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Sinergisticki efekat genomskog i sredinskog stresa u dve
populacije Drosophila subobscura

Sazetak

Predmet disertacije je populaciono geneticka analiza sinergistickog efekta

genomskog i sredinskog stresa na model vrsti Drosophila subobscura.

Jedinke uzorkovane iz dva ekoloski razli¢ita stanista, i hibridi nastali
njihovim ukrstanjem (unutar-linijski, unutar-populacioni i medu-populacioni)
izlagane su povecanoj koncentraciji olova, ¢ime je omoguceno da se utvrdi razlika
u odgovoru jedinki razli¢itog nivoa heterozigotnosti genoma na sredinski stres
odnosno, testira hipoteza o heterozigotnoj superiornosti u stresnim uslovima i
utvrdi populaciono specifican odgovor na prisustvo olova. Sinergisticki efekat
stresa evaluiran je na tri nivoa: populacionom - analizom komponenti adaptivne
vrednosti (duZina razvica i preZivljavanje od jaja do adulta), morfoloSkom -
analizom varijabilnosti veliCine krila i biohemijskom - pracenjem ekspresije

proteina toplotnog Soka.

Rezultati su pokazali redukciju svih ispitivanih osobina kod inbredovanih
jedinki i njihovo povecanje kod jedinki sa viSim nivoom heterozigotnosti genoma,
potvrdujuci hipotezu heterozigotne superiornost koja se intenzivira u stresnim
uslovima. Uocen je trend sinergistickog efekta genomskog i sredinskog stresa za
komponente adaptivne vrednosti, koji je statisticki znacajan za veli¢inu krila, s
obzirom da je najintenzivnija redukcija primecena kod inbredovanih jedinki u
stresnim uslovima. Nije dobijen populaciono specifican odgovor u prisustvu olova,
ali je utvrdeno da na ishod medupopulacione hibridizacije u stresnim uslovima

veliki uticaj ima poreklo Zenke i evoluciona istorija njene prirodne populacije.

MoZe se zakljuCiti da je odrZavanje genetiCke varijabilnosti od velike
vaznosti za opstanak populacija, i da c¢ak i nizak stepen inbridinga utice na pad

adaptivne vrednosti, narocito u stresnim uslovima sredine.
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The synergistic effect of genomic and environmental stress

in two populations of Drosophila subobscura

Abstract

The subject of this dissertation is population genetic analysis of synergistic
effect of genomic and environmental stress in model species Drosophila

subobscura.

Individuals sampled from two ecologically distinct habitats, and their
hybrids with different levels of genome heterozygosity (intra-line, intra-population
and inter-population hybrids) were exposed to elevated concentrations of lead,
aiming to test hypothesis of heterozygote superiority in stressful conditions and
detect population specific response to lead pollution. Synergistic effect of stress
was evaluated at three levels: population - through analysis of fitness components
(development time and egg-to-adult survival), morphological - through analysis of
variability in the wings size and biochemical - through the expression of heat

shock protein.

The results showed a reduction of all investigated traits in inbred
individuals and their increase in those with higher levels of genome
heterozygosity, confirming the hypothesis of heterozygote superiority which
intensifies under stressful conditions. Analysis of fitness components indicates
synergistic effect of genomic and environmental stress, and variance in wing size
shows statistical significance, since the greatest reduction of all traits was
observed in inbred groups. Population specific response to lead pollution was not
detected, but significant influence of female origin on the outcome of between-

population hybridization under stressful conditions was observed.

It can be concluded that the maintenance of genetic variation is important
for the survival of populations in changing environments, and even low levels of

inbreeding lead to decline in adaptive value, especially in stressful environments.
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1.UVOD

What is needed, at the present stage of our understanding of evolution, is not so much
a greater elaboration of formal theories of quantitative and population genetics, or
even more analyses of wild populations in terms of genetics divorced from their
ecology. What we need is more knowledge about the ways in which populations, in
fact, meet evolutionary challenges.

(Waddington, 1965)
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U svetu u kome se Zivotna sredina neprestano menja, a razliciti selektivni
pritisci sa vremenom postaju sve intenzivniji, prirodne populacije brojnih biljnih i
zivotinjskih vrsta se susre¢u sa konstantnim izazovima kojima moraju da se
prilagode da bi opstale. Raznovrsnost Zivih sistema je ugroZena na svim nivoima,

od populacionog do biosfere (Sala i sar., 2000; Cardinale i sar., 2012).

[strazZivanja pokazuju da delimi¢no nepredvidljiv ali konstantno prisutan,
antropogeni uticaj ostavlja efekat na sve aspekte kvaliteta Zivotne sredine i
procenjuje se da Ce taj efekat biti jos izraZeniji tokom XXI veka (Smith i sar., 2009).
Efekat je uglavnom negativan sa stanovista opstanka prirodnih populacija koje ne
pripadaju ljudskoj vrsti, ali i sa stanovista ljudske vrste, i ogleda se u uticaju na
globalno zagrevanje, povecanoj emisiji zagadivaca u atmosferu, vodu i zemljiste,
uniStavanju i fragmentaciji prirodnih stanista (Parmesan i sar., 1999, 2006; Daszak

isar.,, 2000; Midgley i sar., 2002).

Usled povecanog antropogenog uticaja na sve delove biosfere, ni jedan od
selektivnih pritisaka se najce¢e ne javlja sam, ve¢ deluju zajedno, u sinergiji.
Klimatske promene i zagadenje Cesto se javljaju zajedno sa smanjenjem brojnosti
populacija ili uspostavljanjem novih migratornih koridora. Populacije su tako
suoCene sa razli¢itim tipovima selektivnih pritisaka koji mogu postati izvori

sredinskog i genomskog stresa.

Zagadenje, naroCito hemijsko, predstavlja faktor koji u znacajnoj meri
doprinosi smanjenju biodiverziteta (Ives i Cardinale, 2004). Negativan efekat na
prirodne populacije prilikom snaznih akutnih izlaganja zagadiva¢ima moZe biti
veliki i razoran. Hroni¢no izlaganje populacija subletalnim nivoima zagadenja
dovodi do promena koje Cesto nisu odmah vidljive, ali ima velike dugorocne
posledice. Literaturni podaci jasno pokazuju da zagadenje utiCe na geneticku
varijabilnost prirodnih populacija brojnih bioloskih vrsta. Promene u diverzitetu
mogu biti direktna posledica uticaja zagadivaca na pad adaptivne vrednosti
organizma, promene stope migracije, pravca i smera migracionih ruta usled
migriranja sa kontaminiranih staniSta, ili indirektna usled menjanja suptilnih

ekoloskih odnosa na staniStu kao Sto su promene u pritisku predatora ili parazita



[Uvod]

ili u kompetitivnim odnosima (Klerks i Levinton, 1993). Fragmentacija staniSta
najceS¢e ima negativan uticaj na prirodne populacije: moZe povecati rizik od
slucajnih promena efektivne veliCine populacija, menja njihovu prostornu
distribuciju i ¢ak moZe uticati na dinamiku Citave metapopulacije i na njenu
geneticku strukturu (Debinski i Holt, 2000, Fahrig, 2003). Sa druge strane,
fragmentacijom staniSta se otvaraju novi migratorni koridori i omogucava kontakt
izmedu populacija koje pre toga nisu stupale u reproduktivne odnose (Debinski i
Holt, 2000). Imaju¢i u vidu da se ni jedan od ovih faktora najc¢esce ne javlja sam,
postavlja se pitanje sposobnosti i granice do kojih prirodne populacije i vrste mogu
da se adaptiraju na razlicite kombinacije selektivnih pritisaka, medu kojima
antropogeni uticaj zauzima znacajno mesto (Bijlsma i Loeschcke, 2005; Ewers i

Didham, 2006).

Cinjenica je da se Zivotna sredina neprestano menja i da su evolucioni
mehanizmi oblikovali prirodne populacije da se maksimalno prilagode tim
promenama, ali je i ¢injenica da u preseku vremena u kome Zivimo, antropogeni
uticaj ne samo Sto ubrzava promene sredine ve¢ uvodi i nove sredinske selektivne
pritiske Sto stavlja prirodne populacije u situaciju da im je neophodno razvijanje
novih adaptacija i adaptivnih strategija da bi osigurale svoj opstanak. Adaptacije su
evolutivno skupe, ali opravdano prisutne. Pitanje koje svi postavljamo je koliko

brzo mogu nastati da bi adekvatno ispratile konstantni rast pritisaka sredine.

Jedan od osnovnih zadataka populacione i konzervacione biologije je procena
odgovora prirodnih populacija na izazove uslovljene antropogenim faktorima, kao
i razvoj strategija za Sto bolju procenu i ublaZzavanje Stetnih efekata izazvanih

antropogenim uticajem.
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1.1. Stres

Stres je pojam koji se koristi za opisivanje bilo kog stanja koje je nepovoljno
za organizam. Promenjeno stanje entiteta se naziva ,stresirano” ili ,pod stresom®,
dok se faktori koji su odgovorni za takvo stanje nazivaju ,sredinski stres®,
»stresori” ili ,stresni uslovi“ (Hoffmann i Parsons, 1993). Stres je teSko definisati
jer definicije zavise od discipline koja ga proucava, tipa stresa i nivoa bioloske
organizacije na kom se efekat stresa ispoljava. Ono oko Cega se sve definicije stresa
slaZzu je da stres nije samo svojstvo stresora (tj. faktora koji izaziva stres) vecC i
stresiranog (tj. bioloSkog entiteta koji trpi stres). Za ocekivati je da ¢e bioloski
entiteti trpeti najslabiji stres u stabilnim sredinama koje su ve¢ iskusili, a da ¢e
efekat stresa biti najve¢i u novim, promenljivim sredinama. Dakle, stres i nivo
stresa koji je prisutan moze se definisati iskljuc¢ivo u odnosu na bioloski entitet koji
se nalazi pod uticajem konkretnog stresnog faktora. Takode, promene u nivou
stresa koji bioloski entitet doZivljava mogu biti posledica promena kako u stresoru

tako i u stresiranom.

S obzirom na Sirok opseg variranja definicije stresa, u ovom radu je stres
posmatran kroz evolucioni kontekst, pa je kao stresor uzeta promena spoljaSnje
sredine i njen uticaj na razli¢ite entitete geneticke raznovrsnosti (bliZe, nivoa
heterozigotnosti), a kao stresirani subjekti prirodne populacije jedne vrste. Sa
evolucionog stanovista, stres je potrebno razmatrati kako u odnosu na stresora
tako i u odnosu na stresiranog pa bi se mogao definisati na jedan od sledecih
nacina: (i) stres predstavljaju uslovi sredine koji kada se prvi put pojave izazivaju
pad adaptivne vrednosti (Sibly i Calow, 1989); (ii) promena sredine koja izaziva
pad adaptivne vrednosti organizama (Koehn i Bayne 1989); (iii) sredinski faktor
koji izaziva potencijalno Stetnu promenu u bioloSkom sistemu (Hoffmann i
Parsons, 1991). Sve navedene definicije isticu da je glavni efekat stresa pad
adaptivne vrednosti populacija usled delovanja spoljasnjih faktora. Ali ako
definicija stresa podrazumeva svaki pad adaptivne vrednosti, kako veliki tako i
mali, moze se zakljuciti da su onda prirodne populacije u stalnom stanju stresa s
obzirom da sredina u kojoj Zive nikad nije optimalna i konstantno se menja pa se

maksimalna adaptivna vrednost nikada ne dostize (Hoffmann i Parsons, 1991; Fry
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i sar., 1996; Bijlsma i Loeschcke, 2005). Iz tog razloga ve¢ina autora smatra da bi
pojam stresa trebalo koristiti onda kada intenzitet stresa dostigne nivo koji moze
ograniciti prezivljavanje ili reproduktivnu sposobnost organizama, a posledi¢no i
ugroziti opstanak organizama i konacno i populacija. Medutim, intenzitet stresa
Cesto kontinualno varira i najceS¢e se moze proceniti samo a posteriori, te je stoga
teSko proceniti granicu na kojoj intenzitet promene postaje stres a prestaje da
bude prirodna varijabilnost uslova sredine koju populacija dozivljava (Bijlsma i
Loeschcke, 2005).

U prirodnim populacijama stres mogu izazvati kako promene spoljaSne
sredine (sredinski stres) tako i promene u genetickoj homeostazi izazvane
promenama u genetickoj strukturi populacije (genomski stres). S obzirom na
rastuci antropogeni uticaj koji dovodi kako do sve brzih i znacajnijih promena u
spoljasnjoj sredini tako i do promena genetickih struktura populacija usled
hibridizacije ili inbridinga, realno je ocekivati da ¢e u buducnosti sve ve¢i broj
prirodnih populacija biti izloZen sinergistickom delovanju sredinskog i genomskog

stresa (Frankham, 2005).
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1.2. GenomsKi stres

Smanjenje adaptivne vrednosti kao posledicu ukrstanja u srodstvu i
povecanje adaptivne vrednosti nakon ukrStanja nesrodnih jedinki opisao je jo$
Darvin (1876). Generacije biologa nakon njega su proucavale ukrStanje u srodstvu
(inbriding) i ukrStanje nesrodnih jedinki (autbriding) da bi dosli do zakljucka da ni
jedno nije toliko dobro ni toliko loSe i da su efekti razli¢itih sistema ukrStanja ne
samo specifi¢ni za vrstu nego mogu biti i populaciono specifi¢ni (Maynard Smith,
1956; Pederson, 1968; Dudash, 1990; Armbruster i sar., 2000; Kristensen i sar.,
2003; Bijlsma i Loeschcke, 2005; Liao i Reed, 2009; Pickup i sar., 2013). Brojni
proucavaoci ovih fenomena se slazu da promena geneticke homeostaze izazvana
bilo kojim od ova dva faktora znac¢ajno menja odgovor organizama i/ili populacija
na sredinu u kojoj Zive i da u sadejstvu sa prirodnom selekcijom moZe dovesti
populaciju na vrh adaptivnog pejzaZza ili je spustiti u ,dolinu“ i posledi¢no dovesti
do izumiranja (Bijlsma i sar., 2000; Frankham 2005; Cheptou i Donohue, 2011;
Reed i sar., 2012)

Kao Sto je ve¢ recCeno, termin stres se najceSce primenjuje onda kada dolazi
do pada adaptivne vrednosti organizama i populacija usled promene uslovi u
njihovom prirodnom okruZenju. Stres se naj¢eS¢e posmatra kroz promenu faktora
spoljasnje sredine bilo da je izazvan njenim fizickim (temperatura, teSki metali) ili
bioloSkim (predatorstvo, parazitizam) karakteristikama. Medutim, stres moZe biti i
unutrasnji, izazvan pove¢anom homozigotizacijom usled inbridinga ili promenom
genetiCke arhitekture usled inkorporiranja novih alelskih varijanti. Promene
geneticke strukture organizama i/ili populacija koje menjaju njihov odgovor u
sredinama u kojima prirodno Zive moZe se nazvati genomskim stresom (Bijlsma i

sar., 1997, 2000).

Izvor genomskog stresa mogu biti: inbriding, odnosno ukrstanje u srodstvu

ili autbriding, ukrstanje nesrodnih jedinki.
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1.2.1. Inbriding

Termin inbriding se koristi za opisivanje nekoliko povezanih fenomena koji
se odnose na ukrStanje izmedu srodnih jedinki i povecanje homozigotnosti koje
nastaje kao posledica takvih ukrStanja (Andelkovi¢ i Stamenkovi¢-Radak, 2013). Ti
fenomeni ukljucuju: "pedigre inbriding" u slucajevima kad jedinka ima dva alela na
jednom lokusu koja su poreklom od istog pretka; inbriding kao neslucajno
ukrstanje - onda kada su jedinke koje stupaju u reproduktivne odnose nalaze u
vecem stepenu srodstva nego Sto je to slucaj sa dve slucajno izabrane jedinke iz
populacije; inbriding koji nastaje kao posledica podele populacije na manje,
izolovane grupe kada do inbridinga dolazi zbog delovanja genetickog drifta usled
smanjenja brojnosti populacije. U slu¢ajevima smanjenja brojnosti populacije, zbog
delovanja drifta povetava se verovatnota da c¢e jedinke Kkoje stupaju u
reproduktivne odnose nositi alele istog porekla ¢ak iako je ukrStanje po principu

slucajnosti (Keller i Waller, 2002)

Bez obzira na fenomen na koji se odnosi, glavna posledica inbridinga je
homozigotizacija. lako inbriding ne menja alelske ucestalosti i s toga ne predstavlja
evolucioni faktor, on efektivno menja distribucije genotipova povecavajuci
ucestalosti homozigota na racun smanjenja ucestalost heterozigota. Usled
homozigotizacije Stetnih, narocito recesivnih alela, inbriding cCesto dovodi do
inbriding depresije, odnosno smanjenja prosecne adaptivne vrednosti organizama
i populacija. Obe hipoteze koje predlazu geneticku osnovu inbriding depresije
zasnivaju se na ovom povecanju homozigotnosti (Lynch i Walsh, 1998). Po hipotezi
overdominanse, inbriding depresija nastaje zbog superiornosti heterozigota nad
homozigotima, odnosno smanjenje ucestalosti heterozigota smanjuje verovatnocu
ispoljavanja overdominanse i samim tim i adaptivhu vrednost populacije. Po
hipotezi dominanse do inbriding depresije dolazi zbog ispoljavanja Stetnih alela u
recesivnom homozigotnom stanju. Naime, Stetne mutacije konstantno nastaju u
populacijama i vecina je ako ne potpuno, bar delimi¢no, recesivna. Povecanje
homozigotnosti povecava ispoljavanje genetickog opterecenja i dovodi do
inbriding depresije. Eksperimentalni dokazi potvrduju oba mehanizma. Jasno

razgranicenje izmedu ove dve hipoteze se ispostavilo kao veoma tesko iz razloga
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S$to vezani setovi recesivnih alela koji imaju medusobno poniStavajuce efekte mogu
imitirati efekat overdominanse, Sto je poznato kao "asocijativnha dominansa”

(Keller i Waller, 2002).

lako naizgled veoma sli¢ne, navedene hipoteze imaju razlicite implikacije na
odrZavanje i opstanak populacija. Po hipotezi overdominanse, sve inbredovane
jedinke ¢e u jednom trenutku postati inferiorne u odnosu na jedinke koje su
proizvod slu¢ajnih ukrStanja. Po hipotezi dominanse, moguée je, kroz
prociS¢avajacu selekciju (engl. purging selection), dobiti Ciste linije koje imaju
adaptivhu vrednost jednaku maksimalnoj adaptivnoj vrednosti genotipa u
heterogenoj populaciji. Empirijski dokazi u vecini slucajeva idu u prilog hipotezi
dominanse (Keller i Waller, 2002; Kristensen i sar., 2010) ali je pokazano da
overdominansa moZe biti glavni mehanizam pod odredenim uslovima
(Charlesworth i Charlesworth, 1999; Li i sar., 2001; Charlesworth i Willis, 2009).
Pored overdominanse i dominanse, na inbriding depresiju mogu uticati i

epistaticke interakcije nealelnih gena (Lynch i Walsh, 1998; Luo i sar., 2009).

Osim $to dovodi do pada adaptivne vrednosti populacija, inbriding ima
uticaj i na morfoloske osobine i metabolicke funkcije organizama (Pedersen i sar.,

2008; Paige, 2010; Trotta i sar., 2011).

Osobine Zivotne istorije pokazuju ve¢i nivo varijablnosti nastale usled
dominanse i po teoriji evolucije bi na njih inbriding depresija trebalo da ima veci
efekat u poredenju sa morfoloSkim karakteristikama koje su pod slabijim
selektivnim priiskom. Veci broj literaturnih navoda pokazuje da je efekat
inbridinga dvostruko ve¢i kada se posmatraju osobine Zivotne istorije u poredenju
sa morfoloskim karakteristikama (Coltman i Slate, 2003). To medutim ne znaci da
se efekat inbridinga ne prepoznaje na morfoloSkom nivou. Veli¢ina i oblik svake
morfoloSke karakteristike nekog organizma su osobine koje kontinualno variraju i
zavise od velikog broja faktora koji se mogu ukljuciti na razli¢itim stupnjevima
razvica jedinke. [ako svaka morfoloSka karakteristika ima geneticki i razvojni plan,
na krajnji ishod moze uticati veliki broj faktora. Poznato je da je konacna velicina i

oblik krila kod Drosophila rezultat koordinacije velikog broja procesa: proliferacije,
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apoptoze i alokacije Celija i mitotske orjentacije (de Celis, 2003; Palsson i Gibson,
2004; Baena-Lopez i sar., 2005; Dworkin i Gibson, 2006). Inbriding, i posledi¢no
ispoljavanje veceg broja Stetnih recesivnih alela, moZe promeniti vremenski tok i
dinamiku ovih procesa i dovesti do promena u obliku i veli¢ini krila. Pokazano je
da inbriding dovodi do smanjenja veli¢ine krila: inbredovane linije Drosophila
melanogaster imaju manja krila u odnosu na jedinke iz slobodnog ukrstanja (Trotta
i sar,, 2011). Smanjenje veli¢ine razlicitih morfoloskih karakteristika je pokazano i
na veem broju sisarskih vrsta, ukljucuju¢i vuka (Fredrickson i Hedrick, 2002),

iberijskog risa (Pertoldi i sar., 2006) i crnonogu feretku (Wisely i sar., 2008).

Novija istrazivanja transkriptoma i metaboloma razli¢itih organizama
pokazuju da inbriding izaziva fizioloSke promene, $to je i oCekivano obzirom na
redukciju fitnesa do koje najceS¢e dovodi (Kristensen i sar., 2010). Ono Sto je
neocekivano je da ispoljavanje genetickog opterecenja indukuje direkcioni
molekularni odgovor. Inbriding dovodi do promena u ekspresiji glavnih
metabolickih puteva i sistemu kvaliteta kontrole proteina koji reaguju u cilju
smanjenja njegovih Stetnih posledica. Veliki broj gena koji se uklju¢uju u sistemu
odgovora na inbriding, ukljuCuje i gene koji su odgovorni za reagovanje
organizama na stres izazvan sredinskim faktorima. Efektivno se menja ekspresija
gena odgovornih za sintezu proteina toplotnog Soka (eng. Heat shock-Hsp) i gena
uklju¢enih u imuni odgovor, ukazuju¢i na to da organizmi na fizioloSkom nivou na
inbridig reaguju kao da su izloZeni sredinskom stresoru (Kristensen i sar., 2002;

Pedersen i sar., 2005, 2008; Ayroles i sar., 2009).

Geni toplotnog Soka su prisutni u svim Zivim bi¢ima od bakterija do sisara.
Njihova nukleotidna sekvenca je visoko Kkonzervirana i upravo ova mala
varijabilnost i univerzalno prisustvo u Zivom svetu ukazuju na njihov veliki
evolutivni znacaj i vaznu bioloSku ulogu. Produkti hsp gena su Hsp proteini, velika
proteinska familija koja je deo sistema nazvanog Sistem kvaliteta proteina (eng.
The Protein Quality System - PQC). Ve¢ina Hsp su molekularni Saperoni sa "house-
keeping" funkcijom u Cceliji koja ukljucuje sprecavanje agregacije oStecenih
proteina; transport, savijanje 1 odvijanje, sastavljanje i rastavljanje

multistrukturnih jedinica kao i degradaciju pogreSno savijenih ili agregiranih



[Uvod]

proteina (Hartl, 1996; Sgrensen, 2003). Oni su konstantno prisutni u ¢eliji ali je
njihova povecana ekspresija gotovo univerzalan odgovor na razlicite tipove stresa,
ukljuCujuci temperaturni stres, stres izazvan insekticidima, teSkim metalima,
desikacijom, parazitizmom i inbridingom (Steinert i Pickwell, 1993; Matz i sar.,
1996; Wong i sar., 1996; Su i Gordon 1997; Kristensen i sar., 2002; Cheng i sar.,,
2006; Pedersen i sar, 2008).

Hsp proteini obuhvataju veliku familiju proteina cija je klasifikacija izvrSena
na osnovu molekularne mase u kDa. Glavne proteinske familije su oznacene kao
HSP100, HSP90, HSP70, HSP 60, HSP40, mali HSP-sHSP (nazvani tako zbog
molekularne tezine manje od 30 kDa) i manji ko-faktori (Sgrensen, i sar. 2003).
Pokazano je da je kod najveteg broja organizama Hsp70 familija najveca i sa
najznacajnijom ulogom u odrzavanju celijske homeostaze. Hsp70 familija se sastoji
od iskljucivo inducibilnih, konstitutivnih i inducibilnih i iskljuc¢ivo konstitutivnih
proteina. Povecana ekspresija inducibilnih i konstitutivnih Hsp70 proteina je
najceS¢i odgovor Zivih sistema na stresne uslove i predstavlja Siroko koriS¢en
metod za analizu odgovora Zivih organizama na razlicite tipove stresa. Povecana
ekspresija Hsp70 je proteina pokazana kod inbredovanih jedinki D. melanogaster i
D. buzzatii u poredenju sa jedinkama iz populacije slobodne oplodnje (Kristensen i
sar., 2002; Pedersen i sar., 2005). Inbridig povecéava ekspresiju Stetnih alela koji
redukuju stabilnost proteina i povecavaju pojavu pogreSnih proteinskih
konformacija $to je ¢eliji signal da poveca ekspresiju Hsp koji predstavljaju osnovni
mehanizam odbrane celije u ovakvim uslovima (Sgrensen, i sar. 2003; Paige,
2010). U skladu sa ovim su i rezultati dobijeni na transkriptomu D. melanogaster
koji ukazuju da inbriding ostavlja direkcioni otisak na regulaciju gena
eksprimirajuci one gene koji su primarno ukljuceni u otpornost na stres, imunitet i
osnovne metaboli¢ke puteve (Kristensen i sar., 2005; Ayroles i sar., 2009). Analiza
transkriptoma inbredovanih linija je pokazala da iako je geneticki razlog inbriding
depresije populaciono specifican, moguée je tvrditi da inbriding indukuje

mehanizme odgovorne za prevazilaZenje stresa.
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1.2.2. Autbriding

Autbriding je termin koji se koristi za opisivanje ukr$tanja medu jednkama
koje su u manjem stepenu srodstva nego Sto bi se ocekivalo pri sluCajnom parenju
(Andelkovic¢ i Stamenkovi¢-Radak, 2103) i/ili ukrStanja izmedu jedinki poreklom iz
udaljenih populacija koje nisu ranije stupale u reproduktivne kontakte. U ovom
radu se autbridingom smatra i ukrstanje nesrodnih jedinki u okviru iste populacije
ali i ukrstanje jedinki poreklom iz dve razli¢ite populacije. U jednom i u drugom
slucaju, osnovi efekat ovakvih ukrStanja je uspostavljanje heterozigotnosti kod

potomaka (Shull, 1908; Crow, 2008; Szulkin i sar., 2010)

Ukrstanje izmedu jedinki iste vrste poreklom iz udaljenih populacija
predstavlja protok gena, evolucioni mehanizam koji smanjuje divergenciju izmedu
populacija i odrzava odredenu vrstu kao evolutivnu jedinicu (Mayr, 1963). Cak i
niska stopa protoka gena je dovoljna da sprec¢i veliku lokalnu geneticku
diferencijaciju izmedu populacija (Wright 1931; Maruyama 1970; Slatkin 1191;
Singh i Long, 1992). Fragmentacija staniSta, novi migratorni koridori i sve veci
antropogeni pritisak predstavljaju novi izvor kontakta do sada izolovanih
populacija. Ovi kontakti mogu imati pozitivne posledice usled uvodenja novih alela
sa pozitivnim efektom u geneticki fond recipijentske populacije, ali i dovesti do
pada adaptivne vrednosti usled genetickog preplavljivanja, odnosno priliva velikog
broja genotipova i alela koji nisu prilagodeni na uslove sredine u novom okruZenju

(Lenormand, 2002).

