. In je 7 Versuchen wurden zu 0.1 ml Haemolympheldsung un-
behandelter Tiere des S~ und R,-Stammes 15 3 DDT-Substanz in
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0,01 ml Aethanol zugesetzt und nach 30 Minuten Inkubation bei
257 (0 die Bestimmung der Vergleichswerte mit Ninhydrin und
Bromphenolblau durchgefiihrt. Dieser Vitro-Versuch zeigte gegen-
tiber den Kontrollen (Aethanolzusatz) bei S, +1%, bei R, —2%:
also keine Ahnlichkeit mit den Reaktionen in vivo. Daher ist an-
zunehmen, dall R-Fliegen zur Abwehr des Insektizideinllusses
eine Mobilisierung von Proteinanteilen aus dem Korper in die
Haemolymphe ausfithren konnen.

Diese Ansicht wurde bestittigt durch Versuche mit Modellsub-
stanzen, die Proteinschiidigungen bewirken und als Zusatz (1 Teil)
zur DDT-Substanz (10 Teile) im Kontakt appliziert wurden. Im
Interesse einer kurzen Ubersicht der Resultate sind die Aminosiiu-
ren- und Proteinwerte fiir S; und S,, bzw. R; und R, zusammen-
gefaBBt. Der Vergleich der Reaktion auf dem Kombinationsbelay
gegenuber demjenigen auf reiner DDT-Substanz ergab folgende
Veranderungen der Summenwerte in der Haemolymphe:

Sublimat-Zusatz sensibel —10% . resistent —28%
Subl t-7. t nsibel 107 tent 28 %
Kristallviolett-Zusatz » —19%. » —43 %
Acridinorange-Zusatz » ~3b % » —24 %

Priiffungen mit 0,5% Na-Azid oder Monojodessigsiure als Vor-
kontakt (30 Min.) und anschlieBendem Kontakt auf DDT-Sub-
stanz, ergaben im Aminosidurengehalt des Blules bei R, eine Re-
duktion von ca. 50% durch Azid und ca. 30% durch Jodessigsiure,

Daraus ergibt sich, dafl die Moglichkeiten der Zufuhr von Pro-
teinanteilen in die Haemolymphe bei S und R verschieden sind
und daf die Erhohung des Proteinsubstrates bei R fiir die Abwehr-
leistung gegeniiber der DDT-Substanz entscheidend ist. Mit den
Kombinationen wird bei R eine partielle Sensibilisierung erreicht.
Nach 3 Stunden Kontakt verursachen die Farbstoffe und Jodessig-
sdure bei 10—20%, Sublimat und Na-Azid bei 30—50% der Ver-
suchstiere Schiidigungen mit typischen Vergiftungssymptomen der
DDT-Substanz.

Bei S-IFliegen wird, auBer bei Acridinorange, das den Protein-
abbau fordern kann (10), eine zusétzliche Schidigung im Protein-
gehalt bewirkt, die aber die Vergiftung beim Kontakt nur wenig
verstarkt.

Die Unterschiede im Aminosiuren- und Proteingehalt der
Haemolymphe, die eine deutliche Trennung in S- und R-Reaktion
beim Einflull der DD'T'-Substanz erkennen lassen, sind fiir die Be-
trachtungen des Gesamtstoffwechsels und die Verteilung der Pro-
teinkomponenten im Korper behandelter I'liegen von grofler Be-
deulung.

(5~

Acta Tropica 17, 1, 1960
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3. Protein-Anderungen des Bauchmarkes.

Dic mit Hilfe von Papyrogrammen avsgewerteten Iixtrakte des
thorakalen Ganglienkomplexes ergaben die in Tab. Il zusammen-
gestellten lirgebnisse. Beim Substrat-Grundgehalt sind auffier den
Stammunterschieden auch selektionstypische Merkmale vorhan-
den. I'lir ninhydrinpositive Stoffe gilt dies beim R,-Stamm aller-
dings nicht. Werden aber beide ixtraktanteile zusammen beltrach-
tet, so ist die Ii'rhohung des Grundsubstrates bei R-I'liegen deutlich.

Als Wertiinderungen bei behandelten IFliegen sind fiir die S-
Stimme eindeutige Zunahmen des extrahiblen Gehalltes festzustel-
len. R-Stiimme fithren unterschiedliche Reaktionen aus. IFalit man
auch hier die kleinmolekularen und die komplexeren Proteinan-
teile zusammen, und stellt man ferner die S-Staimme als Gruppe
cinheitlicher Reaklionen den R-IFliegen gegeniiber, so erkennt man
aus dem Gesamtbwert der Verinderungen. dall R-Fliegen im Zen-
tralnervensystem aul den WirksubstanzeinfluBB viel schwiicher re-
agieren als sensible.

TABELLE T
Iixtrakte von Proteinanteilen aus Bauchmark. Grundgehalt auf S; bezogen, Ver-
anderung je im Verhiilltnis zu unbehandelten FFliegen. Durchschnitte aus 4 bis
6 Bestimmungen.

Ninhydrinpositiv Proteinanteile
Stamm Grund- Vop- Grund- | Vi Gesaml-Yeranderung
cehalt dnderung gehall ‘ anderung
Sy 100 + 9 100 <= ) S-Gruppe
e +2 | o |
5 I -l 108 - + 18429 (n = 24)
S, 104 +18 98 + 96 -
R, 149 s Y 137 + 114 R-Gruppe
R. 106 + 1 120 3 + 1 35 (n=12)
i

4. Gesamt-N-Gehalt im Fliegenkorper.

Aus Vorversuchen mit fiarberischem Nachweis der Proteinan-
teile war uns bekannt, daf} im gesamten Fliegenkorper die Unter-
schiede zwischen behandeltem und unbehandeltem Material be-
deutend geringer sind als in den einzelnen Organen. Anstelle die-
ser Bearbeitung wurde mit der Kjeldahlmethode (60) der Gesaml-
stickstoffgehalt bestimmt. In folgenden Zahlen sind die N,-Werte
in % des I'rischgewichles bei unbehandelten Fliegen und nach
1 Std. Kontakt aul DDT-Substanz angegeben:
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S; unbehandelt 2,31; behandelt 2,24; Veranderung —3,0%

S, » 2,50; » o » s 3 R0
R, » 2,124 » 2,24 ; » +5.7%
R, » 2,26; » Z.ad » +5,8%

Im Grundgehalt (unbehandelt) besitzen die S-Stimme einen
etwas hoheren N,-Werl als die R-Stimme. Nach Kontakt ist bei
sensiblen eine leichle Abnahme, bei resistenten eine leichte Zu-
nahme der Werte zu beobachlen. An sich sind diese Unterschiede
gering; da jedoch jeder Zahlenwert wenigstens 50 Bestimmungen
und den Uberblick grioBerer Zeitriume in den Zuchtfolgen um-
faBt, scheint sich ein der Resistenz zuzuordnendes Phanomen an-
zuzeigen.

Die Werte des Gesamt-N-Gehaltes konnen als Indizien fiir Bi-
lanzierungen im ganzen Korper gelten und sind daher im Vergleich
mit Atmungsbefunden hochst aufschluBBreich. Der respiratorische
Quotient (RQ) unbehandelter Fliegen liegt fiir S; und R; um 0,9
und fir S, und R, um 0,8. Unter Einwirkung der DDT-Substanz
ist bei den S-Stimmen eine leichte Zunahme des RQ, bei R, cine
Anniherung an 1,0, bei R, eine Senkung unter 0,8 festzustellen
(7). Bezieht man die RQ-Werte auf das voraussichtlich in erster
Linie veratmete Material, so wire RQ 0,9 anniihernd als «Iiweil3-
Quolient» und 0,8 als «Fett-Quotient» zu bezeichnen. Kohlehydrate
(RQ 1,0} und organische Sduren (RQ unter 0,8) beeinflussen selbst-
verstindlich die experimentell gefundenen Werle. Das Resultat
kann also nur als Hinweis und als gewisse Analogie zu den Verin-
derungen im N,-Gehalt dienen.

Fiir sensible Fliegen decken sich die Befunde, indem sie eine
Tendenz zur «Eiweifatmung» hin aufweisen und im Kjeldahl-Ver-
such von ihrem hoheren Ausgangsgehalt aus, bei Vergiftung mit
DDT-Substanz, einen leichten Verlust an N-Komponenten zeigen.
Die resistenten Fliegen reagieren mit leichter N,-Zunahme, ihre
Atmung wird aber verschieden gesteuert: Ry weist mehr einen
«Glucose-RQ» und R, mehr einen durch Veratmung von Felt- und
organischen Siuren bedingten Quolienten auf. Es scheint also, daf3
bei R-I'liegen der Stickstoffgehalt nicht nur stabiler ist als bei S.
sondern daf} sogar durch die Einwirkung der DDT-Substanz eine
relative Vermehrung lebensnotwendiger N-Komplexe eintritl, de-
ren protektive I[Funktionen den Resistenzgrad positiv beeinflussen
konnen.
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V. Beteiligung von Lipoidkomponenten.

Die deutlichen Unterschiede in Menge und Beschaffenheit der
Lipoide von R- und S-Fliegen, besonders bei linwirkung der DDT-
Substanz (6, 66, 92), sowie die hohe Affinitit dieses Insektlizides
zu IFeltstrukturen gaben AnlaB, diesem Stoffwechselanteil groere
Beachtung zu widmen. Auch beim Wirbeltier sind Speicherungs-
vorginge der DDT-Substanz im IFettgewebe aulfallend und bei be-
handelten Pflanzen wenigstens im Depoteffekt vergleichbare Re-
aktionen vorhanden. Ferner ist bei analytischen Nachweisen eine
scharfe Trennung von Aktivsubstanz und Lipoiden erforderlich
(Literaturiibersicht 49, 88). Wir haben deshalb versucht, die Be-
teiligung von Lipoiden im Resistenzgeschehen als speziftisches oder
unspezifisches Substrat, sowohl allein als auch im Komplex mit
anderen Stoffen, in die Untersuchungen und die Gesamibeurlei-
lung einzubeziehen.

