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REZIME

Lisne vasi predstavljaju grupu insekata koja je do danas razvila rezistentnost na bro-
jna jedinjenja, o Cemu svedoce mnogi podaci iz raznih delova sveta. Kod nas, za sada, ne
postoje zvani¢ne potvrde o pojavi rezistentnih populacija lisnih vasiju, iako su primeceni
slabi efekti pojedinih insekticida u nekim proizvodnim podrudjima.

U spektru mehanizama rezistentnosti lisnih vasiju do sada su detektovana dva meha-
nizma; povecan kapacitet deaktivacije insekticida usled prekomerne produkcije esteraznih
enzima i promena osetljivosti mesta delovanja (promena u strukturi acetilholin esteraze i
natrijumovih kanala na nervnim membranama).

U ovom radu izlozena su dosadasnja saznanja o rezistentnosti lisnih vasiju na insekti-
cide. Prikazani su razli¢iti aspekti rezistentnosti lisnih vasiju u odnosu na mehanizam i gen-
etske osnove rezistentnosti, Zivotnu sposobnost rezistentnih populacija, kao i moguc¢nost

upravljanja rezistentnoscu.
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Lisne vasi, familija Aphididae, predstavljaju
grupu insekata koja je do danas razvila rezistentnost
na brojna jedinjenja koja su se godinama koristila u
zadtiti razli¢itih useva i zasada irom sveta.

Partenogenetska reprodukcija, veliki broj gen-
eracija godi$nje, obrazovanje brojnih kolonija, kako
pasivnih beskrilnih, tako i krilatih oblika, kao i nji-
hove migracije na velika rastojanja, predstavljaju
Cinioce koji uz intenzivan selekcioni pritisak insek-
ticida pogoduju brzom razvoju rezistentnosti.

Prvi podaci o rezistentnosti lisnih vasiju datiraju
iz 1928. godine kada je Boyce u laboratoriji uspeo

da izvri selekciju tolerantne rase Aphis gossypii na
cijanovodoni¢nu kiselinu (ciz. Baranyovits, 1969).
Rezistentnost u polju prvi put je konstantovana
znatno kasnije, 1954. godine u Kaliforniji, kada
je utvrdeno prisustvo rezistentnih populacija vasi
Chromaphis juglandicola na paration (Baranyovits,
1969). Nakon toga, pristizu podaci iz raznih delova
sveta kéji potvrduju pojavu rezistentnih populacija
razli¢itih vrsta lisnih vasiju (Baranyovits, 1969).
Tako je Georghiou (1963) dao prvu potvrdu rezis-
tentnosti Myzus persicae na podrucju SAD, a Wyatt
(1965) u Velikoj Britaniji.

Tako u svetskoj literaturi postoje brojni podaci o
populacijama lisnih vasiju rezistentnih na mnoga
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jedinjenja, kod nas, za sada, nema zvaniénih po-
dataka o ovoj pojavi. Na pojedinim lokalitetima u
Srbiji, primeceni su slabi efekti primene pojedinih
insckticida koji bi mogli biti nagovestaj postojanja
rezistentnih populacija lisnih vasiju i na nasim pro-
storima. Na primer, konstatovana je niska efikasnost
dimetoata u suzbijanju nekih populacija Myzus per-
sicae u duvanu i Aphis nasturtii na paprici (Marci¢
i sar., 1998; Marcié i sar., 2004) i niska efikasnost
ovog insekticida i pirimikarba u suzbijanju Aphis
pomi na jabuci (Tamag, 2004; Tamas i sar., 2005).

Razli¢ita osetljivost poljskih populacija lisnih
vadiju navela je istrazivace dath klasifikujuu Cetiri
kategorije: osetljive (S), umereno rezistentne (R1)
i veoma rezistentne (R2). Kasnije su Devonshire
i Sawicki (1979) dodali jo§ jednu kategoriju eks-
tremno rezistentnih vasiju (R3). Ova podela vazi
samo za jedan kriterijum rezistentnosti, mehanizam
povecanog kapaciteta deaktivacije insekticida, zbog
povecane produkcije nespecifiénih esteraza, koji je
do tada bio poznat.

U ovom radu razmatraju se mehanizmi rezis-
tentnosti lisnih vasiju, genetske osnove rezistent-
nosti, zivotna sposobnost rezistentnih populacija i
mogucénost upravljanja rezistentnoséu.

MEHANIZMI REZISTENTNOSTI
LISNIH VASIJU

Medu razli¢itim populacijama lisnih vasiju
prisutna su dva mehanizma rezistentnosti: povedan
kapacitet deaktivacije insekticida i promena osetlji-
vosti mesta delovanja. Oba ova mehanizma &esto su
prisutna zajedno, §to ima za posledicu rezistentnost
(multirezistentnost) na §irok spektar jedinjenja
razli¢itih mehanizama delovanja. Razlic¢iti meha-
nizmi rezistentnosti posledice su i razli¢itih gen-
etskih promena u genomu. Ubrzana deaktivacija
insekticida nastala je kao posledica povecanja broja
kopija, odnosno amplifikacije, gena nosilaca rezis-
tentnosti, dok je mutacija gena uzrok promene os-
etljivosti mesta delovanja.