Introdukcija novih genetickih varijanti u populaciju moZe dovesti do
heterozisa koji predstavlja povecanje fitnesa potomaka u odnosu na roditelje.
Stetni efekti recesivnih alela su u heterozigotnom stanju maskirani, a takode dolazi
i do ponovnog uspostavljanja overdominanse pa se pretpostavlja da su pozitivni
efekti autbridinga posledica upravo ovih fenomena (Lynch, 1991; Lynch i Walsh,
1998; Whitlock i sar., 2000; Lippman i Zamir, 2007). Pozitivni efekti mogu nastati i
usled novih povoljnih interakcija izmedu lokusa i razdvajanja negativnih
interakcija koje mogu biti fiksirane u malim izolovanim populacijama (Lynch,

1991; Erickson i Fenster, 2006; Edmands i sar., 2009). Jedna od hipoteza koje
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objasnjavaju superiornost heterozigota je da, bar Sto se alozimskih lokusa tice,
heterozigoti imaju enzime sa razli¢itim katalitickim svojstvima i da su zbog toga
njihovi biohemijski i fizioloSki procesi efikasniji od istih kod homozigota (Mitton i
Grant, 1984). Novija istraZivanja pokazuju da heterozigotna superiornost proizilazi
iz efikasnije upotrebe energije koju imaju heterozigoti. Naime, heterozigoti su su
stanju da fino reguliSu koli¢inu energije neophodnu za energetski skupe procese
metabolizma proteina i da taj viSak energije, koji im preostaje nakon odrzavanja
bazalnog metabolizma, usmere u procese rasta i razvica (Goff, 2011; Baranwal i
sar, 2012). Druga predloZzena hipoteza je Lernerova hipoteza geneticke
homeostaze, po kojoj heterozigoti imaju povecanu sposobnost da ostanu u
normama razvojne kanalisanosti usled veceg broja heterozigotnih lokusa u

celokupnom genomu (Lerner, 1954).

S druge strane introdukcija novih alelskih varijanti u populaciju moze
dovesti i do pada adaptivne vrednosti potomaka u odnosu na roditelje, odnosno
autbriding depresije ili negativnog heterozisa. Jedan od mehanizama autbriding
depresije leZzi u naruSavanju geneticke osnove lokalnih adaptacija (Templeton i
sar., 1986; Lynch i Walsh, 1998), ali je pokazano da do nje dolazi i sluc¢ajevima
ukrstanja jedinki iz populacija adaptiranih na iste sredinske uslove. Geneticki drift
i prirodna selekcija oblikuju geneticku strukturu populacija Cesto vode¢i ka
evoluciji razli¢itih multilokusnih genotipova ¢ija kombinacija ima pozitivne efektne
na fitnes, odnosno stvaranju takozvanih koadaptiranih genskih kompleksa
(Templeton i sar., 1986; Lynch, 1991; Fenster i sar., 1997; Lynch i Walsh, 1998).
Interpopulaciona hibridizacija moZe razdvojii te koadaptirane genske komplekse i
dovesti do autbriding depresije. Takode, spajanje alela koji zasebno imaju
neutralan ili ¢ak pozitivan efekat na adaptivhu vrednost moze dovesti do
autbriding depresije jer te nove kombinacije mogu imati Stetan efekat (Phillips i
Johnson, 1998; Orr i Turelli, 2001; Edmands, 2007). Novija istraZivanja pokazuju
da ulogu u autbriding deperesiji moZe imati i razdvajanje mito-nukleusnih
kompleksa. Iako se pod koadaptiranim genskim kompleksom naj¢esS¢e smatraju
DobZanski-Mulerove nukleusne koadaptacije, koadaptirani genski kompleks moze

da se odnosi i na koadaptaciju nukleusnog i mitohondrijskog genoma koji se
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materinski nasleduje. IstraZivanja na kopepodama Tigriopus californicus pokazuju
da se pad fitnesa kod hibridnog potomstva moZe objasniti upravo ovim
fenomenom (Elison i Burton, 2008). Iako je inbriding deprsesija mnogo viSe
proucavan fenomen, autbriding depresija je sve viSe u fokusu naucnih istrazivanja,
narocito u konzervacionim strategijama i upravljanju ugroZenim populacijama

(prikazano u Edmands, 2007).

Uticaj autbridinga na adaptivnu vrednost populacije zavisi od finog balansa
izmedu pozitivnih i negativnih efekata hibridizacije. Jedan od faktora koji ima
najveci uticaj na ovaj balans je geneticka divergencija izmedu populacija (Lynch,
1991; Falconer i Mackay, 1996; Lynch i Walsh, 1998; Whitlock i sar., 2000).
Pozitivni efekat heterozisa nastao zbog maskiranja Stetnih recesivnih alela u
heterozigotnom stanju bi trebalo da linearno raste sa pove¢anjem divergencije. S
druge strane oCekuje se da negativni efekti autbriding depresije usled epistatickih
interakcija budu manji u slu¢aju manje divergencija a da se povecavaju sa
povecanjem genetic¢kih razlic¢itosti izmedu populacija (Orr, 1995; Orr i Turelli,
2001). Pod pretpostavkom da je heterozis rezultat divergencije na jednom lokusu a
da autbriding depresija ukljucuje divergenciju na dva ili viSe lokusa u medusobnoj
interakciji, pozitivni efekti hibridizacije bi trebalo da budu predominantni u
slucajevima niske ili srednje populacione divergencije a da rizik od autbriding
depresije raste sa vetom divergencijom. Ove pretpostavke su potvrdene u
eksperimentimana biljkama (prikazano u Edmands, 2002). Drugi faktor koji ima
veliki uticaj na ishod medupopulacione hibridizacije je koli¢ina geneticke
varijabilnosti koja se introdukuje. Pokazano je da cak i niska stopa migracije
dovoljna da poveca fitnes malih izolovanih populacija, ali da i ta niska stopa moZze
dovesti do autbriding depresije u slucajevima ukrStanja jedinki iz geneticki
nekompatibilnih populacija (Mills i Allendorf, 1996; Edmands i Timmerman, 2003;
Hedrick i Fredrickson, 2010).

Takode, hibridizacija ima i vremensku dimenziju jer njeni efekti nisu isti u
svim generacijama nakon stupanja u inicijalni reproduktivni kontakt. Najveci
pozitivni efekat heterozisa se najceSce ispoljava u prvoj potomackoj generaciji da

bi se smanjio u slede¢im generacijama. Najverovatniji razlog ovakvog sleda
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dogadaja je rekombinacija koja dalje razdvaja parentalne genske kombinacije pa
dolazi do ispoljavanja Stetnih epistatickih interakcija u koje su ukljuceni recesivni
aleli (Lynch, 1991; Lynch and Walsh, 1998). Medutim, veci broj studija je pokazao
da heteroticni efekti mogu trajati i ve¢i broj narednih generacija. Dugorocni
pozitivni efekti hibridizacije mogu se delimi¢no pripisati i selekciji koja kako
efikasno eliminiSe Stetne alele i/ili alelske kombinacije tako i favorizuje povoljne
alelske kombinacije (Templeton, 1986; Crnokrak i Barrett, 2002; Edmands i sar.,
2005; Erickson i Fenster, 2006; Hwang i sar., 2011). Dugotrajan pozitivan efekat
hibridizacije zahteva fiksaciju povoljnih genotipskih kombinacija a verovatnoc¢a da
one nastanu zavisi od velikog broja faktora, ukljucujudi tip geneticke varijabilnosti
koja se nalazi u osnovi osobine adaptivne vrednosti i demografsku strukturu
populacije (Edmands, 2007). Neke studije pokazuju da je za ovakav scenario
potrebno i nekoliko stotina generacija (Buerkle i Rieseberg, 2008), ali se
pretpostavlja da fluktuacija efektivne veli¢ine populacije ometa efikasnost selekcije
na hibridne genotipove. lako je autbriding depresija Cesto prisutna i u prvoj
generaciji, njeni efekti su mnogo ve¢i u drugoj i narednim potomackim
generacijama (prikazano u Tallmon i sar., 2004; Edmands, 2007). S druge strane,
autbriding depresija moZe biti relativno kratkotrajan fenomen jer je moguce da
prirodna selekcija za mali broj generacija ukloni neadaptirane genotipove iz
populacije vracaju¢i prosefnu adaptivnhu vrednost na stanje pre hibridizacije

(Edmands i sar., 2005; Erickson i Fenster,2006; Hwang i sar., 2011).

Jedan od prvih opisanih efekata autbridinga je povecanje veli¢ine tela
potomstva nastalog iz ukrStanja nesrodnih jedinki (Lippman i Zamir, 2006). Kao
$to je ve¢ pomenuto, kod heterozigotnih jedinki primecuje se povecanje veliCine

razli¢itih morfolosSkih karakteristika u poredenju sa roditeljima.

Sve vedi broj studija pokazuje da je ekspresija proteina toplotnog Soka
povezana i sa genomskim stresom nastalim usled inbridinga, autbridinga, starenja
ili akumuliranja Stetnih mutacija. Pedersen i sar. (2005) su pokazali da
autbredovane jedinke Drosophila melanogaster imaju znacajno nizu ekspresiju
Hsp70 od inbredovanih. S druge strane, Di i sar. (2013) su pokazali povecanje

ekspresije Hsp70 kod hibridnih jedinki Haliotis diversicolor u poredenju sa
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roditeljskim, ukazujuc¢i da na Hsp odgovor na stres uti¢e ne samo genomski stres

nego i kolic¢ina genetiCke varijabilnosti introdukovana u recipijentsku populaciju.

1.3. Sredinski stres

Svi organizmi trpe snaZan uticaj Zivotne sredine koji ima veliku ulogu u
oblikovanju ekologije i evolucije prirodnih populacija. Povoljni sredinski faktori
odrZavaju populaciju na vrhu adaptivnog pejzaza, a nepovoljni uzrokuju redukciju
adaptivne vrednosti (Lynch i Lande, 1993; Stanton i sar., 2000; Parmesan, 2006;
Chevin i sar., 2010).

Nepovoljni sredinski uslovi se mogu definisati kao stresni onda kada dovode
do znacajnog pada relativne adaptivne vrednosti populacije i stvaraju direkcioni
selektivni pritisak koji utice na dalju evoluciju populacije (Hoffmann i Hercus,
2000). Pod sredinskim stresom se uglavnom podrazumeva odgovor na promenu
fizickih (abioti¢kih) karakteristika okoline kojoj je organizam izloZen (Sgrensen i
sar., 2005), medutim sve je veci broj literaturnih podataka koji ukazuju na vaznost
i biotickih faktora koji uzrokuju sredinski stres (Relyea, 2005; Schoeppner i Relyea,
2008). Abioticki faktori koji imaju najveci uticaj na fitnes organizama i populacija
su: klimatski faktori i prisustvo hemijskih zagadivaca, zracenja i drugo. Oni mogu
biti posledica prirodnih promena u ekosistemu, ali i biti uslovljeni antropogenim
aktivnostima. Bioticki faktori koji mogu biti izvor stresa su: predatorstvo,
parazitizam, intraspecijska i interspecijska kompetcija, uvodenje novih ili promena
postojecih patogena. Bioticki i abioticki stresori mogu delovati nezavisno jedan od
drugog, ali i u sinergiji $to je u uslovima u kojima obitavaju prirodne populacije i
najces¢i slucaj. U prirodi je cesta pojava da su populacije koje imaju pad u
prosec¢noj adaptivnoj vrednost usled izloZenosti stresnim fizickim faktorima
ranjivije u prisustvu predatora ili parazita (Bijlsma i Loeschcke, 2005; Stillwell,

2007).

Postoje razli¢iti mehanizmi kojima bioloski entiteti reaguju na sredinski
stres. Odgovor na stres moze biti na razli¢itim nivoima bioloSke organizacije:
molekularnom, fizioloSkom, morfoloSkom, populacionom, biocenoloskom

(Hofmann i Todgham, 2010). Organizmi mogu modulirati ekspresiju odredenih
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gena (izmedu ostalih i proteina toplotnog Soka i metalotioneina) u cilju brze zaStite
osnovnih ¢elijskih i metabolickih funkcija (Kregel, 2002; Rhee i sar., 2009; Ahn i
sar., 2012; Kim i sar., 2014). Takode, mogu usporiti odredene fizioloSke procese i
alocirati resurse Sto moze dovesti i do morfoloSkih promena. Jedinke mogu
izmeniti svoj ponaSajni fenotip tako Sto Ce izmeniti svoj cirkadijalni i/ili
reproduktivni ritam ili migrirati u staniSta sa povoljnijim uslovima (Gorka i sar.,
1996; Schreck i sar., 2001; Chen i sar., 2011). Stres deluje i kao evolucioni faktor pa
moZe izmeniti geneticku strukturu populacije, stvarajuci uslove za favorizovanje
genotipova koji imaju vec¢u adaptivnu vrednost u datim uslovima (Lexer i Fay,
2005). Usled delovanja stresa mogu se promeniti kompleksni odnosi predatorstva,
parazitizma i mutualizma u biocenozama pa se posledi¢no i sastav biocenoza
menja (Bertness i sar.,1999; Menge i Olson, 1990;). U svetlu iznetog jasno je da
stres najceS¢e ne deluje samo na jedan od nivoa bioloSke organizacije i da su

njegove posledice kompleksne i sveobuhvatne.

Organizmi i populacije na sredinski stres odgovaraju putem tri osnovna
mehanizma koji podrazumevaju izbegavanje stresnih uslova disperzijom u stanista
sa povoljnijim uslovima, prilagodavanje genetickom adaptacijom ili kroz

fenotipsku plasti¢nost (Davis i sar., 2005).

Izbegavanje stresnih uslova migracijama je, bar prema fosilnim zapisima,
najcesc¢i vid odgovora na promenjene uslove sredine. Populacije i jedinke se fizicki
pomeraju sa mesta koje postaje nepovoljno u stanista sa povoljnim sredinskim
uslovima. U tim novim staniStima mogu stupiti u reproduktivni kontakt sa drugim
populacijama iste vrste. Ishod ovakvog kontakta prvenstveno zavisi od geneticke
diferenciranosti izmedu datih populacija koja je proistekla iz razlika u evolucionim
istorijama i genetiCkoj varijabilnosti. Brojni radovi su pokazali povecanje
(prikazano u Tallmon i sar., 2004) ali i smanjenje (prikazano u Edmands, 2007;
Kurbalija i sar., 2010) prosetne adaptivne vrednosti populacija nakon ovakvih

kontakata.

Prirodna selekcija je jedan od dominantnih ecvolucionih mehanizama koji

direktno omogucava organizmima i populacijama da se prilagode na sve uslove
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sredine u kojoj Zive, ukljucujudi i stres. Adaptacija je evolucioni proces koji kroz
promene genetic¢ke strukture omogucava prirodnim populacijama da se prilagode
sredinskim faktorima. Adaptaciju treba razlikovati od aklimatizacije koja
predstavlja kompleks biohemijskih i fizioloSkih mehanizama kojima jedinka
smanjuje uticaj sredinskih faktora. Geneticka adaptacija na stresne uslove koja se
odvija u relativno kratkom vremenskom periodu (nekoliko decenija do stotinu
godina) predstavlja znaCajan mehanizam reakcije populacija na sredinski stres i
dokumentovana je i u uslovima abiotickog i biotickog stresa (Stockwell i sar. 2003,
Kinnison i sar. 2007). Lokalna adaptacija predstavlja stanje u kome populacija u
heterogenoj sredini razvija geneticke adaptacije koje joj obezbeduju povecanje
adaptivne vrednosti u lokalnim uslovima sredine. Na adaptaciju utice nekoliko
faktora: protok gena, geneticka varijabilnost i geneticka arhitektura osobina koje
su povezane sa fitnesom (Kawecki i Ebert, 2004). U slucaju hroni¢ne izloZenosti
subletalnim nivoima sredinskog stresa, selekcija favorizuje genotipove koje imaju
vecu adaptivnu vrednost ¢ime se akumuliraju alelske varijante i/ili veliki genski
kompleksi koji u datim uslovima povecavaju fitnes populacije (Hoffmann i Hercus,
2000). Iako selekcija omogucava opstanak populacije u stresnim uslovima, postoji i
cena adaptacije koja je u velikom broju slu¢ajeva mnogo zahtevnija u pogledu
potreba za energijom i resursima. Cena povecane adaptivne vrednosti kod
otpornih jedinki je povezana sa izmenjenim fizioloSkim procesima koji im
omogucavaju da se izbore sa stresom (Medina i sar., 2007) ispoljavajuéi se kao
medu-sredinsko uzajamno ogranicavanje (engl. trade-off). Ukoliko u procesu
adaptacije dode do samanjenja adaptivne vrednosti neke osobine Zivotne istorije,
to samnjenje moZe biti kompenzovano povecanjem druge, npr. redukcija
prezivljavanja adulta moZe biti kompenzovana porastom fekunditeta. Ove
promene zavise od stresora ali i stepena geneticke varijabilnosti u populaciji,
stepena trade-off-a i parenja sa neotpornim jedinkama (Falconer i MacKay, 1996).
Odsustvo ovih promena u prisustvu stresa ukazuje na povecanu otpornost koja
nema geneticku osnovu, a njihov opstanak i nakon prestanka dejstva stresa
ukazuje na to da su mehanizmi koji su odgovorni za povecanu otpornost geneticki
determinisani (Donker i sar., 1993; Lam, 1999; Reinecke i sar., 1999; Spurgeon i

Hopkin, 2000). Genotipovi koji pokazuju otpornost na stres, po pravilu, u
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nestresnim uslovima imaju slabiju uspeSnost u odnosu na genotipove osetljive na
isti tip stresa. U stresnim uslovima geni koji obezbeduju otpornost na stres
povecavaju adaptivnu vrednost menjanjem opsega osobina. Selekcija D.
melanogaster za povecanu otpornost na kadmijum je pokazala da je za povecano
preZivljavanje i fekunditet i smanjenje duZine razvi¢a odgovoran jedan polno vezan
gen sa velikim efektom (Shirley i Sibly, 1999). Medutim, u povoljnim uslovima, ove
linije otporne na kadmijum su pokazale smanjenje fekunditeta, ali ne i promene u
drugim osobinama. Geni koji u stresnim uslovima povecavaju adaptivnu vrednost
mogu imati razlicit efekat na te iste osobine u optimalnim uslovima ¢ime menjaju i
geneticke korelacije medu njima (Sgro i Hoffmann, 2004). Promene u rastu i
reprodukciji organizama izloZenih sredinskom stresu dovode do promena osobina
Zivotne istorije i evolucije njihovih obrazaca. Narusavanje stanista koje redukuje
preZivljavanje adultnih stadijuma moZe dovesti do ranijeg polnog sazrevanja i
povecanog reproduktivnog ulaganja (Charlesworth, 1980; Sibly i Calow, 1989).
Parametri Zivotne istorije ¢e se menjati kako bi optimizovali adaptivnu vrednost, a
promenjene kombinacije adaptacija vezanih za rast i reprodukciju ¢e biti pod

selekcijom (Southwood, 1988; Donker i sar., 1993).

Sredinski stres moZe predstavljati i selektivni pritisak koji menja ucestalosti
alela u populacijama i dovodi do geneticke divergencije unutar ili izmedu
populacija (Hoffmann i Willi, 2008; Coors i sar.2009; Orsini i sar., 2012).
Poredenja populacija koje nastanjuju geografski i ekoloski razli¢ita staniSta su
pokazala da su populacije uspesSnije u sredinama iz kojih su potekle, a razlike
izmedu populacija koje dolaze iz razlicitih sredina ¢esto ukazuju na postojanje
uzajamnog ogranicavanja osobina Zivotne istorije. Medutim, do divergencije moZe
do¢i i ako nema trade-off-a, jer jedan set gena moZe biti favorizovan u jednoj, a
drugi u drugoj sredini. Populacije ¢e u tom slucaju imati vecu uspesnost u sredini

koja je sli¢nija onoj iz koje su potekle (Hoffmann i Parsons, 1993).

Variranje osobina Zivotne istorije izmedu odvojenih populacija iste vrste je
vrlo dobro dokumentovano (Sibly i Calow, 1983; Lam, 1999). Intraspecijske
interpopulacione razlike su Cesto interpretirane kao lokalna adaptiranost na

razliite nivoe ranijeg izlaganja specificnim uslovima sredine, ukljucujuci i stresne
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uslove. S obzirom na to da prirodna selekcija moZe da deluje samo na nasledne
osobine, osnovna pretpostavka je da variranje ovih osobina imaju geneticku
osnovu (Lam i Calow, 1990). Medutim ta interpopulaciona variranja mogu da budu
prouzrokovana i razvojnim razlikama koje su posledica heterogenosti ili variranja

sredine (Lam, 1996).

1.3.1. Teski metali kao oblik sredinskog stresa

Najznacajniji fizicki faktori koji mogu izazvati stres u biolo$kim entitetima su:
klimatski faktori i hemijsko zagadenje ¢iji su uzrok izmedu ostalih i teski metali.
lako ne postoji precizna definicija teSkih metala, veéina autora se slaZze da su to
metali cija je specificna gustina ve¢a od 5g/cm3 (Agarwal, 2009). U ovu grupu
metala spadaju: olovo, kadmijum, nikl, gvoZde, cink, hrom, bakar, Ziva. TeSki metali
predstavljaju sastavni deo Zemljine kore i njihova koli¢ina je varijabilna u
zavisnosti od regiona. Usled antropogenih aktivnosti broj staniSta u kojima se
pojavljuju vece kolic¢ine teSkih metala raste i predstavlja sve veci selektivni pritisak
na zivi svet. Kao i druge potencijalno opasne materije, teski metali u organizam
mogu dospeti preko vode, vazduha, zemljista ili hrane. Uticaj teSkih metala na Zivi
svet moZe biti direktan i indirektan. Direktan/kratkotrajni se ogleda u akutnoj
toksi¢nosti koja izaziva veliki pad adaptivne vrednosti i moZe dovesti do smrti
organizama i u krajnjoj istanci i$¢zavanja populacija.Indirektan/dugotrajni se
ogleda u menjaju dinamike procesa u ekosistemima i umetanjem u lance ishrane

(Peralta-Videa i sar.,2009).

Antropogeno zagadenje teSkim metalima pocinje jos iz perioda prvog otkri¢a
metala i njihovog koriS¢enja u ljudskoj upotrebi. Intenzitet zagadenja se naglo
povecao sa pocetkom industrijske revolucije a tokom poslednjih 30-ak godina
postaje sve veci problem kako razvijenih, tako i zemalja u razvoju. Najznacajniji
izvori antropogenog zagadenja teSkim metalima su: sagorevanje fosilnih goriva,
eksploatacija ruda, industrijski, organski i urbani otpad (Agarwal, 2009).
Najrasprostranjeniji zagadivac¢i medu teskim metalima su olovo, kadmijum i Ziva a
njihova povecana koncentracija u Zzivotnoj sredini je u najvetem procentu

posledica antropogenih uticaja usled sagorevanja fosilnih goriva, eksploatacije

19



[Uvod]

ruda i njihove industrijske obrade. Najznacajniji izvor atmosferskog zagadenja
olovom predstavljaju aerosoli poreklom iz motornih vozila (Pacyna i Pacyna,
2001). Primeceno je da se koncentracija olova u zemljiStu i biljkama smanjuje sa
udaljavanjem od velikih saobracajnica, kao i da oko 90% ukupne koliCine olova
koju biljka usvoji potice iz atmosfere (Albasel i Cottenie, 1985). Brojna istrazZivanja
su pokazala da je zemljiSte u industrijskim i urbanim regionima veoma zagadeno i
sadrzi visoke koncentracije teSkih metala (Kelly i sar.,, 1996). Takvo zemljiSte
predstavlja problem za Zivotnu sredinu jer su teski metali postojani i po nekoliko
stotina godina i zbog smanjenog puferskog kapaciteta zemljiSta mogu u¢i u

podzemne vode i lance ishrane.

Teski metali se mogu nalaziti u svim delovima biotopa: zemljistu, vodi i
vazduhu. Iz vazduha procesima suve ili mokre dispozicije dospevaju u vodu i
zemljiSte, iz vode spiranjem taloga dospevaju u zemljiSte. Poslednja karika u ovom
lancu su Zivi organizmi, na prvom mestu biljke koje usvajaju teSke metale iz
sredine, inkorporiraju ih u svoja tkiva i organe i tako €ine dostupnim organizmima

koji se nalaze dalje u lancu ishrane (Peralta-Videa i sar., 2009; Zhuang i sar., 2009).

Zivim bi¢ima su neophodne razli¢ite koli¢ine razli¢itih teskih metala za
normalno razvice i razvoj. Ljudima su u tragovima neophodni gvozde, bakar, kobalt
i cink (Caussy i sar., 2003). Ostali teski metali kao Sto su Ziva i olovo nemaju
nikakav pozitivan efekat i njihova akumulacija u organizmu moze imati ozbiljne
posledice. Vanadijum, tungsten i kadmijum su za vecinu Zivih bi¢a toksic¢ni ali su za
neke pod odredenim uslovima korisni (Lane i sar., 2000 ). Svim teSkim metalima je
zajednicko da su u veéim koli¢inama toksic¢ni i da njihova dugotrajna akumulacija
negativno utiCe na rast i razvoj Zivih sistema. Negativni efekti teSkih metala
ukljuc¢uju promene u biohemijskim procesima koje za posledicu imaju anatomske,
morfoloske i fiziolosSke promene. Teski metali imaju negativan uticaj na gotovo sve
komponente adaptivne vrednosti. Usporavaju razviée kod velikog broja ispitivanih
vrsta (Wentsel i sar., 1977; Jezierska i sar., 2009), uticu na reprodukciju
(Laskowski i Hopkin, 1996.; Rozen, 2006), menjaju kompleksne osobine kao Sto je

ponaSanje (Lefcort i sar, 1996). Izazivaju morfoloSke promene na svim
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stadijumima razvica i uglavnom deluju u pravcu smanjenja velicine tela izloZenih

jedinki (Hudson i Cibrwvski, 1996; Jezierska i sar., 2009).

Novija istrazivanja pokazuju da teSki metali mogu da uti¢u i na Ccelijski
odgovor posredovan proteinima toplotnog Soka (Hsp) cija je glavna uloga u
odrzavanju Celijske homeostaze u stresnim uslovima. Povecanje ekspresije Hsp70
proteina za koga je utvrdeno da je prva linija odbrane od razli¢itih vrsta stresa
pokazano je na vecem broju vrsta (Kohler i sar., 1992; Sanders, 1993; Bonham i
sar., 2003). Takode, adaptacija na specificne uslove sredine ima uticaj na nivo
ekspresije Hsp70 proteina, jer jedinke iz staniSta sa najve¢im intezitetom stresa
pokazuju znacajno manju eskpresiju ovih proteina u poredenju sa jedinkama iz
sredina sa umerenim nivoom stresa (Kohler i sar., 1999; Zanger i sar., 2000;
Warchatowska-Sliwa i sar., 2005). Ovi rezultati ukazuju da dugotrajno povecanje
ekspresije Hsp70 ima negativne posledice na adaptivnu vrednost,pa organizmi
povecanje ekspresije Hsp70 proteina koriste samo kao trenutnu i kratkotrajnu
odbranu od stresnih uslova i da razvijaju druge adaptivne strategije za

prevazilaZenje stresa izazvanog teSkim metalima.

Studije pokazuju da teski metali mogu uticati na promenu sastava i
strukture bioloSkih zajednica i smanjenje geneticke varijabilnosti populacija (Ross

isar.,, 2002, Xiao i sar., 2000, Kim i sar., 2003, Lopes i sar., 2009, Coors i sar., 2009).