1. Acetonloslicher Lipoidgehalt in Organen und KNorper.

In Tab. 1V sind Durchschnittswerte aufgefiihrt, die aus der
Summierung groBer, zeitlich getrennter Versuchsreihen berechnel
wurden.

Bei unbehandelten IFliegen ist im Grundgehalt die bekannte
Tatsache zu erkennen, daBl hohere Lipoidwerte bei den R-Stim-
men als selektionstypische Merkmale hervortreten. Nach Kontakt
zeigen I'liegen der S-Stimme einheitliche Reaktionen: Zunahme
der Werte in Tarsen und Korper, Abnahme in Haemolymphe und
Bauchmark. R; und R, weisen in den Organen und im Korper
unterschiedliche Leistungen auf. Bei Ry liegen im Blut und Bauch-
mark, bei R, in den Tarsen protektiv deutbare Regulationen vor,

TABELLE I'V.

Relatlive Werle der acetonldslichen Lipoidanteile aus Organen und ganzem

Korper. Grundgehall auf S; bezogen. Wertveriinderungen nach 1 Std. Kontakt

in "o zu unbehandelten Fliegen bei jedem Stamm. Organextrakte kolorime-
trisch. Korperextrakte gravimelrisch bestimml.

Tarsen Haemolymphe Bauchmark Kaorper
St

i Grehalt | Verindg. (rehalt | Verdndg. | (Gehalt | Verandg.| Gehalt | Veriandg.

St 100 + 27 100 = 18 100 — 18 100 + 19

S 92 4~ 38 73 = 12 101 #5 130 -+ 13

Sy h - 33 95 — 29 104 — 8 101 + 6

I3y 122 + 17 115 - 23 124 + 39 130 + 3
|

R, 129 — 12 107 == P4 117 — 7 167 == B |
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mit klaren Gegensitzen zum S-Icffekt. Diese IKigenschaften des
hoheren Grundgehaltes und der Substratinderungen in den Orga-
nen resistenter Fliegen kommen auch bei «resistenten Varianten»
aus sensiblen Stimmen, die einen Kurzkontakt von 5—10 Minu-
ten auf DDT-Substanz iiberleben, zur Geltung (€8).

Uber die spezielle Natur der Verianderungen der acetonloslichen
Lipoidanteile der Organe sind keine genauen Tatsachen bekannt.
Verschiedene Verfahren der Papierchromatographie haben bisher
versagt, da die Extrakte sehr komplex zusammengesetzt sind. Da-
gegen konnte auf indirektem Wege, mit Hilfe anderer IExtrak-
tionsverfahren und Biotesten, ein weiterer Einblick gewonnen und
die biologische Bedeutung der Anderungen der Substratkomplexe
niaher begriindet werden.

2. Lipoidgehalt in Abhdngigkeit vom Losungsmittel und bei
Fxtraktionsfolgen.

Die Vielfalt der im Fliegenkorper vorhandenen Lipostrukturen
kommt in Abb. 4 zum Ausdruck. Wird an Stelle von Aceton ein
anderes lixtraktionsmittel verwendel, so sind die Mengenverhalt-
nisse bei unbehandelten I'liegen stark veriandert. Bei Mehrfach-
extraktionen mit Wechsel von polaren und apolaren Losungsmit-
teln zeigt sich die Stammspezifitat der Lipokomplexe noch deut-
licher. Als Beispiel einer Iixtraktfolge (Aceton-Aethylaether-
Chloroform-Aethylalkohol) sind die gravimetrisch ermittelten

Erstexfrakte Exfrakifolge
1 Ra %

b=

PAAceton BE Acther [Mchloroform N Alkohol

7

N\

§\\

7

|

A il |
¢ 20 20 20 2

L I

o 20 20 2

[o]

»
o
o

Abb. 4. Lipoidextrakte aus Fliegenkorper. Unlerschiede der xtrahibilitiit in
Abhiingigkeit des Losungsmitiels im Erstextrakt (links) und bei der lixirak-
tionsfolge Aceton—Acthylaether-—Chloroform—Aethylalkohol (rechts). Mengen-
angaben in %0 des Trockengewichts. Grundgehalt unbehandelt (0] und Werte
nach 2 Std. (2. bzw. 1 Std. Kontakt t1). Durchschnitte aus 8- 10 Versuchen.
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Werle der Ausziige fir alle Stimme angegeben. Wird die Reihen-
folge gewechselt, resultieren wieder andere Verteilungsbilder (6).
Sowohl bei Erstextrakten als auch bei Extraktfolgen sind die An-
teile der aetherloslichen Iraktion immer geringer als diejenigen
der anderen Losungsmittel. Die relativ hohen Werte der Alkohol-
extraktion sind neben Lipoidkomponenten durch groBiere Men-
gen von Stickstoftfverbindungen bedingt (positive Ninhyvdrinreak-
tion und Kjeldahl-Nachweis). Da diese N-Werte der Alkoholfrak-
tion bei R-Iliegen 10-—-20% hoher sind als bei S (im Gesamtfett
der 4 Lixtraktionen sogar 20—40%), ist zu vermuten, daB bei R
die Lipoide inniger mit N-Anleilen verkeltet sind.

Bei unbehandelten IFliegen sind in allen IFdllen neue Losungs-
verhiilinisse entslanden. Dies bedeulet. daB unter Insektizidein-
fiub die Lipoide in threr Zusammensetzung verindert worden
sind. Nach LEA et al. (36) wird die Loslichkeit eines individuellen
Lipoides durch die Gegenwart anderer Lipoide oder Lipoidanteile
becinfluit. In unserem IFalle wire durch spezifische Veranderun-
gen von EKinzelkomponenten bei S-Stimmen die entsprechende
Vermehrung der acetonextrahiblen Anteile denkbar. Bei den fol-
genden Losungsmitteln zeigt sich in summa ein kleiner Verlust.
Demgegeniiber erweisen sich die R-I'liegen im Lipoidwechsel re-
lativ stabiler, die deutlichsten Veriinderungen sind nur in der Al-
koholfraktion faBbar, wo unterschiedliche Reaktionen vorliegen.

I'ir die Resistenzforschung ist nun zu priifen, ob Struktur-
wechsel der Lipokomplexe fir S als Schidigungsreaktion und [ir
R als Protektiviunktion aufzufassen sind.

o. Untersuchungen zur Deulung der Lipoiddnderungen.

Ricinuslipase, nach Vorschrift von PEACH-SIMONIS (58) gewon-
nen, vermindert bei Injektion in S-Iliegen den Sensibilititsgrad
(92). «Iliegen»-Lipase nach der gleichen Methode aus 1000 IFlie-
gen des Ri-Stammes extrahiert, erzielt bei Injektion in Sq-IFliegen
keine eindeutige Wirkung. Die Ausbeute der aus Ifliegen exira-
hierten Lipase ist bei S; geringer als bei Ry. Injeklion von Pan-
kreas-Lipase (Schuchardt) fithrt zu besseren Lirgebnissen: S-Ilie-
gen weisen bei Kontakt verzogert eintretende Vergiltung aul
(5—20% innerhalb 2 Stunden), R-Tiere hingegen zeigen eine Teil-
sensibilisierung von 11--18%. Bei Beobachtung bis zu 8 Stunden
erholen sich die R-I'liegen wieder, bei den sensiblen jedoch setzen
sich die typischen Wirkungen der DDT-Substanz durch.

Lipaseapplikation kann somit Impfindlichkeit und Resistenz-
grad der IFliegen beeinflussen und wenigstens voriibergehend um-
steuern. Kombination von Lipase mit Papain verstarkt diese I2f-
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fekte (7). Da jedoch in keinem Ifalle die «Teilresistenz» der Sen-
siblen zu einem echten Uberleben fiithrt, muB angenommen wer-
den, dall durch solche zusilzliche fermentative Beeinflussung
wohl die Vergiftungswirkungen verzogert, R-Regulationen jedoch
nicht ausgelost werden konnen.

Wenn man Kombinationsbelige von DDT-Aktivsubstanz und
Sublimat (10:1 mg) verwendet und nach 1 Stunde Kontakt die
Tarsen, bzw. die ganzen Korper, mit Acelon extrahiert, so ist die
erhallene Lipoidmenge stets geringer als bei Insektizidkontakt
allein:

Tarsen _—: wesa ] ez P =] 5D
Korper cemas] 2 sy S s ) —11%

Sublimat bewirkt in Kombination eine allgemeine Vergiftung
und verschiedene, wenig spezilische Fermentschiadigungen. Da-
durch wird eine Teilsensibilitiit bei R-Fliegen ausgelost: 25— -50%
werden innerhalb 6—8 Stunden getotet, jedoch ist keine absolute
Blockierung der Abwehrfunktionen eingetreten (7), und die ge-
schiidigten R-Tiere fihren ohne Ilrholung 2—3 Stunden linger als
vergillete S-Tiere in Rickenlage heftige Tremorbewegungen aus.