Povecani kapacitet deaktivacije
insekticida
Prekomerna produkcija esteraznih enzima

Lisne vasi imaju komleksan Zivotni ciklus koji
se razlikuje u razlicitim klimatskim podrudjima
(Petrovi¢-Obradovi¢, 2003). Tako se, na primer,
zelena breskvina vas, Myzus persicae, javlja tokom
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leta na raznim zeljastim jednogodisnjim biljkama,
kao sckundarnim domacdinima, dok joj je breskva
primarni domacéin. Brojne partenogenetske gen-
eracije se intenzivno razvijaju tokom vegetacione
sezone, a polni ciklus nastupa neposredno pred
prezimljavanje, kada dolazi do produkcije muzjaka
i zenki i na kraju zimskih jaja, koja prezimljavaju.
U podrudjima gde nije prisutan primarni domadin
i gde su uslovi spoljne sredine pogodniji, vasi se
razmnozavaju samo partenogenetski. Ova dva vida
razmnozavanja (polno i bespolno) nose sa sobom i
razlicite genetske konstitucije potomstva. Parteno-
geneza daje klonove, odnosno jedinke identi¢nog
genetskog sklopa kao jedinka od koje su nastale,
tako da ova populacija (klonovi) nasleduje i sve
osobine roditelja. Polna reprodukcija, pak, sa sobom
nosi rekombinaciju hromozomskog materijala i
drugadiju genetsku konstituciju potomstva.

Godinama je bio poznat samo jedan mehanizam
rezistentnosti kod M. persicae, a to je prekomerna
produkcija esteraza koje uéestvuju u deaktivaciji in-
sekticida.

Needham i Sawicki (1971) su utvrdili pozi-
tivhu korelaciju izmedu nivoa rezistentnosti klono-
va M. persicae i ukupne aktivnosti njihovih esteraza.
Samo je jedna od prisutnih esteraza bila aktivnija
kod rezistentnih populacija i oznacena je kao E4.
Kasnije je dokazano da se kod rezistentnih klonova
javljaju dva tipa blisko povezanih esteraza E41 FE4.
U telu najrezistentnijih vasiju oko 60 puta je veéa
esterazna aktivnost nego u normalno osetljivim, a
koli¢ina ovih esteraza (E4 ili FE4) moze predstav-
Hati 1-29% ukupnih telesnih proteina (Hedley i sar.,
1998). Prisustvo E4 ili FE4 esteraza otvara sirok
spektar rezistentnosti M. persicae na organofosfate,
karbamate i piretroide.

Ispitivanja sadrZaja esteraza kod rasa Aphis gos-
sypii rezistentnih na dihlorvos, pokazala su posto-
janje Citave familije nespecifiénih esteraza u telu
rezistentnih individua. Te nespecificne esteraze se
javljaju kao narociti konformaciono razliditi izo-
enzimi i njihov kvalitativni i kvantitativni sastav
odreduje stepen rezistentnosti 4. gossypii (Owusu i
sar., 1996a). Utvrdeno je prisustvo tri tipa esteraza;
E1, E2 i E3, &ije razlicite kombinacije odreduju i
razlicite fenotipove osetljivih i rezistentnih popu-
lacija ove lisne vasi (Han i sar., 1998).

Kod vasi Schizaphis graminum postoji skoro
potpuna identi¢nost sastava izoenzima esteraza
kod osetljivog, kao i kod rezistentnog klona. Ovo
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je istrazivae navelo na zakljuéak da je kvalitativ-
ni sastav izoenzima kod ove vasi gotovo isti kod
oba klona, a da je uzrok rezistentnosti iskljucivo
prekomerna produkeija izoenzimatskih formi es-
teraza (Siegfried i Zera, 1994).

Kasnija istraZivanja rezistentnih rasa S. grami-
num ukazala su na prisustvo dve forme esteraza; Tip
I'i Tip II. Esteraza Tipa I seroloski je vrlo sli¢na
esterazi E4 kod M. persice, $to ukazuje i na moguce
strukturne sli¢nosti ove dve grupe izoenzima (Ono
i sar., 1999). Kod rezistentnih rasa S. graminum sa
esterazom Tipa I prisutna je prekomerna produk-
cija enzima, tako da se moze pretpostaviti da je
genetska osnova ovog mehanizma sli¢na kao i
kod M. persicae, odnosno amplifikacija esteraznog
gena (Siegfried i sar., 1997). Dokazano je, dalje,
prisustvo tri veoma pokretne esteraze sa povecanom
aktivnoséu u okviru Tipa II, i klonovi sa ovim tipom
esteraza imaju Cetiri puta vedi faktor rezistentnosti
na paration nego klonovi sa Tipom I esteraza (Rid-
er i sar., 1998a). Utvrdeno je, takode, da rezistentne
rase sa Tipom II esteraza imaju drugadiji meha-
nizam rezistentnosti koji se bazira na povedanoj
aktivnosti ovih esteraza, a ne na njihovoj prekomer-
noj produkciji. Ovo ukazuje na delimi¢nu struk-
turnu promenu koja je uslovila poveéanje njihove
kataliticke aktivnosti (Siegfried i sar., 1997). Ove
esteraze pripadaju grupi arilesteraza, ili sli¢nim,
koje kao i karboksiesteraze kod M. persice ne vrse
hidrolizu insekticida, ve¢ im onemoguéavaju prolaz
do mesta delovanja (Zhu i He, 2000a).

Iako se smatralo da hidroliza organofosfata i
karbamata, u éemu kataliticku ulogu imaju esteraze,
igra znacajnu ulogu u mechanizmu rezistentnosti
vasiju, postoje i opre¢ne teorije. Tako su Owusu i
saradnici (1996), koristeéi karboksilesteraze izdvo-
jene iz tela rezistentnih A. gossypii, pratili duzinu
trajanja inhibicije karboksilesteraza insekticidima
iz grupe organofosfata i karbamata i zakljucili da
nije doslo do reakcije hidrolize.

Najverovatnije se makromolekuli nespecifiénih
esteraza trajno vezuju sa molekulima insekticida,
inhibiraju¢i ih, ¢ime je zasti¢eno primarno mesto
delovanja, odnosno acetilholin esteraza (Owusu
i sar., 1996b). Po ovoj teoriji nespecifi¢ne esteraze
nemaju kataliti¢ku fiziolosku funkciju kod rezis-
tentnih rasa lisnih vasiju, ve¢ igraju ulogu alterna-
tivnog mesta delovanja. Otuda su i razli¢iti nivoi
rezistentnosti u dircktnoj zavisnosti od koli¢ine
priozvedene nespecifi¢ne esteraze.

