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BOGUMILA STYCZYNSKA ALICJA KRZEMINSKA

GENETYCZNE ASPEKTY OPORNOSCI NA INSEKTYCYDY
U MUSCA DOMESTICA L.

CZESC 1. CHARAKTER OPORNOSCI NA DDT U DZIKIEGO SZCZEPU
MUCHY DOMOWEJ (M, DOMESTICA L.) ODLOWIONEGO Z OKOLIC
WARSZAWY

Z Zaktadu Toksykologii Sanitarnej Panstwowego Zaktadu Higieny w Warszawie
Kierownik: doc. dr hab. T. Syrowatka

Wykazano, Ze oporno$é me DDT u dzikiego szczepu much (M.
domestica L.) odlowionych z okolic Warszawy jest wwarunkowana diwo-
ma czynnikami genetycznymi, zwigzanymi z chromosomem II i III,

Pojawienie sie coraz liczniejszych populacji owadéw opornych na sto-
sowane insektycydy, spowodowalo wzrost zainteresowania genetyka
opornosci. W roku 1951 Harrison [1] po raz pierwszy odkryt dziedziczenie
czynnika opornosci na porazenie ,knock down” ped wplywem DDT
u wloskiego szczepu muchy domowej M. domestica L. Od tego czasu
datuje sie gwaltowny wzrost prac nad dziedziczeniem opornosci. Zebra-
no znaczny zas6b wiadomosci z genetyki formalnej owadéw, szezegolnie
za$ muchy domowej [2, 3, 4], u ktérej zanotowano ponad 100 mutacji lub
aberacji. U polowy tych mutantéw oznaczano juz sprzezenie tych muta-
¢ji z chromosomem (linkage group), a dla jednej trzeciej miejsce genu na
chromosomie. Otrzymanie résnych szczepoéw znaczonych much domo-
wych (markeréw), spowodowalo dalszy rozwéj badan nad genetyka opor-
nosci.

Prace oparte na markerach branych do krzyzowek z badanym szcze-
pem opornym wyjasniajg problem liczby czynnikéw decydujgcych o dzie-
dziczeniu oporno$ci na niektére insektycydy.

Geny oporncéci na rozne insektyeydy rozmieszezone s na rdéznych
somatycznych chromosomach.

U muchy domowej posiadajacej 6 par chromosoméw wykryto jak po-
daje Brown [5] trzy czynniki kierujace opornoscig na DDT.

Najwazniejszy gen opornosci na DDT i gen specyficzny odpowiedzial-
ny za smiertelno$¢ znajduje sie na chromosomie 1I-gim w poblizu marke-
ra car (czerwone oczy). Jest to gen, ktéry warunkuje wytworzenie detok-
sykacyjnego enzymu DDT — dehydrochlorynazy.

Drugi gen opornosci decydujgey o wrazliwosci nerwowej pod wplywem
DDT. umieszczony jest na chromosomie III-cim. Na tym samym chromo-
somie polozony jest gen brazowej barwy ciala. Trzeci gen opornosciowy
na DDT wykryto u dunskiego szezepu much na chromosomie V-tym,
i uznano za kierujgcy pewnym typem detoksykaciji.
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Celem pracy bylo wykazanie jakie czynniki genetyczne warunkuja
opornos¢ na DDT u dzikiego szczepu much odlowionych z okolic War-
SZawy.

MATERIALY
Owady testowe
1. Szczep oporny na DDT, oznaczony symbolem RW. Przywieziony z terenu do
lahoratorium wykazal 12-krotna oporno§¢ na DDT w poréwnaniu do wrazliwego
szczepu hodowlanego. Szczep ten poddany zostal dalszej selekeji (przez 24 poko-
lenia) na DDT w celu zwiekszenia opornosci.
W chwili brania do do$wiadczen LDj wynosilo 220 ug/owada.

2. Szezep wrazliwy znaczony trzema wizualnie réznymi cechami: acv — brak
zylki anterior na skrzydle markera — chromosom I; car — czerwone oczy — chro-
mosom 1I; bwb — brazowe daialo — chromosom III. (Wedlug starej nomenklatury

bwb II; car V; acv VI). Szczep otrzymany z Holandii (Laboratory for Research on
Insecticides). )

Insektycydy

DDT — przekrystalizowany z produktu technicznego izomer p,p’ — DDT o temp.
topnienia 109 — 111°C.

METODYKA
1. Selekcja szczepu dzikiego RW

Selekcje much prowadzono metodg Sawickiego i Farnhama [6]. W kolejnych
pokoleniach pcdwyzszajac dawke insektycydu tak, aby po selekcji $miertelnosé
much wynosila powyzej 60%. Dwudzieste czwarte pokolenie selekcjonowano 1%
roztworem acetonowo-wodnym (7:3) DDT.