Auber der Storung des Reaktionsverhaltens von S und R durch
zusalzliche fermentative Reaktionen oder toxische Beeinflussun-
gen, mull auch die mehr physikochemisch bedingte Speicherung
der DDT-Substanz in den Lipoiden beriicksichtigt werden. Verin-
derungen der Lipokomplexe zeigten sich vorerst in unterschied-
licher IExtrahibilitiit. Wieweit diese in vivo bedeutungsvoll sein
Lkonnen. soliten Bioteste erkliaren helten (6, 92). Wir konnen hier
nur einen kleinen Ausschnitt aus den vielgestaltigen Untersuchun-
gen geben.

Bei groBen Versuchsserien wurde z. B. zu 10 mg Acetonextrakt
der Korper unbehandelter oder behandelter S- und R-IFliegen 1 mg
DDT-Substanz zugesetzt. Die Kombinationsbelige auf Filterpapie-
ren wurden anschliefend mit S,-I'liegen geteslet. Als Kontrolle
diente DDT-Substanz ohne Lipoid. Die Fettextraklte vermogen
einen bedeutenden Teil der Kontaktwirkung abzufangen, es tritt
also eine Verzogerung der Inseklizidvergiftung bei den S;-Test-
[liegen aul.

Die Resultate aus Tab.V sind Durchschnillswerte aus je elwa
10 Versuchsreihen und geben die Reaktionsverzogerung in % ge-
geniiber den nur mit Insektizid behandelten Kontrollen an. Iis ist
ersichtlich, daB8 die Iixtrakle von unbehandelten 5- und R-I'liegen
() in allen IFdllen cine relaliv hohe «Proteklivwirkung» verursa-
chen. Derselbe Teil mit Acetonausziigen von behandelten IFliegen
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TABELLE V,
Bioteste mit IFliegen, S;-Stamm, auf Beliigen mil Lipoidextrakten (1 mg DDT-
Substanz 4+ 10 mg Acetonextrakt der 4 verschiedenen Stimme. Belag auf Filter-
papier, Kontrollen DD'T-Substanz ohne Lixtrakt). Die Zahlen unter a) und b)
geben die Verzogerung der Insektizidvergiffung durch die Kombination inner-
halb 24 Std. im Unterschied zu den Kontrollen auf DDT-Substanz allein an.
Acetlonextrakte von D) zeigen allein. ohne Insektizidzusatz. keine Schiidigung
der S;-Test{liegen.

S, S, 1ty Ra
a) Extrakt unbehandelter Fliegen -32% —-39% | — 13% — 2%
bi Extrakt behandelter Fliegen —22% -22% | —34% | —23%
¢) Abnahme der Protektiv-
funktion. b) gegeniiber a) 1/3 275 1/5 177

(b) ergibt ein verindertes Bild: Bei S und R sind Verluste der
Schutzfunktionen zu registrieren, das Ausmal3 des Abfalles ist je-
doch bei S bedeutend groler. R-IFliegen besitzen demnach in den
Lipoidanteilen hohere Potenzen [ir das Abfangen von DDT-Sub-
stanz.

Dieses I<irgebnis stimmt mit fritheren Befunden der Speiche-
rungsfihigkeit von DDT-Substanz in Tarsenlipoiden (97) {iber-
ein. Nach verschiedenen Kontaktzeiten blieb bei R-Iixtrakten das
Speicherungsvermogen erhalten, und bei S-Fliegen erfolgte ein Zu-
sammenbruch. Im Anschlul an jene Versuche wurden nun Tar-
senextrakte mil Pankreas-Lipase inkubiert (3—12 Std.) und nach-
her das Speicherungsvermogen der Lipoide bestimmt. Nach dem
EnzymeinfluB zeigt S;-Extrakt noch /s, Ri-Extrakt noch '/« der
urspriinglichen Speicherungsfihigkeit. Demnach sind besondere
Komplexstrukturen der Lipoide fiir eine gute Protektivwirkung
verantwortlich.

I'tir die tatsiichlichen Vorginge in vivo hat der Biotest keine
zwingende Beweiskraft, da es sich bei diesen Modellversuchen um
ein zusitzlich an den Tarsen vorgeschaltetes IMilter handelt. IZigen-
artig erscheint hierbei die verhaltnismiiflig hohe Proteklivleistung
der S-Lipoide von unbehandelten Tieren. Normalerweise Ireten
doch bei S-Fliegen nach kurzer Konlaktzeit auf DDT-Substanz
die Vergiftungserscheinungen ein. Wir vermuten daher, daBl bei
S-Tieren die raschere Lipoidverinderung, wie sie sich in der Ix-
trahibilitit dullert, in vivo einen starken Verlust der physikalisch-
chemischen Potenzen bedingt und dafBl R-IFliegen die Lipoide «bes-
ser» verwerlen konnen. Nicht zuletzt mufl daran gedacht werden,
dafl neben Lipoidmenge, Zusammensetzung und Neigung zur
Komplexbildung mit anderen Substraten das Liingreifen des ge-
samten Stoffwechsels die Richlung der Reaklionen verindern
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kann. In diesem Zusammenhang wurden iiber 80 Substanzen
(Fettsiiuren, Naturfette, Phosphatide, Sterine, organische Siuren,
Kohlehydrate, Liweilpraparate u. a.) in Kombination mit DDT-
Substanz und mit Lipoidextrakten von I'liegen gepriift (6). IFlir
die Komponenten der Lipostrukturen ergab sich daraus, daf} ver-
schiedene ungesattigte Fettsiuren deutliche Protektiveffekte aus-
iiben. Auch Cholesterin sowie z. B. Olivendl und Bienenwachs be-
sitzen gute Abfangpotenzen fiir die DD'T-Substanz. Dagegen ent-
falten Ol-, Palmitin- und Stearinsdure sowie Triolein u. a. keine
echten Schutzwirkungen im Kombinationskontakt, zum Teil tritt
sogar Verstirkung des Insektizideffektes ein.

Wie weit diese in vitro nachgewiesenen Verinderungen auch
die Prozesse in vivo bestimmen, kann nicht entschieden werden,
die Bioteste vermitteln nur eine Modellvorstellung des tatsich-
lichen Ablaufs. Zweifellos sind aber physikochemische Vorginge
an den Lipostrukturen bei der protektiven Leistung der R-Fliegen
beteiligt.

VI. Beteiligung anderer Stoffe und Systeme.

Im intakten Organismus liegen mit dem Plasma, IFermentei-
weiBl und einer Vielzahl von Substraten, deren Anwesenheit direkt
oder indirekt erforderlich sein kann, Bedingungen vor, bei denen
scheinbar geringfiigige Verinderungen von vitaler Bedeutung
sind. Vielfach sind solche Anderungen von Begleiteffekten iliber-
deckt, so dafl ihr tatsichliches Flingreifen im Gesamtablauf schwer
nachweisbar wird. Dennoch kann man aus Untersuchungen, die
die Summe solcher Reaktionen umfassen, Hinweise auf Beteili-
gungen gewinnen. So ist z. B. im meBbaren Gasstoffwechsel eine
solche Summenreaktion der gesamten dissimatorischen Vorginge
zu sehen.

1. Atmung.

Bei in vitro-Untersuchungen der Atmung von Insektengewebe
unter Einfluff der DDT-Substanz konnte eine Cytochromoxydase-
Wirkung nachgewiesen werden (30), in vivo war bei Musca eine
Steigerung der Atmungsintensitiit besonders deutlich bei S-Iliegen
zu beobachten (74, 22). Messungen unserer Stimme (7) ergab
ebenfalls starke Zunahme des Gasstoffwechsels bei behandelten
S- und geringe Erhohung bei R-Fliegen. Bei unbehandelten Tie-
ren bestehen zwischen den Stammen nur geringe Unterschiede.
Die in Abb. 5 gezeigten Werte fiir die gesamte O,-Aufnahme inner-
halb 8 Stunden belegt diese Situation.
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Abb. 5. Gesamt-Os-Autnahme unbehandelter und behandelter Fliegen innerhaldb
8 Std. Berechnung pro g Trockengewicht im Vergleich zu S; unbehandelt

100%0. Nummern unler den Siulen bedeuten: 1 = unbehandell; 2 = Konlakt
auf DDT-W’'S: 3 = Lipase-Injektion: + = Lipase -+ DDT-W'S-Kontakl; 5 —
Papain-Injektion; 6 = Papain — DDT-W’'S-Kontakt.

Zusilzliche Injektion von IFermentlosungen (Lipase, Papaini
kupiert bei S-I'liegen einen Teil der durch das Insektizid ausge-
[osten  Atmungssteigerung, gleichzeitig ist innerhalb von 2—3
Stunden eine Verzogerung der Vergiltung zu beobachten. R-ITlie-
gen werden zwar durch diese Injeklionen leilsensibilisiert, die
Sauerstoffaulnahme wird jedoch nicht den S-Effekten angegli-
chen. Nach Lipaseinjeklion und anschliefender Finwirkung von
DDT-Substanz zeigt R, nicht aber R,, eine leicht verstiirkte O2-
Aulnahme, entsprechend dem Sensibilisierungsgrad. Der Finfluld
von Papain ist bei beiden R-Stiimmen prinzipiell @hnlich und 1Bt
bei der Atmung keine dem S-Verhalten entsprechende Wirkung
beobachten, obgleich eine Teilsensibilisierung ausgelost wird.

Die respiratorischen Quotienten nach Kontakt lassen ber allen
von uns unlersuchten Stimmen vermuten, dafl IFliegen, dhnlich
wie Schmetterlinge (99), ihren I“nergiebedart in hohem MaBe vop
Lipoproteiden her decken. Dieser Lipoproteidspiegel ist bei R-
Tvpen an sich hoher und stabiler als bei S-Iliegen. was sich auch
in den Atmungskurven manifestiert (7).

