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REZIME

Kod Myzus persicae (Sulzer) do sada su utvrdena tri tipa rezistentosti: povecana produk-
cija karboksilesteraza E4 i FE4, stvaranje modifikovane acetilholinesteraze i ,knock-down”
rezistentnost. Biohemijskim metodama moguce je izmeriti koli¢inu karboksilesteraza, kao
i aktivnosti modifikovane acetilholinesteraze i na osnovu dobijenih vrednosti, vasi svrstati
u neku od kategorija rezistentnosti. Koris¢ena su dva testa, test totalne esterazne aktivno-
sti i test za proveru aktivnosti modifikovane acetilholinesteraze (MACE). Testirane su Myzus
persicae persicae sa breskve i Myzus persicae nicotianae sa duvana. Test totalne esterazne ak-
tivnosti pokazao je da 65% testiranih jedinki pripada kategoriji umereno rezistentnih vasi-
ju, dok je 35% veoma rezistentno. Rezistentnost koja se zasniva na stvaranju modifikovane
acetilholinesteraze manje je zastupljena, jer je ¢ak 80% testiranih vasiju osetljivo na dejstvo
pirimikarba, koji je koris¢en u testu. Takode, oba testa su pokazala da su vasi sa duvana oset-
ljivije na dejstvo insekticida od vasiju sa breskve.

Kljuéne reci: Myzus persicae; rezistentnost; karboksilesteraze E4 i FE4; MACE

Myzus persicae persicae (Sulzer) &iji je primarni domadin
breskva i Myzus persicae nicotianae (Blackman) koja je

Zelena breskvina va$ Myzus persicae (Sulzer) je zbog
izrazene polifagnosti, velikog broja generacija godis-
nje, partenogeneze, postojanja beskrilnih i krilatih for-
mi znadajnih kao vektora biljnih virusa, izloZena ¢estoj
primeni insekticida u svim podruéjima sveta gde ova vas
predstavlja problem u poljoprivrednoj proizvodnji. Stalni
pritisak insekticidima doveo je do razvoja rezistentno-
sti prema brojnim jedinjenjima. U Evropi je poslednjih
godina utvrdeno postojanje dve podvrste M. persicae,

adaptirana na duvan (Eastop and Blackman, 2005), ali
su mehanizmi rezistentnosti kod obe podvrste isti.

Kod M. persicae su najée$ée prisutna dva nacina na-
stanka rezistentnosti: pove¢ana detoksikacija insektici-
dai promena osetljivosti mesta delovanja, zbog ¢ega re-
zistentnost moze biti razvijena prema velikom broju in-
sekticida sa razli¢itim mehanizmima delovanja.

Do povecane detoksikacije insekeicida dolazi usled
povecanja sinteze dva srodna enzima, karboksilesteraze
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nazvane E4 i FE4, kako se oznatavaju i geni koji kodi-
raju njihovu produkciju, tako da se u zavisnosti od ko-
li¢ine karboksilesteraza u vasima utvrdenim laborato-
rijskim analizama, jedinke M. persicae svrstavaju u Ce-
tiri kategorije: S- osetljive, R1 — umereno rezistentne,
R2 - veoma rezistentne i R3 — ekstremno rezistentne
(Field i sar., 1989).

Dugo je jedini poznat mehanizam rezistentnosti
kod M. persicae bio poveéana produkcija karboksile-
steraza koje imaju sposobnost detoksikacije insektici-
da. Karboksilesteraze E4 i FE4 zauzimaju vise od jed-
nog procenta od ukupnih proteina u telu vasi i vrse hi-
drolizu estara insekticida, odnosno njihovu inaktivaci-
ju pre nego $to dodu do ciljnog mesta u nervnom siste-
mu. Poveéana aktivnost karboksilesteraza je posledica
amplifikacije njihovih strukturalnih gena (Devonshire
i Sawicki 1979., cit. Devonshire i sar., 1998). Time je
omogucena izraZenija rezistentnost prema organofos—
fatima i piretroidima i nesto niza prema karbamatima
(Foster i sar., 2000).