2. Oznaczanie wrazliwo$§ci much na DDT

Oznaczanje wrazliwosei much na DDT wykonano metodg mikrodawkowania
kontaktowego nanoszac p,p’ DDT rozpuszczone w 1 ul acetonu na grzbietows strone
tutowia 1—2 dniowych much. Stosowano dawki w zakresie od 0,15 do 320 ug/muche.
Smiertelno§é much sprawdzano po 24 godzinach. Owady silnie porazone liczono
jako martwe.

Badania wraziiwodci i opornoSci szczepéw much potomstwa w celu ofrzymania
lini regresji dawka — S$miertelno$é prowadzono zwykle na 60 samicach i samcach
dla kazdej dawki. Stosowano dawki: dla szczepu wrazliwego acv; car; bwb w
zakresie od 0,009 do 0,15 pg/muche, a dla szczepu opornege na DDT (RW) od 20
do 320 pg/muche.

3. Krzyzowanie szczepdbdw

W celu uzyskania odpowiedzi, czy «czynnik genetyczny jest dominujacy czy
recesywny, badano na oporno$¢ na DDT mieszance F,. Do krzyZowania masowego
brano zwykle po 100 dziewiczych samic i samecédw zebranych w ciggu 10 godzin
po wylocie.

Do dalszych badan brano olrzymane w wyniku Kkrzyzowania potomstwo F,
lgcznie z krzyzowek a + b, potomstwo z krzyziowki wstecznej (BC) oraz pokolenie
drugie (F,) z tzw. krzyzéwki wsobnej tab. I.
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Tabela I
o Krzyzowanie owadéw wedlug schematu
Krzyzéwka ' Liczba lacznych owadéw
I ﬂ a)P 25 acv, car, bwbx 253 RW o F,
! b)d 25 acv, car, bwbx2592 RW : ’
1 0 S 25¢ acv, car, bwbx 25 F, 0 (RW ¢ Xxacv, car, bwb )
j krzyzéwka wsteczna BC
III : 252 F1X256‘ F1~)F2

krzyzé6wka wsobna

Uzycie do krzyzowki wstecznej samecéw F, powodowane bylo tym, Ze u. samcoéw
muchy démowerj nie wystepuje zjawisko tzw. ,crossing-over” [7]. W takim syste-
mie krzyZowania kazdy chromosom zachowuje sie jako pojedynczy czynnik.

Prowadzono krzyzb6wke wsteczng z markerami wu-aZhwyml zakladajac, ze jeden
z czynnik6éw opornodci ma charakter dominujacy. ’

W badaniach wrazliwoSci na DDT pokolenie F;, F, i  BC ‘trak!towano dawkam1
w zakresie od 0,15 do 160 pg/muche.

Smiertelno§¢ much kontrolowano po 24 godzinach, po ‘czym otrzymane procenty
$miertelnoSci nanoszono - na papier logarytmmzno-probhtowy, wykreélajac linje
regresji dawka — Smiertelnos$é,

Dawki korygowano w stosunku do ciezaru ciala much wedlug wzocru

cigzar teoretyczny ciala owada *

= wskazmk :
ciezar teoretyczny caala owada ) . ‘o

Wskazmk stanowi mnoznik dla stosowanych dawek, : o
Otrzymane wyniki przedstawiono graficznie (ryc. 1).

100 BWB
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Ryc. 1. Peziom oporno$ci na DDT u dzkiego szczéepu odlowionego z okolic War-
szawy RW, szczepu wrazliwego markera i ich potomstwa,

Genetyczng analize opornosci prowadzono na jednodniowych muchach obu
pici. Traktowano jedna dawksg cale potomstwo otrzymane z krzyzowki wstecznej
(BC) — 10 ug DDT/muche, natomiast pochodzgce z krzyzowania hybryd F,, poko-
lenie F, — dawka 20 u DDT/muche. Doswiadczenie powtarzano dwukrotnie. Kaz-
dorazowo na pokoleniach much otrzymanych z 2—3 kladek jaj.

*). — samica 20 mg, samiec 15 mg.
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W 24 godziny po traktowaniu DDT potomstwa z krzyzéwki wstecznej oraz po-
kolenia F, obliczano owady martwe oraz przezywajace i osobno segregowano wg
odpowiednich fenotypéw. Proceniy przezywajacych much kazdego fenotypu prze-
ksztalcano w jednostki arc-sin wedluig metody statystycznej analizy wynikéw
Tsukamote [8]. Jednostki te odezytano z tablic Elland [9]. Na podstawie uzyskanych
danych wykonano kalkulacje chromosomowego efektu opornoSci oOraz przeprowa-
dzono analize wariancyjng efektéw otrzymanych dla poszczegbdlnych chromoso-
moéw [10].