[Fiitterungsversuche an adulten Fliegen mit eiweilireicher Diditl
flihrten weder im Atmungs- noch im Kontakttest bei S und R zu
einer Resistenzsteigerung. Wurden Ri-Larven reichlich mit I<i-
weil} gefiittert, so waren die Imagines jedoch elwas sensibler als
die wic tiblich gehaltenen Tiere, ithre Atmung mehr den sensiblen
angenithert, der Lipoidgehalt der Korper etwas verringert, und im
Biotest waren die Acetonextrakle weniger protekliv wirksam. Der
Cholesteringehalt dieser IFette war um 15—20% geringer als beim
«normal» gehaltenen Ry-Stamm. Iis erweist sich aus den Versu-
chen, daB zusilzliche Idiweilgaben die Protektivwirkung nicht
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unbedingt unterstiitzen. Im Organismus vorliegende Lipoproteide
hingegen scheinen entscheidend an den Regulationen beteiligt
ZU sein.

2. Kohlehydrate und organische Sduren.

Nachweis von Glykogen mil der Jodstirkereaktion und dem
Verfahren nach Grick (25) fithrten bei Totalhomogenaten und
Trockenpulverpriparaten von I'liegen zu keinen eindeutigen Er-
gebnissen. IFolglich wurde der Gehalt an reduzierenden Zuckern
(nach 56, 83) bestimmt. Die Werte unbehandelter I'liegen waren
gruppenweise bei R hoher als bei S, wobei S; und R, einen gerin-
geren Gehalt (2,7/3,2) als S, und R, (4,6/5,8) aulwiesen. Bei be-
handelten Tieren wurde bei S; und Ry ein Anstieg (+15%/+10%)
und bei S,/R, eine Abnahme (—22%/—7%) festgestellt. Direkte
resistenztypische Merkmale waren also nicht zu finden.

Yarallel gefiihrie IFlitterungsversuche der Imagines mit ver-
schiedenen Kohlehvdraten (Saccharose, Glukose, Fruklose elc.)
lieBen bei anschlieBendem Kontakt in keinem [Falle Schutzwir-
kungen beobachten. Relativ glinstiger und schwach protektiv ge-
geniiber Insektizidwirkung erwiesen sich Honiglosungen, deren
Wirkung aber wegen IFermentgehalt, Biosstoffen ete. nicht von
Kohlehyvdraten allein abhiingig ist. Kontakt-Bioteste mit Zuckern
in Kombination mit DDT-Substanz lieBen schwache «Protektiv-
Wirkungen» beobachlen, die aber eher auf eine Beeinflussung
der Tarsen durch rein physikalische ffekte zurtickzulithren wa-
ren, zumal makromolekulare Kohlehydrate (Pllanzenstirke u. a.)
auch den Insektizideffekt deutlich zurickhielten.

Organische Siuren hingegen, wie Brenztraubensiure, Bern-
steinsiure u. a. konnten verschiedentlich im Ifiitterungs- wie Bio-
test echte Protektivwirkungen entfalten. Da jedoch der Gehalt an
organischen Siuren in den Iliegen noch nicht niher untersucht
wurde, wird auf weilere Darstellung dieser Befunde verzichtet.

3. Phosphatstoffwechsel

Der Gesamltgehalt an nachweisbarem anorganischem Phosphal
im I'liegenkérper wies nur geringliigige Stammesunterschiede auf
(S; 0.38. R, 0.36; S, 0.34; R, 0.31). Nach Kontakt war bei S; und
R, entsprechend der Zunahme an reduzierenden Zuckern eine
schwache Vermehrung an anorganischem Phosphat zu beobach-
ten (+5/+11%). S, und R, hingegen hatten erniedrigte Phos-
phatwerte (——18/ 7).

Die Messung von «saurer» und «alkalischer» Phosphatase er-
gab in Ubereinstimmung mit BARKER und ALEXANDER (4) bei un-

C
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TABELLL VI

(Gesam!-Phosphatase-Aktivitit in Fliegenkorpern.
ub. = Kontrolle unbehandelt, Realwerte. beh. = 1 Std. Kontakt auf DDT-
Substanz, Verinderungen in %o gegeniiber ub.

S, I, 5, Iy
ub. beh. ub, beh. ub. beh. ub, beh.
«saure» 9,0 8,9 12,0 12.4
Phosphatase —10% + 11% + 9% — 16%
«Alkali» 2,8 3,2 2,3 4,0
Phosphatase —39% —18% —17% =510

behandelten I'liegen hohe Aktivititen. die stammspezifisch waren
(Tab. 6).

Beziiglich der sauren Phosphatase waren wieder gruppenweise
S; und R, andererseits S, und R, fast gleich aktiv. Nur nach Kon-
takt wurden die unterschiedlichen Reaktionen aufgedeckt, die je-
doch nicht mit der IEmpfindlichkeit gegeniiber dem Insektizid
koordinierbar sind. Eine direkte Beteiligung mit R-typischen Re-
aktionen scheint daher bei den Phosphatasen nicht vorzuliegen.

4. Weitere Fermentsysteme,

Bei der Priifung einer groBeren Anzahl fermenthemmender
Stoffe im Kontaktversuch (Kombinationskontakt mit DDT-Sub-
stanz) wurde bei R-I‘liegen mit Sublimat, Silbernitrat, Na-azid.
Na-arsenat. einigen Phenolen und proteinaktiven FFarbstoffen sen-
sibilisierende Wirkung erzielt. Von diesen Inhibitoren war allein
das Sublimat imstande, die Zunahme der Atmung bei S-Iliegen
schnell und deutlich zu beschneiden, aber auch R-Fliegen zeigten
Atmungsreduktion (7). Kolorimetrische Untersuchung der Homo-
genale von Sublimat/Insektizid-behandelten Fliegen lassen bei Zu-
satz von Triphenyltetrazolchlorid (TTC) eine mehr Sublimat-ab-
hingige Vergiftung erkennen.

IZine Reihe von weiteren Stoffen, die als eventuelle, katalytisch
eingreifende Substanzen in die Untersuchungen einbezogen wur-
den, ergab keine weitere Klirung. Bei Kombinationstesten von
DDT-Substanz mit Schwermetallen wurde keine wesenlliche Be-
einflussung der S- und R-Reaktion beobachtet. Metallisches Jod.
Chromat und Molybdat setzlen die Resistenz wohl herab, waren
jedoch auch bei S-Fliegen toxisch. Nickel-, Ferro-, Ferri-, Blei-
und Zink-Verbindungen hatten schwache Sensibilisierungen zur
IFolge. Magnesiumverbindungen erwiesen sich schwach, jedoch
nicht eindeutig protektiv wirksam.
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Einen héheren Itisengehalt der R-Typen (28) konnten wir bei
unseren Stammen nicht bestitigen, S-Fliegen enthielten sogar
mehr Fe als R-Iliegen. Der Kupfergehalt war bei allen Stimmen
praktisch gleich (Ubereinstimmung mit RINGEL, 72).

Die Untersuchung weilerer I'ermentaktivitiilen ergab folgende
Resultate:

Die Katalase unbehandelter I'liegen war bei R, und R, nur
10—30% hoher aktiv als bei S,. Kontakt auf DDT-Substanz ver-
stiirkte bet allen Stimmen die Aktivititen. ISine direkte R-typische
Leistung war also nicht nachzuweisen.

Mit der Triphenyltetrazolchlorid (TTC)-Reaklion konnte in
Homogenaten nachgewiesen werden, dal SH-Fermente bei unbe-
handelten R-I'liegen aktiver sind als bei S (5;:R; wie 1,0:1.6}.
Nach Kontakt wurden bei S;-Abnahmen von 22--40% und bei
R;-Zunahmen von 9-—16% festgestellt. Kombination mit Jodaze-
tat (Kontakt) setzte die SH-Aktivitit bei S und R herab. Dabei
wurde bei R, eine Teilsensibilisierung von 15% beobachtel, und
S; wurde in Kombination beschleunigt vergiftet.

Die kolorimetrisch gepriufte allgemeine Iisteraseaktivitil ergab
im Grundspiegel keine R-typische Reaktion (S, 4.1, R 4.4, R, 6.4
und S, 6.9), unter Insektizideinwirkung wurde jedoch eine ver-
stirkte Aktivitit bei R-Fliegen beobachtet (Ry +41%, R, +287%);
die S-Fliegen reagierten gleichfalls mit einer Verstirkung nach
Vergiftung, ohne jedoch die hoheren Werte von R zu erreichen
(S; +10%, S, +11%). Diese lislerasewirkung scheint im Zusam-
menhang mit dem Lipoid- und Proteinstoffwechsel zu stehen, die
nach unseren Beobachtungen am deutlichsten direkt mit der Iiin-
wirkung des Insektizides korreliert sind.

Bei verschiedenen Fermentsystemen hat sich gezeigt, dall die
Enzymleistungen bei R-Fliegen hoher sind, sowie unler Insektizid-
einflufl nicht oder weniger stark beeintrichtigt werden als bei S.
Dies gilt z. B. auch fiir die Fermente der Riisselspeicheldriise (95,
96). Amylase-, Invertase- und Protease-Aktivititen sind bei R-
Fliegen deutlich héher als bei S. Auch diese, dem inneren Stoff-
wechsel nicht direkt beigeordneten Ii'nzymfunktionen sind Kenn-
zeichen fiir die allgemein leistungsfdhigere Konstitution der R-
[Fliegen.

VIIL. Fluktuationen der Stammeigenschaften.

Es war unvermeidlich, dall wihrend den vierjihrigen Unter-
suchungen Iluktuationen innerhalb der Stimme auftraten, die
den Gesamtvergleich der festgestellten Reaktionen erschweren.