Biljka domadcin takode moze imati uticaja na
stepen rezistentnosti lisnih vadiju. Alelo jedinjenja,
koja su prisutna u razli¢itim biljkama, mogu indu-~
kovati povecanu aktivnost detoksikacionih enzima
kod vasiju, ¢ime se povecava i stepen njihove rezis-
tentnosti na pojedine insekticide. Tako je u jednom
istraZzivanju rezistentnosti rasa A. gossypii utvrdeno
da je ova va$ bila znatno rezistentnija na fenval-
erat na pamuku kao domadinu, nego na krastavcu
(Wang i sar., 2002).

Amplifikacija esteraznih gena

Hromozomi lisnih vasiju su holocentri¢ni, $to
znadi da nemaju lokalizovane centromere, a cen-
tromerska aktivnost je prisutna duz celog hro-
mozoma. To je razlog $§to neravnomerno odvojeni
fragmenti hromozoma ¢esto opstaju kao stabilni
produkti, tako da u okviru rodova vasiju moze
postojati veliko variranje u broju hromozoma kod
pojedinih vrsta. Odstupanja od normalnog kario-
tipa su uobicajena kod M. persicae, a ukljucuju i
heterozigotnu formu jedne autozomalne trans-
lokacije (Blackman, 1987). Radi se o translokaciji
izmedu autozoma 11 3. Mnoga bioloska i geneticka
istrazivanja su pokazala postojanje veze izmedu ove
translokacije i rezistentnosti M. persicae na organo-
fosfate i karbamate. Klonovi sa ovom translokacijom
imaju jedan niz od oko 12 kopija gena koji kodiraju
produkciju esteraze E4, ¢ija je koli¢ina veca i do 60
puta nego u osetljivim klonovima. Ovaj niz gena lo-
ciran je na autozomu 3, blizu polazne tacke translo-
kacije (Spence i Blackman, 1997). Pojava povecane
replikacije gena poznata je kao amplifikacija gena
i predstavlja osnovu mehanizma rezistentnosti
usled povecane produkcije esteraza i detoksikacije
insekticida. Amplifikovani E4 geni prisutni su na
jednom lokusu na autozomu 3 i predstavljeni su
multiplim jedinicama, amplikonima, veli¢ine 24 kb,
rasporedenim u nizu (Field i sar., 1996; Fieldi Dev-
onshire, 1997). Klonovi M. persicae, rezistentni na
insekticide, sa normalnim kariotipom (odsustvo 1,3
autozomalne translokacije) imaju multiple kopije
gena koji kodiraju donekle razlicitu esterazu FEA4.
Nizovi amplifikovanih FE4 gena mogu se javiti na
nekoliko razli¢itih mesta u genomu, ali najveéi broj
lokusa smesten je na autozomu 1, odakle je, pret-
postavlja se, krenula amplifikacija gena.

Ispitivanja genoma rezistentnih klonova M.
persice iz 1999. godine dokazala su prisustvo i do
80 kopija gena koji kodiraju produkciju esteraza
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E4, odnosno FE4 kod ekstremno rezistentnih
(R3) vasiju, dok ostale kategorije (S, R1, R2), imaju
srazmerno manje kopija esteraznog gena. Vedi broj
genskih kopija determinise produkeiju i proporcio-
nalno veée koli¢ine karboksilesteraze (E4 ili FE4)
§to odreduje i faktore rezistentnosti razlicitih klon-
ova M. persicae (Field 1 sar., 1999).

Skorija genecti¢ka istrazivanja su pokazala da os-
etljive vasi imaju oba gena nosioca rezistentnosti (E4
i FE4) koji su blizu jedan drugom u nizu, a takode
je utvrdeno prisustvo jo$ dve blisko povezane DNA
sekvence, §to sugeriSe postojanje familije esteraznih
gena. Velika slicnost gena E4 1 FE4 ukazuje da se
u evoluciji genoma M. persicae dogodila inicijalna
duplikacija divljeg tipa esteraznog gena, a zatim je
krenulo razdvajanje E4 i FE4 gena (Ficld i Devon-
shire, 1998). Klonovi razli¢itog geografskog porekla
imaju identi¢ne sekvence E4 ili FE4 gena zajed-
no sa sekvencioniranim intronima 3to navodi na
zakljuak da su se amplifikacije E4 i FE4 gena, kao
zasebni dogadaji, odigrale samo jedanput, a potom
su se intaktni amplikoni pomerali po genomu (FE4)
razlicitim preraspodelama kakve su translokacije
i inverzije (Devonshire i sar., 1998). Vasi sa ovim
promenama u genomu, uz selekcioni pritisak insek-
ticida, Sirile su se svetom migracijama, vazdusnim
strujanjima, ili kao posledica medunarodne trgovine
biljnim materijalom (Field i sar., 2001).

Identi¢na gena
pronadena je i kod bliske vrste M. nicotianae, a
slican mehanizam nedavno je otkriven i kod Schiza-
phis graminum (Field i sar., 2001).

Moze se istadi i veza prisutnog tipa esteraznih
gena (E4 1 FE4) sa kategorijom zivotnog ciklusa.
Tako klonovi M. persicae kod kojih je prisutna 1,3
autozomalna translokacija i imaju amplifikovane

amplifikacija  esteraznih

E4 gene, obi¢no su anholocikli¢ni i razmnozavaju se
tokom cele sezone partenogenetski, dok vasi sa nor-
malnim kariotipom i amplifikovanim FE4 genima
imaju, pored bespolne i polnu fazu na primarnom
domaéinu breskvi (holocikli¢no razviée) (Spence i
Blackman, 1997).