Promena osetljivosti mesta delovanja se odnosi na
druga dva tipa rezistentnosti, kao posledica tackastih
mutacija gena koje prouzrokuju aminokiselinske sup-
stitucije pri sintezi proteina. Prvi je modifikovana ace-
tilholinesteraza (MACE) do koje dolazi supstitucijom
serina fenilalaninom u blizini katalitickog dela enzima
(Moores i sar., 1994a), a drugi ,knock-down” rezisten-
tnost (kdr) do koje dolazi usled zamene leucina fenilala-
ninom $to kao posledicu ima mutacije u Na-kanalimau
nervnoj sinapsi (Martinez-Torres i sar., 1999).

Acetilholinesteraza pripada grupi serin hidrolaza enzi-
ma, i odgovorna je za hidrolizu neurotransmitera, acetil-
holina (ACh) u nervnim sinapsama. Organofosfati i kar-
bamati deluju tako $to inhibiraju acetilholinesterazu, $to
uzrokuje repetitivna praznjenja na postsinaptickim ner-
vima i dovodi do neosetljivosti nervnog sistema i mogu-
¢eguginuéa organizma (Javed i sar., 2003). Kod M. persi-
caeje rezistentnost, zasnovana na modifikovanoj, neoset-
ljivoj acetilholinesterazi (AChE), kao ciljnom mestu delo-
vanja insekticida organofosfata i karbamata, prvi put de-
tektovana 1990. godine (Moores i sar., 1994a, 1994b).

Cinjenica da je neosetljiva acetilholinesteraza pro-
nadena samo u zajednici sa esteraznim mehanizmom
sugeriSe da se ona razvila nakon amplifikacije estera-
za, a da se isti AChE gen nalazi pored oba tipa estera-
za. Modifikovana AChE omoguéava izrazenu rezisten-
tnost prema karbamatu pirimikarbu i triazolu triaza-
matu (Dewar i sar., 1994).

Poslednje otkrivena rezistentnost lisnih vasiju pre-
ma insekticidima je ,knock-down® rezistentnost koja
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omogucava nastanak promenjene osetljivosti inseka-
ta prema piretroidima i DD T-ju. Ovaj vid rezistentno-
sti je tako nazvan jer odrazava trenutni paralizirajuéi
efekat piretroida i DDT+a u telu insekata. Odnosi se
na promenu u strukturi proteinskog omotaca natriju-
movih kanala u nervnoj membrani. Kada su u pitanju
piretroidi, rezistentnost koja se zasniva na poveéanoj
produkciji esteraza je od sekundarnogznacaja u odno-
su na kdr. Analizom klonova M. persicae koji su godi-
nama gajeni u laboratoriji dokazano je da ovaj tip rezi-
stentnosti postoji odavno, ali je blize objasnjen tek kada
su molekularne metode postale dostupnije (Martinez-
Torres i sar., 1999).

Cilj istrazivanja bio je da se utvrdi nivo rezistentno-
sti M. persicae prema najcesce koris¢enim grupama in-
sekticida i tako dobiju prvi podaci o stanju rezistentno-
sti ove vrste vasi u Srbiji i Crnoj Gori.

MATERIJAL | METODE

IstraZivanja su obavljena tokom 2005. godine. Uzorci
su uzeti sa viSe lokaliteta na teritoriji Srbije i Crne Gore,
sa breskve i duvana. Uzorkovanjem su obuhvadeni zasa-
di breskve, pojedina¢na stabala iz okuénica i pored pu-
teva, kao i polja sa duvanom. Li$¢e napadnuto lisnim
va$ima donoseno je u laboratoriju gde su vasi determi-
nisane. Po jedna zenka iz svakog uzorka ostavljana je u
fitotron radi gajenja u kontrolisanim uslovima, a veéi
broj Zenki ostavljan je u zamrzivac.

Testovi su vr$eni u Laboratoriji za entomologiju i po-
ljoprivrednu zoologiju, Departman za biljnu proizvod-
nju Univerziteta u Solunu, Volos, Gréka.

Testom totalne esterazne aktivnosti testirane su vasi
iz 20 uzoraka, a radi verodostojnosti podataka iz svakog
uzorka su testirane po tri (ili dve) jedinke.