Bei R-Stimmen kann ohnehin keine Stabilitiit der physiologi-
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schen Lligenschalten erwartet werden, da hier der Selektionsvor-
gang sukzessive Genotypen eliminiert und eine R-Population mit
neuen Summencharakteren schalft. Aber auch beir S-Stiimmen
bedingt die Zucht allein schon ungewollte, fortschreitende Verin-
derungen, die von einer Vielzahl von IFaktoren abhingig sind.
Trotz Konstanz der AuBBenfaktoren konnen endogen bedingte phy-
siologische Verinderungen der Zuchtfliegen aufireten und inner-
halb langerer Zeilriume im Gesamtspekirum der Lligenschaften
(¢«pattern») eine leichte Verschiebung des Reaktionsvermogens
verursachen.

Bei der Registrierung der im Kontaktversuch ecintretenden Ver-
giftungen beim S;-Stamm war z. B. zu erkennen, daff im Verlaufe
der Zucht tiber viele Generationen eine leichte Zunahme der par-
tiell resistenten I'liegen auftrat (Abb. 6A). Dieses Philnomen ha-
ben wir — etwas weniger ausgepriagt — bei allen S-Stiimmen und
ferner bei neuen Anzuchten aus sensiblen Wildpopulationen bel
sehr strenger Kontrolle festgestellt. Auch ein Vergleich von Lipoid-
extrakten tiber 3 Jahre {(Abb. 6B) 1a8t eine Zunahme der aceton-
extrahiblen Anteile beobachten, diese lKntwicklung ging also par-
allel den Testresultaten.

Die beiden in Abb. 6 registrierten Erscheinungen wurden statistisch nach
folgendem Verfuhren bearbeitet:

Aus 10 Stichproben eines Quartals, die stets auf je 200 Fliegenpaaren be-
ruhen, wurden die Mittelwerte des Lipoidgehaltes berechnet und diese zu einer
Varianzanalyse verwendel. Dabei zeigten sich signifikante Unterschicede zwi-
schen dem ersten und dritten Untersuchungsjahr. Gleicherweise wurde die Be-
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Abb. 6. Fluktuationen der Stammeigenschalten bei S; im Verlaufe grolerer
Zeitabschnitte, 1 == Januar —Miarz 55; II = Januar--Mirz 56: 11l — Oklober
sb—Januar 57. A: R-Typen in S;-Populationen nach 4 Std. Konlakt, theorelisch
ist 100%0 Riickenlage zu erwarten. B: Leichter Anslieg der Werle von Aceton-
extrakten des Gesamtkdrpers, Angaben in %o von Trockengewichlt.
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TABELLE VI1I.

Statistische Sicherung der Differenzen von Kurvenbildern in Abb. 6 %,
v

Quadrat. Ab- Freiheits- @ P P
weichungen griade
Lipoidgehalt
zwischen den Jahren 23. 43661 2 11,718 10.1 0.001
Rest 31. 12782 27 1.158
Zusamimen ot 56dds 24
Mindestdifferenz 10.01 = 1.53 1005 = 1.19
Sensibilitdtsgrad
zwischen den Jahren 15, 182 2 7.091 71 0.01 —
Rest 28. 890 27 1,070 0.001
zusamunien 44, 072 29
Mindestdilferenz A0.01 147 A0,05 = 1.14

wertung der Abnahme des Sensibilitiitsgrades vorgenommen. Auch hier ergaben
die 10 Mittelwerte pro Quarlal eine deutliche Sicherung der Differenz I/111.
Die Differenzen der Mittelwerte beim Anstieg des Lipoidgehaltes und bei der
Abnahme des Sensibilitilsgrades sind anstelle des einfachen T-Tesls mit der
etwas kritischeren Methode der «studentised range» {31, 61) beurteilt worden.

Dabei LBt sich z B, fur P = 0,01 eine Mindesldifferenz 4 0,01 angeben, die
tiberschritten sein mubl, damit eine Differenz hoch gesichert ist. Diese ist fir die
Lipoidkurve mit /1 0,01 = 1.53. flir die Sensibililiitskurve mit /1 0,01 = 1,17 ein-

zuselzen.

Mit der Differenz 2,146 ist beim Lipoidgehalt der Unterschied I/1I1 hoch-
gradig gesichert. Die Differenzen I/1I bzw. LI/ betragen 0,825 bzw. 1.321. Hier
L3t sich nur mit P = 0,05 eine Sicherung fiir II/11T erreichen (Mindestdifferenz
0.05 == 1.19). Bei der Sensibilitiitskurve ist der Unterschied /111 mit 1,64 gut
ugesichert. IFir die Zwischenwerte ergibt sich das gleiche Bild wie bei der Lipoid-
kurve. Fiir P = 0,05 mul} die Mindestdifferenz /1 0,05 = 1,14 betragen. FFir I/11
lautet der Unlerschied 0,31 (nicht gesichert), far /I 1,33 (gesicherl).

Wir haben diese beiden Phiinomene und ihre statistische Be-
wertung als Beispiele aus den Gesamtuntersuchungen ausgewiihlt,
da sie eine grundsilzliche Aussage ermoglichen. In beiden Fillen
sind die an sich geringen Unlerschiede zwischen Anfangs- und
Iindwert (I/111 Abb. 6) sehr gul gesichert, wiithrend die Differen-
zen bei I/IT ungeniigend, bei 1I/111 nur fir P — 0,05 gesichert sind.
Da wir Veriinderungen, die sich nur allmihlich duBlern, iiber lin-
gere Zeilspannen verglichen haben, ist die geringe Sicherung der
Teilschritte verstiindlich. Dies kann aber nicht dahin interpretiert
werden, dal keine Anderungstendenzen vorgelegen hittten, sondern

Die statistische Beratung verdanken wir Dr. P. Iy, Bot. Institut der Uni-
versitiit I'reiburg i. Br.
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daB ein gesicherter Unterschied erst durch die Summation gerin-
ger Abweichungen (in unserem Falle iber lingere Zeitriume) sta-
tistisch belegbar wird.

Ilir die Begriindung dieses langsamen Wechsels der Stamm-
cigenschaften, mit stetiger leichter Zunahme der R-Typen in der
S-Population, sind wir auf Vermutungen angewiesen. Das zufil-
lige Ilinkreuzen vereinzelter R-I'liegen und die Wirkung eindeu-
tig subtoxischer Spuren von Insektizid glauben wir ausschlieBen
zu diirfen. Die Hauptursachen sehen wir in der Haltung der Zuch-
ten. Wohl wurde die Standard-Iirnihrung der Larven konstant
gehalten und auch beztiglhich der eventuell resistenzfordernden An-
teile, Sterole u. a. (42, 53, 54) nicht veriindert, so dalBl eine stoff-
wechsel-physiologisch einheitliche Basis geschaffen sein sollte.
Bei Groflzuchten kann aber diese IFiitterung wohl in Qualitiit, je-
doch bei zeitweiser Hochproduktion (tiglich bis 5000 I'liegen)
nicht immer in Quantitit dem Einzelindividuum entsprechend
konstanl gehalten werden. Ferner ist in der Literatur und durch
eigene Beobachtungen belegt, daB Fliegen, hervorgegangen aus
erstabgelegten Itiern, etwas resistenter sind (63). Auch Finzeltiere
mit verlingerter Larvenzeit sind resistenter als diejenigen mil
rascher Lntwicklung (32, 46). Iliablage, Larvenzeit, Populations-
grofe, fitterungsbedingte Linfliisse, sowie allgemeine Schiwan-
kungen der Vitalitit konnen somit, trotz optimaler Zuchtbedin-
gungen, die Stammeigenschaften auf lange Sicht dandern.

In diesem Zusammenhang sei noch erwihnt, daBf die Entwick-
lungen der Merkmale bei R-Stiimmen (Resistenzgrad und Lipoid-
gehalt) von 1955—1957 ebenfalls tberpriift wurden. Auch hier
zeichneten sich leichte Wertzunahmen ab. Die relativen Unter-
schiede zwischen S und R blieben somit erhalten.

VIII. Diskussion.

Im Laufe der Untersuchungen haben wir Isinzelphinomene be-
obachtet und dadurch Aussagen iiber Teilprozesse der Stoffwech-
selvorgiinge bei S- und R-Iliegen beim Einflu3 der DDT-Substanz
erhalten. Wenn wir versuchen, auf den Iirgebnissen aufbauend,
eine Deutung der Resistenzerscheinungen zu geben, sind wir uns
bewulit, dafl die Einordnung von einzelnen Gliedern in die in vivo
ablaufenden Reaktionsketten problematisch ist. Zudem sind einige
Vorstellungen tiber den Gesamtablauf nur durch Indizien belegt.
Trotzdem erscheint es uns fur die weitere Betrachtung wichtig, die
IZigenart des Geschehens in ihrem vermutlichen Aufbau zu dis-
kutieren.
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Die Vorginge bei Sensibilitiit und Resistenz lassen sich in stark
vereinfachter Darstellung in drei gegenseitig abhingige Haupt-
stufen unterteilen:

Penetration — Transport —> IFolgereaktionen

~L ¢ | ——————> Regulation
Y oy ‘ R-Tvp
Aufnahme Verteilung Schadigung '
S-Typ

Die Penetrationsprozesse fiir die DDT-Substanz verlaufen beim
Kontaktversuch hauptsichlich durch die Tarsen-Cuticula und nur
zu einem kleinen Teil (durch Verbreitung beim Putzreflex etc.)
tiber andere Stellen der Korperoberfliche. Auf dem Diffusionsweg
in den Geweben und durch Transport in der Haemolymphe ver-
breitet sich das Insektizid im Korperinnern, Tracerversuche (38,
41) haben gezeigt, daB die DDT-Substanz zu praktisch allen Ge-
websstrukturen Affinitiiten besitzt.