U najvecem broju slucajeva, klonovi M. persi-
cae su nosioci multiplih kopija jednog od dva gena,
nosioca rezistentnosti. Medutim, u Grckoj su medu
klonovima vasiju sakupljenim na paprici pronadene
jedinke sa prisutnom autozomalnom translokaci-
jom i oba, amlifikovana gena (E4 i FE4), $to je
prvi primer zabeleZen medu poljskim populaci-
jama (Blackman i sar., 1999). Ovo je i ranije do-
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kazano u laboratorijskom ogledu, kada su ukr$tani
muzjaci nosioci E4 amplifikovanih gena i Zenke
sa FE4 genima. Dobijeno je potomstvo koje je
nasledilo oba amplifikovana gena (Blackman i sar.,
1996). Ovo se, ipak, retko sre¢e u prirodi, najvise
zbog stalne partenogeneze anholociklicnih vasiju
i odsustva polne reprodukcije, koja bi omogucila
razli¢ite kombinacije naslednih faktora izmedu ova
dva fenotipa M. persicae. Pod odredenim uslovima
sredine, anholocikliéne populacije (E4) mogu dati
polne oblike, ali su samo muzjaci fertilni, dok Zenke
nikada ne dostignu polnu zrelost.

Neki klonovi vasiju M. persicae sa E4 ampli-
fikovanim genima mogu spontano izgubiti rezis-
tentnost u odsustvu selekcionog pritiska insektici-
da, $to nastaje usled umanjene ekspresije ovih gena.
Medutim, ova reverzija nije potpuna jer su geni za
rezistentnost i dalje prisutni i posle povratka selek-
cionog pritiska oni ¢e ponovo poceti da produkuju
esterazu. Ekspresija amplifikovanih gena je prisut-
na kada je prisutan i S-metilcitozin u genu i oko
njega, a dolazi do njegove supresije kada se izgubi
ova metilacija DNA (Field i sar.,, 1989; Hick i sar,,
1996; Ono i sar., 1999).

Postoje interesantni primeri negativne ukritene
rezistentnosti kada populacije vadiju rezistentne
na jedan insckticid istovremeno postaju vrlo os-
etliive na drugi. Tako je dokazano da su estri
monofluorosiréetne kiseline visokotoksi¢ni za rezis-
tentne populacije M. persicae, pri Cemu je stepen nji-
hove toksi¢nosti bio direktno proporcionalan kolicini
esteraza'u telu vasiju. Naravno, ova jedinjenja imaju
veoma nepovoljne toksikoloske osobine i ne bi se
mogla primenjivati u praksi (Hedley i sar,, 1998).
Medutim, pojava negativne ukrstene rezistentnosti
daje odredene smernice u iznalaZenjima moguéih
refenja u strategiji upravljanja rezistentnoscéu.

Promena mesta delovanja insekticida
Promena u strukturi acetilholin esteraze

Do devedesetih godina proslog veka povecana
produkcija karboksilesteraza E4 1 FE4, koja
ulestvuje u razgradnji organofosfata i karbamata,
bila je poznata kao jedini mehanizam rezistentnosti
kod lisnih vasiju, odnosno kod M. persicae. Dev-
onshire 1 saradnici (1998) otkrili su novi, do tada
neutvrdeni, mehanizam rezistentnosti kod ove vasi,
a to je promena mesta delovanja insekticida, odnos-
no promena acetilholin esteraze (AChE). Triazamat
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i pirimikarb, kao specifi¢ni aficidi, uspe$no su se
upotrebljavali za suzbijanje vasiju rezistentnih na
ostale karbamate i druge insekticide, ali vremenom
su stizali izveStaji o pojavi rezistentnih populacija i
na ova jedinjenja.

Mehanizam rezistentnosti usled neosetljive,
odnosno promenjene, AChE prvi put je utvrden
kod populacija M. persicae iz juzne Evrope (Grcka)
1990. godine. Ubrzo nakon tog saopstenja o ovom
mehanizmu rezistentnosti kod M. persicae dolaze
iz Japana i Juzne Amerike. Tokom 1994. godine
Moores, Devin i Devonshire prvi put objavljuju
rezultate svojih istrazivanja i pominju ,novi” meha-
nizam rezistentnosti (promenjenu AChE). Oni su
utvrdili da su neke, tada retke, populacije M. persicae
vrlo rezistentne na pirimikarb (faktor rezistentnosti
preko 100) i triazamat (faktor rezistentnosti preko
10) (Moores i sar., 1994a; Moores i sar., 1994b).

Acetilholinesteraza (AChE) je enzim koji je
odgovoran za hidrolizu neurotransmitera acetilho-
lina u nervnim sinapsama, ¢ime se okoncava proces
prenosenja nervnog impulsa. Ukoliko ne dode do
ove hidrolize, tj. ako je AChE inhibirana, oslobodeni
acetilholin  prouzrokuje  naknadne nadrazaje
postsinapticke membrane iako nema spoljasnjeg
nadrazaja, §to moze dovesti i do smrti organizma.
Upravo je AChE mesto delovanja organofosfata i
karbamata, tako da njena promena dovodi do raz-
voja rezistentnosti insckata na te insckticide.

Promena AChE se u evoluciji javila kasnije, na-
kon amplifikacije gena koji determinisu poveéanu
ukazuju
injenice da se ova dva mehanizma rezistentnosti
uvek javljaju zajedno, i da je promenjena AChE ot-
krivena znatno kasnije (Devonshire i sar., 1998).

Jedna ili vie takastth mutacija prouzrokuju
promene AChE na taj nacin $to dolazi do zamene

produkeiju  karboksilesteraza, na $ta

amino-kiselina u blizini katalitickog dela enzima.
Promenjena AChE vise ne predstavlja metu insekti-
cidima inhibitorima AChE i jedinke prezZivljavaju.