1.3.2. Olovo

U prirodi se olovo najceSce nalazi u dvovalentnom katjonskom obliku (Pb2+)
iako je poznat i Cetvorovalentni oblik koji je potpuno nerastvorljiv (Pb#+). Olovo
ima veliki afinitet prema sulfidnim grupama i disulfidnim vezama odakle i potice
njegov Stetni efekat na zive sisteme (Flora i sar., 2012). U zemljistu se olovo
uglavnom vezuje za minerale gline, mangan okside, gvoZzde i aluminijum
hidrokside, a narocit afinitet ima prema organskoj materiji. Iz ovih razloga se
najveca akumulacije olova u zemljiStu zapaza u povrSinskom horizontu, do 15 cm

dubine (Chang i sar., 1984; Agarwal, 2009).
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Koli¢ina olova u zemljistu zavisi od prirodnog sastava podloge ali i od
antropogenih uticaja i u svetu varira izmedu 16-71 mg/kg. Mrvic¢ i sar. (2009) su u
opseznoj analizi zemljista Srbije utvrdili da je prose¢na koncentracija olova oko 40
mg/kg, u Vojvodini oko 17 mg/kg od cCega je koncentracija olova ispod 50 mg/kg
prisutna u 77.7% uzoraka, od 50-100 mg/kg u 19%, a samo u 3.4% ima povecan
sadrZaj, iznad 100 mg/kg. Primeceno je da se povecane koncentracije teSkih
metala nalaze u zemljiStima koja su formirana na stenama bogatim metalima
(Kopaonik, planine iznad Raske, deo oko Surdulice, Zvornika i Bajine BaSte) i u
dolinama velikih reka (Velika i Zapadna Morava) gde se nalaze prometne
saobracajnice (Vukovi¢, 2002). Nasa zemlja spada u red onih koji imaju povec¢anu
emisiju olova u atmosferu (pored Rumunije, Bugarske, Makedonije), pa je doprinos

depoziciji Pb iz sopstvenih emisija ve¢i u odnosu na doprinos okolnih zemalja.

Olovo se u ljudskoj upotrebi nalazi ve¢ 5000 godina. Tokom istorije
koriS¢eno je kao materijal za izgradnju, kao pigment za glaziranje keramike, za
pravljenje cevi za transport vode. U starom Egiptu se intenzivno koristila Sminka
na bazi olova u ¢iju se lekovitost verovalo. Stari Rimljani su olovo acetat koristili za
zasladivanje starog vina i pretpostavlja se da su neki Rimljani unosili i do 1g olova
dnevno (Jarup, 2003). Ova praksa se nastavila tokom cCitavog srednjeg veka i u
nekoliko navrata izazvala masivna trovanja Sirom Evrope (Hernberg, 2000). Boje
na bazi olova su jako dugo bile u upotrebi u domacinstvima i tek je sredinom 80-ih
godina proslog veka pocelo njihovo izbacivanje iz standardne upotrebe. Rutinska
upotreba olova u ljudskim aktivnostima ima veliki uticaj i na druga Ziva bica. Jedan
primer toga je slucaj trovanja olovom koje je imalo znacajnu ulogu u smanjenju
veli¢ine populacije ugroZenog kalifornijskog kondora (Gymnogyps californianus)
80-ih godina proslog veka, pri ¢emu upotreba olovne sa¢me i posledi¢no trovanje
olovom i danas predstavlja glavnu prepreku za oporavak populacije ove ugrozene

vrste (Kelly i sar., 2011).

Antropogene aktivnosti koje danas predstavljaju najveci izvor zagadenja
olovom su sagorevanje fosilnih goriva, eksploatacija i industrijska prerada olovne
rude i urbani otpad. Zagadenje olovom se uglavnom povezuje sa saobracajem i

zbog toga je manje viSe uniformno rasporedeno na celoj Zemlji. Tokom XX veka,
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emisija olova u vazduh izazvala je znacCajno zagadenje svih delova biosfere
uglavnom kao posledica koriS¢enja benzina obogacenog olovom. lako je upotreba
olovnog benzina drasticno smanjena poslednjih decenija, i samim tim smanjena
njegova emisija u razvijenim zemljama, zagadenje olovom predstavlja poseban

problem u zemljama u razvoju (Tong, 2000; Jarup, 2003).

Olovo ima brojne Stetne efekte na sve bioloSke entitete, jer najverovatnije
ne postoji bioloSka funkcija i enzimska aktivnost na koju u dovoljno visokim
koncentracijama olovo ne moZe imati negativan uticaj. Kod biljaka negativno utice
na brojne metaboli¢ke procese (Sharma i Dubey, 2005), inhibira klijanje i razvoj
semena (Munzuroglu i Geckil, 2002; Li i sar., 2005; Kranner i Colville, 2011),
grananje korena (Liu i sar., 1994; Islam i sar., 2007), rast biljke (Uveges i sar.,,
2002; Pourrut i sar., 2011) , transpiraciju (Parys i sar., 1998), produkciju hlorofila
(Prassad i Prassad, 1987; Hu i sar., 2007) i sadrZaj vode i proteina (Patra i sar.,,
2004). Kod zivotinja uti¢e na razvoj i normalno funkcionisanje nervnog sistema
(Hirsch i sar., 2009), utice na eritropoezu i smanjuje kapacitet prenoSenja
kiseonika u eritrocitima (Schwartz i sar., 1990), ometa normalno funkcionisanje
bubrega i imunog sistema (Gonick, 2002; Dietert i Piepenbrink, 2006). Primeceno
veoma malim dozama, olovo moZe izazvati neurotoksi¢ne efekte i izazvati
poremecaje u ponasanju i probleme sa ucenjem (Tong i sar., 2000; White i sar.,

2007).

Brojni eksperimenti su pokazali Stetni efekat olova na gotovo sve
komponente adaptivne vrednost kod velikog broja vrsta. Reinecke i sar. (1997.) su
pokazali da iako niske koncentracije olova u supstrastu imaju stimulativno dejstvo
na rast i produkciju kokona kod gliste Eisenia fetida, prezivljavanje ovakvih kokona
je znacCajno smanjeno. Slican obrazac je primecen i kod kraljevske krabe Lithodes
santolla, kod koje je izlaganje subletalnim koncentracijama olova ubrzalo dinamiku
razvica i znacajno povecanje broja morfoloskih deformiteta kod izleZenih jedinki
kao i znaCajnu redukcije broja izlezZenih jedinki (Amin i sar., 1998). Ovakvi rezultati

mogu ukazati na jednu od strategija preZivljavanja u slucaju izlaganja teSkim
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metalima, da jedinke ubrzavanjam razvi¢a nastoje da smanje vreme izlaganja

nepovoljnim islovima sredine i na taj nacin izbegnu stres.

S druge strane, ¢ak i male koli¢ine olova mogu produziti period razvica i
najcesce je to produZenje proporcionalno koncentraciji. Ovakav trend je primecen
kod brojnih ispitivanih vrsta, ukljuCuju¢i insekte: Drosophila melanogaster (Cohn i
sar., 1992), Drosophila subobscura (Stamenkovi¢-Radak i sar., 2008.); ribe Cyprinus
carpio (Jezierska i sar. 2009); vodozemce Xenopus leavis (Berzins i Bundy, 2002) i
Pelophylax nigromaculata (Huang i sar., 2014). Izlaganje olovu u adultnoj fazi ima
uticaj i na duZinu Zivota: Massie i sar. (1992) su pokazali malo, ali ne i statisticki
znaCajno produZenje Zivota kod jedinki Drosophile melanogaster koje su bile
izloZene veoma niskim Kkoncentracijama olova (~0.207-2.07 ug/g Pb-acetata
dodatog u supstrat) i znaCajno smanjenje kod jedinki koje su bile izloZene vec¢im
koncentracijama. Olovo utiCe i na fekunditet: Hirsh i sar. (2003) su pokazali da
niske koncentracije povecavaju ovu komponentu adaptivne vrednosti dok su Uysal
i Bahececi (1996) pokazali smanjenje pri ve¢im koncentracijama kod Drosophila
subobscura. Veli broj studija je pokazao negativan uticaj olova na produkciju i
kvalitet spermatozoida kod pacova ali i ljudi (Chowdhury i sar., 1984,1986).
Takode, olovo utiCe i na kompleksne ponaSajne osobine kao Sto je udvaranje pri
parenju. Hirsh i sar. (2003.) su pokazali da male koncentracije olova (2-8 pg/g)
imaju pozitivan efekat na parenje Zenki ali da vece koncentracije (20-50 ug/g)
imaju negativan efekat kod Drosophila melanogaster. Ista studija je pokazala i
negativan uticaj ve¢ih koncentracija olova na lokomotornu aktivnost muzjaka, a
slicni rezultati su pokazani i na ribama i vodozemcima (Jezierska i sar. 2009;
Huang i sar., 2014). Ovakvi rezultati ukazuju na drugu strategiju odgovora na stres
pri izloZenosti teSkim metalima, odnosno alokaciju resursa u energetski zahtevnije
mehanizme odbrane od Stetnog delovanja olova ¢ime se usporavaju mehanizmi
odgovorni za normalno razvic¢e. Svaki organizam ima samo odredenu koliinu
raspoloZive energije koju moZe usmeriti u procese kao Sto su prezivljavanje,
razvice, rast i reprodukcija, a alokacija resursa u jednu osobinu obi¢no znaci
smanjenje druge osobine (van Noordwijk i de Jong, 1986; Stearns, 1992; Reznick i

sar.,, 2000; Roff, 2002). Ocekivano je da fizioloski odbrambeni mehanizmi
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tolerantnih genotipova (Maroni i sar., 1987; Van Straalen i sar., 1987) kao Sto su
povecana ekskrecija metala i produkcija enzima neophodnih za detoksikaciju
(Wilczek i Migula, 1996), i/ili povecana ekspresija gena kao Sto su proteini
toplotnog Soka i metalotioneini (Singer i sar., 2005; Maitani i sar., 1986) koji su
odgovorni za brz ali energetski skup odgovor na stresne uslove, smanjuju koli¢inu

resursa dostupnih za razvice i reprodukciju (Calow, 1991).

Efekat olova na veliCinu tela je slican kao i kod ostalih teSkih metala i
uglavnom je u pravcu njene redukcije. Povecane koncentracije olova u
laboratorijskim uslovima izazivaju malformacije na kostima kod Zaba (Sparling i
sar., 2006; Haywooda i sar., 2004) i usnom aparatu hironomida (Vermeulen i sar.,
2000). Akumulacija olova u razli¢itim tkivima i organima negativno je korelisana
sa veli¢inom tela (Lagisz, 2008) a ovaj efekat je narocito istraZen kod riba (Canli i
Atli, 2003). IstraZivanja na Drosophila subobscura pokazala su populaciono
specifican odgovor za veli¢inu krila u uslovima izlaganja olovu kroz veéi broj
generacija (Kurbalija Novici¢ i sar., 2012). Povelanje koncentracije olova u
supstratu dovelo je do smanjenja veliCine krila kod jedinki iz populacije koja je u
svom prirodnom okruZenju izloZena zagadenju olovom, dok je sasvim obrnut trend
primecen kod jedinki iz populacije sa nezagadenog stanista kod kojih je povecanje

koncentracije olova u supstratu izazvalo povecanje krila.

Veliki broj studija je pokazao da populacije tokom vremena mogu da se
adaptiraju na povecane koncentracije olova u svojoj sredini. Isopode su se
pokazale kao odlican model sistem za procenjivanje adaptacije na zagadenje
olovom u akvati¢nim ekosistemima. Jedinke Asellus meridianus poreklom iz dela
reke koji se nalazi u blizini rudnika olova pokazale su mnogo vecu otpornost na
olovo u laboratorijskim uslovima u poredenju sa jedinkama vrste koje naseljavaju
manje zagadena staniSta u istoj reci (Brown, 1976) . Sli¢ni rezultati su dobijeni i na
drugoj vrsti Asellus aquaticus (Fraser i sar., 1978). Wright (1986) je u
eksperimentu sa amfipodama Gammarus marinus pokazao da jedinke u Cijem je
prirodnom staniStu olovo prisutno u ve¢im koncentracijama manje usvajaju ovaj
teSki metal od jedinki koje Zive u ¢istim staniStima implicirajuc¢i da je adaptivna

strategija u ovom slucaju smanjenje apsorbcije jona ovog metala. Kenig i sar.
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(2013) su pokazali populaciono specifican odgovor u duZini razvi¢a Drosophila
subobscura. Jedinke iz populacije koje su prethodno bile izloZene zagadenju
olovom imale su u laboratorijskim uslovima brze razvice od jedinki iz populacije
poreklom iz nezagadene sredine u uslovima povecane koncentracije olova u

supstratu.

lako je Stetni efekat olova nedvosmisleno dokazan, joS uvek nije jasno
utvrden mehanizam koji leZi u osnovi njegovog toksi¢nog delovanja (Tian and
Lowrence, 1995). Jedan od mehanizama koji objasnjava Stetan efekat olova moze
biti i njegova sposobnost da se veZe za sulfhidrilne grupe proteina i da zamenjuje
i/ili kompetira sa kalcijumom $to dovodi do remecenja metabolickih funkcija ¢elije.
Ove zamene dovode do promena u esencijalnim bioloSkim procesima kao Sto su
adhezija celija, unutar i medjucelijski signalni putevi, pravilno uspostavljanje
tercijarne i kvarternarne strukture proteina, apoptoza, jonski transport, regulacija
enzima i oslobadenje neurotransmitera (Flora i sar., 2007, 2012). Drugi je
indukcija oksidativnog stresa. Prisustvo olova u Celijama izaziva hiperprodukciju
slobodnih radikala kiseonika (ROS) rezultuju¢i u sistemskoj mobilizaciji i
smanjenju intrizicne antioksidativne odbrane, destabilizaciji homeostaze
kalcijuma, smanjenju dostupnog ATP-a i promeni jonskog membranskog fluksa
menjajuci balans izmedu njihove produkcije i sposobnosti Celije da se odbrani od
toksi¢nog delovanja slobodnih radikala stvaranjem antioksidanata (Xu i sar.,
2008). Slobodni radikali su kratkoZiveca reaktivna hemijska jedinjenja (atomi ili
molekuli) koja poseduju jedan nespareni elektron, a generiSu se tokom razlic¢itih
metabolickih procesa, pre svega u mitohondrijama, ali i pod uticajem nekih
spoljasnjih faktora. Slobodni radikali kiseonika mogu oStetiti ¢elijske komponente,
pre svega lipide membrana i nukleinske kiseline tokom procesa oksidacije, jer su u
stanju da difunduju dovoljno daleko u celiji i da direktno interaguju sa DNK
molekulima ili proteinima, Sto moZe smanjiti enzimatske i ne-enzimatske
antioksidanse, dovode¢i do progresivne disfunkcije u celiji, a indirektno do

genotoksi¢nog dogadaja (Valko i sar., 2007; Kong i Lin, 2010).

Olovo, kao i svi ostali teski metali i veliki broj drugih zagadivaca, izaziva

oStecenja na molekularnom i ¢elijskom nivou, ali se njegovi krajnji efekti uocavaju
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na viSim nivoima bioloske organizacije: jedinkama, populacijama i ekosistemima.
Kako je ve¢ re€eno, olovo i drugi teski metali mogu uticati na promenu sastava i
struktre bioloSkih zajednica i uticati na geneticku strukturu populacije. NajceSci
efekat na genticku strukturu populacija je smanjenje geneticke varijabilnosti (Ross
isar.,, 2002; Xiao i sar., 2000; Kim i sar., 2003; Lopes i sar., 2009; Coors i sar., 2009).
Smatra se da stresne sredinske promene dovode do smanjenja veli¢ine populacije
Sto posledicno moze dovesti do smanjenja ukupne geneticke varijabilnosti i
ograniCenja daljih adaptivnih odgovora (Hoffmann i Willi, 2008). To je cesto
prateno promenama u ucestalostima alela do kojih dolazi usled delovanja
selekcije, ili sluc¢ajne fiksacije (van Straalen i Timmermans, 2002). Ove geneticke
promene, a narocito gubitak geneticke varijabilnosti, mogu biti trajne. Jednom
izgubljena varijabilnost se ne moZe brzo vratiti, a jedan od uslova da se vrati je da
populacija preZivi dovoljno dug vremenski period i da postoji protok gena iz

drugih populacija.

27



[Uvod]

1.4. Sinergisticki efekat genomskog i sredinskog stresa

Obzirom na rastuéi antropogeni uticaj na sve aspekte Zivotne sredine,
istraZzivanja promena geneticke strukture prirodnih populacija, izazvanih
inbridingom i autbridingom, posebno su aktuelna sa apekata pracenja efekata
klimatskih promena, fragmentacije staniSta i porasta broja ugrozenih populacija i
vrsta. Inbriding, ukrStanje izmedu jedinki u srodstvu, kao posledicu ima
homozigotizaciju genoma Sto moze dovesti do ispoljavanja Stetnih recesivnih alela
koji dovode do smanjenja adaptivne vrednosti jedinki, a posledi¢no i populacija.
Efekat inbridinga je narocito veliki u malim izolovanim populacijama koje su
izloZene promenama sredine i stresnim uslovima. Autbriding, ukr$tanje izmedu
nesrodnih jedinki, ima dve suprotne posledice, moZe dovesti do povecanja
adaptivne vrednosti heterozigotnih jedinki u literaturi poznatog kao heterozis ili
hibridni vigor ili dovesti do pada adaptivne vrednosti heterozigotnih jedinki
poznato kao autbriding depresija. Geneticka osnova heterozisa moZe biti
dominansa, overdominansa, ali i epistaticke interakcije. Geneticka osnova
autbriding depresije leZi u razbijanju koadaptiranih genskih kompleksa. Po
DobzZanski-Milerovom modelu, populacije tokom svoje evolucione istorije
akumuliraju povoljne i neutralne mutacije i u kombinaciji sa specificnim uslovima
sredine razvijaju jedinstvene koadaptirane genske komplekse specificne za svaku
populaciju. Spajanje dva genofonda sa razli¢itim koadaptiranim genskim
kompleksima, Sto se deSava pri ukrStanju jedinki poreklom iz dve razlicite
populacije, moZe dovesti do razbijanja tih koadaptiranih genskih kompleksa pri
¢emu se aleli koji ranije nikad nisu bili ,testirani“ zajedno dolaze u kontakt i mogu
potencijalno imati Stetan efekat. Efekat hibridizacije na adaptivnu vrednost zavisi
od veceg broja faktora medu kojima je najznacajnija genetic¢ka divergencija izmedu
populacija. Ako su populacije geneticki sli¢ne najverovatniji efekat autbridinga je
heterozis, ako su geneticki razliCite najverovatnije ¢e doci do autbriding depresije.
Sve promene u genetickoj strukturi populacije mogu dovesti do promene
genomskog stresa. U sredini koja je nalazi pod antropogenim uticajem populacije

sa narusenom genetickom strukturom su mnogo ranjivije u odnosu na one kojima
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.....

antropogenim uticajem, postavlja se pitanje sposobnosti i granica organizama i
populacija da se izbore sa ve¢im brojem simultanih selektivnih antropogenih
pritisaka te je stoga neophodno proucavati sinergisticki efekat genomskog i

sredinskog stresa.

Kako je vec reCeno, i inbriding i autbriding predstavljaju stres koji moze
imati razliCite efekte na prirodne populacije u zavisnosti od geneticke arhitekture
osobine koja se posmatra, ali i geneticke strukture ispitivane populacije. Sredinski
stres izazvan bilo bioti¢ckim (parazitizam, predatorstvo) ili abioti¢kim faktorima
(klima, hemijski zagadivaci, zracenje, teski metali) oblikuje geneticku strukturu
populacije vodeéi ka fiksaciji najbolje adaptiranih alelskih kombinacija, ali u
zavisnosti od inteziteta moZe da dovede do izumiranja populacije u stanistu.
Jedinke koje migracijom izbegavaju sredinski stres mogu do¢i u reproduktivni
kontakt sa jedinkama druge populacije koja u svom staniStu moZze biti izloZena
antropogeno izazvanom pritisku sredinskog stresa. Takode, fragmentacija stanista
dovodi do stvaranja malih izolovanih populacija u kojima su Stetni efekati
inbridinga i genetickog drifta relativno veliki. Takva novonastala staniSta mogu biti
izloZena antropogenom pritisku pa se Stetni efekat inbridinga moZe povecati.
Obzirom na sve veci, uglavnom Stetni, antropogeni uticaj na prirodne populacije,
fokus istraZivanja efekta stresa u prirodnim populacijama se pomera ka
sinergistickom efektu genomskog i sredinskog stresa. Kombinovani efekat
genomskog i sredinskog stresa je kao i najveci broj bioloskih fenomena specifi¢an
za vrstu, zavisi od tipa stresa i genetiCke arhitekture, kako osobine tako i
populacije koja se posmatra, pa je donoSenje nekog generalnog zakljucka tesko i
nezahvalno. Veliki broj novijih istrazivanja se bavi proucavanjem i procenom

efekta sinergistickog delovanja genomskog i sredinskog stresa.

Obzirom da je izuCavanje inbridinga i inbriding depresije istorijski starije,
najveéi broj literaturnih podataka o kombinovanom efektu genomskog i
sredinskog stresa potiCe upravo iz eksperimenata sa inbredovanim jedinkama u
razli¢itim stresnim okruZenjima. Interesovanje za inbriding-stres interakcije ne

jenjava proteklih 60-ak godina. Tokom 50-ih i 60-ih godina proslog veka pojavio se
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veliki broj radova, uglavnom iz oblasti agronomije, koji je proucavao ovaj efekat iz
perspektive heterozigotnosti, razvojne stabilnosti i kanalizacije, odrZavanja
optimalnog fenotipa duZ gradijenta promene sredine. U ovim radovima fokus je bio
na heterozisu nastalom usled ukrStanja inbredovanih linija, a ne na gubitku
geneticke varijabilnosti i pove¢anoj homozigotnosti nastalim usled fragmentacija
staniSta i nastankom populacija sa malim efektivnim veli¢inama. Iako varijabilni,
rezultati ovih studija su bili dovoljni da Wright (1977) predloZzi da su sa
smanjenjem heterozigotnosti (odnosno povecanjem inbridinga) jedinke generalno
osetljivije na sredinski stres. Kada su se nekoliko decenija kasnije, istraZivaci
ponovo fokusirali na ovaj fenomen pokazalo se da taj trend uopSte nije toliko
generalan (Armbruster i Reed, 2005; Marr i sar., 2006; Waller i sar., 2008;
Angeloni i sar., 2011). Armbruster i Reed (2005) su u meta-analizi dotadasnjih
podataka potvrdili Rajtovu inicijalnu pretpostavku da sredinski stres u proseku
povecava efekat inbriding depresije. Medutim, po Arambisteru i Reedu 24% studija
na ovu temu je pokazalo da sinergisticki efekat sredinskog stresa i inbridinga ne
samo da ne povecava Stetne efekte inbridinga, ve¢ u nekim slucajevima ima i
suprotan obrazac, odnosno da je inbriding depresija smanjena u stresnim
uslovima. Odgovor razlic¢itih vrsta, populacija, ¢ak i inbredovanih linija koris¢enih
u eksperimentima na kombinovani uticaj inbridinga i stresa se pokazao kao veoma
varijabilan. U svetlu ovih rezultata, doSlo se do zakljucka da iako se inbriding
depresija povecava u stresnim uslovima sredine, njeni specificni efekti su
karakteristi¢cni za geneticku strukturu izu€avane populacije i tip stresa koji je
primenjen. Fox i Reed (2011) su u svom eksperimentu i meta-analizi pokazali da
dominantan razlog za ovakvu varijabilnost u dobijenim rezultatima lezi u
intenzitetu sredinskog stresa kojem su jedinke bile izloZene. U slu¢ajevima kada je
primenjivan relativno nizak intenzitet sredinskog stresa najceS¢e nije pokazano
povecanje inbriding depresije dok je u sluCajevima kada je primenjivan visok
intezitet sredinskog stresa pokazano da se inbriding depresija znacajno povecava.
Ovi rezultati su pokazali da je efekat stresa na inbriding depresiju mnogo
ujednaceniji nego Sto se ranije mislilo, i da ipak ne zavisi u tolikoj meri od
geneticke arhitekture populacije i tipa stresa, ve¢ da postoji generalan trend

povecanja inbriding depresije sa povecanjem inteziteta sredinskog stresa. Ovakvi
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zakljucci su kasnije nezavisno potvrdeni od strane Enders i Nunney (2012) koji su
pokazali linearnu zavisnost izmedu inbriding depresije i inteziteta stresa, odnosno

linearno povecanje inbriding depresije sa povecanjem nivoa stresa.

Veliki broj istrazivanja je pokazao da stres u populacijama koji imaju
odredeni nivo inbridinga, deluju jednovremeno i neodvojivo jedan od drugog
(Armbruster i Reed, 2005; Fox i Reed, 2011; Enders i Nunney, 2012). Inbriding
povecava homozigotnost genoma Cime su recesivni Stetni aleli izloZeni dejstvu
selekcije koja ih efikasno eliminiSe iz populacije. Ako je otpornost na stres
generalni princip koji ne zavisi od tipa stresa koji je primenjen, onda ¢e populacija
biti otporna na viSe razlicitih tipova stresa i u buduénosti ¢e imati veci adaptivni
potencijal da se suoc¢i sa promenama sredine (Frankham i sar., 1993; Hedrick
1994). Medutim, ako Stetni recesivni aleli imaju efekat koji je specifican za stres
onda ce selekcija i inbriding procistiti samo one alele koji su nepovoljni u datoj
sredini (Reed i sar., 2012). Sudbina ostalih Stetnih alela u ovom slucaju ¢e zavisiti
uglavnom od drifta. Brojna istraZivanja su pokazala da c¢ak i umereni nivo
inbridinga uti¢e na odgovor jedinki u razli¢itim stresnim uslovima i da u ovom
odgovoru ne ucestvuju Stetni recesivni aleli sa generalnim efektom i da su efekti
inbridinga barem delimi¢no specifi¢ni za sredinu i stres koji je primenjen (Dudash
1990; Jimenez i sar., 1994; Pray i sar., 1994; Bijlsma i sar., 1999, Dahlgaard i
Hoffmann, 2000). Takode, ekspresija Stetnih recesivnih alela moZe zavisiti od
uslova sredine $to moze ukazati da je interakcija stresa i inbridinga ipak donekle
zavisna od tipa stresa koji je primenjen (Kondrashov i Houle, 1994). U ovom
slucaju inbriding i selekcija koja deluje zbog uticaja odredenog stresa iz populacije
procis¢ava samo one Stetne alele koji su eksprimirani u datim stresnim uslovima,
ostavljajuci populaciju ve¢ narusene geneticke strukture ranjivu u slu¢aju promena

sredine i novog izvora stresa.

Postoji veci broj hipoteza koji objasnjavaju povecanje inbriding depresije sa
povecanjem nivoa sredinskog stresa. Jedna od predloZzenih hipoteza je da
izloZenost sredinskom stresu menja geneticku arhitekturu osobina koje leze u
osnovi inbriding depresije, odnosno povecava ekspresiju genetickog opterecenja

usled cega dolazi do pada adaptivne vrednosti (Bijlsma i sar., 1999; Cheptou i
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Donohue,2011; Bijlsma i Loeschcke, 2012). Druga je da ekspresija genetickog
optereCenja povecava osetljivost inbredovanih jedinki na fizioloSke efekte
sredinskog stresa, odnosno da ekspresija gentickog opterecenja remeti Celijski
odgovor na stres i smanjuje mogucénost organizma da na adekvatan nacin fizioloski
odgovori na stresne uslove ime se smanjuje ukupna adaptivna vrednost (Lerner,
1954; Waller i sar., 2008; Enders i Nunney, 2010). Tre¢a hipoteza pretpostavlja da
je povecanje inbriding depresije u stresnim sredinskim uslovima posledica
povecane fenotipske varijabilnosti. Naime, pokazano je da smanjena sposobnost
organizma da ublazi efekte sredinskog stresa na celijskom nivou dovodi do
povecanja asimetrije nekih morfoloskih karakteristika i ¢ak do povecanja
ucestalosti novih fenotipova u laboratorijskim uslovima, ¢ime se smanjuje ukupna

adaptivna vrednost populacije (Reed i sar., 2012).