Das Eindringen des Insektizids bewirkt im Organismus eine
Reiz-Situation, aul die bestimmte Verinderungen gegentiber dem
Ausgangsstadium eintreten. Viele dieser Folgereaktionen sind bei
S- und R-Fliegen unterschiedlich und dienen als Belege fiir die
Interpretation der Schiadigungswirkung bei S und der Abwehrvor-
giinge bei R. Im IFliegenkoérper bahnt sich sehr rasch nach der
Aufnahme von DDT-Molekiilen eine IEntscheidung an, die den
Ablauf der Folgereaktionen in S- oder R-Richtung steuert. Die
sich in unseren Versuchen nach 1 Std. Kontakt deutlich abzeich-
nenden Effekte sind also schon viel frither ausgelost worden, je-
doch nicht immer in ihrem ersten Zeitpunkt kurz nach Kontakt-
beginn eindeutig nachweisbar.

Die Beobachtung einzelner Abschnitte des Reaktionsablaufes
fithrte zu dem Iirgebnis, dafl teilweise bei S-, speziell aber bel R-
I'liegen verschiedene Prozesse cingreifen, die die Reaktionsfihig-
keit der in den Korper aufgenommenen DDT-Substanz abzuschwii-
chen oder sogar zu verhindern vermogen (fermentativer Abbau,
Depotbildung und Speicherung in Lipoid- und anderen Substrat-
komplexen). Solche Vorgiinge konnen als Inaktivierungsprozesse
betrachtet werden, die ihrerseits Summenwirkungen von mehre-
ren Mechanismen physiko-chemischer und physiologisch-chemi-
scher Natur sind. Verschiedenen Mechanismen kann eine eindeu-
tige protektive Leistung gegeniiber dem Toxikum nachgewiesen
werden, andere dienen vorherrschend zur Unterstiitzung des Re-
aktionsablaufes.

Acta Tropica 17,1, 1960 3
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Die Protektivfunktionen sind im allgemeinen bei R-Fliegen
stirker ausgebildet. Bei S-Tieren gelingt es, durch Zusatz «pro-
tektiv> wirkender Substrate und IFermente, die Vergiftungseffekte
der DDT-Substanz zu verzogern, jedoch nicht voéllig zu verhin-
dern. Zu solchen Substraten kénnen nach unseren Untersuchun-
gen mit Biotesten z. B. eine Reihe von Substanzen aus der Gruppe
der organischen Siuren gezihlt werden, wie dies auch von SACK-
LIN et al. (76) belegt ist. Im Stoftwechsel vergifteter S-I'liegen ist
jedoch neben solchen Schutzfunktionen die Anhiufung von be-
stimmten Produkten des Krebszyklus moglich, die zu einer Hem-
mung anderer beteiligter Vorginge fiithren (z. B. 45) und auf die-
sem Wege die voriibergehende Schutzwirkung wieder aufheben.
R-I'liegen scheinen solchen <indirekten» Stérungen weniger unter-
worfen zu sein.

Die Lipoide von S- und R-Fliegen sind unterschiedlich in ih-
rer Zusammensefzung und den chemischen Eigenschaften. In vivo
liegen, neben freien Fetlsiuren, Gemische von Triglyceriden, Phos-
phatiden und Galactolipoiden vor (19, 27), die mit EiweiBkompo-
nenten zur Bildung von Biokomplexen neigen. Wohl weisen Li-
poidanteile von S-Iliegen in vitro eine hohe Aufnahme- und Spei-
cherungspotenz gegeniiber der DDT-Substanz auf, in vivo sind je-
doch diese physiko-chemischen Eigenschaften nicht in dem hohen
MaBe realisiert wie bei R-Fliegen. Wahrscheinlich bleiben unter
Insektizideinfluf bei R die Biokomplexe stabiler. Diese Ansichl
wird gestiitzt durch die stirkere Zunahme der Lipoidextrahibili-
tit bei behandelten S-Fliegen.

Sowohl Modellversuche mit IliweiBkomponenten als auch der
Zusatz von N-haltigen Lipoidextrakten von Fliegen (6) verstirken
die Protektivwirkungen gegeniiber der DDT-Substanz im Biotest.
In vivo sind die Proteinverinderungen und der Gehalt an freien
Aminosiuren in den Organen wechselseitig zwischen S und R ver-
schoben. Zusitzlichere Storungen dieser Verschiebungen von Ei-
weilkomponenten im R-Organismus (z. B. durch Farbstoffe) fiihrt
zur Teilsensibilisierung, da anscheinend wichtige, dem Resistenz-
ablauf koordinierte Anteile beschnitten werden und an den Reak-
tionsstellen fehlen. EiweiBkomponenten und -komplexen ist daher
ebenfalls eine starke Beteiligung an den Protektivfunktionen zu-
zuschreiben.

Auch Vitamine und Biosstoffe konnen Schutzwirkungen entfal-
ten. Verschiedene Funktionen dieser Art sind z. B. vom Lacto-
flavin bekannt (73, 75), das auch als Antidot gegeniiber der Ver-
giftung mit DDT-Substanz wirkt (12). Auch bei unseren S-Stam-
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men zeigt sich nach Lactoflavingaben eine Vergiftungsverzige-
rung (7).

Von den beteiligten Fermentsystemen werden nur diejenigen
berticksichtigt, die in unseren Versuchen einen deutlichen Unter-
schied der Aktivitiit bei S und R zeigten. Die spezifische Abbau-
wirkung der Dehydrochlorinase, die bei allen 5 Stimmen, bei R-
I'liegen jedoch in hoherem Maflie vorhanden ist, reicht nicht aus,
die Resistenz zu erkliaren. Es wird vermutet, daBl in Verkettung
mit anderen Fermenlsystemen die Aktivitit bei S in vivo beim
I'ortschreiten der Vergiftung herabgesetzt ist, wiahrend bei R der
Abbaumechanismus erhalten bleibt.

In diesem Zusammenhang ist eine Verkettung mit der beim
Insektizideinflul stark gesteigerten Atmung der S-Typen (22, 40,
52, 59, 76) denkbar. Jedoch mull beachtet werden, dafl bei den im
Gasstoffwechsel zusammengefaBiten dissimilatorischen Vorgiangen
noch weitere indirekte Steuerungsmoglichkeiten eingeschlossen
sind. Wohl it die im Summeneffekt auffillige Steigerung des
0,-Verbrauches und der CO,-Abgabe bei S vermuten, dafi ein er-
heblicher Anteil der Zunahme aut Veratmung von Lipoiden be-
ruht, aber daneben werden speziell bei S-Tieren auch andere Stoffe
veratmet. Wenn die Verluste z. B. lebensnotwendiges Eiweil} be-
ireffen, konnen starke Schiidigungen der verschiedensten Fer-
mentsysteme als IFolgeerscheinungen eintreten.

Ohne Insektizidbelastung decken IFliegen ihren IEnergiestolf-
wechsel teilweise von Lipoiden her. Iline hohe Lipaseaklivititi
ist nachgewiesen, die sich mit Befunden bei anderen Insekten
(23, 99) vergleichen 1d3t. R-Fliegen besitzen neben ihrem hoheren
I"ettgehalt stets eine stiirkere Lipaseaktivitiit als S. Bei behandel-
ten Tieren sind diese Unterschiede noch verstiarkt (6). Hierbei ist
zu erwigen, ob die fermentativ bedingte Mobilisation von Lipoid-
komponenten und die Lieferung von Lipoidvorstufen aus anderen
Stoffwechselvorgiingen (8, 47), neben einer moglichen humoralen
Steuerung (82), die Unterschiede zwischen S und R noch verstiir-
ken konnen, wenn andere enzymatische Prozesse mit umgestimmnt
werden. So wird z. B. die Katalase durch Phospholipoide (50),
aber auch durch organische Siuren und Aminosiuren (14, 43) ge-
hemmt. IXsterasen und Lipasen reagieren bei behandelten S- und
R-Fliegen unterschiedlich und zeigen starke Abhéngigkeit von den
gesamten Stammqualititen. Werden durch Lipasen verschiedene
Lipokomponenten aus groBeren Komplexen freigestellt, so konnen
diese wiederum u. a. die Phosphataseaktivitiit (4, 35) beeinflussen
und damit Ursache einer neuen Serie von Verinderungen sein.
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Aus diesen Angaben ergibt sich, dall bei der Betrachtung der
stoffwechselphysiologischen Grundlagen der Resistenz alle Ein-
zelresultate in einer grolleren Reaktionsfolge gesehen werden miis-
sen. Bei verschiedenen IFermentsystemen sind bei R-Fliegen er-
hohte Grundpotenzen der Aklivitil und unter InsektizideinfluBl
hohere Stabilitit der Leistung zu beachlen. Die Iirhaltung der
Reaktionsbereitschaft wird aber nur gewiihrleistet, wenn die Sub-
stratanteile so weil ausgeglichen werden konnen, dafl keine Sti-
rungen auftreten. Fiir den Resistenzablauf ist es auflerdem not-
wendig, dal} in die wechselseitige Verkeltung von Substrat- und
Fermenltsystemen wirkungsvolle Protektivmechanismen eingrei-
fen, die den Einflul der DDT-Substanz stufenweise abzufangen
vermogen.