Promena AChE jedini je mehanizam rezistent-
nosti jednog ispitivanog klona (OR-0) Schizaphis
graminum rezistentnog na nekoliko organofosfata,
medu kojima su dimetoat, ometoat, disulfoton,
demeton-S-metil, paration. Jedinke ovog klona
imale su, gotovo isti nivo aktivnosti esteraza, ci-
tohrom P-450 O-demetilaze ili glutation S-trans-
feraze kao 1 jedinke osetljivog klona (OSS). Jedina
razlika je bila u prisustvu promenjene AChE kod
OR-0

individua koje su pokazivale poveéanu

kataliticku aktivnost prema acetilholinu i sma-
njenu osetljivost prema inhibiciji organofosfatima.
Potrebno je ista¢i da najvedi faktor rezistentnosti
OR-0 klon ima prema alifaticnim (disulfoton,
demeton-S-metil, dimetoat), a manji prema fenil i
heterocikli¢nim organofosfatima (paration i hlor-
pirifos), upravo zbog prirode promenjene AChE,
koja je razlicito osetljiva na pojedine inhibitore
(Zhu i sar., 2000b). U istrazivanju istih autora koje
je prethodilo ovom, u ogledu sa parationom testi-
rana su tri rezistentna klona §. graminum; OR-0,
OR-1 i OR-2. Najnizi faktor rezistentnosti na pa-
ration ispoljio je klon OR-0 koji je imao samo je-
dan mehanizam rezistentnosti, promenjenu AChE,
dok su druga dva klona, pored ovog mehanizma,
posedovala i mchanizam prekomerne produkcije,
odnosno poveéane aktivnosti 0-NA (naftil acetat)
esteraza, tako da su njihovi faktori rezistentnosti bili
videstruko vedi (Zhu i Gao, 1998). U poslednjem
objavljenom istrazivanju ovih autora, navodi se da
je poveéana aktivnost AChE primarni mehanizam
rezistentnosti, a sekundarni smanjena osetljivost
ovog enzima. Povecana aktivnost AChE, po njima,
nije rezultat amplifikacije ve¢ povecéane ekspresije
AChHE gena.Izneta je i jo§ jedna zanimljiva hipote-
za. Oni, zapravo, iznose argumente o postojanju ne
jednog mutiranog veé dva nezavisna AChE gena,
pri ¢emu je jedan prekomerno ckspresivan kod rez-
istentnog OR klona (Gao i Zhu, 2002).
Istrazivanja rezistentnosti klonova Aphis gosypii
ukazuju na postojanje tri razli¢ite varijante AChE.
Prva se javlja kod klona 171B koji pokazuje normal-
nu osetljivost na karbamate i organofosfate, druga
varijjanata prisutna je u klonu 968E, visokorezis-
tentnom na pirimikarb i neke organofosfate, a tre¢a
u klonu 1081K, koji pokazuje nizu i specifi¢niju rez-
istentnost na pirimikarb i manji broj organofosfata,
ukljucujuéi i ometoat. Postoje dva tumacenja ovog
otkrica sa genetskog aspekta. Prema prvoj hipo-
tezi, razlika u osetljivosti AChE izmedu klonova
1081K i 968E je rezultat istog mutiranog AChE
alela prisutnog u homozigotnom stanju kod 968E,
a u heterozigotnoj kombinaciji sa osetljivim alelom
kod 1081K. Druga hipoteza govori o tome da ova
dva klona poseduju biohemijski razlicite i genetski
srodne alelne neosetljive varijante AChE. Autori
su vise prihvatili ovo drugo tumacenje (Moores i
sar., 1996a; Moores i sar., 1996b). Na osnovu toga
koju AChE poseduju, i koliko je visok faktor rez-
istentnosti, klonovi vasi 4. gossypii su klasifikovani
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kao osetljivi (S), umereno rezistentni (MACEA)
i rezistentni (MACEB) koji nose visoku i Siroku
rezistentnost na vedi broj jedinjenja. Ovde je veoma
bitna i kombinacija dva mehanizma za visok stepen
i spektar rezistentnosti. Tako, ncosetljiva AChE
koja predstavlja osnovni mehanizam visoke rezis-
tentnosti na pirimikarb, uestvuje i u rezistentnosti
na demeton-S-metil, samo uz prisustvo drugog
mehanizma, a to je povecana esterazna aktivnost
(Han i sar., 1998).

Insckatska AChE je kompleksnija nego §to se
to ranije smatralo. Analizom genoma dokazano je
da M. persicae, S. graminum i A. gossypii poseduju
najmanje dva genska lokusa za AChE, dok je kod
M. persice utvrdeno da je samo jedan povezan sa
rezistentno$c¢u (Li i Han, 2004).

Najnovija molekularna istraZivanja konac¢no su
utvrdila mutacije gena koji determinisu AChE kod
M. persicae i A. gossypii. Dva tipa acetilholin esteraze
koja kodiraju dve DNA sekvence (gena), oznacena
kao MpAChE1i MpAChE2, javljaju se kod M. per-
sicae. Amino-kiselinske sekvence tipa MpAChE1
bile su identi¢ne kod osetljivih i rezistentnih na pir-
imikarb, dok su rezistentne rase posedovale i DNA
sekvencu tipa MpAChE2 sa tackastom mutacijom
gena Ser431Phe, koja se odrazava na zamenu ami-
no-kiseline scrina fenilalaninom na makromolekulu
AChE (Nabeshima i sar., 2003). Kod rasa 4. gossypii
osetiljivih i rezistentnih na organofosfate, potpuno
su klonirana i sekvencionirana dva AChE gena,
Accl i Ace2. Utvrdene su dve tackaste mutacije
ovih gena i to F139L mutacija na Ace2 i A302S na
Acel koje predstavljaju genetsku osnovu rezistent-
nosti rasa A. gossypii po mehanizmu promenjene
AChE (Lii Han, 2004).