Brojne studije inbriding depresije nedvosmisleno pokazuju hibridnu
superiornost u slucajevima izloZenosti sredinskom stresu, ali broj studija koje se
bave kombinovanim efektom genomskog i sredinskog stesa iz percepcije
autbridinga relativno je mali (Tallmon, 2004; Edmands, 2007). Kao $to je slucaj i sa
inbridingom, posledice autbridinga su najverovatnije specifi¢ne za vrstu, zavise od
geneticke arhitekture osobine koja se posmatra, od razlika u evolucionim
istorijama izmedu populacija koje dolaze u kontakt, od adaptacije na uslove
staniSta kao i od intenziteta i tipa stresa koji se proucava. Nekoliko ranih studija je
pokazalo da stresni uslovi povecavaju efekat heterozisa (Pederson, 1968;
Armbruster i sar., 1997). Moguca objasSnjenja ovakvih rezultata bi bila da se u
stresnim uslovima intenzivira maskiranje Stetnog efekta recesivnih alela (Hoffman
i Parsons, 1991) ili da zbog povecanog puferskog kapaciteta heterozigoti pokazuju
veli heterotiCan efekat u stresnim nego u nestresnim uslovima (Lerner, 1954).
Pored efekta dominanse i overdominanse, pokazano je da u stresnim uslovima
moZe do¢i do smanjenja Stetnih epistatickih interakcija pa se samim tim ublaZavaju
efekti autbriding depresije (Edmands i Deimler, 2004). Vetukhiv i Beardmore
(1959) su u eksperimentu sa Drosophila pseudoobscura pokazali da temperaturni
stres ima uticaj na fitnes i u F1 i u F2 generaciji, odnosno da smanjuje i ocekivane

pozitivne efekte ali i ublaZzava predvidene negativne efekte medupopulacione
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hibridizacije. Oni su pokazali da temperaturni stres smanjuje heteroticni efekat u
F1 generacij, ali i da ublaZava pad adaptivne vrednosti u F2 generaciji. S druge
strane, Armbruster i sar. (1997) su pokazali da stres izazvan gustinom jedinki po
jedinici povrSine povecava pozitivne efekte medupopulacionih ukrstanja kod
Wyeomyia smithii, povecavaju¢i i hibridni vigor u F1 generaciji i smanjujuci
autbriding depresiju u F2 generaciji. Kopepoda Tigriopus californicus je moZzda
najbolje izu¢avan model sistem medupopulacione hibridizacije i kod njih je dobro
opisan hibridni vigor u F1 generaciji i autbriding depresija u F2 generaciji izazvana
razdvajanjem koadaptiranih genskih kompleksa. Edmands i Deimler (2004) su
pokazali da postoji povecana adaptivna vrednost kod hibridnih jedinki koje su bile
izloZene temperaturnom stresu i pove¢anom salinitetu i dodatno su pokazali da je
odgovor zavisan od sredine. U ovoj studiji je izloZenost poviSenoj temperaturi, kao
najstresnijem spoljaSnjem faktoru za ovu vrstu, rezultovalo u odrzavanju
heterozisa u F1 i smanjenju autbriding depresije u F2 generaciji. Bitno je istaéi da
na efekat medupopulacione hibridizacije znacajan uticaj ima evoluciona istorija
populacija koje dolaze u kontakt, odnosno adaptiranost makar jedne populacije na
stresne uslove sredine u staniStu koje nastanjuje. Pokazano je da hibridi
Chironomus riparius nastali ukrStanjem jednki iz populacije koja je adaptirana na
zagadenje kadmijumom i populacije koja Zivi u nezagadenim uslovima brzo gube
toleranciju na teSke metale ukazujuci da hibridizacija moZe imati Stetne efekte u
uslovima lokalne adaptacije na staniSte (Groenendijk i sar.,, 2002). Heteroti¢ni
efekti na oblik i veli¢inu krila su pokazani kod Drosophila melanogaster u uslovima
temperaturnog stresa (Kjeersgaard i sar., 2012). Ista studija je pokazala slican
efekat i za lokomotornu aktivnost, a kasnije analize su pokazale da su razlike u
lokomotornim aktivnostima inbredovanih i autbredovanih linjia temperaturno
specificne, odnosno da hibridne jedinke imaju bolje performanse na viSim
temperaturama a da su inbredovane jedinke bolje u standardnim laboratorijskim
uslovima (Kjeersgaard i sar.,2014). Ovi rezultati ukazuju na ve¢ pomenutu
hipotezu, da heterozis ima vedi intenzitet u stresnim uslovima jer u njima
maskiranje Stetnih, uslovno eksprimiranih recesivnih alela ima znacajan pozitivan
uticaj na adaptivnu vrednost (Reed i sar., 2002, 2012; Joubert i Bijlsma, 2010;
Bijlsma i Loeschcke, 2012).
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2. CILJEVI RADA
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Predmet ove doktorske disertacije je analiza sinergistickog efekta
genomskog i sredinskog stresa na jedinke populacija Drosophila subobscura iz dva
ekoloSki i topoloski razliita staniSta, kao i hibrida nastalih njihovim ukrstanjem.
Sinergisticki efekat genomskog i sredinskog stresa, u ovom radu, evaluira se na
populacionom nivou preko procene komponenti adaptivne vrednosti (duZina
razvi¢a i prezivljavanje od jaja do adulta), na morfoloSkom nivou pracenjem
varijabilnosti u velicini krila i biohemijskom nivou pracenjem ekspresije proteina
toplotnog Soka.

Ciljevi ovog istraZivanja su:

1. Da se utvrdi odgovor jedinki sa razli¢itim nivoima heterozigotnosti genoma
(unutar-linijski, unutar-populacioni i medu-populacioni hibridi), na uslove
povecane koncentracije olova kao sredinskog stresogenog faktora.

2. Da se testira hipoteza o superiornosti heterozigota u stresnim uslovima.
Predikcija je da heterozis kroz overdominansu- maskiranjem recesivnih
Stetnih alela u heterozigotnom stanju ili kroz epistaticke interakcije, daje
selektivnhu prednost heterozigotnim nosiocima i posledi¢no povecava
adaptivnu vrednost u poplaciji.

3. Da se testira populaciono specifican odgovor na prisustvo olova kao
sredinskog stresogenog faktora pod predpostavkom da populacije iz
ekoloSki razli¢itih stanista poseduju razli¢ite populaciono-geneticke i
demografske istorije, i stoga daju razli¢it odgovor na stresne uslove sredine
izazvane zagadenjem olovom.

4. Da se testira hipoteza o autbriding depresiji kao moguéem ishodu medu-
populacijskih ukrStanja u F1 generaciji, pod pretpostavkom da su ukrstene
jedinke koje su poreklom iz razlic¢itih populacija nosioci koadaptiranih
genskih kompleksa cije "razbijanje" moZe dovesti do pada adaptivne
vrednosti u populaciji.
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3. MATERIJAL 1
METODE

36



[Materijal i metode]

3.1. Vrsta, opis lokaliteta, uzorkovanje populacija i
uspostavljanje linija

U ovom istraZivanju koriS¢ene su jedinke vrste Drosophila subobscura (Collin,
1936) koja pripada podrodu Sophophora, rodu Drosophila. D. subobscura je Siroko
rasprostranjena Palearkticka vrsta koja se moze naci u najve¢em delu Evropskog
kontinenta osim na krajnjem severu (Island, Centralna i Severna Skandinavija),
Kanarskim ostrvima, Severozapadnoj Africi, Srednjem Istoku, a od polovine
sedamdesetih godina proslog veka je veoma uspeSno kolonizovala i oba americka
kontinenta. U regionu Srbije koji spada u ekoloski centralni deo rasprostranjenja,
ova vrsta se moZze naci na ekoloski razli¢itim staniStima (Krimbas, 1993; Jeli¢ i sar.,
2009, 2012). Relevantna komponenta sredine prilikom odabira lokaliteta na
kojima ¢e se uzorkovati populacije u ovom redu je bila procena stepena zagadenja

zemljiSta olovom, antropogeno indukovanim teSkim metalom.

Za potrebe ovog istrazivanja jedinke su uzorkovane sredinom juna 2010.
godine na dva lokalitata koja predstavljaju ekolosSki razli¢ita staniSta: (i) u
Botanickoj basti, Univerziteta u Beogradu na koordinatama 44°49'01”N i
20°28'24,88”E i 87m nadmorske visine; (ii) u Si¢evackoj klisuri na koordinatama

43°19'N i 22°08E, na 279 m nadmorske visine i severnoj ekspoziciji.

Botanicka basta, Univerziteta u Beogradu je antropogeno formirana biljna
zajednica (Arboretum). Botani¢ka basta se nalazi u urbanoj, Siroj centralnoj zoni
Beograda koja se po procenama stanja Zivotne sredine smatra jednom od
najzagadenijih na teritoriji grada. Usled izraZenog antropogenog uticaja, ovaj
lokalitet ima specificne mikroklimatske uslove. Koncentracija olova u vazduhu
fluktuira kako sezonski tako i na godiSnjem nivou. U neposrednoj blizini Botanicke
baste tokom 2010. godine kretala se izmedu 0,7 mg/m3i 1,8 mg/m?3 $to je znacajno
viSe od dozvoljene vrednosti koja iznosi 0,5mg/m3 (Kvalitet Zivotne sredine u

gradu Beogradu u 2010. godini).

Sicevacka klisura se nalazi u jugoistocnom delu Srbije i po svojim
geomorfoloskim karakteristikama spada u red velikih krecnjackih klisura.

Predstavlja probojnicu reke NiSave kroz Kunovi¢ku povrs, prostire se u pravcu
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istok-zapad, duga je oko 17km a u najuZem delu je duboka izmedu 260m i 360m.
Odlikuje je izuzetno bogatstvo reliktnih i endemoreliktnih vrsta a ujedno i
predstavlja jedan od najbogatijih refugijuma submediteranski vrsta. Zbog svojih
geomorfoloskih osobina i prirodnih vrednosti Sicevacka klisura je 2000. godine u
skladu sa Zakonom o zastiti prirode Republike Srbije proglasena za Park prirode II

kategorije zastite.
Uspostavljanje iso-female (IF) linija

Jedinke Drosophila subobscura na oba lokaliteta su uzorkovane pomocu klopki
od fermentisanih jabuka, entomoloskim mreZicama u periodu od 17h-20h sa

intervalima od 20 minuta izmedu uzorkovanja.

Jedinke su nakon uzorkovanja odvojene po polovima i Zenke su iskoris¢ene za
uspostavljanje iso-female (IF) linija. Svaka Zenka je postavljena pojedinacno u
flakon sa 15 ml standardnog supstrata za gajenje Drosophila koji se sastoji od
kukuruznog griza (7.88%), Secera (7.12%) i agara (0.52%), obogacen suvim
kvascem (0.76%) i sa dodatkom fungicida (alkoholni rastvor metil-4-
hidroksibenzoata-Nipagin®). Narednih desetak dana flakoni su drZani u
optimalnim laboratorijskim uslovima za vrstu D. subobscura (temperatura od 19°C,
relativna vlaznost vazduha oko 60%, intenzitet svetlosti 300 lux, pri svetlosnom
rezimu 12h svetlost/12h mrak), tokom kojih su Zenke polagale jaja. Nakon tog
perioda Zenke su uklanjane. S obzirom da je utvrdeno da se viSestruka
inseminacija Zenki D. subobscura u prirodi izuzetno retko deSava (Loukas i sar.
1981), jedinke F1 generacije iz jednog flakona se mogu smatrati potomcima u
punom srodstvu (,full-sibs“, braca i sestre). Na ovaj nacin uspostavljeno je 55 IF
linija iz Botanicke baste (u daljem tekstu BB) i 50 IF linija iz Si¢evacke klisure (u
daljem tekstu S). Potomstvo Zenki iz prirode prebacivano je na svez supstrat

tokom Cetiri sukcesivne generacije u cilju aklimatizacije na laboratorijske uslove.

38



[Materijal i metode]

3.2. Koncentracije teskih metala u zemljistima

Uzorkovanje jedinki je vrSeno u delu Botanicke baste koji je pretezno pod
drvenastim pokrovom, sa preovladuju¢im biljnim vrstama Celtis australis L. i
Corilus colurna L. Uzorkovanje jedinki u Si¢evackoj Kklisuri je vrSeno u
polidominantnoj Sumskoj zajednici tipa Carpino orientalis-Quercetum mixtum

(calcicolum).

Na oba lokaliteta uzorkovan je povrsinski sloj zemljiSta za koji je pokazano da
teSki metali, narocito olovo, imaju najveci afinitet. ZemljiSte je uzorkovano na vise
mesta u okviru svakog lokaliteta u cilju pokrivanja Sto vece povrSine prirodnog
stani$ta i obezbedivanja reprezentativnog uzorka zemljiSta. Zatim su uzorci odneti
u Gradski Zavod za Javno Zdravlje, Beograd, gde je uradena analiza koncentracije
teSkih metala olova, cinka, kadmijuma i Zive u zemljistu. Analiza je uradena
Metodom za odredjivanje sadrzaja ukupnih metala u zemljiStu i sedimentu, koja se
standardno koristi u ovoj instituciji za procenu zagadenja zemljiSta teskim

metalima.

Metoda za odredivanje teSkih metala u uzorcima zemljista i sedimenata se
sastoji od metoda pripreme i metoda odredivanja. Priprema teSkih metala u
zemljiStu se sastoji od pripreme c¢vrstih uzoraka zemljista i sedimenata postupkom
kisele digestije prema metodi EPA 3050 B i SRPS ISO 11466:2004-metoda
pripreme carskom vodom. Kvantitativno odredivanje pripremljenih uzoraka

zemljiSta i sedimenata vrsi se prema metodi EPA 200.7.

Kisela digestija reprezentativnhog uzorka se zasniva na digerovanju 1-2g
reprezentativnog uzorka ponovljenim porcijama koncentrovane azotne kiseline
(HNO3) i/ili koncentrovane hlorovodonicne kiseline (HCI) i/ili 30% vodonik

peroksida H20..

Nakon postupka digestije analiza koncentracije teSkih metala se vrsi tehnikom
plamena i tehnikom generacije hidrida. Za analizu rastvora prema ovoj metodi

koristi se simultani opticki emisioni spektrometar sa aksijalnom indukovano
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kuplovanom plazmom, a rezultati se dobijanju na osnovu poredenja uzorka sa

standardnom krivom.

40



[Materijal i metode]

3.3. Dizajn eksperimenta

Za postavku osnovnog eksperimenta disertacije su po principu slucajnosti
izabrane po 32 IF linije iz svake od populacija, BB i S. U cilju uspostavljanja serije
eksperimentalnih linija koje poseduju razliCit nivo ukupne genomske

heterozigotnosti izvrSena su tri tipa ukrstanja:

1) Unutar-linijska ukrstanja (u daljem tekstu UL)- predstavljau slucajna
ukrstanja izmedu jedinki u okviru svake IF linije (za svako ukrstanje
koriS¢eno je po tri nasumicno uzetih Zenki i muZzjaka)

1) Unutar-populaciona ukrstanja (u daljem tekstu UP)- prestavljaju
slucajna ukrstanja izmedu jedinki iz razli¢itih IF linija u okviru svake
populacije (za svako ukrstanje koriS¢eno je po tri Zenke i tri muZzjaka,
nasumicno uzetih)

[II)  Medu-populaciona ukrStanja (u daljem tekstu MP) - predstavljaju
sluc¢ajna ukrStanja izmedu jedinki poreklom iz razli¢itih linija izmedu
populacija (za svako ukrStanje nasumicno je uzeto po tri Zenke i tri

muzjaka)

U okviru UP i MP sprovedena su kako direktna tako i recipro¢na ukrstanja u
odnosu na pol da bi se detektovalo moguce prisustvo materinskog efekta (npr.
direktno ukrstanje: muzjak iz IF linije br.1, sa Zenkom iz IF linije br.2, i recipro¢no
ukrsStanje: muzjak iz IF linije br.2 sa Zenkom iz IF linije br.1, itd.). (Tabela 3.1). Na

ovaj nacin formirano je osam eksperimentalnih grupa prema tipu ukrstanja:

1. UL ukrStanja u okviru populacije Botanic¢ka basta ( u daljem tekstu B)

2. UL ukrstanja u okviru populacije Si¢evacka klisura (u daljem tekstu S)

3. UP ukrstanja u okviru populacije Botani¢ka basta, direktna ( u daljem
tekstu BB dir)

4. UP ukrStanja u okviru populacije Botanicka basta, recipro¢na ( u daljem
tekstu BB rec)

5. UP ukrStanja u okviru populacije Si¢evacka klisura, direktna ( u daljem

tekstu SS dir)
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6. UP ukrStanja u okviru populacije Si¢evacka Kklisura, recipro¢na (u daljem
tekstu SS rec)

7. MP ukrStanja izmedu populacija, Zenke iz Botanicke baSte i muzjaci iz
Si¢evacke klisure (u daljem tekstu BBS)

8. MP ukrStanja izmedu populacija, Zenke iz Si¢evacke klisure i muZzjaci iz

Botanicke baste ( u daljem tekstu SBB)

Tabela 3.1. Shema ukrStanja; N-broj uspesnih ukrsStanja

Tip ukrstanja N
L B BiQxBid 30
Unutar-linijska (UL) S Si0xSid 31
o direktno (BB dir) Bi¢xBjd 23
_ recipro¢no (BBrec) | Bj?xBid 30
Unutar- 1 UP

nutar-populaciona (UP) o | direktno (S dir) SiOxSjd 26
recipro¢no (SS rec) Sj@x Sid 29
_ direktno (BBS) Bi¢xSid 24

Medu- 1 MP BBxSS
edu-populaciona (MP) * recipro¢no (SBB) Si¢x Bid 29

Za ukrstanja su koriS¢ene nevine, tri do pet dana stare, jedinke koje su
sakupljane u intervalima od 24 sata i drzane razdvojene po polovima. Za svaki tip
ukrstanja (UL, UP, MP kako direktna tako i reciproc¢na) korisc¢eno je po tri Zenke i

tri muzjaka.

Jedinke su ostavljene da se pare 48 sati i nakon toga su Zenke svakodnevno
prebacivane na sveZ standardni supstrat dodatno obogacen kvascem, da polazu
jaja. 1z svakog ukrStanja sakupljano je po 30 poloZenih jaja dnevno, pri ¢emu je 15
jaja postavljano na flakone sa standardnim supstratom, drugih 15 na flakone sa
200 pg/mL olovo-acetata (Pb (CH3COO0)2:3H20). Ovaj postupak je ponavljan u tri
sukcesivna dana i na taj nacin su uspostavljene po tri tehnicke replike svakog
ukr$tanja na svakom supstratu. Postavljanjem poloZenih jaja na standardni
supstrat i supstrat sa olovom napravljeno je 16 eksperimentalnih grupa (osam na

standardnom supstratu-kontrolna grupa i osam na supstratu sa olovom - tretman).

Koncentracija od 200 pg/mL olovo-acetata je izabrana na osnovu pilot

eksperimenta uradenog na S populaciji koji je pokazao LD20 za ovu koncentraciju.

42



[Materijal i metode]

0Od pocetka izleganja, svakodnevno je beleZen broj izleglih jedinki, zatim su
jedinke odvajane po polovima i zamrzavane na -20°C za dalju morfometrijsku

analizu varijabilnosti veli¢ine krila.

3.4. Komponente adaptivne vrednosti

U cilju procenjivanja adaptivne vrednosti jedinki izloZenih sinergistickom
efektu genomskog (razliCiti nivoi heterozigotnosti) i sredinskog (prisustvo olova u
supstratu) stresa praceni su preZivljavanje od jaja do adulta i brzina razvica od jaja

do adulta za svako ukrStanje.
PreZivljavanje od jaja do adulta

D. subobscura je holometabolni insekt Ciji ciklus razvica obuhvata jaje, larvu,
lutku i adulta i u optimalnim uslovima traje oko 20 dana. Prezivljavanje predstavlja
procentualni odnos izleglih adultnih jedinki u odnosu na broj postavljenih jaja. Za
svako ukrStanje izracunata je prosecna vrednost prezivljavanja na osnovu
podataka prikipljenih iz te tri tehnicke replike, a koje je izracunato po formuli

v=",
N

gde je N broj postavljenih jaja u flakonu, a n broj adulta koji se iz njih izlegao.
DuZina razvicéa

Duzina razvica predstavlja vreme trajanja ciklusa razvi¢a, od trenutka
polaganja jaja do izleganja, izraZeno u danima. Od pocetka izleganja, broj izleZenih
adulta je beleZzen u periodima od 24h u svakom flakonu uvek u isto vreme.
Izleganje se smatralo zavrSenim kada u flakonu u periodu od 72h nije bilo novih
adulta. Za svako ukr$tanje izraCunata je prosetna vrednost brzine razvi¢a, na

osnovu tri flakona u koje su jaja postavljena, pomocu formule

pr = 2170

2N
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gde je ng broj adulta koji se izlegao d dana nakon sto su jaja postavljena na

supstrat.
e Statisticka analiza komponenti adaptivne vrednosti

Svi podaci su pre statisticke obrade testirani na normalnost raspodele
neparametarskim Jarque-Bera testom i peocenjena je homogenost varijanse
Bartlett i Levenovim testom, a zatim je odreden metod za analizu podataka.
Statisticka obrada podataka dobijenih u analizi komponenti adaptivne vrednosti je
bazirana na srednjim vrednostima replika, tj. tri opservacije za broj uspelih
ukrstanja za svaki tip ukrStanja i tip supstrata. Podaci dobijeni za komponentu
adaptivne vrednosti preZivljavanje nisu pokazivali normalnu raspodelu te je stoga
izvr$ena arcsin transformacija (p’ = arcsin Vp) podataka. Podaci za dinamiku
razvic¢a su imali normalnu raspodelu te njihova transformacija nije bila potrebna.
Za obe komponente adaptivne vrednosti je uradena dvofaktorska analiza varijanse
(ANOVA) sa fiksiranim faktorima tretman i tip ukrstanja. U sluc¢aju znacajnih
rezultata u dvofaktorskoj analizi varijanse primenjen je Fisherov LSD post-hoc test.
StatistiCka analiza podataka dobijenih u ovom istrazivanju izvrSena je u
programima PAST (Hammer et al. 2001.) i Statistica for Windows 6.0 (StatSoft Inc.,
Aurora, CO, USA).
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3.5. Velic¢ina krila

Analiza varijabilnosti veli¢ine krila jedinki tri nivoa heterozigostnosti u
uslovima sa i bez zagadenja olovom izvrSena je metodom geometrijske
morfometrije. Geometrijska morfometrija se kao metoda pokazala veoma
uspeSnom u kvantifikovanju suptilnih fenotipskih varijacija metrickih karaktera
Sto je Cini veoma korisnom za Sirok spektar bioloskih istraZivanja, ukljucujudi i
pracenje uticaja sredinskih faktora. Dvodimenzionalna geometrijska morfometrija
je naroCito pogodna za analizu ravnih struktura kao S$to su krila insekata

(Klingenberg, 2002).

S obzirom da kod D. subobscura postoji jasno izraZen polni dimorfizam, za
analizu velicine i oblika Kkrila koris¢eni su odvojeno Zenke i muZjaci svih
eksperimentalnih grupa, ukupno oko 4100 jedinki. Desno krilo svake prethodno
zaledene jedinke odvajano je pincetama od ostatka tela i fiksirano na predmetno
staklo dvostano-lepljivom trakom i zaSticeno pokrovnom ljuspicom. Sva krila su
fotografisana sistemom Cannon digitalne kamere i Leica stereomikroskopa pod
uvelicanjem od 40x. Geometrijsko morfometrijske analize izvrSene su na
digitalnim fotografijama krila, rezolucije 96x96 dpi, u razliitim programima
softerskog  paketa  Tps koji je dostupan na internet adresi

http://life.bio.sunysb.edu/morph. Dobijene vrednosti su belezene u pikselima.

Za analizu veli¢ine i oblika krila odabrano je 12 dvodimenzionalnih, jasno
definisanih tacaka, landmarks. Tackama je obuhvacena cela povrSina krila a nalaze
se na mestima preseka vena i susretanja vena i oboda krila (Slika 3.1). Tacke su
zabeleZene na svakom pojedinacnom krilu u softverskom paketu tpsDig2, uvek

istim redosledom i nose oznake od 1 do 12.
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Slika 3.1 Fotografija uvecanog desnog krila D. subobscura sa fiksiranim
rasporedom 12 tacka koriS¢enih u geometrijsko - morfometrijskoj analizi krila
e Statisticka analiza velicine krila

Za analizu veliCine podaci su grupisani u okviru faktora tretman, tip ukrstanja i
pol. Velicina krila je procenjena na osnovu parametra veli¢ina centroida (eng.
centroid size, CS) u programu tps Relw1.44 (Rohlf, 2006).

CS se za svako krilo izracunava kao kvadratni koren sume kvadrata rastojanja
izmedu svake tacke i teZiSta date konfiguracije (Dryden i Mardia, 1998).
Normalnost raspodele CS je utvrdjena neparametarskim Jarque-Bera testom. Za
analizu varijanse veli¢ine krila koriS¢ena je trofaktorska ANOVA sa fiksiranim
faktorima tretman, tip ukrstanja i pol kao mogué¢im izvorima varijabilnosti. Za
prikazivanje statisticki znacajnih razlika u veli¢ini krila izmedu eksprimentalnih

grupa koriSéen je post-hoc Fisher LSD test.
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3.6. Ekspresija proteina toplotnog Soka (Hsp proteina)

Za analizu ekspresije Hsp proteina ukrsStanja su izvrSena po istoj shemi kao i
za analizu komponenti adaptivne vrednosti. Po 30 jaja iz svakog ukrStanja je
preneto na standardni supstrat i supstrat sa olovom. Flakoni su drzani u
optimalnim laboratorijskim uslovima narednih 10-12 dana. Za procenu kolicine
Hsp proteina koriS¢ene su larve treCeg stupnja razvi¢a, neposredno pred

ulutkavanje. Larve su mehanicki vadene iz supstrata, a zatim zamrzavane na -70°C.

U ovom radu merena je kolicina ukupnih Hsp70 proteina iz 5
eksperimentalnih grupa (B, S, BB dir, SS dir, BBS) gajenih na standardnom
supstratu i istih 5 grupa na supstratu sa olovom. Takode, utvrdena je koliCina
inducibilnih Hsp70 antitela iz Cetiri eksperimentalne grupe (B i BB gajenih u
kontrolnim uslovima i na supstratu sa olovom). Za odredivanje ukupne kolic¢ine
prisutnih Hsp70 proteina kao primarno antitelo koriS¢eno je monoklonalno
HSP70/ Heat Shock Protein 70 Antibody (5A5) u odnosu 1:1000 i sekundarno HRP
conjugovano Rabbit anti-Mouse IgG antitelo, u odnosu 1:4000. Za odredivanje
koli¢ine inducibilnih Hsp70 proteina koriS¢eno je hsp70 specificno monoklonalno

antitelo 7FB u odnosu 1:3000 i HRP konjugovano Anti-rat IgG sekundarno antitelo.

Po 10 larvi po eksperimentalnoj grupi je koriS¢eno za ekstrakciju proteina.
Homogenizacija larvi je izvrSena na ledu u 1ml rastvora za homogenizaciju koji se
sastoji od Sigmafast protease inhibitor tablete rastvorene u 100ml miliQ vode.
Homogenizovan uzorak je potom centrifugiran 30 minuta na 14000 obrtaja i
temperaturi od 4°C. Supernatant je zatim prebacen u dve tubice od 0,5ml i ¢uvan

na -700C.

Ukupna koli¢ina proteina u supernatantu je odredivana pomocu testa
bicinhonini¢ne kiseline, BCA assay, (Thermo Scientific) po uputstvu proizvodaca.
Radi Sto preciznijeg odredivanja ukupne koncentracije proteina u supernatantu,
koriS¢eno je pet replika po svakom uzorku. 10ul supernatanta je sa 200 pul BCA
miksa inkubirano na 37°C 30 minuta a zatim je spektar oc¢itan na 562nm. Ocitane

koncentracije su standardizovane na osnovu bovine serum albumina rastvorenog
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u destilovanoj vodi. Za ELISA esej je koriS¢ena koncentracija od 25 pl/ml proteina

u uzorku.