Das Gefilige der fiir resistente Fliegen typischen Stoffwechsel-
vorginge lift sich im gesamten nicht vollstindig tiberblicken. In
Abb. 7 wird versucht, eine gruppenweise Bewertung und Iinstu-
fung der Wechselwirkungen in einem Schema zu veranschau-
lichen. Mit der Trennung in physikalisch-chemische (1), physio-
logisch-chemische (II) und biochemische Abliufe des gesamten
Stoffwechsels (111) sollen die Schwerpunkte der Reaktionen ange-
deutet werden. In vivo wird die Realisation einer physikochemi-
schen Potenz von den physiologischen Gegebenheiten und den
Wirkungen der Fermentsysteme beecinflulit. Physikochemische
Reaktionen iiben ihrerseits Riickwirkungen auf physiologische Ab-
liufe aus. Die Bereiche | bis IIl sind daher stets als Beeinflus-
sungszonen aufzufassen.

Unter diesen Gesichispunkten sind die einzelnen, bei Penetra-
tion, Diffusion und Transport der DDT-Substanz beteiligten Me-
chanismen eingetragen. Adsorption und Grenzflichenreaktionen
konnen beim R-Typ bereits starke Filterwirkungen ausiiben. Die
Depotbildung des Insektizides in Lipoiden ist als weiterer Vor-
gang geeignet, das Ausmall der Abfangeffekte zu verstirken.
Menge und Beschaffenheit der Depots, beeinflufit durch verschie-
dene Fermentaktivitiilen, bestimmen Speicherung und Weitergabe
der DDT-Substanz, wobei dem Sattigungsgrad eine wichtige pro-
tektive Funktion zukommt.

Ein Zusammenwirken der angefiihrten Mechanismen ist in den
Vorgiingen der Biokomplexbildung vorhanden, wobei die mikro-
physiologischen Grundlagen der strukturellen Gestaltung der Re-
aktionsstellen betroffen werden. In Biokomplexen, bei denen ne-
ben Lipoiden und Proteinen auch kohlehydratanteile und weitere
organische und anorganische Beistofte enthalten sind, kann vor
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Abb. 7. Schematische Darstellung der Vorgiinge fiir die Deutung des Gesamt-
ablaufes der Resistenz.

allem bei R-Fliegen ein Grofiteil der DDT-Molekiile der Gesamt-
reaktion entzogen werden. Die Zusammensetzung der Biokom-
plexe ist abhiangig von den Liigenschaften des Substratpools und
seinen insektizidbedingten Anderungen. Manche Substratanteile
unterstiitzen die Protektivleistungen, andere konnen zu einseiti-
gen Belastungen oder LErschopfung des Stoffwechsels fiihren.
Diese Reaktionslagen in R- oder S-Richtung werden mitbestimmt
von der Stirke und Ausgeglichenheit des Fermentpools und den
Aktivitatsinderungen bei InsektizideinfluB.

Zur Erhaltung der Abwehrbereitschaft im R-Organismus ist
der zeitliche Ablauf, die Reaktionsgeschwindigkeit, beim wech-
selnden Einsatz der Mechanismen von groBer Bedeutung. Dies er-
fordert, daBl die chemische und nervose Steuerung nicht oder nur
unwesentlich durch das Toxikum betroffen werden darf. Nach
I‘rgebnissen von WIESMANN (91, 96) sowie unseren Befunden
scheinen die Steuerungszentren bei R allgemein bedeutend weni-
ger beeinfluBbar zu sein als bei S.

Bei Belastungen durch Auflenfaktoren zeigt jeder Organismus
das Bestreben, einen mneuen Ausgleich seiner physiologischen
Funktionen zu erreichen. Er verfiigt iiber Fahigkeiten, «Storun-
gen auszugleichen, sich auf neue Gleichgewichte einzustellen oder
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sich neuen Gegebenheiten relativ leicht anzupassen» (1). Die toxi-
schen [ffekte der DD'T-Substanz verursachen aber bei sensiblen
Tieren zu starke Storungen des Stoffwechsels und der Steuerungs-
potenzen, so dal} die Ausgleichsfunktionen zusammenbrechen. Im
resistenten Organismus ist dagegen ein neuer physiologischer Ge-
samlzustand vorhanden, der es diesen Fliegen ermoglicht, neue
Gleichgewichtslagen zu realisieren.

Die Aufgabe der Gleichgewichts-Steuerungen besteht darin, das
<innere Milieu» der Zellverbinde, des Plasmas und des spezifi-
schen Stoffaustausches entsprechend der genotypischen Eigenarl
des biologischen Systems zu erhalten. Bei physiologischen Funk-
tionen «miissen innerhalb der Gewebe ganz besondere Milieube-
dingungen bestehen, und es mufl eine stiindige Wechselwirkung
zwischen den Zellen angenommen werden» (39), und bei Einflis-
sen von chemischen Stoffen bestimmen «die strukturellen Eigen-
schaften der Molekiile und ihr physikalisch-chemisches Verhalten
im biologischen Milieu ihre Wirkung» (81).

Wir sind der Auffassung, daff bei der Resistenz gegeniiber der
DDT-Substanz die Gestaltung des «inneren Milieus» ausschlag-
gebend ist. R-Fliegen besitzen dank erhohten und unter Insekti-
zideinfluf} im allgemeinen nur wenig geschidigten Substrat- und
Enzympotenzen eine héhere Stabilitiit des Grundmilieus. AuBer-
dem ist anzunehmen, dafl die Fihigkeiten zur progressiven Reali-
sation von neuen Gleichgewichtslagen einen zu plitzlichen oder
zu extremen Wechsel der Milieubedingungen verhindern. Bei S-
I'liegen sind diese Leistungen mangelhaft. Um die Stabilitat des
«inneren Milieus» zu erhalten, ist eine gute Koordination der Pro-
tektivmechanismen notwendig. Die hoheren Leistungswerte ein-
zelner Abwehrfunktionen wiirden allein die starken Resistenz-
grade nicht erkliren. MaBgebend ist die Koordination aller Inakti-
vierungsvorgiinge zu einer neuen «<kombinativen Itinheitsleistung»
(Analogie aus Entwicklungsphysiologie, LEHMANN, 37). Aus man-
chen Befunden ergibt sich, dafl bei S nach kurzer Zeit der Insek-
tizideinwirkung ein Zusammenbruch der ohnehin schon schwii-
cheren Koordinationsfunktionen erfolgt.

Das Geschehen im resistenten Organismus mit den hohen Lei-
stungspotentialen und der Koordination der Einzelfaktoren zum
protektiven Gesamteftekt fiir die EKrhaltung des <inneren Milicus»,
kann mit dem Begriff «Regulation» zutreffend umschrieben wer-
den. Die «Regulation» umfaft eine derartige Umstellung des Stoff-
wechsels, daB auch unter Insektizidbelastung die normalen Le-
bensfunktionen erhalten bleiben. I'iir die einzelnen I“lappen der
Regulationsvorginge ist eine spezifische strukturelle Gestaltung
wichtiger Reaktionsstellen ausschlaggebend.
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Frste Regulationsvorgiinge spielen sich bei unseren Kontakt-
versuchen im Integument (Cuticula und Hypodermis) der Tarsen
ab. WIESMANN (94) zeigte, daB3 die Tarsencuticula bei R, deutlich
mehr Lipoid- und Inkrustenmaterial besitzt, die Hypodermiszel-
len im histologischen Bild viel akliver erscheinen und aullerdem
grofere Llinschliisse von Lipoidtropfen aufweisen als bei S;. Diese
Strukturen ermdoglichen ein rasches Abfangen von eindringenden
DDT-Molekiilen. AuBerdem ist der fermentative Abbau der DDT-
Substanz in der Hypodermis resistenter Fliegen intensiv (87). Das
Integument ist daher als ein gestaffeltes System fiir die ersten
Prozesse der Wirksubstanzinaktivierung zu betrachten. Aus den
Versuchen mit Zusatzwirkungen zur DDT-Substanz hat sich er-
geben, dall durch die Beeinflussung der Biokomplexe der Reak-
tionsstellen die typische S- oder R-Reaktion in einzelnen Phasen
umgestimmt werden kann (z. B. Sublimat).

Im Korperinnern sind verschieden gelagerte Bindegewebsmem-
branen komplizierten Aufbaus vorhanden (71), die als selektiv
ionenpermeable Strukturen weitere Regulationsvorgiinge ermog-
lichen. Die Haemolymphe hat beim offenen Kreislaufsystem der
Iliegen die Funktion der Stoffverteilung zwischen den Geweben
und der Substratverschiebungen im Korper. Da die Blutzellenzahl
bei S und R gleich und auch nach Kontakt anndhernd konstant
bleibt (96), sind vor allem die geldsten Bestandteile reaktionsbetei-
ligt. Aus Befunden bei S-Tieren konnen wir annehmen, daff durch
die DDT-Substanz eine allgemeine Zell- und Gewebewirkung her-
vorgerufen wird. Plasmaverinderungen durch DDT-Substanz sind
von SEAMAN (80) bei Amoeba proteus nachgewiesen. Bei Musca
konnen wir nicht entscheiden, ob fur die Zellreaktionen die Dif-
fusion des Insektizides oder der Einfluf indirekter Wirkungen
durch Stoffwechselprodukte verantwortlich sind. Zweifellos sind
Unterschiede zwischen S- und R-Geweben vorhanden.