U vezi sa ovim mehanizmom rezistentnosti,
mogu se navesti neki primeri negativne ukritene
rezistentnosti. Tako je u eksperimentu sa rasom
Apbhis gossypii, visokorezistentnom na pirimikarb
usled modifikovane AchE, utvrdeno da je ova vas
vrlo osetljiva na bendiokarb i karbofuran, jedinjenja
koja pripadaju istoj hemijskoj grupi. Promenjena
AchE, koja je glavni mehanizam rezistentnosti na
pirimikarb, ujedno je postala i mesto delovanja
drugih karbamata. Rasa rezistentna na pirimikarb
je €ak 2.5 puta osetljivija na bendiokarb nego rasa
normalno osetljiva na pirimikarb (Villatte i sar.,
1999). Karbofuran i bendiokarb su jedinjenja sliéne
hemijske strukture i pripadaju N-metil karbama-
tima, dok je pirimikarb N,N-dimetil karbamat.
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Promena u strukturi Na-kanala

Primarno mesto delovanja piretroida i DDT su
natrijumovi kanali koji su integralni proteini nervne
membrane. Necijanopiretroidi i DDT deluju na
Na-kanale tako da oni ostaju duze otvoreni i dolazi
do ponovljenog praznjenja na jedan nadraZaj usled
nekontrolisanog protoka Na* jona u nervnu éeliju.
Cijanopiretroidi, takode, deluju na nervne kanale,
ali rezultat njihovog delovanja nisu ponovljena
praznjenja, ve¢ dolazi do njihove supresije. Trenutni
paralizirajuéi efekat je pojam koji oznalava proces
posebno brzog delovanja piretroida, kada prakti¢no
obaraju insekte usred leta. Odatle i naziv za ovaj
mchanizam rezistentnosti 4dr (knock-down re-
sistance), a odnosi se na promenu u strukturi Na-
kanala.

Tackasta mutacija gena koji determinide natri-
jumove kanale, a koja se odrazava na zamenu
amino-kiseline leucina fenilalaninom na protein-
skom molekulu Na-kanala u transmembranskom
segmentu IIS6, predstavlja genetsku osnovu 4dr
rezistentnosti kod Myzus persicae. Ova mutacija
gena pronadena je kod jedinki iz Cetiri populacije
klona koje su imale ujedno i amplifikovane E4 es-
terazne gene, a bila je odsutna kod klonova sa am-
plifikovanim FE4 genima. Ova asocijacija 4dr rez-
istentnosti i E4, gena verovatno je ocuvana stalnom
partenogenetskom reprodukcijom ovih klonova i
bliskos¢u lokusa gena nosilaca ova dva mehanizma
rezistentnosti. Ova asocijacija dva razli¢ita meha-
nizma rezistentnosti, koja je i uzrok pojave multi-
rezistentnosti populacija vasiju, nije opsteprisutna i
pronadeni su klonovi samo sa E4 amplifikovanim
genima, bez 4dr mutacije (Martinez-Torres i sar.,
1999).

Medutim, su poka-
zala postojanje dve taCkaste mutacije gena koji

najnovija istrazivanja

determinisu Na-kanale i one su oznacene kao
L1014F (kdr) i M918T (super-kdr) mutacija.
Razvijena je i molekularna metoda za precizno
odredivanje fenotipova sa ove dve mutacije u indi-
viduama M. persicae (Anstead i sar., 2004). U okviru
istog istraZivanja, po prvi put, utvrdena je multi-
pla rezistentnost jedne individue M. persicae koja je
posedovala gotovo sve do tada detektovane meha-
nizme rezistentnosti (promenjena AChE, povisene
karboksilesteraze, kdr i super-kdr).

Biotestom ispitivanih klonova dokazano je da je
&dr primarni mehanizam rezistentnosti M. persicae
na deltametrin i DD, a da prekomerna produkcija
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karboksilesteraza E4 predstavlja sporedni meha-
nizam, koji podupire nivo opste rezistentnosti vasiju,
a sami autori iznose pretpostavku o sinergistickom
delovanju ova dva mehanizma rezistentnosti. Tako,
mutacija gena koji kodira protein Na-kanala, samo-
stalno pruza rezistentnost sa faktorom 35 na delta-
metrin, a u kombinaciji sa poveéanom produkcijom
esteraze E4, faktor se povecava i do 540. Klonovi
sa povecanom koli¢inom FE4 esteraze, bez prisutne
kdr mutacije, imaju veoma nizak faktor rezistent-
nosti prema istom jedinjenju i iznosi samo 3-4
(Martinez-Torres i sar., 1999). ‘
Promena u strukturi Na-kanala, iako jo$ nije
dokazano, verovatno se javlja kao mehanizam rez-
istentnosti na piretroide i kod Aphis gossypii. U
jednom istrazivanju utvrdeno je da nije bilo kore-
lacije izmedu kvalitativnog i kvantitativnog sastava
esteraza i rezistentnosti na permetrin, $to podupire
hipotezu o postojanju alternativnog mehanizma
rezistentnosti kod ove vasi (Han i sar., 1998). Isto
tako, ispitivanja poljskih populacija iste vasi u Paki-
stanu potvrdila su njihovu razli¢itu osetljivost prema
razli¢itim jedinjenjima iz grupe piretroida, pri cemu
je koeficijent rezistentnosti najnizi za deltametrin, a
videstruko vedi za ostale ispitivane piretroide (ciper-
metrin, lambda-cihalotrin, fenpropatrin, bifentrin).
Ovo je jos jedan dokaz o postojanju i drugacijeg
mehanizma delovanja sem povecanog kapaciteta
deaktivacije insekticida, a to je najverovatnije &dr

(Ahmad i sar., 2003).