ELISA esej je raden po proceduri opisanoj u Sgrensen i sar. (1999). Po 120
ul uzorka rastvorenog u karbonatnom puferu ("coating buffer") je stavljeno u
standardnu ELISA ploc¢u sa 96 bunaric¢a i inkubirano preko no¢i. Nakon inkubacije
je dodato 100 pl "blociking buffera" i inkubirano 60 minuta na 37°C. Zatim su ploce
oprane 4 puta deterdZentom PBS-Tween pa je dodato 100 pl primarnog antitela u
sve bunarice koji nisu odredeni da budu "blank" (slika 3.2). Nakon inkubacije od 60
minuta na 37°C ploCe su oprane 4 puta deterdZentom PBS-Tween, a zatim je
dodato 100 pl sekundarnog antitela u sve bunaric¢e. Nakon inkubacije od 60 minuta
na 37°C ploce su oprane 4 puta deterdZentom PBS-Tween a zatim joS 3 puta
deterdZentom PBS da bi se otklonili ostaci Tween pufera iz bunari¢a. Nakon toga je
dodato 100 pl peroksidaza regensa i ploca je ostavljena da se inkubra na sobnoj
temperaturi u mraku do razvoja boje (oko 30 minuta). Reakcija je zaustavljana sa
100 pl 0,5M H2S04 a zatim ploca Citana na spetrofotometarskom citacu mikroploca

(PowerWave XS2 Biotek,Bad Friedrichshall, Germany) i talasnoj duzini od 490 nm.

ELISA ploce su dizajnirane tako da se na svakoj nalazi po jedan uzorak iz
svake eksperimentalne grupe u Sest replika. Cetiri replike su kori$¢ene za
odredivanje koncentracije Hsp proteina a dve su koris¢ene kao "blank”, odnosno
bez primarnog antitela da bi bila moguca korekcija u slucaju ocitavanja
nespecificnog signala i provera tacnosti tehnickog izvodenja metode. Ovakav dizajn
ploce je uraden da bi se svaka ploa mogla normalizovati na osnovu srednje

vrednosti svih oc¢itanih koncentracija za sve grupe koje su ispitivane.

Za odredivanje koncentracije ukupnih Hsp70 proteina merenih preko 5A5
antitela, uzorci gajeni na kontrolnom supstratu i supstratu sa olovom su
nasumicno rasporedivani na ploci da bi se izbegao efekat pozicije na ocitavanje

talasne duZine (Slika 3.2).
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Slika 3.2 Dizajn ELISA ploce za odredivanje ekspresije Hsp70 proteina preko 5A5
antiela (Svetli krugovi predstavljaju tehnicke replike svakog uzorka, a ljubi¢astom
bojom su obelezeni bunari¢i koji su dizajnirani da budu "blank”, odnosno bez
primarnog antitela)

Kod uporedne analize ekspresije inducibilnih i konstitutivnih Hsp70
proteina, svaki uzorak je paralelno analiziran na koncentraciju Hsp70 proteina
merenu preko 5A5 antitela (ukupni Hsp proteini) i 7FB (inducibilni Hsp proteini)
antitela (Slika 3.3). I u ovom slucaju uzorci gajeni na kontrolnom supstratu i
supstratu sa olovom su nasumicno rasporedivani da bi se izbegao efekat pozicije
na ocCitavanje koncentracije Hsp proteina.
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Slika 3.3 Dizajn ELISA plocCe za odredivanje ekspresije inducibilnih i konstitutivnih
Hsp70 proteina merenih preko 5A5 i 7FB antitela (Svetli krugovi predstavljaju
tehnicke replike uzorka a ljubicastom bojom su obeleZeni bunari¢i koji su
dizajnirani da budu "blank", odnosno bez primarnog antitela)

e Statisticka analiza ekspresije Hsp proteina

Pre statisticke obrade podataka ocitane koncentracije Hsp proteina su
standardizovane na osnovu ploce. Obzirom da je svaka ELISA ploca sadrZala sve
grupe uzoraka, moguce je standardizovati oCitane koncentracije na osnovu srednje
vrednosti izmerenih koncentracija Hsp proteina svih ispitivanih grupa, da bi se
izbegli eventualni efekti razlicitih ocitavanja izazvanih promenama u sredini. Tako
svaka vrednost koja je uneta u statistiCku analizu predstavlja odnos stvarne
izmerene ekspresije Hsp proteina i srednje vrednosti svih ispitivanih grupa za
svaku plocu. S obzirom da su za uporedno odredivanje inducibilnih i konstitutivnih
Hsp proteina koriS¢ena dva antitela ocitane koncentracije su standardizovane po
antitelu, odnosno odredena je srednja vrednost svih koncentracija svih ispitivanih
grupa na za jedno antitelo i na osnovu toga je standardizovana vrednost svih
oCitanih koncentracija. Isti postupak je primenjen i za standardizovanje dobijenih

vrednosti za drugo antitelo.
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Za analizu varijanse ekpresije ukupne koli¢ine Hsp proteina svih ispitivanih
grupa merene preko 5A5 antitela koriS¢ena je dvofaktorska ANOVA sa fiksiranim
faktorima tretman i tip ukrstanja kao mogucim izvorima varijabilnosti. U slucaju
znacajnih rezultata u dvofaktorskoj analizi varijanse primenjen je Fisherov LSD

post-hoc test.

Za analizu varijanse uporedne ekpresije inducibilnih i ukupnih Hsp proteina
svih ispitivanih grupa koriS¢ena je trofaktorska ANOVA sa fiksiranim faktorima
tretman, tip ukrstanja i antitelo kao mogucim izvorima varijabilnosti. U slucaju
znacajnih rezultata u trofaktorskoj analizi varijanse primenjen je Fisherov LSD
post-hoc test. Statisticka analiza podataka dobijenih u ovom delu istrazivanju

izvrSena je u programu Statistica for Windows 6.0 (StatSoft Inc., Aurora, CO, USA).
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4. REZULTATI
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4.1. Analiza koncentracije teskih metala u zemljiStu

Rezultati analize prisustva teSkih metala u zemljiStu uzorkovanom u
Botanickoj baSti pokazuju da je zemljiste pod velikim antropogenim uticajem s
obzirom da je lokalitet u centralnog gradskom jezgru. Struktura zemljista je
laporoviti peSfar i glina C¢ija je prirodna karakteristika nesSto povecana
koncentracija nikla, dok je uzrok povecane koncentracija olova u najvecoj meri
emisija iz antropogenih izvora. Analizom uzorkovanog zemljiSta iz Botanicke baste
je utvrdeno prisustvo cinka, kadmijuma, olova i Zive. Koncentracija olova u
zemljisStu BotaniCke basSte, iako neSto viSa od proseka za Srbiju, niza je od
maksimalno dozvoljene koncentracije koja iznosi 100 mg/kg (SluZbeni Glasnik RS

23/1994).

Krec¢njacko zemljiSte Si¢evacke klisure odlikuje se relativno niskim
koncentracijama teSkih metala a detektovano je prisustvo cinka, kadmijuma, olova

i zive (Tabela 4.1).

Analizom koncentracije ovih teskih metala na oba lokaliteta moze se videti da
su koncentracije cinka i olova viSestruko viSe u zemljiStu uzorkovanom u
Botanickoj basti u poredenju sa zemljiStem uzorkovanim u Si¢evackoj klisuri

(Tabela 4.1).

Tabela 4.1. Koncentracije teskih metala (izraZeni kao suva masa) u zemljiStu na
lokalitetima Botanicka basta i Sicevacka klisura

Botanicka baSta Si¢evacka klisura
Sadrzaj vlage (%) 9,57 12,63
Cink (mg/kg) 96,5 5,35
Kadmijum mg/kg) 0,33 0,23
Olovo (mg/kg) 68,5 7,41
Ziva (mg/kg) <0,22 <0,22
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4.2. Analiza komponenti adaptivne vrednosti
4.2.1. Prezivljavanje od jaja do adulta

Pregled deskriptivne statistike za komponentu adaptivne vrednosti
preZivljavanje od jaja do adulta kod svih eksperimentalnih grupa dat je u Tabeli
4.2. Srednje vrednosti preZivljavanja se kre¢u u opsegu od 66%-84% i moZe se
uociti da je preZivljavanje najmanje u S i B grupama gajenim na olovu, a najvece u

SBB i BBS grupama gajenim na oba tipa supstrata.

Tabela 4.2. Deskriptivna statistika za prezivljavanje od jaja do adulta za sve
eksperimentalne grupe (kontrolu i tretman)

) . kontrola olovo

Tip ukrstanja - -

X +S.E. SD. | CV(%) | N X+ S.E. SD. | CV(%) | N

UL 0,66+0,04 | 0,20 | 30,70 | 30| 0,64+0,04 | 0,21 | 33,35 | 30

S 0,66+0,03 | 0,15| 28,30 | 31| 0,64+0,03 | 0,19 | 29,02 | 31

BBdir | 0,82+0,02 | 0,09 | 11,32 | 23| 0,81+0,02 | 0,08 | 998 |23

UP BBrec | 0,78+0,03 | 0,16 | 20,39 | 30| 0,79+0,04 | 0,20 | 25,06 | 30

SSdir | 0,73+0,04 | 0,23 | 31,00 |26 | 0,76 +0,04 | 0,22 | 28,31 | 26

SSrec | 0,75+0,04 | 0,20 | 27,14 | 29| 0,74+0,04 | 0,21 | 27,80 | 29

MP BBS 0,79+0,03 | 0,16 | 20,54 | 24| 0,84+0,02 | 0,07 | 24,53 | 21

SBB 0,84+0,02 | 0,08 | 23,54 | 27| 0,84+0,02 | 0,09 | 23,16 | 27

X - srednja vrednost; S.E. - standardna greska; S.D. - standardna devijacija; CV - koeficijent
varijacije; N - broj uzoraka

Fligner-Kileen test poredenja koeficijenta varijacije nije pokazao znacajne
razlike u direktnim poredenjima eksperimentalnih grupa gajenih na supstratu sa
olovom i onih u kontrolnim uslovima. Takode, nisu utvrdene ni razlike u
poredenjima IL, UP i MP grupa gajenih na istom tipu supstrata osim u slucajevima
poredenja BB dir sa B i BBS u kontrolnim uslovima i BB dir i B na supstratu sa
olovom.

Za ispitivanje razlika u variranju ove osobine u zavisnosti od tretmana
(standardni supstrat i supstrat sa olovom) i tipa ukrstanja ( UL, UP, MP) koriS¢ena

je dvofaktorska ANOVA. Rezultati analize su prikazani u Tabeli 4.3.
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Tabela 4.3. Dvofaktorska ANOVA za preZivljavanje od jaja do adulta

[Rezultati]

Izvor varijabilnosti df SS MS F p
tretman 1 0,005 0,005 0,124 0,725
tip ukrstanja 7 2,956 0,422 9,846 0,000***
tretman*tip ukrstanja 7 0,09 0,013 0,299 0,954
greSka 421 18,055 0,043

df- stepeni slobode; SS- suma kvadrata; MS - srednja vrednost kvadrata; F — vrednost F
testa; p - nivo znacajnosti

Dobijeni rezultati pokazuju znacajan efekat tipa ukrStanja na preZivljavanje
(F=9,846, p<0,001), dok gajenje muSica na razli¢itim tipovima supstrata nema
statisticki znacajan efekat na ovu komponentu adaptivne vrednosti. Takode, ne
postoji znacajn efekat interakcije dva faktora (tretman i tip ukrStanja) na
preZivljavanje ispitivanih grupa.

Na Slici 4.1 prikazani su srednje vrednosti arc sin transformisanih podataka za
preZivljavanja svih eksperimentalnih grupa. MoZe se uociti da je preZivljavanje UL
najmanje u poredenju sa ostalim eksperimentalnim grupama kako na kontroli tako
i na supstratu sa olovom. Fisherova LSD Post-hoc analiza pokazala je znacajno
manje prezivljavanje UL (kako B i S) gajene u kontrolnim uslovima u poredenju sa
svim ostalim grupama gajenim u istim uslovima sa izuzetkom SS dir (post hoc
Fisher LSD u svim poredenjima p<0,05). Takode, UL gajene na supstratu sa olovom
pokazuju statisticki znaCajno manje preZivljavanje u poredenju sa svim ostalim
grupama gajenim na istom supstratu (post hoc Fisher LSD u svim poredenjima
p<0,01). Ne postoji statisticki znacajna razlika u prezivljavanju UL gajenih na

kontrolnom i supstratu sa olovom.
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Slika 4.1. Arcsin transformisani podaci preZivljavanja svih eksperimentalnih grupa
na standardnom supstratu i supstratu sa olovom.

Analiza nije pokazala statisticki znacajne razlike u preZivljavanju UP grupa, ni u
poredenjima na istom tipu supstrata ni u poredenjima na razli¢itim tipovima
supstrata. Takode, nema statisticki znacajnih razlika izmedu direktnih i
recipro¢nih ukrstanja.

Nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u preZivljavanju MP na razli¢itim
tipovima supstrata.

Interesantno je napomenuti da je u svim UP i MP poredenjima na istom tipu
supstrata, statisticki znacajna razlika u prezivljavanju pronadena samo u slucaju SS

dir i SSB u kontrolnim uslovima.

4.2.2. Duzina razviéa
Deskriptivna statistika za duZinu razvica svih eksperimentalnih grupa

prikazana je u Tabeli 4.4. NajduZe vreme razvi¢a imale su jedinke B grupe gajene
na supstratu sa olovom, a najkrace BB rec i SBB gajene u kontrolnim uslovima. Iz
tabele se moZe uociti generalan trend produZetka duZine razvica u svim

eksperimentalnim grupama koje su gajene na supstratu sa olovom.
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Tabela 4.4. Deskriptivna statistika za duZinu razvi¢a (jaje-adult) za sve
eksperimentalne grupe

, o . kontrola olovo

Tip ukrstanja — -

X + S.E. SD. [CV(%) | N X +S.E. SD. [CV(%) | N

UL 21.61+0.19 | 1,05 | 4,88 |30 | 25.14+0.30 |1,65| 6,56 |30

S 2149+0.16 | 091 | 424 |31 2466+0.18 | 1,00 | 4,05 | 30

BBdir | 21.21+0.21 | 092 | 4,32 |23 | 2436+0.19 | 090 | 3,70 |23

UP BBrec | 2095+0.15 | 0,80 | 3,84 |30 | 24.17+0.22 | 1,21 | 5,00 |29

SSdir | 21.10+0.19 | 095 | 4,52 |26 | 2455+0.19 | 1,21 | 4,04 |26

SSrec | 21.25+0.15 | 0,84 | 3,93 |29 | 2412+0.18 [ 0,97 | 4,03 |29

MP BBS 21.32+0.15 | 0,72 | 3,37 |24 | 2414+0.20 | 1,00 | 4,14 |21

SBB | 20.96+0.17 | 092 | 4,41 |27 | 2410+0.17 | 091 | 3,76 |27

X - srednja vrednost; S.E. - standardna greska; S.D. - standardna devijacija; CV - koeficijent
varijacije; N - broj uzoraka

Fligner-Kileen test poredenja koeficijenta varijacije nije pokazao znacajne
razlike u direktnim poredenjima eksperimentalnih grupa gajenih na supstratu sa
olovom i onih u kontrolnim uslovima. Koeficijent varijacije je takode uniforman
kod svih eksperimentalnih grupa gajenih u kontrolnim uslovima. Medutim,
znacajno veci koeficijent varijacije je uocen kod B grupe u poredenju sa svim
ostalim eksperimentalnim grupama gajenim na supstratu sa olovom osim BB rec

dok takve razlike nisu uocene u ostalim poredenjima.

Za ispitivanje razlika u variranju ove osobine u zavisnosti od tretmana
(standardan supstrat vs. supstrat sa olovom) i tipa ukrStanja (UL, UP, MP)
koriS¢ena je dvofaktorska ANOVA. Rezultati analize su prikazani u Tabeli 4.5.

Tabela 4.5. Dvofaktorska ANOVA za duzinu razvica

Izvor varijabilnosti df SS MS F p
tretman 1 1099 1099 1066 0,000%**
tip ukrstanja 7 33 5 5 0,000***
tretman*tip ukrsStanja 7 6 1 1 0,575
greska 427 439,911 1,03

df- stepeni slobode; SS- suma kvadrata; MS - srednja vrednost kvadrata; F - vrednost F
testa; p - nivo znacajnosti

Dobijeni rezultati pokazuju da prisustvo olova u supstratu znacajno uti¢e na
duZinu razvica ispitivanih jedinki (F=1066, p<0,001). Takode, tip ukrStanja ima

znacajan efekat na ovu komponentu adaptivne vrednosti (F=5, p<0,001). Medutim,
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nije uocen znacajan efekat interakcije ova dva faktora na posmatranu komponentu

adaptivne vrednosti (Tabela 4.5.)

Na Slici 4.2. prikazane su prosecne duZine razvi¢a svih ispitivanih grupa na
standardnom supstratu i supstratu sa olovom. MoZe se uociti da prisustvo olova u
supstratu znacajno produZava duzinu razvica kako u celini tako i u svim
medusobnim poredenjima istog tipa ukrStanja na razli¢itim supstratima (Post hoc

Fisher LSD p<0,001).

Obe UL grupe pokazuju znacajno duZe razvi¢e od BB rec i SBB u kontrolnim
uslovima (Post hoc Fisher LSD p<0,05 u svim poredenjima). U istim uslovima nije
utvrdena znacajna razlika u duzini razvi¢a izmedu UP i MP grupa kao ni izmedu

direktnih i recipro¢nih ukrstanja.
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Slika 4.2. DuZina razvic¢a (izraZena u danima) svih eksperimentalnih grupa na
standardnom supstratu i supstratu sa olovom.

Zanimljivo je istaci razliku u odgovoru ove komponente adaptivne vrednosti
izmedu UL grupa u uslovima prisustva olova u supstratu. Naime, B ima znacajno
duZe razvice u poredenju sa svim UP i UM grupama (Post hoc Fisher LSD p<0,05 u
svim poredenjima) dok se znacajno produZavanje duZine razvi¢a S uo€ava samo u

poredenju sa SS rec i SSB (Post hoc Fisher LSD p<0,05 u oba poredenja). Nije

56



[Rezultati]

utvrdena znacajna razlika u duzini razvi¢a izmedu UP i MP grupa kao ni izmedu

direktnih i recipro¢nih ukrstanja u uslovima prisustva olova u supstratu.

57



[Rezultati]

4.3. Velicina krila

Prikaz deskriptivne statistike za veli¢inu krila svih eksperimentalnih grupa
dat je u Tabeli 4.6. 1z prikazanih rezultata moZe se jasno uociti polni dimorfizam u
veliCini krila (jer su Zenke krupnije u odnosu na muzjake) kao i trend smanjenja
veliCine krila kod jedinki koje su bile izloZene delovanju olova. Izuzetak od ovog
trenda predstavljaju jedinke iz BB dir ukrStanja kod kojih se veli¢ina krila nije

promenila u uslovima zagadenja olovom u odnosu na kontrolne uslove.

Tabela 4.6. Deskriptivna statistika za veli¢inu krila (izraZenu u pikselima) za sve
eksperimentalne grupe

Tip Pol _ kontrola _ olovo
ukrstanja X+S.E. SD. | CV(%) | N X+S.E. SD. | CV(%) | N
B 9 | 1248,02+3,89 | 42,44 | 3,40 | 118 | 1230,07+3,85 | 42,13 | 3,43 | 120
UL d | 1136,82+3,38 | 39,89 | 3,51 | 139 | 1109,42+3,00 | 32,07 | 2,89 | 115
S § | 1254,84+4,19 | 49,56 | 3,95 | 140 | 1212,94+4,52 | 52,11 | 4,30 | 133
d | 1134,51+3,25 | 39,7 3,50 | 150 | 1096,59+4,59 | 49,49 | 4,51 | 117
BRdir $ | 1263,84+3,06 | 32,85 | 2,60 | 116 | 1263,86%3,03 | 3524 | 2,79 | 135
d | 1139,34+3,20 | 36,25 | 3,18 | 128 | 1141,54+2,70 | 31,24 | 2,74 | 134
9 | 1277,24+3,10 | 35,21 | 2,76 | 130 | 1243,73+3,06 | 36,05 | 2,90 | 139
UP BBrec d | 1149,89+2,96 | 3558 | 3,09 | 145 | 1116,41+2,70 | 29,74 | 2,66 | 121
S dir 9 |1282,64+2,39 | 31,36 | 245 | 176 | 1265,11+4,38 | 40,39 | 3,19 86
d | 1147,78+2,59 | 31,04 2,7 144 | 1128,24+2,76 | 2998 | 2,66 | 120
S rec 9 |128544+2,78 | 31,69 | 2,47 | 132 | 1250,71+3,80 | 39,28 | 3,14 | 108
d | 1157,54+3,23 | 36,38 | 3,14 | 127 | 1119,03+3,42 | 33,3 | 2,98 96
§ | 1283,04+2,82 | 32,82 | 2,56 | 136 | 1272,52+3,10 | 34,13 | 2,68 | 121
BBS d | 1163,50+2,41 | 29,18 | 2,51 | 147 | 1149,66+3,26 | 33,39 | 2,90 | 108
MP § | 1273,25¢2,80 | 32,81 | 2,58 | 137 | 1247,96+3,36 | 38,72 | 3,10 | 133
SBB d | 1150,65+2,34 | 28,77 | 2,50 | 151 | 1125,74+2,90 | 33,15 | 2,94 | 133

X - srednja vrednost; S.E. - standardna greska; S.D. - standardna devijacija; CV - koeficijent
varijacije, N-broj jedinki

Za ispitivanje razlika u variranju ove osobine u zavisnosti od tretmana
(standardni supstrat vs. supstrat sa olovom), tipa ukrsStanja (UL, UP, MP) i pola
(Zenke i muZjaci) koriS¢ena je trofaktorska ANOVA. Rezultati analize su prikazani u
Tabeli 4.7.

Dobijeni rezultati pokazuju da svi ispitivani faktori (prisustvo olova u podlozi,
tip ukrStanja i pol) imaju znacajan efekat na veliCinu krila ispitivanih jedinki
(F=416, p<0,001; F=71, p<0,001; F=11700, p<0,001, respektivno). Takode, uoceni

su i znacajani efekti interakcije tretmana i tipa ukrstanja (F=18, p<0,001) kao i tipa
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ukrstanja i pola isptivanih jedinki (F=4, p<0,001). Interakcije tretmana i pola kao i

kombinovana interakcija sva tri faktora nisu pokazali znacajan efekat (Tabela 4.6).

Tabela 4.7. Trofaktorska ANOVA za veli¢inu krila

Izvor varijabilnosti df SS MS F p
tretman 1 5,54E+05 | 5,54E+05 416 0,000***
tip ukrstanja 7 6,64E+05 | 9,49E+04 71 0,000%**
pol 1 1,56E+07 | 1,56E+07 | 11700 | 0,000%**
tretman*tip ukrstanja 7 1,65E+05 | 2,36E+04 18 0,000***
tretman*pol 1 567 567 0 0,514
tip ukrsStanja*pol 7 3,59E+04 5131 4 0,000%**
tretman*tip ukrstanja*pol 7 3816 545 0 0,897

df- stepeni slobode; SS- suma kvadrata; MS - srednja vrednost kvadrata; F — vrednost F
testa; p - nivo znacajnosti

Prisustvo olova u podlozi znacajano utiCe na smanjenje velicine krila a
najveci efekat je izrazen kod UL grupa. [ Zenke i muZjaci iz ove grupe imaju
znacajno manja krila u uslovima zagadenja olovom u poredenju sa standardnim
uslovima (Post hoc Fisher LSD p<0,05 u svim poredenjima). Smanjenje krila UP i
MP grupa na supsratu sa olovom je evidentirano u vecini direktnih poredenja
izmedu ispitivanih grupa (Post hoc Fisher LSD p<0,05 u svim poredenjima).
Izuzetak od primecenog obrasca su kod Zenskog pola BB dir, SS dir i BBS a kod
muskog BB dir i BBS, gde nije utvrdena razlika u velicini krila izmedu jedinki

gajenih na supstratu sa olovom i u kontrolnim uslovima.

Jedinke iz UL grupa imaju znacajno manja krila u poredenju sa UP i MP
jedinkama gajenim u istim uslovima ali je primecen nesto drugaciji obrazac izmedu
polova. U kontrolnim uslovima UL Zenke imaju znac¢ajno manja krila u poredenju
sa svim UP i MP grupama (Post hoc Fisher LSD p<0,01 u svim poredenjima) sa
izuzetkom BB dir. Isti obrazac je primecen i na supsratu sa olovom (Post hoc Fisher
LSD p<0,01 u svim poredenjima), osim u poredenju B i BB rec gde nije utvrdena
statisticki znacajna razlika. MuZjaci iz UL grupa imaju generalno manja krila od
muZijaka UP i MP grupa gajenih u istim uslovima. U kontrolnim uslovima znacajno
smanjenje veli¢ine krila se detektuje samo u poredenjima izmedu B i SS rec, B i
BBS; SiSS rec, Si BBS, S i SBB (Post hoc Fisher LSD p<0,05 u svim poredenjima).

Medutim, u uslovima zagadenja olovom, S muZjaci imaju znacajno manja krila u
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poredenju sa svim UP i MP grupama a B muZjaci imaju znacajno manja krila u
poredenju sa BB dir, SS rec i BBS (Post hoc Fisher LSD p<0,05 u svim poredenjima)
(Slika 4.3).

Rezultati pokazuju da nema znacajne razlike izmedu vecine krila direktnih i
recipro¢nih ukr$tanja na istom tipu supstrata. Zanimljiv izuzetak od utvrdenog
obrasca u oba pola predstavljaju poredenja na supstratu sa olovom gde su jedinke
u BB dir i BBS znacajno vece od jedinki iz odgovarajuéih recipro¢nih ukrstanja

(Post hoc Fisher LSD p<0,01 u svim poredenjima).
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Slika 4.3. Velicina centroida (izraZena u pikselima) svih eksperimentalnih
grupa podeljenih po polu na standardnom supstratu i supstratu sa olovom

Na osnovu dobijenih rezultata moze se re¢i da ne postoje znacajne razlike
izmedu UP i MP grupa gajenih u istim uslovima. Medutim, i ovde se javlja izuzetak
kod BB dir grupe. Zenke ove grupe gajene u kontrolnim uslovima imaju znac¢ajno
manja krila u poredenju sa svim ostalim Zenkama iz UP i MP grupa osim SBB
gajenim u istim uslovima (Post hoc Fisher LSD p<0,01 u svim poredenjima), dok

takva razlika nije uoCena na supstratu sa olovom. MuZjaci ove grupe imaju
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znacajno manja krila od SS rec i BBS u kontrolnim uslovima (Post hoc Fisher LSD
p<0,05 u oba poredenja) i SS rec na supstratu sa olovom (Post hoc Fisher LSD
p=0,002). Takode, BBS muZjaci gajeni na supstratu sa olovom imaju znacajno veca
krila u poredenju sa svim ostalim UP i UM muZjacima gajenim u istim uslovima,

osim BB dir (Post hoc Fisher LSD p<0,001 u svim poredenjima).
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Slika 4.4. Interakcija tip ukrStanja*tretman

Statisticki znacajna interakcija izmedu tipa ukrstanja i tretmana u kojoj su
oba pola posmatrana zajedno pokazuje interesantan trend. Naime, na Slici 4.4. se
vidi da je efekat olova generalno veci kod jedinki koje vode poreklo iz Si¢evacke
klisure. Kod UP smanjenje veliCine krila je daleko izraZenije kod S jedinki pri ¢emu
su UP jedinke iz Si¢evacke klisure gajene na olovu znacajno manje od UP jedinki iz
Botanicke baste (Post hoc Fisher LSD p=0,0002). U okviru UP, BB dir koja ima
najmanju prosec¢nu veli¢inu krila u kontrolnim uslovima ne pokazuje nikakvu
promenu u velicini krila u uslovima prisustva olova u supstratu, dok sve ostale UP
grupe pokazuju znacajno smanjenje veliCine krila sa nesSto ve¢im efektom kod SS
grupa. U okviru MP, jedinke cije su majke poreklom iz Si¢evacke klisure pokazuju

smanjenje velicine krila koje je statisticki znacajno (Post hoc Fisher LSD p<0,001),
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dok jedinke cCije su majke poreklom iz Botanicke baste nemaju znacajno manja

krila u uslovima prisustva olova u supstratu (Post hoc Fisher LSD p=0,09).
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4.4. Ekspresija Hsp proteina
4.4.1. Ekspresija ukupnih Hsp proteina

Prikaz deskriptivne statistike za ekspresiju ukupnih Hsp proteina svih
eksperimentalnih grupa dat je u Tabeli 4.8. Iz rezultata se moZe uociti da je najniza
ekspresija zabeleZena kod UL ukrStanja gajenih na supstratu sa olovom a najveca

kod MP ukrstanja gajenih na supstratu sa olovom.