Test aktivnosti modifikovane acetilholinesteraze
(MACE) je uklju¢io vai iz 25 uzoraka, a iz svakog te-
stiranog uzorka testirane su po cetiri jedinke. Za svaku
va§ pojedina¢no dobijen je rezultat, ali radi bolje slike
stanja kao validan rezultat uzimana je srednja vrednost
svih testiranih vasiju iz jednog uzorka.

Testovima je utvrdivana aktivnost karboksilestera-
za E4 i FE4, kao i aktivnost acetilholinesteraze u te-
lu vasiju.

Test totalne esterazne aktivnosti

Pomocu ovog testa utvrduje se nivo esteraza E4i FE4
u telu insekata i na osnovu njihove koli¢ine vasi se svr-
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stavaju u jednu od &etiri kategorije (Devonshire i sar.,
1992). Ovaj test najbolje je izvesti sa zivim vadima, ali
moguce ga je izvesti i sa zamrznutim vasima.

Za izvodenje ovog testa neophodni su sledeéi
rastvori:

1. Koji se mogu ¢uvati:

a. Pufer (0.02 M, pH 7.0 0.1% triton): 3.58 g
Na,HPOj (reagens 1), 1.36 g KH,POy (reagens 2),
1.05 ml (=1050 pl) triton X- 100 (reagens 3) rastvore-
niu 1000 ml H,O;

b. Rastvor 1- naftil-acetat (30 mM): 558.6 mg 1-naf-
til-acetata (reagens 4) rastvoren u 100 ml acetona;

c. Rastvor dodecilsulfat natrijumova so (5%): 50 g
C,H,5sNaO,S (reagens 5) u 1000 ml H,O;

2. Koji se prave neposredno pred kori$¢enje:

d. l-naftil-acetat (0.3 mM=300 uM): 0.2 ml (=200
ul) iz rastvora b u 20 ml rastvora a;

e. Rastvor DBLS: 75 mg Fast Blue B Salt (reagens
6) u 7.5 ml H,O. Kada se rastvor izbistri dodati 17.5

ml rastvora c. Ovaj rastvor se moze ¢uvati u mraku je-

dan sat.
Tehnika izvodenja testa

1. U elisa-posudu (posuda A) multipipetom stavimo
po 50 pl pufera (rastvor a). Izostavimo samo komorice
iz prve kolone jer one sluze kao kontrola.

2. Po jednu beskrilnu Zenku stavimo u svaku komo-
ricu, osim u prvu kolonu. Kako elisa-posuda ima 96 ko-
morica (12 x 8), maksimalan broj jedinki koje se mogu
testirati je 88.

3. Vasi se homogenizuju pomo¢u multihomogeniza-
tora (Burkard Scientific, Uxbridge, UK).

4. Nakon homogenizacije dodamo po 50 pl pufera
(izostavljamo prvu kolonu).

5. Ostavimo da stoji 15 minuta na sobnoj tempe-
raturi.

6.Zato vreme u drugu elisa-posudu (posuda B) mul-
tipipetom u svaku kolonu dodajemo po 25 pl rastvora
a, osim u prvu u koju dodajemo 50 pl.

7. Posle 15 minuta multipipetom iz posude A preba-
cimo po 25 ul te¢nosti u odgovarajuée kolone posude
B. Nakon svakog pipetiranja isperemo pipetu destilo-
vanom vodom.

8. Napravimo rastvor d. U svaku kolonu, uklju¢ujuéi
i prvu, dodamo po 150 pul ovog rastvora. Isperemo mul-
tipipetu u destilovanoj vodi.

9. Napravimo rastvor e, i nakon 5 minuta od koraka
8. u svaku komoricu dodamo po 25 pl.

10. Elisa-posudu drzimo u mraku 20 minuta.

11. Posudu stavimo u elisa-¢ita¢ (tip Anthos 2010)
koriste¢i filter 620 nm.

12. Dobijene vrednosti absorpcije klasifikujemo pre-
ma skalama koje su dali Devonshire i sar. (1992) i Foster
isar. (2002).