ZIVOTNA SPOSOBNOST REZISTENTNIH
POPULACIJA LISNIH VASUJU

Populacije stetnih insekata rezistentne na poje-
dine insekticide odlikuju se promenama u Zivotnoj
sposobnosti, kao $to su promene u ponasanju, fe-
kunditetu, sposobnosti da prezime ili migriraju, po
kojima se razlikuju od normalno osetljivih popu-
lacija. Opsta odlika rezistentnih klonova, odnos-
no, rasa lisnih vasiju, je njihova sveukupno manja
Zivotna sposobnost nego jedinki koje su normal-
no osetljive na insekticide. Ova pojava je najvise
proucavana u Engleskoj na Myzus persicae, gde
vasi imaju anholocikli¢no razviée, odnosno stalnu
partenogenetsku reprodukeiju, a prezimljavaju kao
adulti. Rezultati visegodisnjeg pradenja populacija
ove vasi, objavljeni 1996. godine, ukazuju na selek-
ciju usled delovanja nepovoljnih faktora spoljne
sredine. Niske temperature (ispod 2°C), intenzivne

padavine i ucestala pojava jakog vetra predstavljaju
osnovne meteoroloske parametre koji nepovoljno
deluju na opstanak rezistentnih populacija M. per-
sicae. Tokom zimskih meseci zabelezen je veéi mor-
talitet jedinki u kategorijama R2 i R3, koje imaju
prekomernu produkciju karboksilesteraza, nego os-
etljive (S) i R1 individue (Foster i sar., 1996).

Slaba pokretljivost rezistentnih vasiju, odnosno
njihova spora migracija sa starijeg na mlade lisce,
takode je pokazatelj promena u njihovoj Zivotnoj
sposobnosti. U vreme opadanja lisca, vasi sa ve¢im
faktorom rezistentnosti (R2, R3) zadrzavaju se duze
na pozutelom i starom lis¢u na kome mogu ostati i
posle njegovog opadanja. Ovo poveéava opasnost
od uginjavanja usled nedostatka hrane i udaljavanja
od biljke domacéina, a ncgativni efekti ove pojave
se intenziviraju pri nepovoljnim uslovima sredine
(Foster i sar., 1996; Foster i sar., 1997).

Fekunditet je, takode, u korelaciji sa faktorom
rezistentnosti kod M. persicae. Umanjenu reproduk-
tivnu sposobnost imaju klonovi koji pripadaju kat-
egoriji najrezistentnijih vasiju, R3. Holocikli¢ni
biotipovi Schizaphis graminum u zavisnosti od fak-
tora rezistentnosti, pokazuju i razli¢ite varijacije
u fekunditetu i obrazovanju polnih oblika. Tako
je utvrdeno da S i R1 klonovi imaju visok fekun-
ditet i normalno obrazuju polne oblike, dok R2, a
naroCito R3, gotovo da i ne obrazuju polne oblike
i imaju srazmerno manji fekunditet (Rider i Wilde,
1998b).

U ogledima sa M. persicae na Secernoj repi, koja
nije tretirana insekticidima, pod povoljnim uslovima
spoljne sredine (temperatura oko 23°C) rezistentne
populacije R2, i ekstremno rezistentne R3, poka-
zale su nizi stepen mortaliteta u odnosu na osetljive
klonove,a R1 klonovi su imali najveéi reproduktivni
potencijal. Ovo ukazuje na ¢injenicu da rezistentne
vasi, ¢ak i u odsustvu insekticida, pod povoljnim us-
lovima sredine mogu zadrzati visok nivo brojnosti, a
vremenom, moZda, postati i preovladujuée u popu-
laciji (Williams i sar., 1998).

Oslabljenu zivotnu sposobnost pri nepovoljnim
uslovima sredine pokazali su i revertanti, tj. jedinke
koje imaju genetski potencijal rezistentnih klonova
(R3), ali nije doslo do ekspresije njihovih ampli-
fikovanih gena, odnosno fenotipski predstavljaju
osetljive (S) jedinke. Na osnovu ovoga je zaklju¢eno
da prekomerna produkcija esteraza, kao mehanizam
rezistentnosti, nije glavni, niti direktni uzrok slabe
otpornosti rezistentnih vasiju na nepovoljne uslove
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sredine (Foster 1 sar., 1997). U ovom kontckstu se
pominje kdr kao mehanizam rezistentnosti koji se
javlja kao verovatniji uzro¢nik umanjene Zivotne
sposobnosti rezistentnih vasiju, a koji do pre neko-
liko godina nije bio detektovan u spektru me-
hanizama rezistentnosti M. persicae. Promena Na-
kanala na nervnim membranama aksona izazvala je
1 povecanje praga nervnog akcionog potencijala sto
je udinilo nerve ovih insekata manje osetljivim na
nadrazaje kojt dolaze iz spoljne sredine, medu koji-
ma su i nepovoljni meteoroloski uslovi, starenje liséa,
feromoni i dr. (Foster 1 sar., 2000; Martinez-Torres
isar, 1999). U jednom istrazivanju je utvrdeno da
su 4dr klonovi sa razli¢itim nivoima esterazne rezis-
tentnosti pokazali dalcko slabiju reakeiju na alarm-
ni feromon, (E)-B-farnesen, koji ,upozorava® vasi
na prisustvo parazitoida i predatora, nego osetljive
jedinke bez prisutne Zdr mutacije. Ovo je jos jedan
pokazatelj slabe percepcije nadrazaja iz spoljne sre-
dine i slabe Zivotne sposobnosti rezistentnih vasiju
sa kdr mehanizmom (Foster i sar., 1999).

UPRAVLJANJE REZISTENTNOSCU LISNIH
VASIJU | NJIHOVO SUZBIJANJE

Rezistentnost $tetnih insckata na insekticide je
realan problem savremene poljoprivredne proizvod-
nje. Lisne vadi spadaju u ckonomski najznacajnije
Stetocine razli¢itih useva i zasada. Svojom ishranom
izazivaju razna o$teéenja na biljnim organima, luce
mednu rosu koja smanjuje asimilacionu povrsinu
listova, 1 predstavljaju glavne vektore biljnih virusa.
S obzirom na znacaj i moguénost masovne pojave
lisnih vasiju, njihovo suzbijanje je vrlo ¢esto u pro-
gramu redovnih mera zastite mnogih useva i za-
sada. Intenzivan sclekcioni pritisak usled primene
jedinjenja sli¢nog mechanizma delovanja, doveo je
do selekeije populacija ovih Stetocina sa razlic¢itim
nivoima i mehanizmima rezistentnosti. Dugotrajna
i ucestala selekcija insckticidima razlic¢itih meha-
nizama delovanja dovela je do razvoja multirezis-
tentnosti.