Tabela 4.8. Deskriptivna statistika za ekspresiju ukupnih Hsp proteina za sve
eksperimentalne grupe

kontrola olovo

Tip ukrStanja — —
X+ S.E. S.D. Ccv N X+ S.E. S.D. Ccv N

UL B 1,45+£0,09 | 0,35 | 2437 | 15| 1,18+0,06 0,24 | 20,35 15

S 1,48+0,07 | 0,27 | 1792 | 15| 1,21%0,06 0,24 | 19,36 | 15

BB 1,35£0,09 | 0,32 | 2346 | 13| 1,35+0,09 0,35 | 2594 15

Up
SS 1,47+0,09| 034 | 2284 | 15| 1,59%0,11 0,43 | 28,29 15

MP | BBS 1,57+0,08| 0,30 | 19,02 | 15| 1,62+0,08 0,30 | 18,56 | 15

X - srednja vrednost; S.E. - standardna greska; S.D. - standardna devijacija; CV - koeficijent
varijacije; N - broj uzoraka

Za ispitivanje razlika u variranju ekspresije Hsp u zavisnosti od tretmana
(standardni supstrat vs. supstrat sa olovom) i tipa ukrStanja (UL, UP, MP)
koriS¢ena je dvofaktorska ANOVA. Rezultati analize su prikazani u Tabeli 4.9.

Tabela 4.9. Dvofaktorska ANOVA za ekspresiju ukupnih Hsp proteina

[zvor varijabilnosti df SS MS F p
tretman 1 0,266 0,266 2,63 0,107
tip ukrstanja 4 1,7594 0,44 4,34 0,002*
tretman*tip ukrsStanja 4 0,831 0,208 2,051 0,091

df- stepeni slobode; SS- suma kvadrata; MS - srednja vrednost kvadrata; F — vrednost F
testa; p - nivo znacajnosti

Analiza pokazuje da tip ukrStanja (UL, UP, MP) ima statisticki znacajan
efekat na ekspresiju ukupnih Hsp proteina (F=4,34, p=0,002). Medutim, prisustvo
olova u podlozi kao i interakcija izmedu dva posmatrana faktora nemaju znacajni
efekat na ekspresiju ukupnih Hsp proteina.
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Slika 4.6. Ekspresija ukupnih Hsp proteina za sve analizirane eksperimentalne
grupe

Zanimljivo je ista¢i postojanje razli¢itog trenda ekspresije Hsp proteina
izmedu UL i UP i MP grupa. Naime, kog UL grupa gajenih na olovu postoji statisticki
znacajno smanjenje ekspresije Hsp proteina u odnosu na jedinke koje su gajene u
kontrolnim uslovima (post hoc Fisher LSD u svim poredenjima p<0,05). Kod SS i
BBS grupa gajenih na supstratu sa olovom doslo je do povecanja ekspresije Hsp
proteina u poredenju sa kontrolnim uslovima, ali ovo povecanje nije statisticki
znacajno. Kod BB grupe nema razlike u nivou ekspresije Hsp proteina na razli¢itim
tipovima supstrata.

U poredenjima izmedu eksperimentalnih grupa gajenih na olovu, utvrdeno
je statisticki znac¢ajno manja ekspresija Hsp proteina kod UL grupa u poredenjima
sa SS i BBS grupama (post hoc Fisher LSD u svim poredenjima p<0,01). Takode,
postoji statisti¢ki znacajna razlika izmedu BB i BBS grupa gajenih na olovu, pri
¢emu je utvrdeno da je ekspresija u BB grupi statisticki znacajno niza (post hoc

Fisher LSD p<0,05).
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Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u poredenjima ekspresije Hsp

proteina izmedu eksperimentalnih grupa gajenih u kontrolnim uslovima.

4.4.2. Uporedna ekspresija ukupnih i inducibilnih Hsp proteina

Prikaz deskriptivne statistike za uporednu ekspresiju ukupnih i inducibilnih
Hsp proteina za dve isptivane eksperimentalne grupe prikazane su u Tabeli 4.10. [z
tabele se moze uociti da je obrazac ekspresije ukupnih Hsp proteina u BB i B
grupama isti kao kod ve¢ prikazanih rezultata u Tabeli 4.8. Naime, B jedinke gajene
na supstratu sa olovom imaju niZu ekspresiju ukupnih Hsp proteina u poredenju sa
jedinkama gajenim na kontrolnim uslovima, dok BB jedinke gajene na supstratu sa
olovom imaju nesto vecu ekspresiju ukupnih Hsp proteina u poredenju sa
jedinkama gajenim na standardnom supstratu. Zanimljivo je ista¢i obrnut obrazac
ekspresije inducibilnih Hsp proteina izmedu ove dve eksperimentalne grupe.
Naime, kod B grupe nema razlike u ekspresiji inducibilnih Hsp proteina na
razli¢itim tipovima supstrata dok je kod BB grupe ekspresija ove grupe proteina

veca na supstratu sa olovom nego u kontrolnoj grupi.

Tabela 4.10. Deskriptivna statistika za uporednu ekspresiju ukupnih i
inducibilnih Hsp proteina za dve ispitivane eksperimentalne grupe

kontrola olovo
X +S.E. S.D. X +SE. S.D.
. B 1,55+0,16 0,46 1,20+ 0,10 0,27
ukupni Hsp
BB 1,35+0,12 0,35 1,43+0,11 0,30
. e B 1,38 £ 0,05 0,13 1,38+0,12 0,35
inducibilni Hsp
BB 1,30+ 0,14 0,40 1,65+0,13 0,37

X - srednja vrednost; S.E. - standardna greska; S.D. - standardna devijacija

Za ispitivanje razlika u variranju ekspresije ukupnih i inducibilnih Hsp
proteina u zavisnosti od uslova gajenja (standardan supstrat i supstrat sa olovom),
tipa ukrStanja (B i BB) i tipa proteina cija je koncentracija merena (ukupni i
inducibilni, u tabeli predstavljeni tipom antitela koje je koriS¢eno) koriS¢ena je

trofaktorska ANOVA. Rezultati analize su prikazani u Tabeli 4.11.
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Tabela 4.11. Trofaktorska ANOVA za ekspresiju ukupnih i inducibilnih Hsp
proteina

Izvor varijabilnosti df SS MS F p

tretman 1 0,005 0,005 0,045 0,833

tip ukrstanja 1 0,055 0,055 0,467 0,497

antitelo 1 0,035 0,035 0,302 0,585
tretman*tip ukrstanja 1 0,597 0,597 5,113 0,028*
tretman*antitelo 1 0,377 0,377 3,226 0,078

tip ukrstanja*antitelo 1 0,02 0,02 0,172 0,68
tretman*tip ukrstanja*antitelo 1 0,006 0,006 0,051 0,823

df- stepeni slobode; SS- suma kvadrata; MS - srednja vrednost kvadrata; F — vrednost F
testa; p - nivo znacajnosti

Rezultati analize pokazuju da ni jedan od ispitivanih faktora nema statisticki
znacajan efekat na koncentraciju Hsp proteina. Takode, nije nadena ni znacajna
interakcija izmedu faktora: tretman*antitelo, tip ukrStanja*antitelo, tretman*tip
ukrsStanja*antitelo. Analiza je pokazala da postoji statisticki znacajna interakcija

izmedu tretmana i tipa ukrstanja (F=5,113, p=0,028).

Rezultati analize ekspresije ukupne kolicine Hsp proteina izvrSene ovom
uporednom analizom pokazuju statisti¢ki znac¢ajno smanjenje kod jedinki B grupe
gajene na supstratu sa olovom u poredenju sa jedinkama gajenim u kontrolnim
uslovima (post hoc Fisher LSD p=0,046). lako je kod jedinki iz BB grupe gajenih na
olovu doslo do blagog povecanja ekspresije ukupnih proteina u odnosu na jedinke

gajene na standardnom supstratu ovo povecanje nije statistic¢ki znacajno Slika 4.7.
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Slika 4.7. Ekspresija ukupnih i inducibilnih Hsp proteina podeljenih na osnovu tipa
ukrstanja (na grafiku je koncentracija ukupnih Hsp obeleZena antitelom 5A5, a

inducibilnih antitelom 7FB)

Rezultati analize ekspresije inducibilnih Hsp proteina pokazuju drugaciji

obrazac u odnosu na rezultate dobijene za ukupne Hsp proteine. Naime, kod

jedinki B grupe nema razlike u koncencentraciji inducibilnih Hsp proteina izmedu

jedinki gajenih na supstratu sa olovom i kod jedinki gajenih u kontrolnim uslovima.

Kod jedinki BB grupe postoji statisticki znac¢ajno povecanje ekspresije inducibilnih

Hsp proteina u uslovima zagadenja olovom u poredenju sa kontrolnim uslovima

(post hoc Fisher LSD p=0,048).
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5. DISKUSIJA
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Antropogeni uticaj na globalno zagrevanje, zagadenje i fragmentaciju
staniSta dostiZe zabrinjavaju¢i nivo poslednjih decenija a procene su da ce se
tokom XXI veka dodatno povecati (Smith i sar., 2009). U skladu sa sve vecim
promenama Zivotne sredine postavlja se pitanje granica do kojih su organizmi i
populacije sposobni da odgovore i adaptiraju se na ove nove uslove. Antropogeni
uticaj se najceS¢e ne ogleda u promeni jednog faktora, ve¢ viSe njih deluju
simultano ostavljajuc¢i bioloSkim entitetima manje maneverskog prostora da se
izbore sa svim novonastalim uslovima. Olovo je jedan od najprisutnijih zagadivaca
koji utice na komponente adaptivne vrednosti i geneticku strukturu populacija
velikog broja ispitivanih vrsta (Stamenkovi¢-Radak i sar., 2008; Kurbalija Novici¢ i
sar., 2012; Kenig i sar., 2013, 2014; Groenendijk i sar., 2002). Promene u genetickoj
strukturi populacija izazvane inbridingom ili autbridingom imaju dalekoseZne
posledice na opstanak populacija kako u postoje¢im tako i u naruSenim uslovima
staniSta (Reed i sar., 2012; Edmands, 2007). Veliki broj studija se bavio
proucavanjem efekata kako genomskog tako i sredinskog stresa, ali je broj
istraZivanja koji se bave njihovim sinergistickim efektom relativno mali. Serija
istraZivanja na vrsti D. subobscura u kojima su ispitivani pojedinacni efekti ovih
faktora su pokazala njihov znacajan uticaj na promene vrednosti komponenti
adaptivne vrednosti i morfoloskih karakteristika, Sto zajedno sa bogatim i
relativno dobro istraZenim adaptivnim polimorfizmom prirodnih populacija ¢ini
ovu vrstu izuzetno pogodnim model sistemom za proucavanje njihovog
sinergistickog efekta. Rezultati koji su dobijeni u ovom radu daju novi uvid u
relativno neistraZzeno polje kombinovanog efekta dva tipa stresa. Sinergisticki
efekat genomskog i sredinskog stresa moze pojacati nepovoljno dejstvo oba
pojedinacna faktora na opstanak organizama i populacija. 1z ovih razloga javlja se
sve veca potreba za proucavanjem kombinovanog efekta stresnih faktora u cilju
procene odgovora ne samo ugrozenih populacija vec¢ i opstanka onih koje trenutno

nisu u stanju ugroZenosti.

Rezultati ovog rada su pokazali da geneticka struktura ispitivanih jedinki,
prisustvo olova u supstratu kao i njihov sinergisticki efekat uticu na rast, razvice,

veli¢inu tela i ekspresiju proteina toplotnog Soka D. subobscura a njihov efekat se
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ogleda u promeni varijabilnosti komponenti adaptivne vrednosti kroz njihovo

smanjenje pod uticajem stepena homozigotizacije genoma i prisustva olova.
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5.1. Komponente adaptivne vrednosti

Adaptivna vrednost (fitnes) je konacan rezultat svih razvojnih i fizioloskih
procesa odredenog genotipa u Zivotnoj sredini koja ga okruZuje i predstavlja meru
njegovog populaciono-evolucionog uspeha a rezultira performansama fenotipa
koje nazivamo komponentama adaptivne vrednosti. Adaptivna vredost je sloZena
karakteristika koja predstavlja skup viSe osobina Zivotne istorije od kojih su
najvaznije preZivljavanje i fertilitet, kao i duZina i obrasci razvica, veliina tela,
fekunditet i veli¢ina potomaka (Stearns, 1992). Rezultati dobijeni u ovom radu
pokazuju su posmatrane komponente adaptivne vrednosti razliito osetljive na
svaki pojedinacni ispitivan faktor, ali i na njihov kombinovan efekat, i da je pri
proceni uticaja bilo kog tipa stresa neophodno efekat pratiti na veéem broju

osobina Zivotne istorije kao i morfoloskim i biohemijskim karakteristikama.

Eksperimentalni dizajn ovog rada je omogucio detektovanje i genomskog i
sredinskog stresa kao i njihovog sinergistickog delovanja izraZenog kroz njihovu
interakciju. U ovom radu sredinski stres je izazvan prisustvom olova u podlozi u
koncentraciji od 200 pg/mL. Genomski stres je predstavljen serijom ukrStanja
kojom su dobijene jedinke sa razli¢itim nivoom heterozigotnosti genoma: unutar-
linijski (potomci jedne Zenke koji imaju blagu stopu inbridinga), unutar-
populacioni (heterozigoti nastali ukrStanjem dve iso-female linije u okviru iste
populacije) i medu-populacioni (heterozigoti nastali spajanjem dva genofonda,
obzirom da su nastali ukrStanjem iso-female linija poreklom iz dve razlicite
populacije). Tako je prisustvo sredinskog stresa detektovano razlikama u
analiziranim komponentama adaptivnih vrednosti izmedu jedinki gajenih na
supstratu sa olovom i u kontrolnim uslovima, obzirom na trend redukcije u
uslovima izlaganja olovu, koja je u slucaju brzine razvica i statisticki znacajan.
Prisustvo genomskog stresa je detektovano razlikama u adaptivnoj vrednosti
izmedu razli¢itih tipova ukrStanja u optimalnim uslovima sredine i izloZenosti
olovuy, s obzirom na znacajno povecanje i preZivljavanja i smanjenje duZine razvica
sa porastom heterozigotnosti. Sinergisticki efekat genomskog i sredinskog stresa
mogao bi se detektovati postojanjem razlika u odgovoru razli¢itih genotipova u

razli¢itim uslovima sredine, $to u ovom radu nije pokazano analizom
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prezivljavanja od jaja do adulta i brzinom razvi¢a do adulta. Posmatrajuéi obe
analizirane komponente adaptivne vrednosti, na osnovu dobijenih rezultata, moze
se generalno doneti zaklju¢ak da prisustvo oba tipa stresa utiCe na njihovu
promenu, ali da je efekat genomskog stresa jasnije uocCljiv na komponenti
adaptivne vrednosti preZivljavanje a sredinskog na dinamiku razvi¢a. Osim toga,
rezultati ovog rada ukazuju na heterozis koji se intenzivira u uslovima sredinskog

stresa.

Obe ispitivane komponente adaptivne vrednosti imaju trend povecanja sa
povecanjem heterozigotnosti genoma, a u slucaju prezivljavanja ovaj trend je i
statisticki znacajan. Prednost heterozigota, heterozis, moZe se objasniti na osnovu
dva osnovna teoretska koncepta, dominanse i ovrdominanse. Dominansa
pretpostavlja da u heterozigotnom stanju superiorniji aleli jednog roditelja
komplementiranu sa Stetnim i/ili nepovoljnim alelima drugog roditelja, odnosno
maskiraju ih. Overdominansa pretpostavlja da se kod hibrida javjaju alelske
interakcije koje ih Cine boljim od oba roditelja. Neke studije pokazuju da i
interakcije izmedu nealelnih gena doprinose heterozisu (Lynch, 1991; Lynch i
Walsh, 1998; Whitlock i sar., 2000; Lippman i Zamir, 2007). Precizni biohemijski
procesi koji leZe u osnovi heterozisa joS uvek nisu detaljno poznati ali se
pretpostavlja da nastaju upravo zbog prisustva razli¢itih alela. Usled toga postoji
viSe produkata genske aktivnosti koji heterozigotima omogucavaju vecu
fleksibilnost i opseg biohemijskih procesa nego Sto je to sluc¢aj sa homozigotima
(Gillespie i Langley, 1974; Berger, 1976). Ovakva fleksibilnost i veci opseg reakcija
bi trebalo da omogucdi i bolje reagovanje u stresnim uslovima u kojima bi prednost
heterozigota trebalo da bude dodatno povecana (Bryant, 1974; Berger, 1976;
Milkman, 1978; Wills, 1978). Rezultati dobijeni za obe komponente adaptivne
vednosti u ovom radu slazu se sa teorijskim pretpostavkama, s obzirom da unutar-
populacione i medu-populacione jedinke imaju vecu ukupnu adaptivnu vrednost,
izraZzenu kroz povecano preZivljavanje i smanjenje perioda neophodnog za razvice,
u odnosu na unutar-linijske jedinke. Takode, rezultati se slazu i sa velikim brojem
literaturnih podataka koji pokazuju i vecu adaptivnu vrednost heterozigota

nastalih spajanjem inbredovanih ili delimi¢no inbredovanih linija i heterozigota
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nastalih spajanjem dve populacije iste vrste (Hedrick i Kalinowski, 2000; Ferreira i
Amos, 2006; Whitlock i sar., 2013). [ako je najceSc¢e redukcija adaptivne vrednosti
inbredovanih u odnosu na autbredovane jedinke pripisivana inbriding depresiji,
odnosno povecanom ispoljavanju Stetnih recesivnih alela u homozigotnom stanju,
nova istrazivanja pokazuju da se povecanje adaptivne vrednosti heterozigota ne
mora objasniti samo smanjenjem adaptivne vrednosti homozigota. Fereeira i Amos
(2006) su ispitivanjem 12 mikrosatelitskih lokusa kod inbredovanih i
autbredovanih jedinki Drosophila, pokuSali da wutvrde adaptvnu prednost
heterozigota u razli€itim stresnim uslovima. Kao $to je i oCekivano i u ovoj studiji je
pokazana inbriding depresija, odnosno smanjenje adaptivne vrednosti u odnosu na
autbredovane eksperimentalne grupe. Medutim, oni su pokazali da mnogi lokusi u
heterozigotnom stanju pokazuju mnogo veéu adaptivnu prednost nego Sto bi se
ocekivalo samo na osnovu efekta inbridinga i da je taj efekat inteziviran u stresnim
uslovima ukazuju¢i da epistaticke interakcije i funkcionalni odnosi izmedu

nealelnih gena imaju veliki uticaj na heteroticni efekat.

Rezultati za prezivljavanje su pokazali statisticki znacajane razlike za tip
ukrStanja dok, suprotno ocekivanjima, znacajnost nije utvrdena u pogledu
prisustva olova u podlozi. Takode, nije utvrdena znacajna interakcija izmedu ova
dva faktora. Statisticka znacajnost tipa ukrStanja proizilazi iz zna¢ajno manjeg
prezivljavanja UL jedinki poreklom iz obe populacije u odnosu na UP i MP.
Najverovatniji razlog ovakvih rezultata leZi u ¢injenici da su UL jedinke delimi¢no
inbredovane i da je iako mala, ova homozigotizacija genoma dovoljna da dovede do
ekspresije Stetnih recesivnih alela koji su doveli do pada adaptivne vrednosti. lako
recesivni Stetni aleli najéeS¢e imaju mali pojedinacni efekat, moguce je da je u
ovom slucaju doslo do ispoljavanja manjeg broja recesivnih alela sa ve¢im efektom
i da se taj efekat intenzivirao u stresnim uslovima. Ovi rezultati predstavljaju jos
jedan u velikom broju dokaza da cak i relativno mala stopa inbridinga moze
dovesti do znacajnog pada adaptivne vrednosti, narocito u naruSenim uslovima
Zivotne sredine kakve predstavlja zagadenje olovom (Fereeira i Amos, 2006;).
Dalja podrska ovakvom zakjucku predstavlja i uoceni trend povecanog

preZivljavanja sa poveanjem heterozigotnosti genoma. lako nije utvrdena
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statisticki znacajna razlika izmedu UP i MP grupa, moZe se uociti da je
preZivljavanje najveée u MP grupi i u kontrolnim uslovima i na supstratu sa
olovom. Najbolje performanse su pokazale one jedinke koje su imale najveci stepen
heterozigotnosti genoma obzirom da su dobijene spajanjem jedinki poreklom iz
razli¢itih populacija. Prednost heterozigota je najverovatnije posledica
intenziviranja maskiranja recesivnih Stetnih alela i/ili povecane raznovrsnosti
metabolickih puteva. Ovakvi rezultati navode na zakljucak da je za populacije,
narocito u stresnim uslovima od najvece vaznosti odrZanje genticke varijabilnosti

neophodne da se populacija izbori sa stresnim uslovima.

Kako za prezivljavanje, tako i za duzinu razvica postoji trend povecanja
adaptivne vrednosti sa pove¢anjem heterozigotnosti genoma, jer je UL jedinkama
potrebno najduZe vreme da kompletiraju razvojni ciklus od jaja do adulta.
Medutim, ovde posledice homozigotizacije genoma nisu tako jasne. Iako u
kontrolnim uslovima UL grupe imaju generalno duZe razvi¢e od UP i MP grupa, ove
razlike su statisticki znaCajne samo u poredenju sa BB rec i SBB. Na osnovu ovih
rezultata ne moZemo tvrditi da je homozigotizacija genoma dovela do pada
adaptivne vrednosti u kontrolnim uslovima. Moguce je da je nizak stepen
homozigotizacije genoma koji je prisutna kod UL jedinki nije dovoljan da dovede

do promena u duZini razvica, bar u optimalnim uslovima sredine.

Prisustvo olova u supstratu nema uticaj na jednu od najvaznijih komponenti
adaptivne vrednosti, prezivljavanje od jaja do adulta. Ranija istraZivanja uticaja
olova na preZivljavanje D. melanogaster su pokazala da prisustvo olova u
supstratu, ¢ak i u ve¢im dozama nego Sto je koriS¢ena u ovom radu, ne smanjuje
znacajno preZivljavanje u odnosu na jedinke gajene u kontrolnim uslovima (Cohn i
sar., 1992) ali da znacajno utiCe na druge komponente adaptivne vrednosti. Sli¢ni
rezultati su dobijeni i u istraZivanjima terestri¢nih organizama koji su zbog svoje
ekologije najugroZeniji prisustvom teskih metala u zemljiStu. Pokazano je da iako
olovo znacajno smanjuje prezivljavanje, stepen redukcije ove komponente
adaptivne vrednosti zavisi od veceg broja faktora medu kojima je najznacajniji
njegova koncentracija. U eksperimentima sa crvima FEisenia fetida, Cesto

koriS¢enom model sistemu za procenu zagadenja terestricnih ekosistema,
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pokazano je da, iako ekoloski relevantne, niZze koncentracije olova ne dovode do
pada preZivljavanja iako uti¢u na promenu drugih komponenti adptivne vrednosti
(Zaltauskaité i Sodiené, 2014). Jedinke D. subobscura kori$¢éene u ovom
eksperimentu bile su izloZene hronicnoj subletalnoj koncentraciji olova koja, iako
relativno visoka, predstavlja stres niskog intenziteta sa malim uticajem na ovu

komponentu adaptivne vrednosti u ovakvom eksperimentalnom dizajnu.

lako je prisutan generalan trend slabijeg preZivljavanja kod UL jedinki
gajenih na supstratu sa olovom, ovo smanjenje ne moZemo pripisati prisustvu
olova. D. subobscura je holometabolni insekt ¢ije razvi¢e Cine jaje, larva, lutka i
imago. Svaka od ovih faza razvi¢a zahteva usku koordinaciju velikog broja procesa
koji ukljuc¢uju ekspresiju velikog broja gena, pravilnu orijentaciju Ccelija i
segmentaciju razlic¢itih Celijskih grupa i struktura, uspostavljanje anteriorno-
posteriorne organizacije i prolaZenje kontrolnih ta¢aka izmedu razli¢itih stupnjeva
razvica. lako postoji dinamika, vremenski sled i period trajanja ovih dogadaja u
optimalnim uslovima, oni mogu veoma varirati u zavisnosti od raspolozZivih
resursa (Bakker, 1959; Robertson, 1963; Burnet i sar., 1977; Santos i sar., 1997).
Ono Sto je bitno napomenuti u ovom kontekstu je da produZavanje perioda razvica
kod Drosophila moze dovesti do slabijeg preZivljavanja i sniZavanja kompetitivne
sposobnosti larvi, zbog kaSnjenja u vremenskim okvirima kada se prelazi u fazu
lutke (Bakker, 1969). Uspesno kompletiranje svih metabolickih, fizioloskih i
adulta i predstavlja bioloski imperativ za svaku jedinku. Stresni uslovi mogu
interferirati sa ovim procesima i u slucaju visokog intenziteta stresa mogu
onemoguciti njihovo kompletiranje smanjujuc¢i prezivljavanje. Medutim, u
subletalnim stresnim uslovima jedinke mogu odlagati zavrSetak pojedinih faza
ovog ciklusa, zbog alokacije resursa u mehanizme odbrane i/ili usporavanja
odredenih faza u cilju obezbedivanja njihovog uspeSnog kompletiranja i

zavrSavanja razvojnog ciklusa koji rezultuje prezivljavanjem.

Upravo se prilagodavanje duZine razvica javilo kao odgovor na prisustvo
olova u podlozi koji se ogleda u produzZavanju vremena neophodnog za njegovo

kompletiranje razvica. Dosadasnji rezultati pokazuju da je varijabilnost duZine
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razvica i prezivljavanja od larve do adulta kod Drosophila u stresnim uslovima, kao
Sto su ekstremne temperature ili restriktivna ishrana znacajno veca nego u
optimalnijim uslovima (Krebs i Loeschcke 1999; Bubliy i Loeschcke 2001, 2002;
Sgro i Hoffmann, 2004). Koriste¢i biofizicki model, de Jong i Imasheva (2001) su
pokazale znacajnu mogucnost odgovora u ekstremnim uslovima modifikacijom

duZzine trajanja razvica.

Olovo produZava period neophodan za kompletiranje razvi¢a pokazujuci isti
obrazac u svim eksperimentalnim grupama razlicitih tipova ukrstanja. Ovi rezultati
su u skladu sa velikim brojem literaturnih podataka koji pokazuju da izlaganje
jedinki hroni¢nom dejstvu teskih metala tokom perioda razvic¢a interferira sa fino
regulisanim procesima ukljucenim u njegovo kompletiranje. ProduZeno razvice u
uslovima izlaganja teskim metalima, ukljucujuci i olovo, pokazano je na velikom
broju vrsta ukljucuju¢i insekte: Drosophila melanogaster (Cohn i sar., 1992),
Drosophila subobscura (Stamenkovi¢-Radak i sar., 2008.), Aiolopus thalassinus
(Schmidt i sar., 1991), Lymantria dispar (Gintenreiter i sar., 1993), Chironmus
riparius (McCahon i Pascoe, 1991) i Oncopeltus fasciatus (Cervera i sar., 2004),
Boettcherisca peregrine (Wu i sar., 2006); ribe Cyprinus carpio (Jezierska i sar.,
2008); vodozemce Xenopus leavis (Berzins i Bundy, 2002) i Pelophylax

nigromaculata (Huang i sar., 2014).