OMOWIENIE WYNIKOW

A. Selekcja szczepu RW

Prowadzona selekcja dzikiego szczepu opornego na DDT powodowata
dalszy stopniowy wzrost opornosci. I tak w pokoleniu F; otrzymano opor-
nos¢ 12-krotng, w Fy, juz 200, a w Fy, 1300 krotnie wyzsza niz szczepu
hodowlanego wrazliwego na ten insektycyd.

B. Badania wrazliwos$ci na DDT

Na ryc. 1 przedstawiono graficznie otrzymane wyniki badania wrazli-
wosci na DDT szezepéw macierzystych opornego RW i wrazliwego mar-
kera acv (I), car (II), bwb (III) oraz potomstwa Fy, F, i z krzyzéwki
wstecznej BC.

Jak wida¢, pokolenie hybryd F, wykazalo znaczng opornoéé na DDT,
gdyz 70% osobnikéw przezylo dawki w granicach od 0,15 do 160 ug/mu-
che. Mozna z tych danych wnioskowaé, ze oporno$é na DDT u szczepu
RW ma charakter dominujgcy nad wrazliwoscia.

Przebieg linii regresji dla pokolenia F2 oraz BC potwierdzajg to zalo-
zenie gdyz s one prawie réwnolegle do osi odcietych. W pokoleniu F2

Tabela III

Analiza. warianeyjna chromosomalnych efektéw opornosci na DDT w krzyzéwee wstecz-
nej BCQ bwb, car, acv x3F, (3RWx Qbwb, car, acv)

Rodzas T .
? z; J, ;va‘v,rlla,nc']l Efekt Suma kwa- Stopien = Wariancja Kryterium

bwb car acv opornosei dratéw swobody S: zgodnoéei T

Ogélna &T 2975,83 15 — —
wg fenotypéw SSp 2943,24 7 420,32 99,60x)
3 28,06 196,84 1 196,84 46,64%)
2 101,42 2571,51 1 2571,51 609,36%)
3+2 22,62 127,92 1 127,92 30,31%)
1 11,42 32,61 1 32,61 7,73
3+1 2,06 1,06 1 1,06 0,25
241 5,98 8,94 1 8,94 2,12
3+2+1 3,38 2,86 1 2,86 0,68
wg powtérzerr SSD 4,04 1 4,04 0,96
Resztowa (blad) =E 29,55 7 4,22

%) znamienne przy poziomie prawdopodobienstwa 0,01
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wystgpilo okolo 50%, a w pokoleniu BC okolo 20% osobnikéw opornych,
biorgc pod uwage, ze oporny szczep dziki RW zawierat tylko okolo 85%
osobnikéw opornych.

W tabeli II podano genetyczng analize dominujgcego czynnika opor-
no$ciowego na DDT dla potomstwa z krzyzéwki wstecznej BC podda-
nego dzialaniu pojedynczej dawki 10 pg/muche.

Przedstawiono tutaj liczby przezywajgcych much dla kazdego fenotypu
oraz procenty przeksztalcone w jednostki arc-sin. Jak widaé, zaledwie
pojedyncze osobniki fenotypu z czerwonymi oczami przezywajg stoso-
wang dawke, co sugeruje istnienie co najmniej jednego czynnika domi-
nujacego i zgadza sie z wynikami otrzymanymi na podstawie linii
regresji.

Wyniki analizy wariancyjnej wplywu poszczegolnych chromosomow
na oporno$é na DDT u szczepu dzikiego RW przedstawiono w tabeli IIL
Jak wynika z obliczeh kryterium zgodnosci T, dwa czynniki sg przy po-
ziomie prawdopodobienstwa 0,01 statystveznie wysoce znamienne —
czynnik na chromosomie II, jak i czynnik na chromosomie III

Przeprowadzona na podstawie wynikow genetycznych analiza staty-
styczna pokolenia much F? traktowanych dawka 20 wg/muche (Tab. IV)
potwierdzita rowniez, ze oporno$¢é na DDT u szczepu much dzikich RW
wywolana jest dwoma czynnikami, z ktorych jeden glowny czynnik
dominujgcy znajdujgey sie na chromosomie II w poblizu markera car
wywoluje wytwarzanie dehydrochlorynazy. Drugi czynnik umiejscowiony
na chromosomie III (marker bwb) warunkujacy porazenie ,knock down”
zwigzany jest z niskg wrazliwo$cig nerwowg na DDT [5].