Provera aktivnosti modifikovane
acetilholinesteraze (MACE)

Ovaj biohemijski metod se koristi za utvrdivanje ak-
tivnosti acetilholinesteraze kod vasiju bez prisustva in-
sekticida i u prisustvu insekticida. Za ovaj test neop-
hodne su %ive vasi. Cita¢ na svakih 10 sekundi meri
aktivnost enzima i Ppo zavr$enom procesu u trajanju od
10 minuta, dobijaju se broj¢ane vrednosti i grafikoni za
svaku testiranu vas. Porededi te vrednosti sa vrednosti-
ma iz skale utvrduje se pripadnost odredenim katego-
rijama rezistentnosti (Moores i sar., 1994a).

Protokol za proveru osjetljivosti
acetilholinesteraze:

Neophodni rastvori:

a.PBS/Tween Pufer pH 7.5: 8 gNaCl, 0.2 gKH,PO,
2.9 g Na,HPO,12H,0, 0.2 gKCl.

Dopuniti do 900 ml destilovanom vodom. Koli¢inu
od 0.55 g Tween 20 (Sigma P1379) razmutiti u 10 ml
destilovane vode. Pomesati i dopuniti do 1000 ml de-
stilovanom vodom.

b. 0.1% Triton Pufer: 3.58 gNa,HPO412H,0, 1.36
g KH,PO, 1 g triton X-100 (Bochringer 789704).
Dopuniti do 1000 ml destilovanom vodom da bi se
dobio 0.1M pH 7.0 pufer.

c. ATChI (MW:289): 24 mg acetilholinjodida po-
mesati sa 50 ml 0.1% triton pufera (1.66 mM).

d. DNTB (MW:396): 15 mg ditiobis nitrobenzo-
ic kiseline pomesati sa 25 ml 0.1% triton pufera (1.52

mM). Nakon toga razblaZiti ga uzimajuéi 2,5 ml i do-
puniti do 50 ml 0.1% triton puferom (76 pM).

e. ATChI + Pirimicarb (MW 238): 2.38 mg pirimi-
karba pomesati sa 25 ml ATChI.

Tebhnika izvodenja testa

1. Cita¢ (El x 808, BIOTEK ¢ita&)

Podesiti Molecular Devices microplate reader za
Kinetic, 405 nm, trajanje 10 min u intervalima od po
10 sekundi, redukcija 0.150.

2. Homogenizacija vasi
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U svaku komoricu stavi se po jedna vas i homogenizu-
je multihomogenizatorom u 50 pl PBS/Tween. U svaku
komoricu dodati po 200 1 0.1% triton-pufera i nasta-
viti homogenizaciju pomeraju¢i homogenizator u jed-
nom smeru. [z svakog uzorka testiraju se po Cetiri va-
$i, radi boljeg poredenja. Maksimalan broj uzoraka pri
jednom ciklusu je 8.

3. Pipetiranje dobijenog rastvora

Iz svake kolone pipetirati multipipetom dva puta po
80 pl dobijenog rastvora u odvojene kolone u drugu po-
sudu (iz kolone 1 u kolone 5 i 9, iz kolone 2 u kolone 6
i 10, iz kolone 3 u kolone 7 i 11, iz kolone 4 u kolone 8
i 12). Nakon svakog pipetiranja isprati multipipetu de-
stilovanom vodom.

4. DNTB/ATChI/pirimikarb

Pipetirati po 100 ul DN'TB u svaku kolonu. Pipetirati
po 100 ul ATChI u jednu od dve kolone sa istim sadrza-
jem (pogledati korak 8). Pipetirati po 100 ul ATChI/
PIR u drugu od dve kolone sa istim sadrzajem (korak
8). Odmah posudu staviti u ve¢ pripremljen ¢itaé (ko-
rak 6).

Dobijene vrednosti sa pesticidom i bez pesticida po-
redimo (vrednost sa pesticidom/vrednost bez pesticida
x 100 = %) i na osnovu dobijenih procentualnih vred-
nosti i uz pomo¢ skale koju su dali Moores i sar. (1994a)
svrstavamo ih u odredene kategorije.

REZULTATI
Totalna esterazna aktivnost

Rezultati prikazani u tabeli 1 pokazuju da su sve te-
stirane vasi dostigle odredeni nivo rezistentnosti, ali da
nijedna testirana va$ ne pripada kategoriji R3, tj. nije
ekstremno rezistentna. U kategoriju R1 svrstano je 13
uzoraka, a u kategoriju R2 sedam uzoraka.