Vedi broj predlozenih mehanizama moze lezati u osnovi produzetka razvica
kod jedinki izloZenih olovu i ostalim teskim metalima. ProduZetak razvi¢a moze se
objasniti jednim od predloZenih mehanizama toksi¢nog delovanja olova:
produkcijom slobodnih radikala kiseonika i sposobnos$¢u olova da kompetitira sa
drugim esencijalnim dvovalentnim katjonima kao sto je kalcijum. Zamena
kalcijumskih jona olovom ima moZda najveci efekat, jer kalcijum, slicno natrijumu i
drugim jonima, igra vaznu ulogu u razvicu (Spitzer, 1979), narocito u ranim
embrionalnim procesima (Barth i Barth, 1974; Messenger i Warner, 1979;
Shirayoshi i sar., 1983; Smedley i StaniSstreet, 1985, 1986). Unutarcelijska
koncentracija Ca%* utice na stope sinteze DNK, RNK i proteina, stopu celijske
proliferacije, skrac¢ivanje Ccelijskog ciklusa, i ubrzavanje deobe celija (Berridge,

1995). Tokom razvica jedinki, kao i tokom gametogeneze, ovi Celijski procesi se
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konstantno odvijaju, i sve promene u stopama proliferacije celija i sinteze
navedenih biomolekula mogu rezultovati promenom u duZini razvi¢a, bilo

njegovim produZenjem bilo skracenjem.

Drugo moguce objasSnjenje je da izlaganje teskim metalima menja energetski
metabolizam Celije, smanjujuci dostupne izvore energije u obliku lipida, proteina i
ugljenih hidrata. Studije na akvati¢cnim organizmima su pokazale da olovo
(Torreblanca i sar., 1991; Chinni i sar., 2000; Chinni i Yallapragada, 2002) i drugi
teSki metali (Dickson i sar., 1982; Radhakrishnaiah i Busappa, 1986;) dovode do
smanjenja energetskih resursa neophodnih za razvi¢e. Kod D. melanogaster je
uocena znacajna povezanost izmedu stresa, duZine trajanja larvalnog razvica i
pokazatelja energetskog metabolizma: koli¢ine kofaktora nikotinamid adenin
dinukleotid (NAD) i odnosa ATP/ADP (Kohane, 1994). Smanjenje dostupnih izvora
energije moZe usporiti procese razvi¢a dovodec¢i do njegovog produzZenja narocito
kod jedinki koje imaju energetski neefikasan metabolizam. Iako je razvice svih
grupa izloZenih olovu produZeno moZe se uociti trend njegovog skracenja sa
povecanjem heterozigotnosti genoma. Krace razvice moZe doneti adaptivnu
prednost, jer skracuje vreme izloZenosti predatorima, infekcijama i/ili stresu,
omogucava prednost u ranoj reprodukciji i omogucava veci broj generacija u
datom periodu vremena (Sibly i Calow 1986, 1999; Stearns, 1992; Gotthard i sar.,
1994; James i sar., 1995; Nylin i Gotthard, 1998). Kod D. melanogaster i D.
subobscura, kratko vreme razvi¢a je u korelaciji sa ve¢om aktivno$éu nekoliko
analiziranih enzima (Marinkovi¢ i sar., 1986). Ovakvi rezultati sugeriSu da brzo
razvice pociva na fenotipu sa vecom metabolickom aktivnos¢u i da, u zavisnosti od
enzima koji se posmatraju, moZe postojati veza izmedu nivoa opstih metabolickih
sposobnosti i adaptivne vrednosti izrazene kroz duZinu razvi¢a (Parsons, 2004).
Veliki broj studija ukazuje da je nivo heterozigotnosti u prirodnim populacijama
pozitivno korelisan sa fitnesom, narocito ako je analiza vrSena za enzimske lokuse
koji uti¢u na metabolizam i doprinose povecanju energije za razvice i rast. Ova
korelacija je narocito izraZzena u uslovima ekstremnog abiotickog stresa kada su
energetski zahtevi koje sredina namece visoki ili kada su dostupni izvori energije

ograni¢eni usled nedostatka nutrijenata (Mitton, 1993). Obzirom da kod
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heterozigota postoji tendencija da imaju manje energetske zahteve u odnosu na
homozigote, narocito u stresnim uslovima, kod njih bi trebalo da postoji potencijal
da ostvare bolje razvice i reprodukciju u Sirem opsegu sredinskih uslova u
poredenju sa odgovaraju¢im homozigotima (Koehn i Bayne 1989). Koehn i Bayne
(1989) cak tvrde da u osnovi viSih adaptivnih vrednosti heterozigota u stresnim
uslovima leZi njihova smanjena energetska potrosnja u odrZavanju osnovnog
metabolizma, a kasnija istraZivanja su potvrdila ove pretpostavke, narocito kod
morskih organizama (Borsa i sar., 1992). Takode, istrazZivanja na Mytilus edulis, su
pokazala jaku negativnu korelaciju izmedu multilokusne heterozigotnosti i
standardnog metabolizma pokazujuéi da je veca otpornost heterozigota na aerobni
i anaerobni stres povezana sa njihovim relativno malim osnovnim metaboli¢kim
potrebama (Myrand i sar., 2002). Uzimajuci u obzir izneto, moze se zakljuciti da
heterozigotima ostaje vise raspolozive energije da se izbore sa stresnim uslovima
nego homozigotima (Koehn and Bayne 1989; Hawkins 1991) i da bi, usled vece
energetske efikasnosti, trebalo da imaju veci fitnes. Rezultati ovog rada su u skladu
sa iznetim hipotezama, obzirom da UP i MP grupe pokazuju trend i veleg

preZivljavanja i kraceg vremena razvi¢a od UL grupa u stresnim uslovima.

Prisustvo olova u podlozi pokazuje najveci efekat na duZinu razvi¢a B grupe
Cije je razvi¢e znacajno produZeno u odnosu na sve UP i MP grupe gajene na
supstratu sa olovom. Takode, Fligen Killer test pokazuje da je koeficijent varijacije
ove grupe znacajno vec¢i u poredenju sa svim ostalim grupama gajenim na olovu.
Obzirom da povecan koeficijent varijacije uglavnom ukazuje na vece variranje
izmedu uzoraka ocekivano je da bude poveéan u grupama koje su potomci jedne
Zzenke i samim tim na neki nacdin odrazavaju varijabilnost jedinki u svakoj
populaciji. Pove¢an CV obi¢no znaci da izmedu linija postoji razlika koja direktno
potice od individualnih genetickih razlika izmedu jedinki u jednoj populaciji.
Medutim, koeficijent varijabilnosti malo varira izmedu eksperimentalnih grupa u
kontrolnim uslovima ukazuju¢i da se u optimalnim uslovima sredine jedinke
uniformno razvijaju i prate kanalisani proces razvi¢a. U prisustvu olova kao
sredinskog stresa se takav obrazac zadrZava osim u poredenju B sa ostalim

grupama. Jedno od objasnjenja bi moglo biti i da se u uzorku B jedinki nalaze i oni
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genotipovi koji su prilagodeni na prisustvo olova, (s obzirom da su ve¢ bili izloZeni
takvim uslovima u stanistu), ali i oni koji nisu. Selekcija na kadmijum kod D.
melanogaster je pokazala da se u osnovi povec¢ane otpornosti na ovaj teski metal
nalazi jedan gen na polnom hromozomu sa velikim efektom, ukazuju¢i da
otpornost na teSke metale moze nastati kao posledica promene na samo jednom
genu (Shirley i Sibly, 1999). Homozigotizacija genoma je u ovom slucaju mogla
dovesti do eksprimiranja onih alela koji povecavaju sposobnost adaptacije na
olovo, rezultuju¢i u smanjenju duZine razvica ali i onih koji su senzitivni ¢ime su
doprineli ve¢em padu adaptivne vrednosti. Populacija iz Botanicke basSte se inace
odlikuje visokim nivoom heterozigotnosti, izraZzenim i preko adaptivnog
polimorfizma u obliku prisustva razliitih inverzija i izraZenog preko neutralnog
polimorfizma, kako nukleusnog tako i mitohondrijalnog (Kenig i sar., 2010;
Kurbalija Novici¢ i sar., 2011; Stamenkovi¢-Radak i sar., 2012). Izlaganje tog
polimorfizma selekciji u homozigotnom stanju moglo je dovesti do nastanka
otpornih, senzitivnih, i genotipova u srednjem opsegu otpornosti, medusobno
razli¢itih po inicijalnim alelskim kombinacijama koje nose. Takve razlike u
genotipovima su se mogle odraziti i na ukupnu fenotipsku varijabilnost u stresnim

uslovima koja se ogleda u pove¢enom koeficijentu varijacije za ovu osobinu.

Drugo objasnjenje povecanog koeficijenta varijacije bi moglo biti oslobadanje
skrivene geneticke varijabilnosti koja se ispoljava usled prisustva olova kao izvora
sredinskog stresa. U uslovima genetickih ili sredinskih promena moze do¢i do
promena u utvrdenom putu razvoja fenotipskih osobina, odnosno
"dekanalisanosti”, i ispoljavanja "kripticne" geneticke varijabilnosti. DuZina razvica
je kompleksna osobina u ¢ijem formiranju ucestvuje veliki broj razvojnih puteva i
mreZa. Obim kanalisanosti zavisi od sloZenosti razvojnih mreza koje ucestvuju u
formiranju te osobine, jer u situaciji kada veéi broj visoko povezanih puteva
ucestvuje u determinaciji jednog fenotipa oni evoluiraju ka visokoj kanalisanosti
(Siegal i Bergman, 2002). Takode, fenotipske osobine se kanalisano razvijaju usled
dugotrajnog i konzistentnog delovanja prirodne selekcije. Ovakvi uslovi favorizuju
optimalne fenotipove, pa je njihova geneticka varijabilnost mala. Visoka

kanalisanost za duZinu razvi¢a prisutna je u kontrolnim uslovima. Dobijene
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vrednosti koeficijenta varijacije za duzinu razvi¢a su niske i iznose oko 5%
ukazuju¢i na uniforman odgovor svih grupa, bez obzira na stepen heterozigotnosti
genoma. Ovako niski koeficijenti varijacije obi¢no ukazuju da se genotipovi u
okviru grupa medusobno mnogo ne razlikuju, barem $to se tice njihovog uticaja na
osobinu koja se ispituje. Znacajno visi koeficijent varijacije primecen u stresnim
uslovima u B grupi moZe da ukaZe na proces dekanalisanosti, ¢ime se ispoljava
kripti¢na varijabilnost. Dekanalisanost izazvana genetickim promenama pokazana
je u nizu eksperimenata koji su proucavali uticaj smanjenja funkcije Saperona
Hsp90 na ovaj proces (Rutherford i Lindquist, 1998; Jarosz i Lindquist, 2010;
Rohner i sar., 2013), ali su kod Drosophila opisani i drugi primeri dekanalisanosti
(Gibson i Hogness, 1996; Lott i sar., 2007; Gavin-Smyth i sar., 2013; Chen i sar,,
2015). Dekanalisanost i ispoljavanje kripti¢ne geneticke varijabilnosti, narocito u
populacijama koje su izloZzene novom ili stresnom okruZenju, moZe da olaksa
fenotipsku adaptaciju i dovede do neocekivano brze evolucije osobina koje
izgledaju kao relativno nepromenljive, ali u isto vrememoZe biti i nepovoljno
(Schlichting, 2008; McGuigan i Sgro, 2009; Paaby i Rockman, 2014) na Sta ukazuju i
rezultati dobijeni u ovom radu, obzirom da jedinke koje imaju najveci koeficijent

varijacije pokazuju generalno najnizi fitnes.

Kako se vidi iz rezultata ovog rada, ni jedna od ispitivanih komponenti
adaptivne vrednosti nije pokazala populaciono specifican odgovor na prisustvo
olova kao izvor sredinskog stresa. Jedna od osnovnih pretpostavki sa kojom je
poceta izrada ove disertacije bila je vezana za specificne populacione istorije svake
od izabranih populacija. Ranija istrazivanja geneticke varijabilnosti i strukture
populacija Drosophila subobscura poreklom iz Si¢evacke klisure i Botanicke baste u
Beogradu pokazala su da se ove populacije odlikuju odredenim specifi¢nostima.
Naime, za populaciju D. subobscura iz Si¢evacke Kklisure specificno je prisustvo
hromozomskih aranzmana koji se ¢eS¢e srecu u populacijama koje se nalaze u
juznom delu areala vrste kao i nesto povecana ucestalost retkih mitohondrijalnih
haplotipova (Jeli¢ i sar., 2012; Stamenkovi¢-Radak i sar., 2012). U ovoj populaciji je
zabeleZena i velika duplikacija u kontrolnom regionu mtDNK i najduza do sada

opisana mtDNK kod D. subobscura (Jelic i sar., 2012). Za populaciju iz Botanicke
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baSte je specificna povecana heterozigotnost (izracunata i preko inverzionog
polimorfizma i preko mikrosatelitskih lokusa) u odnosu na druge izucavane
populacije Balkanskog poluostrva (Kenig i sar., 2010; Stamenkovi¢-Radak i sar.,,
2012) kao i povecan procenat retkih mitohondrijalnih DNK haplotipova. Jedno od
objaSnjenja za povecanu geneticku varijabilnost ove populacije moze leZzati u
Cinjenici da visok nivo urbanizacije dovodi do povecanja broja i varijabilnosti
ekoloSkih niSa koju moze pratiti i povecanje geneticke varijabilnosti (Valiati i
Valente, 1997). Jedinke koje su izloZene konstantnim fluktuacijama sredine i Zive u
naruSenim uslovima staniSta imaju veci izbor suZenih ekoloskih niSa Sto moze
dovesti do povelanja geneticke varijabilnosti neophodne za adaptaciju na
promenljive uslove. Takode, bitno je naglasiti da se populacije iz Botani¢ke baste i
Si¢evacke klisure medusobno znacajno razlikuju na osnovu Fst vrednosti (indeksa
geneticke medupopulacione diferencijacije) izracunate preko mikrosatelitske

varijabilnosti Sto ukazuje na divergenciju ovih populacija.

Stanista koje ove dve populacije zauzimaju imaju potpuno razlicite
karakteristike. Botanicka baSta u Beogradu je urbano staniSte, pod jakim
antropogenim uticajem. Nalazi se u centralnoj gradskoj zoni, u blizini jedne od
najprometnijih Beogradskih saobracajnica i odlikuje se visokim koncentracijama
aero polutanata (Kvalitet Zivotne sredine u gradu Beogradu u 2010. godini, 2011).
lako u granicama dozvoljenih, koncentracija teSkih metala , narocito olova i cinka
su povisSene u odnosu na zemljiste u Sicevackoj Kklisuri. Iako cink i olovo
predstavljaju teske metale sa dokazanim Stetnim efektima u visokim
koncentrcijama oni se znac¢ajno razlikuju po svojim ulogama u Zivim organizmima.
Cink je esencijalni metal neophodan za normalno obavljanje veceg broja celijskih
funkcija i predstavlja komponentu brojnih enzima i transkripcionih faktora (Sharif
i sar, 2012). U malim koncentracijama Kkoristi se kao suplement ishrani sa
dokazanim antioksidacionim svojstvima dok je u ve¢im koncentracijama toksic¢an.
S druge strane, za olovo nije utvrdena ni jedna bioloska funkcija u organizmu, a
pokazano je da ¢ak i u malim koncentracijama u tkivima i organima moze imati

Stetne posledice.
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Ranija istrazivanja su pokazala da su jedinke D. subobscura iz Botanicke
basSte adaptirana na povecanu koncentraciju olova u stanistu. Prilikom izlaganja
povecanim koncentracijama olova u laboratorijskim uslovima one su pokazale
povecanu adaptivnu vrednost, izraZzenu smanjenjem vremena razvica, u poredenju
sa populacijom poreklom iz nezagadene sredine (Kenig i sar, 2013). Inicijalna
pretpostavka je bila da ¢e ove adaptirane jedinke pokazati viSu adaptivnu vrednost
u poredenju sa jedinkama iz Si¢evacke klisure koja u prirodnoj sredini nije izloZena
antropogenom uticaju. Unutar-populacione grupe predstavljaju simulaciju
prirodne populacije iz kojih su potekle. BB grupe tako predstavljaju populaciju
Botanicke baste koja je adaptirana na staniSte sa pove¢anom koncentracijom olova
dok SS grupe predstavljaju populaciju iz Si¢evacke Kklisure koja Zivi u uslovima
sredine neoptereene zagadenjem teskim metalima. Na osnovu prethodnih
istrazivanja bilo je ocekivano da ¢e populacija iz Botanicke baSte imati vecu
adaptivnu vrednost u uslovima zagadenja olovom. Medutim, rezultati dobijeni
analizom komponenti adaptivne vrednosti, kao i variranja u veli¢ini Kkrila nisu
podrzale ovu pretpostavku Sto je u suprotnosti sa dosadasnjim istrazivanjima
(Kenig i sar., 2013; Kurbalija Novic¢i¢ i sar., 2012). Osnovni razlog izostanka
populaciono specificnog odgovora najverovatnije leZi u Cinjenici da je
eksperimentalni dizajn u ovoj disertaciji bio napravljen sa ciljem da se proceni
postojeca geneticka varijabilnost (eng. standing genetic variation) prisutna u
ispitivanim populacijama, dok su u navedenim radovima populaciono specifi¢ni
odgovori bili detektovani nakon nekoliko generacija selekcije na supstratu sa
olovom. Adaptacija predstavlja dinamican evolutivni proces tokom koga populacije
akumuliraju povoljne alele na lokusima koji kontroliSu adaptivne fenotipove.
Polimorfizmi koji doprinose adaptaciji mogu da budu prisutni ili kao postojeca
geneticka varijabilnost ili da nastanu u procesu mutacija tokom selekcije. Aleli sa
pozitivnim efektom koji su prisutni usled postojece geneticke varijabilnosti imaju
nekoliko prednosti u odnosu na nove koji se generiSu mutacionim dogadajuma.
Prvo, oni su evolutivno stariji i mogli su ve¢ biti testirani u prethodnim stresnim
sredinama cCime prosli kroz ,selektivni filter koji moZe povecati verovatnocu
pojave povoljnih alela sa ve¢im efektom. Drugo, takvi aleli mogu sa sobom doneti

viSestruke povoljne geneticke promene (Barrett i Schluter, 2008). Razumno je bilo
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pretpostaviti da antropogeni pritisak i znacajno veca koncentracija olova u podlozi
oblikuju ovaj vid adaptivne varijabilnosti. Inicijalna pretpostavka o postojecoj
genetickoj varijabilnosti za povecanje otpornosti na olovo nije pokazana
posmatranjem izabranih osobina. Medutim, dobijeni rezultati nikako nisu razlog da
odbacimo pretpostavku njenog postojanja, jer mada relativno veliki, uzorak
obuhvata samo deo varijabilnosti koja postoji u ispitivanim populacijama. Moguce
je i da izlaganje subletalnim koncentracijama olova koje su koriS¢ene u ovom radu
tokom jedne generacije nije dovoljno stresan faktor koji bi doveo do vidljivog
populaciono specificnog odgovora i da bi se efekat ispoljio pracenjem viSe
generacija, s obzirom da je pokazano da olovo ima znacajan negativni uticaj i na

spermatogenezu i oogenezu (Chowdhury i sar., 1984, 1986; Acharia i sar., 2003).

5.2. Varijabilnost u velicini krila

Rezultati dobijeni analizom veliCine krila jasno pokazuju da zagadenje
olovom znacajno smanjuje veli¢inu krila kod svih ispitivanih jedinki i da su ovi
Stetni efekti narocito izraZeni kod jedinki koje su izloZene blagoj homozigotizaciji
genoma, ukazujuéi na sinergisticki efekat genomskog i sredinskog stresa na ovu
osobinu. Rezultati takode pokazuju da velicina krila raste sa nivoom
heterozigotnosti genoma a heterozigoti su stabilniji i u stresnim uslovima sredine,
dodatno podrzavajuci pretpostavku da je pozitivan heterozis osnovni mehanizam
koji se opire Stetnom uticaju olova koji se ogleda u smanjenju veliCine krila.
Takode, rezultati pokazuju da je u slucaju medupopulacione hibridizacije, poreklo
Zenke veoma bitno obzirom da je kod jedinki ¢ije su majke poreklom iz nezagadene

sredine detektovano smanjenje velicine Krila.

Kompletiranje procesa razvi¢a ima centralnu ulogu u evoluciji, jer se kroz
taj proces genotipovi ostvaruju kao fenotipovi. Veliki broj studija je pokazao da
geneticki ili sredinski izazvane promene u razvicu mogu uticati na konacni izgled
organizma, odnosno njegov fenotip, stvarajuci evolutivno vazne fenotipske razlike

u populacijama. Da bi razvi¢e bilo uspeSno kompletirano, kod visSecelijskih

82



[Diskusija]

organizama mora do¢i do kordinisanog rasta i diferenciranja ¢elija u prostoru i

vremenu da bi postigli pravu veli¢inu i oblik (Mirth i Shingleton, 2012).

Krila Drosophila predstavljaju cesto koriS¢en model za geneticke i
evolucione analize i pracenje efekata velikog broja faktora, ukljucujudi i sredinski i
genomski stres (Debat i sar., 2003; Trotta i sar., 2011). Krilo Drosophila se tokom
embriogeneze razvija iz imaginalnih diskova krila koje predstavljaju grupu
epitelnih celija koje tokom larvalnog perioda razvi¢a prolaze kroz ubrzan period
proliferacije da bi u stadijumu lutke prosli kroz diferencijaciju do konacne
strukture koju treba da obrazuju. Rigidni egzoskelet tela adulta koji ogranic¢ava
naknadno poveéanje dimenzija organizma diferencira se tokom metamorfoze, a
konacna veli¢ina tela, a time i veli¢ina krila, trebalo bi da bude regulisana stopom i
trajanjem larvalnog rasta. Povecanje u veli¢ini i broju Celija imaginalnih diskova
krila tokom larvalnih faza je pod kontrolom nekoliko selektivno eksprimiranih
gena i koordinisanom kontrolom nekoliko usko povezanih signalnih puteva. Vaznu
ulogu u regulaciji stope rasta, a samim tim i trajanja rasta larvi, imaju insulinski i
ripamicinski-target (TOR) signalni putevi, kao i njihova interakcija sa
hormonalnim sistemom, pre svega sa egdizonom i juvenilnim hormonom koji su
pod kontrolom neuroendokrinog sistema (Davidowitz i sar., 2003), i njihova
regulacija se vrsi neuropeptidima i signalima iz spoljasnje sredine (De Loof, 2008;
Yamanaka i sar., 2013). Ova interakcija omogucava larvama da integriSu signale iz
spoljasnje sredine da bi u skladu sa njima osigurale postizanje optimalne veliCine i
proporcije. Svaka promena koja menja jedan od razvojnih mehanizama moze da
promeni konacni fenotip organizma, a pokazano je da stopa rasta znatno varira u
odgovoru na razli¢ite uslove, ukljucujué¢i kompeticiju, dostupnost resursa,
predatorstvo, sezonske uslove i temperaturu (Lima i Dill, 1990; Rowe i Ludwig,

1991; Arendt, 1997; Flatt i Heyland, 2011).

PoloZaj vena na krilima je visoko konzervirana osobina i pretpostavlja se da
jedan od puteva kojima se modulira promena u obliku i veli¢ini krila upravo
geneticka varijabilnost gena uklju¢enih u formiranje vena. Promena obrasca rasta
krila je vrlo ogranicena i mogla bi da bude posledica homeostatske organizacije

genetskog sistema ili rigidnosti razvojnih puteva (Moreto i sar., 1998; Klingenberg
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i Zaklan, 2000). Jedan od razloga ove rigidnosti bi mogao biti visoka kanalisanost
nastala usled prirodne selekcije obzirom da je funkcija krila usko povezana sa
komponentama adaptivne vrednosti (Gilchrist i sar., 2000). Uprkos tome,
pokazano je da u populacijama Drosophila postoji visoka aditivna geneticka
varijansa za oblik i veli¢inu krila (Gilchrist i Partridge, 2001). Medutim, uceSce
geneticke varijanse u ukupnoj fenotipskoj varijansi se razlikuje kod oblika i
veliine krila. Heritabilnost za veli¢inu je mala, Sto ukazuje da je je uticaj sredinskih
faktora na varijabilnost relativno veliki (Moraes i sar., 2004; Breuker i sar., 2006).
S druge strane, heritabilnost za oblik krila je velika i manje podloZna promenama
usled promena spoljasnje sredine (Weber i sar., 1999, 2001; Gilchrist i Partridge,
2001; Santos i sar., 2004). Sve navedeno predstavlja razlog zbog ega su promene
u veli¢ini krila dobar model sistem za istrazivanje uticaja razli¢itih faktora,

ukljucujuci i genomski i sredinski stres.

Jasno smanjenje veli¢ine krila u uslovima izloZenosti olovu ukazuje da je
varijabilnost velicine krila pogodan pokazatelj prisustva stresnih uslova u stanistu.
Rezultati dobijeni u ovom radu su u skladu sa prethodnim istraZivanjima
(Kurbalija Novici¢ i sar, 2012) ukazujuci da prisustvo olova interferira sa fino
regulisanim procesima ukljuenim u razvice krila bilo kroz remecenje
metabolickih svojstava ¢elije, bilo kroz naruSavanje endokrinog i/ili nervnog
sistema. Kao Sto je prethodno pomenuto, velicina tela, a samim tim i krila
Drosophila trebalo bi da bude koordinisana sa stopom i trajanjem larvalnog rasta
pa se ocekuje da duze razvice rezultuje vecom veli¢inom adulta. Veli¢ina tela je
blisko povezana sa adaptivnom vrednoscu jedinke. Tako je pokazano je da krupnije
jedinke imaju generalno bolji fitnes, naj¢es¢e odrazen kroz fekunditet (Patenkovi¢ i
sar.,, 2015). Medutim, u ovom radu je pokazan upravo suprotan trend, duzina
razvi¢a u stresnim uslovima je znatno povecana u odnosu na optimalne uslove
sredine, a veli¢ina krila u istim uslovima znatno redukovana. Moguce je da Stetno
dejstvo olova simultano deluje na procese rasta i razvi¢a ogranic¢avajudi i jedan i
drugi proces kroz ometanje signalnih puteva neophodnih za njihovu uspeSnu
koordinaciju i kompletiranje. U stresnim uslovima je energija neophodna i za

odrzavanje osnovnih metabolickih funkcija ali i za prevazilaZenje i otklanjanje
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posledica negativnog uticaja stresnog faktora koji zahteva aktiviranje energetski
skupih mehanizama odbrane, kao Sto su aktiviranje proteina toplotnog Soka ili
metalotioneina u slucaju izlaganja olovom ukazuju¢i na moguci trade-off izmedu
ovih osobina u stresnim uslovima. Svakom organizmu je dostupna samo odredena
kolic¢ina energetskih resursa koje treba usmeriti i raspodeliti izmedu energetskih
veoma zahtevnih procesa preZivljavanja, razvica, reprodukcije, rasta i veli¢ine tela.
U stresnim uslovima, kada je neophodno raspodeliti ogranicene dostupne izvore
energije u cilju prevazilaZzenja nepovoljnih uslova, alokacija resursa u jednu
osobinu obi¢no dovodi do redukcije druge (van Noordwijk i de Jong, 1986; Stearns,
1992; Reznick i sar., 2000; Roff, 2002). Moguce je da pod stresnim uslovima
izazvanim prisustvom olova u podlozi jedinke alociraju dostupne resurse u
kompletiranje razvi¢a time Sto ga produZuju ¢ime im ostaje manje dostupne
energije za dostizanje optimalnog rasta, pa dolazi do redukcije veliCine tela. S
obzirom da molekularni mehanizmi Stetnog efekta olova nisu detaljno proucavani
kod Drosophila oba objaSnjenja su jednako moguca. Ono Sto se na osnovu rezultata
ove studije moZe nesumnjivo zakljuciti je da se u uslovima izlaganja olovu, uocava
pad adaptivne vrednosti jer je jedinkama potrebno i duze vreme da kompletiraju

razvice, ¢cime im se smanjuje velicina tela.