WNIOSEK

Przeprowadzona na podstawie wynikéw genetycznych analiza staty-
styczna pokolenia z krzyzoéwki wstecznej potomstwa (Fy) z formg rodzi-
cielskg (BC) oraz F, much dzikich opornych na DDT (odlowionych z oko-
lic Warszawy), wykazala, ze opornoscig tg kieruja dwa czynniki — glow-
ny zwigzany z chromosomem II i drugi czynnik zwigzany z chromoso-
mem JIIIL

B.Crrluuubcka, A. KxxeMuubcKa
TEHETUYECKUE ACIIEKTHl OIIOPHOCTV HA MHCEKTULIUIH

Yacws. 1. Xapaxtep onopmocrit nHa JAT y mukoro mramma KOMHATHOM MyXH
(M. domestica L.) OTJIOBIEHHOrO B OKpecTHOCTAX Bapuiasbt

Peswwme

Benuch muccaenoBaHmMsa II0 METOAY CKpPeIMBAHMA JMKOTO LITAMMAa ONOPHOTO HAa
AT ¢ 4yBCTBUTEIBHBIM MapKEPOM I1eJbI0 LIPeABABIEHMA XapaxkTepa M KOJM4ecTBa
(haKTODPOB OIOPHOCTH Ha YTOT MHCEKTUUMZ y OTJIOBJIEHHOTOC mITaMma. JMKMi ITaMM
noxaseprau B JabopaTopmu panbuerimiesr cenexnuu Ha JJT. Ob6o3naueHue HyBCTEU-
rensuocT Myx (M. domestica L.) ma IOIOT MCIOJHEHO IO METOXY HKORTAKTOEOTO
murponosuposauusi (topical application) npuMenss A03bII ANA 1LTaMMa YyBCTBH-
TeNLHOTO Mapképa B mpegenax ot 0,009 mo 0,15; ana omopuoro ot 20 xo 320 u ans
noronenuss F, (rubpupwi), Fp a Takyke IIOTOMCTBA M3 CKPEIUMBaHMUA perpecuu (BacK
cross)or 0,15 zo 160 ur JAT/nacexomoe.

JI0 reseTHMYECKOro aHajJu3a OIIOPHOCTM IOTOMCTRA M3 CKDPeLIVWBAaHMUA perpecuu
(BC) mopaBanyu oxnHy gmo3y 10 ur a noxonenuio F, 20 ur/myxa. Ileapro onpeneneHust



Tl & D. 2y CLyllSha, A. ATZemlnsKka Nr 4

NEPERUBAIOMIUX (DEHOTUIIOE HEOOXOIMMBIM K MCHOJCHEHMIO I'CHETUUHOrO cTaTUCTH-
YECKOI'0 aHaJaM3a.

Y RocTOBEpEHO, YTO ONODHOCTL HA AAT y miTaMma »MEMX MYX OTJOBICHHBIX
B OKDECTHOCTAX Bapliapel, BeI3BaHA Oblma ABYMSA (hbaKTOpaMyu: JOMMHMDOBAHHBIM
YCHOBHBIM TEHOM O00yCHOBIMBAIOIIMM MDOMIBOLMBILIMX ZETOKCUKALIMOHHOTO 3H3MMAa
AT nernapoxiopuHa3s, NOMEINEHHOM Ha xpomocome II, a Takike Ie€HOM BIUAIOIMM
Ha YyMEHBIIEHWE HEPBHOM YyBCTBUTENBLHOCTH TIOMEL[EHHOM HA xposocome III.

B. Styczyhiska, A. Krzeminska

GENETIC ASPECTS OF RESISTANCE TO INSECTICIDES OF MUSCA
DOMESTICA L.

Part I. The character of resistance to DDT of a wild strain of house fly
(M. domestica L.) from the environs of Warsaw

Summary

The investigations were conducted by the method of crossing a wild strain
resistant to DDT with a sensitive marker %o determine the character and number
of factors of resistance to this insecticide in the wild strain. This strain was subjec-
ted to a further selection in the laboratory for DDT resistance.

Determinations of the sensitivity to DDT in the flies (M. domestica L.) were
carried out by the method of topical application and the doses used
were from 0.009 to 0.15 for the sensitive marker strain, from 20 to 320 for the
resistant strain, and the dose for the generation F; (mixed strain), F, and the
offsprings from a back cross — from 0.15 to 160 ug/insect.

For genetic analysis of resistance of the back cross generation (BC) the insects
received one dose of 10 ug and the F, generation was given a dose of 20 ngfinsect
for determination of surviving phenotypes necessary for genetic statistical analysis.

It was found that DDT resistance in the wild strain caught in the environs
of Warsaw was caused by two factors: a dominant gene determining present on
chromosome II, and a gene determining a decrease in the nervous system sensi-
tivity present on chromosome III,
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