Nach Lingerer Insektizideinwirkung treten unspezifische histo-
logische Verinderungen am Zentralnervensystem auf (64), resi-
stente Drosophila weisen die Schiidigungsreaktionen in den Gan-
glien viel weniger hiufig auf als sensible (44). Nach noch nicht
abgeschlossenen Versuchen (96) diirfte auch bei Musca eine dhn-
liche Situation vorliegen. Nach WiESMANN zeigen die Nervenstruk-
turen von S- und R-Fliegen starke Unterschiede. Bei behandelten
R-Tieren sind Reflexstérungen weniger eingreifend zu beobachten
als bei S (91). Firbungsunterschiede und erhohter Cholesterin-
gehalt geben Anhaltspunkte, dafl die Insektizid-Permeabilitit der
Nervenscheiden bei R geringer ist (96). SCHARF (77, 78) und HOBER
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(29) schreiben den ungesittigten I'ettsiiuren (z. B. Linolensiure)
in den Nervenlipoiden und -lipoproteiden eine wichtige neurophy-
siologische FFunktion zu. Wir vermulen, daB die geringere Nerven-
empfindlichkeit bei R-Fliegen von solchen Faktoren mitbestimmt
wird. Dieser Schutz der Nervenstriinge und Zentren ist grund-
legend fiir die Iirhaltung der nervosen Steuerung und der gesam-
ten Regulation.

Der Korper resistenter Fliegen stellt somit ein vielfach gestuftes
und dynamisch hochspezialisiertes «Filterwerk» zum Abfangen
der aufgenommenen DDT-Substanz dar. Bei der restlichen, noch
reaktionsbhereit verbleibenden Insektizidmenge werden iiberdies
infolge lokaler Gleichgewichtssteuerungen und umfassenden Re-
gulationsvorgingen die toxischen Effekte verhindert oder sie blei-
ben unterschwellig.

5.

Zusammenfassend betrachtet ergeben sich fiir die Charakteri-
sierung von Resistenz und Sensibilitiit folgende Aussagen:

Resistenz ist stoffwechselphysiologisch gekennzeichnet durch

— allgemein stirker wirksame Protektivmechanismen

— gute Koordination dieser Funktionen zu einer einheitlichen Ab-
wehrleistung

— hohere Grundpotenz und Stabililit des «inneren Milieus»

— lLrhaltung der Milieubedingungen durch progressive Realisa-
tion neuer Gleichgewichtslagen

— Regulation gegeniiber den sonst toxischen Wirkungender DDT-
Substanz

Sensibilitcdl bedeutet

— mangelnde Koordination fiir den Iinsatz der an sich schwii-
cheren Abwehrfunktionen

— ungeniigende Gleichgewichts-Steuerungen fiihren zu Stérun-
gen des «inneren Milieus»

— Schiadigung der strukturellen Eigenschaften und physiologi-
schen Reaktionen in verschiedenen Organen und im Nerven-
system

— Auftreten von Erschopfungszustinden

* *

Wir glauben annehmen zu diirfen, dal3 die Vielschichtigkeit
des Resistenzbildes mit diesen Darstellungen eine erweiterte Dis-
kussionsbasis erhilt, besonders auch im Hinblick auf die Pro-
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bleme bei der multiplen oder polyvalenten Insektizidresistenz (69,
70). Ebenso sind wir uns bewufit, dafl auBler den hier aufgezeig-
ten Wegen noch andere Moglichkeiten des Resistenzablaufes gege-
ben sein kiénnen.
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Résumé.

La résistance des Arthropodes, spécialement de Musca domestica a la subs-
tance active DDT, a suscité un grand nombre de recherches spéciales. Ce travail
s'occupe des bases physiologiques de la résistance chez la mouche domestique.
Dans ces recherches, effectuées avec trois souches de mouches sensibles
(Lypes S) et deux souches de mouches résistantes (types R) sélectionnées avec
I'insecticide DDT, nous avons constaté une série de résultats spécifiques, c’est-
a-dire différents pour les deux types, au cours des phases d’intoxication. Les
mouches S étant trés sensibles aux effets toxiques de l'insecticide, ne possédent
qu'un faible pouvoir de détoxication et le substratum spécifique est pauvre en
lipides, protides, ete. Chez les types R, par contre, la situation est différente :
la teneur en lipides, protides, etc. du substratum est plus élevée et la stabilité des
complexes biologiques plus forte.

La consommaltion d’oxygéne et la production de bioxyde de carbone in vivo
sont, chez les mouches résistantes et apres le traitement insecticide. plus équi-
librées que chez les types S. Le quotient respiratoire indique que les mouches S
ont besoin de lipides et de protides, tandis que les types R ne présentent pas ce
désavantage.

Les différents niveaux des valeurs en acides aminés, protides et lipides sont
examinés pour les mouches R et S en pratiquant des exiractions de mouches
entieres et d’organes de mouches, tels que tarses, hémolymphe et ganglions
thoraciques. Toutes ces observations concourent & monlrer que la capacité
fondamentale des siructures biochimiques est d’une importance vitale. En
rapport avec ces résultats, des expériences sur les réactions spécifiques (activité
des lipases, protéinases, phosphatases, de la calalase, etc.) prouvent une parti-
cipation directe et indirecte de ferments au métabolisme typique pour R.

Notre terme « milieu interne » comprend, en plus de « vigor » (d’apres Hos-
KNS et GORDON]J, la somme des réactions enzymatiques. Nous pensons que les
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processus de nalure moins spécifique sonl aussi importants pour la distinction
des types S + R que les réactions lreés typiques, par exemple celle de 1a dé-
hydrochlorinase et autres. La teneur plus élevée en lipides chez le type R rend
possible un plus grand dépot d’inseclicide dans les différents tissus du corps et
provoque une pénétration plus faible dans les centres vitaux. La capacilé
d’¢équilibrer le nombre et l'intensité des effets de I'inseclicide dans le « milieu
interne » est mieux réalisée chez le type R.

Une certaine capacité de régulation physiologique se produit cependant aussi
chez le type S, Les mouches S montrent une détoxication et des réactions fer-
mentatives incomplétes et, en outre, une coordinalion insuffisante qui provoque
un déséquilibre. Le type R, au contraire, est capable d’atleindre, selon Iinfluence
el l'effet de I'insecticide, un équilibre biochimique plus élevé. Les différentes
souches R peuvent réaliser cette régulation de maniéres variées, la chaine des
réactions peut étre modifiée, mais les procédés fondamentaux restent les mémes.

La résistance est caractérisée en général par les possibilités suivantes du
meétabolisme :
— mécanismes de protection haulement actifs,
— coordination de ces fonctions dans le sens d’une réaction antitoxique
générale,
— haut degré de potentialité fondamentale el de la stabilité du « milieu interne »,
- capacilé de conlrebalancer les actions toxiques.

[.a sensibilité signifie :
— perte de la capacité initiale de coordonner les réaclions antitoxiques.
- ¢quilibre du « milieu interne » facilement dérangé par des substances toxiques
tel que I'insccticide DD,
-— lésion des structures intracellulaires, des réactions physiologiques dans dif-
férents organes (nerfs et centres nerveux},
- consommation des substances essentielles, effondrement métabolique suivi
de mort.

Summary,

The resistance of Arthropods, especially Musca domestica L. to DDT active
ingredient induced numerous investigalions on the actual processes. This paper
deals with the physiological aspects of resistance in houseflies.

Three sensitive (S) and two resistant (R) sirains were investigated and a
variety of different responses to intoxication were found. Sensitive strains are
more susceptible to the toxic agenl because of lower potency of detoxication
and lower content of specific substrates such as lipids, protein components, ele.
For R strains the stability of biological complexes such as lipoproteids seems
to be important for the practical resistance and also for the higher content of
substrales.

Oxygen consumption and carbon dioxide production in vivo are better
balanced after insecticidal treatment in R strains. The respiratory quotient
points to a surplus consumption of vital substrates in S flies. Resistanl types
can avoid this disadvantage of metabolism.

The different levels for aminoacids, proteins and lipids in the tarsi, haemo-
lymph, thoracic ganglion and whole body were examined for S and R flies.
All these observations and the investigation of some correlated enzymes, such
as activity of lipase, catalase, proteinases, phosphatases, ete, lead lo the con-
clusion thai substrate base as well as specific and non-specific enzymes are
linked.
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The “vigor” conception of HoskINS and GORDON is extended. The term
“inneres Milieu” comprises vigor as well as the sum of reactions of enzymes,
substrales, and complexes. Substrate contents, activity of enzyvmes and potency
to form biological complexes are as important for the separation between S
and R flies as the more specific processes, i.e. the activity of dehydrochlorinase
and others. The higher level of more specific substrates such as lipids, ete. in
resistant flies produces more insecticidal depots, possibly lower penetration and
adsorption. The ability to balance the number and intensity of insecticide
induced reactions with the mobile elements, enzymatic reactions and formation
of biological complexes is better realized in our resistant strains.

However, the partial potency of regulation is also realized up to a certain
point by S individuals. S flies show a certain amount of detoxication and olher
enzvmalic reactions. substrate potencies, but the final co-ordination is not
satisfactory. The organism of S is not able to balance completely the action
of inseclicide and to reach a new state of balance. In R strains this ability is
realized in various patterns. The resistance is not identical in different steps
of reactions, but the predominant reactions are of the same type.

Resistant houseflies have the following metabolic characteristics:
- highly active protective mechanisms,
co-ordination of these functions in the sense of a general anti-insecticidal
reaction,
— high basic polency and stability of “inneres Milieu™,
—— ability to counterbalance toxic actions.

Sensitivity means:
—- loss of initial ability to co-ordinate anli-insecticidal reactions,

— balance of “inneres Milieu™ easily disturbed by toxicants, such as DDT a.i.,
injury of intracellular structures, physiological reactions in various organs
(nerves and nervous centres),

-— consumption of essential substances, extensive breakdown of metabolism,
followed by death.
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