Primetan je niZi stepen rezistentnosti kod uzoraka
va$iju sa duvana u odnosu na uzorke sa breskve. Samo
su dva uzorka sa duvana (Male Pijace 6 i Mali Pesak)
svrstana u grupu R2. Samo dva uzorka vasiju sa breskve
(Galenika i Brestovik 2) su bila u grupi R1. Oba su uze-
ta sa pojedina¢nih stabala, na kojima nisu primenjiva-
ni insekticidi.

Procentualno uéesée pojedinih kategorija rezisten-
tnosti je prikazano u tabeli 2, iz koje se vidi da je 65% va-
§i umereno rezistentno, tj. pripada kategoriji R1,235%
veoma rezistentno, tj. pripada kategoriji R2.

Aktivhost modifikovane acetilholinesteraze
(MACE)

Rezultati prikazani u tabeli 3 pokazuju da je kod tri
od svih testiranih uzoraka vasiju (Vin¢a 1, Vin¢a 2, Bela

Tabela 1. Rezultati testa totalne esterazne aktivnosti iz jedinki M. persicae

Table 1. Total esterase activity test on M. persicae

Lokalitet — Locality

Biljka domaéin - Host plant

Kategorije — Category

Senta3 duvan/tobacco
SentaS duvan/tobacco
Kanjiza2 duvan/tobacco
Kanjiza — Mali Pesak duvan/tobacco
Kanjiza — M. Pijace duvan/tobacco
Kanjiza — M. Pijace 2 duvan/tobacco
Kanjiza — M. Pijace 4 duvan/tobacco
Kanjiza - M. Pijace 5 duvan/tobacco
Kanjiza — M. Pijace 6 duvan/tobacco
Beska duvan/tobacco
Futog duvan/tobacco
Sid - Vasica duvan/tobacco
Beograd — Galenika breskva/peach
Topola breskva/peach
Beograd - Brestovik 2 breskva/peach
Beograd - Vin¢a 1 breskva/peach
Beograd - Vinca 2 breskva/peach
Smederevo breskva/peach
Bela Crkva breskva/peach
Podgorica — Sukurué duvan/tobacco

RI1R2 R1
RIRIR1 R1
RIRIR1 R1
R2R1R2 R2
R1R2R1 R1
RIRIR1 R1
RIRIR2 R1
RI1R2R1 R1

R2R2 R2
R1R2R1 R1
RIRIR1 R1
RIRIR1 R1
RIRIR1 R1
R2R1R2 R2
RIRIR1 R1
R2R2R2 R2
R2R2R2 R2
R2R2R2 R2
R1R2R2 R2
R1RI1R1 R1
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Tabela 2. Procentualno u¢e$ée pojedinih kategorija
rezistentnosti dobijenih na osnovu testa totalne esterazne
aktivnosti

Table 2. Percentage of resistance categories based on the
total esterase activity test

Kategorije — Categories %
S — osetljive/susceptible 0
R1 - umereno rezistentne/moderately resistant 65
R2 - veoma rezistentne/highly resistant 35
R3 — ckstremno rezistentne/extremely resistant 0

Crkva) utvrden RR nivo rezistentnosti i skoro 100% ak-
tivnost enzima u prisustvu insekticida. Sva tri uzorka su
iz zasada breskve. Dva uzorka pokazuju RS nivo rezi-
stentnosti, jedan iz zasada breskve (Smederevo), a dru-
gi sa duvana (Sukuru¢). Svi ostali uzorci su osetljivi, tj.
kod njih se ovaj tip rezistentosti nije razvio.
Procentualno ude$ée pojedinih kategorija rezisten-
tnosti prikazano je u tabeli 4 iz koje se vidi da je 80%
va$i osetljivo, pripada SS kategoriji, 8% umereno rezi-

Tabela 4. Procentualno uéesée pojedinih kategorija
rezistentnosti dobijenih na osnovu MACE testa

Table 4. Percentage of resistance categories based on the
MACE test

Kategorije — Categories %
SS — osetljive/susceptible 80
RS — umereno rezistentne/moderately resistant 8
RR - ekstremno rezistentne/extremely resistant 12

stentno, pripada RS kategoriji, a 12% ckstremno rezi-
stentno, pripada RR kategoriji.