Ako postoji genetski potencijal za rezistent-
nost na neki insckticid, selekcioni pritisak je tada
najvazniji faktor za razvijanje rezistentnosti. Dru-
gim recima, sve dok je selekcioni pritisak prisutan,
razvoj rezistentnosti se ne moze spreciti, ved je
samo pitanje vremena kada ¢e rezistentne jedinke
postati dominantne u populaciji. Da bi se ova po-
java usporila, potrebno je uvesti stalan sistem za
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pracenje rezistentnosti koji bi ukazivao na svaku
promenu osetljivosti populacija da bi se pravovre-
meno preduzele potrebne mere, pa i povlacenje
pesticida iz primene kada njihova efikasnost po¢ne
da slabi (Peri¢ i sar.,, 1981). Postojece pesticide
treba primenjivati na nadin kojim e se upravljati
populacijama i obezbediti optimalan vek upotrebe
pojedinih jedinjenja, ili grupe srodnih jedinjenja
(Sestovi¢ i sar., 1980).

Medunarodna organizacija koja se bavi poja-
vom rezistentnosti insckata (IRAC), dala je osnovne
principe u strategiji upravljanja rezistentnoséu koji su
znacajni i za upravljanje rezistentnoscu lisnih vasiju:

* izbegavanje nepotrebne primene insekticida

tokom vegetacione sezone;

* prilikom setve, odnosno sadnje biljaka,izabrati
rane sorte i sorte otpornije na napad insckata;
usvojiti integralni pristup zastite useva i zasada
koji ukljucuje primenu jedinjenja sa razli¢itim
mehanizmima delovanja, bioinsekticide, atrak-
tante, agrotehni¢ke mere, transgene biljke,
mogucnost kori§éenja parazita i predatora, da
bi se stetoéine drzale na nivou brojnosti ispod

ckonomskog praga Stetnosti, ¢ime se smanjuje
i broj tretiranja hemijskim sredstvima;
izbegavati stalnu primenu insekticida $irokog
spektra delovanja i ukljuivati selektivna jedin-
jenja;

ako je neophodno izvesti vise tretiranja tokom
jedinjenja

vegetacione sczone, primenjivati
razli¢itih mehanizama delovanja;

ako sc izvodi jedno tretiranje tokom sezone, u
sledecoj sezoni primeniti insekticid koji ima
drugi mehanizam delovanja;

insekticide u preporucenim

primenjivati
koli¢inama primene;

* vréiti redovnu kalibraciju uredaja za primenu,
kako bi se obezbedila §to bolja pokrovnost
useva i zasada;

ako se primenjuju smese jedinjenja, voditi
racuna o tome da ona budu iz razli¢itih hemi-
jskih grupa, razli¢itog mehanizma delovanja i
sli¢ne duzine delovanja;

vreme primene treba da bude uskladeno sa
stadijumom razvoja §tetnog organizma; pri-
meniti insekticid kada je $tetni organizam na-
josetljiviji na delovanje insekticida;

pratiti dinamiku brojnosti populacija Stetne
vrste i prirodnih neprijatelja tokom vegeta-
cione sezone, a insekticide primenjivati samo
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kada brojnost populacije Stetne vrste prede
] pop ) P
granicu ckonomskog praga $tetnosti,

uklanjati biljne ostatke ako oni predstavljaju
mesto prezimljavanja i izvor hrane za $tetnu
vrstu;

prevencija je najbolja strategija upravljanja

rezistentno$éu, ali ako  insekticidi pokazu
slabu efikasnost, prvo treba climinisati sve os-
tale ¢inioce (nepravilna primena, neispravnost
uredaja za primenu, nepovoljni uslovi spoljne
sredine), pa tek onda posumnjati na rezistent-
nost;

ako je rezistentnost pocela da se razvija na
odredenu grupu jedinjenja, ne primenjivati
alternativno  insekticide slicnog mehanizma

delovanja;

U nasoj zemlji do danas nema zvani¢nih po-
dataka o rezistentnosti lisnih vasiju na insekticide.
Kako je ova problematika veoma aktuelna u svetu
i kljuéna sa aspckta primene odredenih jedin-
jenja ili grupa jedinjenja u praksi, trebalo bi pris-
tupiti stalnom ispitivanju populacija ekonomski
znacajnih lisnih vasiju kod nas, kako bi se utvrdilo
realno stanje osetljivosti populacija ovih Stetocina,
postavila strategija i preduzele mere za upravljanje
rezistentnoséu.
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Aphid Resistance to
Insecticides

SUMMARY

According to numerous records worldwide aphids encompassing a
group of insects have until now developed resistance to a considerable
number of chemicals. Resistant aphid populations have not been proved in
our country so far although some insecticides have shown poor efficiency in
some Crop growing regions.

Two major aphid resistance mechanisms have been noted so far; ie.
increased capacity of insecticide deactivation due to an overproduction
of esterase enzymes, and changes in the susceptibility at the site of action
(changes in the structure of acetylcholinesterase and sodium channels on

nerve membranes).

An overview of what is currently known on aphid resistance to insec-
ticides was given in the study. Different aspects of aphid resistance with
respect to the mechanism of resistance and genetically based indications,
viability of resistant populations including resistance management were dis-

cussed as well.

Keywords: Aphids; Insecticides; Resistance; Resistance mechanism
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