Statistic¢ki znacajan efekat tipa ukrstanja navodi na dva pravca razmisljanja.
Prvi je da c¢ak i relativno mala stopa inbridinga znacajno smanjuje veli¢inu krila
obzirom da je efekat smanjenja najizrazeniji kod UL jedinki. Cak i u optimalnim
uslovima za rast i razvi¢e doSlo je do znacajnog smanjenja velic¢ine krila ukazujuci
na inbriding depresiju. Najverovatniji razlog ovako dobijenih rezultata leZi u tome
$to je kod ovih jedinki doSlo do ekspresije Stetnih recesivnih alela u homozigotnom
stanju koji su, kao i u slucaju prezivljavanja, doveli do pada ove komponente
adaptivne vrednosti. lako inbriding ima generalno manji efekat na velic¢inu tela u
poredenju sa drugim osobinama Zivotne istorije, redukcija veli¢ine inbredovanih
jedinki pokazana je u nekoliko studija (Bos i Scharloo, 1974; Trotta i sar., 2011)
ukazujué¢i da mutacije koje smanjuju adaptivnu vrednost takode mogu dovesti i do

smanjenja veli¢ine tela, najverovatnije kroz ometanje, a posledi¢no i smanjenje
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normalnih procesa rasta. Jedan od razloga ovakvih rezultata moZe biti ekspresija
velikog broja Stetnih alela sa malim pojedina¢nim efektom.

Povecanje krila sa povecanjem nivoa heterozigotnosti genoma
nedvosmisleno pokazuje da je i u slucaju ove komponente adaptivne vrednosti
doslo do pozitivnih efekta autbridinga, odnosno heterozisa. Ovaj efekat je narocito
izraZzen u stresnim uslovima u kojim heterozigoti pokazuju generalnu manju
redukciju veli¢ine krila u odnosu na homozigote, dok u slucaju BB dir jedinki
redukcija potpuno izostaje. UP jedinke iz Botanic¢ke baste su generalno manje od
jedinki iz Si¢evacke klisure. Ovo se moZe pripisati specificnim uslovima staniSta
Botanicke baste koje predstavlja relativno malu zelenu povrsinu, pod jakim
antropogenim uticajem u kojoj su jedinke prinudene da se izbore sa nepovoljnim
uslovima, visokom kompeticijom i ogranicenom disperzijom Sto posledicno moze
uticati na adaptivnu vrednost i smanjenje veliCine tela i krila (Sustek, 1987; Blake i
sar., 1994; Niemald i sar., 2000). Odrzavanje velic¢ine krila kod BB dir grupe u
stresnim uslovima moZe predstavljati indikaciju da u ovoj populaciji postoji
preadaptacija na zagadenje olovom, s tim Sto ovu indikaciju moramo uzeti sa
rezervom s obzirom da je kod recipro¢nih ukrStanja u ovoj populaciji doslo do
jasne redukcije velic¢ine. lako ne postoje znacajne razlike izmedu UP i MP grupa,
jasno je da se sa povecanjem nivoa genomske heterozigotnosti smanjuje negativan
uticaj sredinskog stresa izazvanog olovom. Obzirom da heterozigotnost UP i MP
jedinki pociva na razli¢itim osnovama, moguce je da su u osnovi heterozisa ove dve
grupe razli¢iti mehanizmi. Moguce je da UP jedinke imaju vele sposobnosti
kanalisanja razvojnih procesa u stresnim uslovima zbog heterozigotnog stanja per
se, a da su kod MP dodatni pozitivni efekti proizasli i zbog novih pozitivnih
interakcija izmedu lokusa i/ili razdvajanja negativnih interakcija fiksiranih u
originalnim populacijama. Bez obzira na mehanizam kojim moZze leZati u osnovi
boljeg adaptivnog odgovara heterozigotnih jedinki, moze se zakljuciti da je
heterozigotnost i maskiranje uslovno Stetnih recesivnih alela od velike vaznosti za
odrzavanje populacija, narocito u stresnim uslovim sredine (Lynch, 1991; Erickson
i Fenster, 2006; Edmands i sar., 2009).

Analiza velicine krila je ustanovljeni metod za procenu uticaja sredinskog i

genomskog stresa koja je pokazala svoju osetljivost detekcije na velikom broju
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vrsta i populacija. Osetljivost metode se pokazala i u ovom radu obzirom da je
jedino analizom veli¢ine krila utvrdena interakcija izmedu dva tipa ispitivanog
stresa. Olovo, kao izvor sredinskog stresa, najsnaznije uti¢e na redukciju veli€ine
krila upravo kod UL jedinki jasno ukazuju¢i da je cak i relativno mala
homozigotizacija genoma u stresnim uslovima moZe imati dalekoseZne Stetne
posledice na populaciju i njenu adaptivnu vrednost. Pokazano je da je efekat
sredinskog stresa najizraZeniji u populacijama sa naruSenom genetickom
strukturom, u kojima je usled smanjenja brojnosti i genetickog drifta dosSlo do
gubitka geneticke varijabilnosti (Keller i Waller, 2002). Genetic¢ka varijabilnost je
resurs kojim populacija odgovara na stresne uslove sredine, i ako je smanjena
postoji moguénost da populacija ne¢e mo¢i da na adekvatan nacin odgovori na
novonastale uslove i da ¢e do¢i do pada adaptivne vrednosti. Smanjenje geneticke
varijabinosti usled antropogenih uticaja koji se ogledaju kroz fragmentaciju i
narusavanje staniSta, mozda je jedan od najznacajnijih Stetnih uticaja ljudskih
aktivnosti na Zivi svet. Fragmentacijom staniSta smanjuje se i efektivna veliCina
populacija i ogranicava broj jedinki koje mogu da stupe u reproduktivne odnose
$to posledicno moZe dovesti do homozigotizacije genoma i smanjenja geneticke
varijabilnosti. Gubitak geneticke varijabilnosti popravilu dovodi do povecanja
homozigotnosti i najceS¢e rezultira inbriding depresijom koja se dodatno
intenzivira u stresnim uslovima stanista i raste sa nivoom stresa. S obzirom da
fragmentacija staniSta najceS¢e sa sobom donosi i narusSene uslove sredine u vidu
drugih oblika sredinskog stresa prirodne populacije ¢e sve viSe biti izloZene
simultanom delovanju genomskog i sredinskog stresa Cije su posledice, kako je
pokazano i u ovom radu, daleko veée nego delovanje pojedinacnih stresnih faktora.
Dodatnu podrsku da je genetic¢ka struktura populacije veoma vazna za odrzavanje
visoke adaptivne vrednosti narocito u stresnim uslovima, su rezultati koji ukazuju
da je Stetni efekat olova manje izrazen kod heterozigotnih jedinki. Kao i kod
komponenti adaptivne vrednosti, heterozigoti imaju vecu sposobnost da zadrze
optimalan fenotip u stresnim uslovima. Ovi rezultati su u skladu sa velikim brojem
istraZivanja koja su pokazala da heterozis ima veci intenzitet u stresnim sredinama

gde je maskiranje Stetnih, uslovno eksprimiranih recesivnih alela od znacajne
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prednosti za adaptivnu vrednost (Reed i sar., 2002, 2012; Joubert i Bijlsma, 2010;
Bijlsma and Loeschcke, 2012).

Evoluciona istorija populacija koje dolaze u sekundarni kontakt ima
znacajan efekat na ishod hibridizacije. Spajanje dve populacije koje su evoluirale u
razli¢itim ekoloSkim uslovima moZe dovesti do razvoja razli¢itih genetickih
konteksta, moze dodi ili do heterozisa ili do autbriding depresije. Usled spajanja
dva razli¢ita genofonda moZe do¢i do segregacije fiksiranih Stetnih alela prisutnih
u osnivackim populacijama pri ¢emu detektujemo heterozis. Medutim, svaka
populacija tezi da fiksira alele koji joj u datim uslovima sredine obezbeduju
maksimalni fitnes Sto moZe dovesti do stvaranja koadaptiranih genskih
kompleksa kao vida neravnoteZe vezanosti (koji se odrZava inbridingom).
Razbijanje ovih kompleksa rekombinacijama moZe dovesti do autbriding
depresije. lako se pod koadaptiranim genskim kompleksom naj¢eS¢e smatraju
DobzZanski-Milerove nukleusne koadaptacije, koadaptirani genski kompleks moze
da se odnosi i na koadaptaciju nukleusnog i mitohondrijskog genoma koji se
materinski nasleduje. Primecena je redukcija veli¢ine krila na supstratu sa olovom
u MP grupama samo kod jedinki ¢ije su majke poreklom iz relativno nezagadene
sredine, Sicevacke klisure. Ovo ukazuje na veliki znacaj populacionog porekla
Zenke i citoplazmatskog uticaja i mtDNK transfera. Geni na mtDNK zajedno sa
nuklusnim genomom zajedno ucestvuju u koordinisanom metabolickom sistemu
Celije i procesima uklju¢enim u oksidativnu fosforilaciju i elektron transportni
lanac (OXPHOS) i energetski metabolizam c¢elije. Novija istraZivanja ukazuju da
geni na mtDNK koevoluiraju sa nukleusnim genima sa kojima zajedno ucestvuju u
formiranju enzimskih kompleksa odgovornih za proizvodnju energije u
mitohondrijama (Arnqvist i sar., 2010) a da sredinski faktori kao Sto je
temperatura favorizuju odredene mito-nukleusne kombinacije (Dowling i sar.,
2007). Ako pretpostavimo da je varijabilnost mtDNK oblikovana prirodnom
selekcijom (Ballard i Whitlock, 2004; Ballard i Rand, 2005; Meiklejohn i sar., 2007;
Kazancioglu and Arnqvist, 2014) moguce je da Zenke poreklom iz zagadene
sredine imaju efikasniji (OXPHOS) i da svojim potomcima omogucavaju bolju
adaptivnu vrednost u stresnim uslovima, bar $to se velicine tela tice. Ako uzmemo

u obzir da olovo uti¢e na energetski metabolizam celije povecéavajuc¢i produkciju
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slobodnih radikala kiseonika, moguce je da je izloZenost Zenki olovu u prirodnom
staniStu Botanicke baste uticalo na povecanje efikasnosti mitohondrijalnih enzima

koji su mogli rezultirati u odrZavanju veliCine tela njihovih potomaka.
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5.3. Ekspresija Hsp proteina

Proteini toplotnog Soka su velika familija molekularnih Saperona koji
uCestvuju u ,house-keeping” funkcijama u celiji. Njihova osnovna funkcija je
sprecavanje neodgovarajucih agregacija drugih proteina a u€estvuju i u transportu,
savijanju, odvijanju, sastavljanju i rastavljanju multistrukturnih jedinica i
degradaciji pogresno sastavljenjih i agregiranih proteina (Sgrensen i sar., 2003).
Normalno odvijanje svih ovih procesa je izuzetno vazno za funkcionisanje Celija i u
optimalnim uslovima (Frydman, 2001; Hartl i Hayer-Hartl, 2002) ali se potreba za
molekularnim Saperonima intenzivira u stresnim uslovima koji mogu ostetiti
¢elijske i molekularne strukture. Hsp70 familija proteina toplotnog Soka je moZda
najizucavanija familija molekularnih Saperona koja je uklju¢ena u odgovor na
brojne tipove stresa (Steinert i Pickwell, 1993; Matz i sar., 1996; Wong i sar., 1996;
Su i Gordon 1997; Kristensen i sar., 2002; Cheng i sar., 2006; Kostal i Tollarova-
Borovanska, 2009). Ono Sto je bitno ista¢i je da je indukcija svih Hsp proteina
neraskidivo vezana sa realizovanom niSom organizma koji se ispituje (Feder i
Hofmann, 1999) i da je indukciju ovih proteina izaziva sredinski i/ili genomski
stres koji je veci od opsega stanja koje jedinke i populacije dozivljavaju u uslovima

svojih prirodnih stanista.

Prirodne populacije su Kkonstantno izloZene promenljivoj sredini i
genetickim izazovima. Proteini toplotnog Soka ublazavaju sredinske varijacije i
stoga predstavljaju vazan faktor za odrZavanje homeostaze u nizu sredinskih
rezima (Sgrensen i sar., 2003; Tomanek, 2010), ali su i mehanizam koji ublazava
negativne efekte poremecene genetiCke homeostaze izazvane inbridingom i
autbridingom (Kristensen i sar.,, 2002; Trotter i sar., 2002; Zhao i sar., 2002;
Pedersen i sar., 2005). S obzirom na c¢injenicu da Hsp utiCe na komponente
adaptivne vrednosti pod suboptimalnim uslovima, regulacija i ekspresija Hsp
proteina je od velikog ekoloSkog i evolucionog znacaja. Iako ekstremni stresni
uslovi nesumnjivo indukuju poveéanu ekspresiju Hsp proteina, promene u nivou
ekspresije u uslovima konstantnih sredinskih izazova je od velike vaZnosti
(Sgrensen i sar., 2003). Nivoi ekspresije Hsp proteina, u svakoj populaciji i vrsti,

predstavljaju fini balans izmedu prednosti koja se dobija kroz razvijanje otpornosti
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na stres i cene koja je izrazena kroz Stetni uticaj povecane ekspresije na rast,
brzinu razvica i fertilitet (Sgrensen i sar., 2003). Produkcija i funkcija Hsp-ova je
energetski zahtevna i koristi znacajni deo celijske energije dostupne u vidu ATP-a,
a pokazano je da je povecan nivo ekspresije u nestresnim uslovima Stetan (Feder i
sar., 1992; Krebs i Loeschke, 1994; Silbermann i Tatar, 2000). Ranije pretpostavke
da je povecana ekspresija Hsp proteina neposredni, kratkotrajni odgovor
organizma nastao uglavnom usled vanrednih stanja u celiji polako zamenjuju
dokazi da je nivo ekspresije Hsp-a fino regulisan mehanizam i da je njihova
ekspresija konstantna i nakon blagog hroni¢nog delovanja stresnih faktora
(Sgrensen i sar., 2003). Takode, lokalna adaptacija kao i adaptacija na hroni¢ne
uslove sredinskog stresa dovodi do selekcije protiv poveéanih nivoa ekspresije
Hsp, pri ¢emu jedinke adaptirane na odreden tip stresa smanjuju njihovu
produkciju alocirajuéi resurse u druge mehanizme odbrane u stresnim uslovima

(Sgrensen i sar., 1999, 2001; Kohler i sar., 2000).

Rezultati dobijeni u ovom radu su pokazali da genomski stres izazvan
inbridingom i autbridingom nema statisticki znac¢ajan uticaj na promenu ekspresije
Hsp proteina u kontrolnim uslovima. Iako je veci broj studija pokazao povecanu
ekspresiju Hsp proteina pri razli¢itim nivoima inbridinga (Kristensen i sar., 2002,
2010), dobijeni rezultati nisu u skladu sa ovim rezultatima. Moguce je da je nivo
inbridinga prisutan kod UL jedinki koris¢enih u ovom radu bio nedovoljan za
detekciju promena u ekspresiji Hsp proteina bez obzira na Cinjenicu da je Stetni
efekat jasno zabelezen posmatranjem komponenti adaptivne vrednosti i
varijabilnosti veli¢ine Kkrila. Ekspresija Hsp proteina merena kako konvencionalnim
western blot i ELISA metodama, tako i metabolomicki profili ekspresije ovih gena
pokazuju veliku medulinijsku varijabilnost u nivoima ekspresije (Sgrensen i sar.,
2005; Pedersen i sar., 2008). Stoga je moguce da je upravo visok koeficijent
varijacije, odnosno velika medulinijska varijabilnost doprinela gubitku statisticke

znacajnosti i ujednaCavanju nivoa ekspresije Hsp proteina izmedu ispitivanih

grupa.

Neocekivani rezultat je statisticki znacajna redukcija ekspresije Hsp

proteina primecena kod UL ukrStanja u uslovima zagadenja olovom. Jedno od
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mogucih objaSnjenja ovih rezultata je da je sinergisticki efekat inbridinga i
zagadenja olovom predstavljao suviSe visok intenzitet stresa da bi izazvao odgovor
posredovan proteinima toplotnog Soka i da su energetski resursi morali da budu
alocirani u neki druge mehanizme odbrane. Sli¢ni rezultati su primeceni i u
eksperimentu na leptiru Bicyclus anynana, gde su inbredovane jedinke u uslovima
velikog temperaturnog stresa pokazale smanjenu ekspresiju Hsp proteina u
odnosu na kontrolne uslove (Franke i Fischer, 2015). Odsustvo odgovora jednog
od najvaZnijeg sistema za prevazilaZenje stresnih uslova moze da bude i jedan od
razloga za uocenu redukciju komponenti adaptivne vrednosti i izraZeno smanjenje
veliCine krila unutar-linijskih grupa u stresnim uslovima zagadenja olovom.
Redukcija odgovora molekularnih Saperona mogla je povecati koli¢inu pogresSno
agregiranih i savijenih proteina i time dodatno ometati ¢elijsku homeostazu sto je
posledicno dovelo do pada adaptivne vrednosti ovih grupa. Prate¢i ovu nit
razmisljanja, mozemo uociti i znacaj trenda povecane ekspresije Hsp proteina u UP
i MP grupama u uslovima izlaganja olovu. Povecana koncentracija bi mogla da
ukazuje da je stres izazvan prisustvom olova u podlozi uspesno prevaziden
povecanim prisustvom Hsp proteina i njihovom sposobno$c¢u da uspostave celijsku
homeostazu i omoguce ovim jedinkama normalni proces razvi¢a. Povecano
prisustvo inducibilnih Hsp proteina kod BB jedinki a odsustvo odgovora kod B

jedinki u uslovima izlaganja olovu dodatno podrZavaju ovu hipotezu.

Jednaka ekspresija Hsp proteina dobijena kod BB jedinki u kontrolnim i
uslovima zagadenja olovom mogla bi da odrazava prethodne adaptacije ove grupe
na prisustvo olova u stanistu koje ove jedinke nastanjuju u prirodi, s obzirom na to
da je pokazano da lokalna adaptacija dovodi do smanjenja ekspresije ovih proteina

u stresnim uslovima (Sgrensen i sar., 1999, 2001; Knigge i Kohler, 2000).
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Veliki broj radova, ukljuCuju¢i i ovu doktorsku disertaciju, pokazuje
smanjenje komponenti adaptivne vrednosti i smanjenje veliine tela kod
inbredovanih jedinki i njihovo povecanje, odnosno heterozis ili hibridnih
vigor kod jedinki sa ve¢im nivoom heterozigotnosti genoma.

RazliCite komponente adaptivne vrednosti imaju razli¢itu snagu detektovanja
intenziteta sredinskog i genomskog stresa. DuZina razvica od jaja do adulta se
pokazala kao dobar indikator sredinskog i genomskog stresa, s obzirom da
postoji  statisticki znacajno produZenje vremena neophodnog za
kompletiranje ciklusa razviéca kod svih jedinki tretiranih olovom.
PreZivljavanje od jaja do adulta se pokazalo kao dobar indikator prisustva
genomskog stresa obzirom da je kod grupa sa niskim nivoom inbridinga
doslo do znacajne redukcije ove komponente adaptivne vrednosti u
poredenju sa grupama sa vecom heterozigotno$¢éu genoma.

Uocen je trend sinergistickog efekta genomskog i sredinskog stresa, s
obzirom da obe posmatrane komponente adaptivne vrednosti imaju
najizraZeniju redukciju u inbredovanim grupama izloZenim sredinskom
stresu. Ovaj trend je statisticki znacajan za veli¢inu krila, s obzirom da je
najintenzivinija redukcija veliCine primecena upravo kod inbredovanih
jedinki. Cak i mali stepen inbridinga u uslovima sredinskog stresa uti¢e na
pad adaptivne vrednosti i potencijano ugroZzava opstanak populacije.
Rezultati nedvosmisleno potvrduju hipotezu heterozigotne superiornost koja
se intenzivira u stresnim uslovima za sve ispitivane osobine i u skladu su sa
velikim brojem istraZivanja koji pokazuju da je heterozigotnost i maskiranje
uslovno Stetnih recesivnih alela od velike vaznosti za odrzavanje populacija,
narocito u stresnim uslovima sredine.

Nijedna od ispitivanih osobina nije pokazala populaciono specifican odgovor
u prisustvu olova kao izvora sredinskog stresa. Najverovatniji razlozi ovih
rezultata leZe u Cinjenici da je u ovom radu bila izvrSena procena postojece
geneticke varijabilnosti i da je intenzitet sredinskog stresa primenjen u ovom
radu bio nedovoljan da detektuje znake preadaptacije.

Na ishod medupopulacione hibridizacije veliki uticaj ima poreklo Zenke i

prethodna evoluciona istorija njene prirodne populacije. Pad veli¢ine krila
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kod medu-populacijskih hibrida utvrden je samo kod jedinki kod kojih je
zenka poreklom iz populacije Si¢evacke klisure, Sto jasno ukazuje da je
poreklo Zenke vazno sa aspekta citoplazmatskog uticaja, mtDNA transfera i
potencijalnog adaptivnog znacaja kompleksa gena u okviru mitohondrija.

Zagadenje olovom indukuje povecanu ekspresiju Hsp proteina kod
heterozigotnih jedinki, medutim kod jedinki sa smanjenom heterozigotnoS¢u
odgovor omogucen sistemom Kkoji je najvaZzniji za ublazZavanje Stetnih

posledica stresa na ¢elijskom nivou potpuno izostaje.
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U3jaBa o ayTopcTBY

Mme n npeanme aytopa Mapuja TaHackoBuh

bpoj nHagekca 53506/2009

UsjaBrbyjem
a je [OKTOpCKa gucepTaumja nog HacnoBom

CuHepructnykm ecpekaT reHOMCKOr 1 CpeauHCKOr cTpeca y ABe nonynauuje Drosophila

subobscura

e pe3yntaTt CONCTBEHOI UCTpaKnBadkor pana;

e [a avcepTauuja y UEenvHM HU Yy AenoBuMa Huje buna npeanoxeHa 3a cTuuame
Apyre AuvnsaoMe npema CTyaMjcKMM nporpamuma ApYrux BUCOKOLLIKOFICKUX
yCTaHOBa;

e [a Cy pe3yntatu KOPeKTHO HaBegeHUN U

e [a HMCaM KpluMo/na ayTopcka npaea M KOPUCTUO/Na WMHTENEeKTyanHy CBOjUHY
APYrux nuua.

MoTnuc aytopa

Y Bbeorpagay,
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3jaBa 0 NICTOBETHOCTU LUTAMMNaHe N enekTpoHCKe Bep3nje
OOKTOPCKOr paga

Mme u npesume aytopa _Mapuja TaHackoBuh

Bbpoj nHaekca 53506/2009

Cryamjcku nporpam _buonoruja

Hacnoe paga CuHepructudkm edekaTt reHOMCKOr 1 CPEANHCKOr cTpeca y ABe
nonynauuje Drosophila subobscura

MeHTop npodh. ap MapuHa CtameHkoBuh-Pagak, op 3opana Kyp6anuja HoBuumh

U3sjaBrbyjem Oa je witamnaHa Bepsvja MOr LOKTOPCKOr pajia UCTOBETHA eneKTPOHCKO)
BEP3nju KOjy caM npedao/na pagu noxpaweHa y [OurutanHom penosutopujymy
YHuBep3uTteTa y Beorpangy.

[osBorbaBam ga ce objaBe MoOjM NUYHM nojauM Be3aHW 3a Aobujare akagemckor
Ha3vBa AOKTOpa Hayka, kao LTO Cy MMe U nNpe3nMMe, roamMHa n MecTto pohewa n gatym
ogbpaHe paga.

OBu nuyHM nogaum Mory ce o06jaButTm Ha MpEeXHUM CTpaHuiuama aurntanHe
ombnunoTeke, y enekTPoHCKOM KaTanory u y nybnukauvjama YHusep3auteta y beorpagy.

MoTnuc aytopa

Y Beorpaay,
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N3jaBa o0 Kopuwhewy

Oenawhyjem YHuBepauTeTcky 6ubnuoteky ,CseTtozap Mapkosuh® ga y OdurntanHu
peno3uTopujym YHuBepsuTeTa y beorpagy yHece MoOjy OOKTOPCKY AucepTtauujy nopg
HacrnoBomMm:

CuHeprucTnyku edekaT reHoOMCKOr U CpeaMHCKOr cTpeca vy aAse nonynaumje Drosophila
subobscura

Koja je Moje ayTopcKo aesno.

OuncepTaumjy ca caum npunosmma npegao/na cam y enekTpoHckomMm dopmaTty norogHom
3a TpajHO apxuBmMpa-e.

Mojy [OKTOpCKy Auceptauujy noxpaweHy Yy [OurutanHom  penosuTopujymy
YHuBep3auTeTa y beorpagy n JocTynHy y OTBOPEHOM MPUCTYNy MOry Aa KopucTe CBU
Koju nowTyjy ogpeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeaTuBHe 3ajegHuue
(Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4duo/na.

1. Aytopctso (CC BY)

2. AytopcTtBo — HekomepuwmjanHo (CC BY-NC)

@ AyTOpCTBO — HEkOMepLmjanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEekomMepuujanHo — genutn nog uctum ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTtBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)

6. AytopcTBO — aenutu nog uctum ycnosmma (CC BY-SA)

(Monumo ga 3aoKpyxXuTte camo jefHy o WeCT NoHyHeHnX nuueHuu.
KpaTtak onuc nuueHumn je cactaBHM 4E0 OBe 13jaBe).
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1. AytopcTtBo. [lo3BOrbaBaTe YMHOXaBake, OUCTPUOYLMjY M jaBHO caomnluTaBawe
Jena, n npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HayuH ogapeheH of cTpaHe ayTopa
UnNn gasaoua nuueHue, Yak n y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcnoboagHuja o cBux
NULEHUMN.

2. AyTOopcTBO — HeKomepuwujanHo. [Jo3BorbaBaTe YMHOXaBake, AUCTPUBYLMjy u
jaBHO caonwTaBawe gena, n npepage, ako ce HaBede UMme aytopa Ha HadvH ogpehneH
o[, CTpaHe ayTtopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He J03BOrbaBa Komepuujanyy
ynoTpeby gena.

3. AyTopcTBO — HeKomepuumjanHo — 6e3 npepaga. [Jo3BorbaBaTte yMHOXaBahseE,
anctpubyumnjy M jaBHO caonwiTtaBake Aena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBawa Wn
ynoTpebe gena y CBOM [eny, ako ce HaBede Mme aytopa Ha HauuH ogpeheH of
CTpaHe aytopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He A03BOSfbaBa KoMepuujanHy
ynoTpeby gena. Y ogHocy Ha cBe ocTane nuvueHue, OBOM JIMLEHLOM Ce orpaHvyaBa
Hajsehn o6um npaBa kopuwhera gena.

4. AyTOopCcTBO — HEKOMepLMjanHo — OenuTu nog UCTUM ycrioBuMa. [lo3sorbaBare
yMHOXaBah-e, AUCTpMbyLujy 1 jaBHO caoniwiTaBake Aena, U npepaje, ako ce HaBede
MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa unv AaBaoua NULEHLE U ako ce
npepaga AUCTpUOyMpa Mog WCTOM MM ChuYHOM nuvueHuoM. OBa nuueHua He
[03BOSbaBa KoMepLyjandy ynotpeby aena v npepaaa.

5. AytopcTBO — 6e3 npepaga. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTpUbyuunjy 1 jaBHO
caonwrTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnmkoBawa nnu ynotpebe gena y cBom geny,
ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauyuH ogpeheH of cTpaHe ayTtopa wvnu gasaoua
nuueHue. OBa nuueHua Ao3BorbaBa kKoMepuumjanHdy ynotpedy aena.

6. AyTopcTBO — OenuTtu nop UCTUM ycnoBuma. [Jo3BorbaBate yMHOXaBamwe,
ANCTpnbyumjy 1 jaBHO caoniwiTaBawe Aena, u npepage, ako ce Hasege uMe aytopa Ha
HauuH oppefeH oa cTpaHe ayTopa WM JaBaoua NUUEHLEe U ako ce npepaga
anctpnbympa nog WMCTOM WM cnu4HOM nuvueHuom. OBa nuvueHua [o03BOrbaBa
KomepuujanHy ynotpeby fgena v npepaga. CnvyHa je copTBEpCKMM nuueHuama,
O[HOCHO INnLeHuama oTBOPEeHOor Koaa.