Aktivnost MACE je mogude prikazati i pomocu &i-
taca (slika 1).

U kolonama 5, 6,718 su prikazani podaci o aktivnosti
AChE kod vasiju bez prisustva insekticida, a u kolonama
9,10, 111 12 su dati podaci o aktivnosti AChE kod istih
vasiju, ali uz prisustvo insekticida. Kod vasiju bez prisu-
stva insekticida enzimska aktivnost raste. Slucaj kada su
paralelne linije kod vasi bez prisustva insekticida i iste va-
$i, ali sa prisustvom insekticida ukazuje da je u pitanju re-

Tabela 3. Aktivnost modifikovane acetilholinesteraze (MACE) u jedinkama M. persicae
Table 3. Activity of modified acetylcholinesterase (MACE) in M. persicae

Lokal_itet Biljka domaéin 1 ) 3 3 4 4 %
Locality Host plant

Galenika breskva/peach 0.03533 0.018083 -0.11868 0.081589 SS  0.045001 4.5
Vinca 1 breskva/peach  0.971045 RR 0.974512 RR 1.121009 RR 1.166756 RR RR 0.986389  98.63
Male Pijace 5 duvan/tobacco  0.048092 0.13904 0.062283 -0.00631 SS 0.083138 8.31
Mali Pesak  duvan/tobacco ~ 0.08839 0.124572 0.065371 -0.0195 SS 0.092778 9.28
Senta 2 duvan/tobacco  0.099517 0.07035 0.050367 0.016304 SS  0.059135 591
Vinca 2 breskva/peach  0.932611 RR 0.935596 RR 0.859177 RS 0.885733 RR RR 091798  91.80
Kanjiza 1 duvan/tobacco  0.006272 0.025954 0.011293 0.012048 SS  0.013892 1.4
Ritopek breskva/peach  0.018665 -0.01193 0.050205 -0.10193 SS 0.017218 1.72
Senta 3 duvan/tobacco  0.017591 0.037084 0 -0.55785 SS 0.013669 1.36
Mali Pesak 6 duvan/tobacco 0 -0.05274 0 0 SS 0 0
Senta 4 duvan/tobacco  0.017451 0.004322 -0.02513 -0.03009 SS 0.005443 0
Male Pijace 4 duvan/tobacco 0 0.029045 0.016158 0.102912 SS 0.037029 3.7
Senta 5 duvan/tobacco  0.020235 0.084464 0.065508 -0.42151 SS 0.042552 4.2
Kanjiza 2 duvan/tobacco  0.066662 0.062352 0.155595 0.154989 SS 0.1099  10.99
Male Pijace 2 duvan/tobacco  -0.00917 0.033375 0.162315 0.063937 SS  0.064907 6.5
Brestovik2  breskva/peach  0.067322 0.136234 0.084692 0.153615 SS 0.110466  11.05
Smederevo breskva/peach  0.528141 RS 0.702107 RS 0.804415 RS 0.652557 RS RS 0.671805  67.18
BelaCrkva  breskva/peach  1.045963 RR 0.680705 RS 1.135324 RR 1.367895 RR RR 1 100
Vasica duvan/tobacco  0.077477 0.067887 0.057485 0.037481 SS 0.060083 6
Male Pijace  duvan/tobacco  0.069078 0.037948 0.051394 0.07017 SS 0.057148 5.71
Topola breskva/peach  0.990044 0 -0.01669 -0.02384 SS 0.243339  24.33
Male Pijace 5 duvan/tobacco 0 0.034131 -0.00805 -0.0412 SS 0.008533 0
Sukuru¢ duvan/tobacco  0.699786 RS 0.737979 RS 0.882943 RR 0.836186 RS RS 0.789223  78.92
Begka duvan/tobacco  0.050689 0.040948 0.063122 0.017843 SS  0.043151 4.31
Futog duvan/tobacco  0.043191 0.100423 0.072471 0.194869 S§S 0.102739  10.27
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Slika 1. Grafi¢ki prikaz rezultata MACE testa sa jedinkama M. persicae

Figure 1. MACE chart with M. persicae

zistentna vas jer insekticid nije stopirao aktivnost. Kada
grafikon pokazuje opadanje enzimske aktivnosti kod va-
$isainsekticidom, u zavisnosti od ugla opadanja, on uka-
zuje na manje rezistentnu ili osetljivu vas.

Odnos utvrdene rezistentnosti vasiju
sa breskve i sa duvana

Iako su utvrdene razlike u rezistentnosti izmedu vasi-
ju sa breskve i sa duvana male, moZe se re¢i da su vasi sa
duvana osetljivije na dejstvo insekticida (Tabela 5).

Kada je u pitanju rezistentnost zasnovana na poveca-
noj produkciji karboksilesteraza, samo dva uzorka va-
$iju sa duvana (Mali Pesak i Male Pijace 6) svrstana su
u kategoriju R2. Kada se ocenjuje esterazna aktivnost,
svi ostali uzorci sa duvana svrstani su u R1 kategori-
ju. Takode, samo dva uzorka sa breskve (Brestovik 2
i Galenika) su u kategoriji R1, dok su svi ostali u ka-
tegoriji R2. Test za merenje aktivnosti modifikovane
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acetilholinesteraze je potvrdio da tri uzorka vasiju sa
breskve (Vinda 1, Vinéa 2 i Bela Crkva) imaju RR, a
jedan (Smederevo) RS rezistentnost, dok samo jedan
uzorak sa duvana (Podgorica — Sukuru¢) ima RS rezi-
stentnost. Kod svih drugih uzoraka ovaj vid rezisten-
tnosti nije razvijen.

DISKUSUJA

Nijedna od ispitanih vasiju nije imala dovoljnu koli¢i-
nu karboksilesteraza da bi bila svrstana u kategoriju ek-
stremno rezistentnih insekata, ali nijedna nije bila oset-
ljiva. Njih 65% je u R1 kategoriji, dok je preostalih 35%
u kategoriji R2. To ukazuje na zna¢ajno drugadiju situ-
aciju kod nas u odnosu na stanje utvrdeno u nekim dru-
gim podruéjima u svetu (Spanija, Potrugalija, Italija,
Greka, Argentina), gde je najvedi broj testiranih vasiju
svrstavan u kategorije R2 i R3 (Wege, 1994).
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Tabela 5. Uporedni prikaz rezultata biohemijskih analiza vasiju sa breskve i duvana
Table 5. Results of biochemical analysis of aphids from peach and tobacco

Lokalitet — Locality Biljka domadin — Host plant  Esteraza — Esterase MACE
Senta 3 duvan/tobacco R1 SS
Senta 5 duvan/tobacco R1 SS
Kanjiza 2 duvan/tobacco R1 SS
Kanjiza — Mali Pesak duvan/tobacco R2 SS
Kanjiza — M. Pijace duvan/tobacco R1 SS
Kanjiza — Male Pijace 2 duvan/tobacco R1 SS
Kanjiza - Male Pijace 4 duvan/tobacco R1 SS
Kanjiza — Male Pijace 5 duvan/tobacco R1 SS
Sid - Vasica duvan/tobacco R1 SS
Futog duvan/tobacco R1 SS
Beska duvan/tobacco R1 SS
Topola breskva/peach R2 SS
Beograd - Brestovik 2 breskva/peach R1 SS
Smederevo breskva/peach R2 RS
Beograd - Vin¢a 1 breskva/peach R2 RR
Beograd - Vinca2 breskva/peach R2 RR
Beograd — Galenika breskva/peach R1 SS
Bela Crkva breskva/peach R2 RR
Podgorica — Sukuru¢ duvan/tobacco R1 RS

MACE test je pokazao da je vedina vasiju osetljiva,
tj. da kod njih rezistentnost koja se zasniva na modi-
fikovanoj acetilholinesterazi nije razvijena. Tri ispita-
na uzorka pokazala su RR rezistentnost, §to predstav-
lja 12% od ukupnog broja uzoraka, i sva tri su sa bre-
skve. Dva su bila RS (8%), od kojih jedan sa breskve, a
drugi sa duvana. Preostalih 80% va$i su u SS kategori-
ji, jer se istraiivanjima gde je prac’ena rezistentnost du-
zi niz godina MACE pokazao kao najnestabilniji vid
rezistentnosti. To §to je u nasim istraZivanjima utvrde-
no tokom 2005. godine ne zna¢i da je svake sezone si-
tuacija takva. Na primer, u desetogodisnjim istraZiva-
njima Fostera i sar. (2002) pokazano je da je 1996. go-
dine 68% ispitivanih uzoraka imalo ovaj vid rezistento-
sti, ada je ve¢ u 1997. godini bilo samo 7% takvih vasi-
ju. Sta je uzrok tome ne zna se, ali istraZivanja pokazu-
ju daje on blisko vezan sa pove¢anom produkcijom kar-
boksilesteraza, i da se najéesée javlja kod R2 1 R3 vasiju
(Anstead i sar., 2004). Kako kod nas nije nadena nijed-
nava$ sa R3 nivoom rezistentnosti, mozda je i razumlji-
vo za$to ovaj vid rezistentosti nije rasprostranjen medu
populacijama. Kod veéine populacija sa breskve koje su
imale R2 rezistentost, biohemijskim putem je utvrdena
i MACE rezistentnost.

Vasi sa duvana osetljivije su na dejstvo insekticida od
va$iju sa breskve. Iako se radi o dve podvrste M. persicae
persicaei M. persicae nicotianae (Eastop and Blackman,
2005) to nije razlog razli¢ite osetljivosti prema insekti-
cidima. Intenzivnije mere zastite koje se sprovode u vo¢-
njacima mogudi su uzrok smanjene osetljivosti podvr-
ste Myzus persicae persicae. Tome u prilog ide i ¢injeni-
ca da su vadi sa pojedina¢nih stabala breskve na kojima
nisu primenjivane intenzivne mere zastite osetljivije na
dejstvo insekticida u odnosu na vasi iz velikih zasada.
U Grekoj, gdje se duZi niz godina prati stanje rezisten-
tnosti M. persicae, takode je uo¢ena razlika u osetljivo-
sti, tj. vasi sa duvana su osetljivije na dejstvo insektici-
da u odnosu na vasi sa breskve. Medutim, za razliku od
nasih rezultata koji su pokazali da testirane va$i pripa-
daju uglavnom kategoriji R1, ve¢ina vasiju iz Gréeke pri-
pada kategorijama R2 i R3 (Cox i sar., 2001).

Biohemijske metode utvrdivanja rezistentnosti po-
kazale su nam da je evidentna smanjena osetljivost obe
podvrste zelene breskvine vasi prema najéesée korisée-
nim grupama insekticida, tj. da je rezistentnost u odre-
denom stepenu razvijena, ali da ispitivane populacije
M. persicae u Srbiji jo§ uvek ne pripadaju kategoriji ek-
stremno rezistentnih vasiju.
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Determination of Resistance Levels
of Myzus persicae (Sulzer) by
Biochemical Methods

SUMMARY

Peach/potato aphid Myzus persicae (Sulzer) has developed three mechanisms of resi-
stance: overproduction of one or two closely related carboxylesterases (E4 and FE4), pro-
duction of modified acetylcholinesterase (MACE and knockdown resistance). Biochemical
diagnostic methods can be used to identify levels of carboxylesterase production and sen-
sitivity of modified acetylcholinesterase and, based on the values acquired we can classify
aphids into one of the resistance cathegories. We used two tests: the total esterase activi-
ty test and test for checking sensitivity of acetylcholinesterase (MACE). Myzus periscae persi-
cae from peach and Myzus persicae nicotianae from tobacco were tested. The total esterase
activity test showed that 65% of the aphids tested were moderately resistant and 35% were
highly resistant. Resistance based on the production of modified acetylcholinesterase is le-
ss represented because 80% of the aphids tested were susceptible to pirimicarb, which was
used in the experiment. Also, both tests showed that aphids from tobacco were more sus-
ceptible than aphids from peach.

Keywords: Myzus persicae; Resistance; Carboxylesterases E4 and FE4; MACE
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