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Podaci o doktorskoj disertaciji:

Naslov: Uticaj kadmijuma na sistem antioksidativne zaStite 1 komponente

adaptivne vrednosti gubara Lymantria dispar L.
Rezime:

Kadmijum je jedan od najpotentnijih polutanata koji dospeva u Zivotnu
sredinu, iz prirodnih i/ili antropogenih izvora, i ulazi u zive sisteme preko lanaca
ishrane, ostvarujuéi svoj toksi¢ni efekat na svim nivoima bioloske organizacije. U
ovom radu ispitivan je uticaj kadmijuma u koncentracijama od 10 (C1), 30 (C2) i
50 pg Cd/g (C3) suve hrane na komponente adaptivne vrednosti, heritabilnost u
Sirem smislu, geneticke 1 fenotipske korelacije, fenotipsku plasticnost, cenu
plasti¢nosti, i na obim i pravce delovanja selekcije, kao i uticaj 50 pg Cd/g suve
hrane na sistem antioksidativne zaStite kod gubara tokom larvenog razvica,
razvi¢a lutke i adultnog perioda. Gubar, Lymantria dispar L., je polifagna,
invazivna vrsta koja zbog svog Stetnog delovanja na Sumske ekosisteme spada u
grupu organizama od posebnog interesa za istrazivanja fizioloskih i evoluciono-

genetickih odgovora koji uticu na promenu brojnosti populacije ove vrste.

Kadmijum dovodi do produZzetka razvic¢a kod mladih larvenih stupnjeva,
do smanjenja mase lutke kod oba pola i skrac¢ivanja razvi¢a lutke i zivota adultnih
zenki. Polovi se znacajno razlikuju u trajanju pojedinih faza larvenog razvica,
naroCito u C3 grupi. Za vecinu ispitivanih osobina postoji znacajan nivo
heritabilnosti u Sirem smislu. Pri tome, prisustvo kadmijuma u C3 grupi dovodi do
znacajnog povecanja heritabilnosti trajanja razvica larvi Cetvrtog stupnja i kod
muzjaka za trajanje larvenog razviéa do 5. stupnja u odnosu na kontrolu i u

odnosu na zenke.

ZnacCajna varijabilnost fenotipske plasticnosti postoji kod svih mladih
larvenih stupnjeva u svim grupama, i kod oba pola za pojedine osobine u okviru

razli¢itih sredina ukazuju¢i na potencijal evolucije adaptivnog plasticnog



odgovora u stresnim uslovima sredine. Indeksi fenotipske plasticnosti po
Ceplikovoj i Lijovoj metodi pokazuju znagajne vrednosti kod vecine osobina, §to
upucuje na mogué¢ pravac odgovora familija za odredene osobine na prisustvo
kadmijuma. Tokom razvi¢a uocene su i znacajno vece vrednosti heritabilnosti
plasti¢nosti u odnosu na heritabilnost svojstva za pojedine osobine §to ukazuje da
je u heterogenoj sredini, koja je karakteristicna za polifagne insekte, verovatnija

evolucija generalista.

Selekciona analiza je pokazala da postoji znacajan potencijal populacija da
odgovore plasticno na stresne uslove zivotne sredine. Selekcija favorizuje u C3
grupi muzjake koji imaju krace larveno razvice, a u kontrolnoj, C1 i C2 grupi
zenke koje imaju duze razvice larve 1 lutke. Krupnije Zenke su u selektivnoj

prednosti u stresnoj sredini, a muzjaci u optimalnim uslovima.

Vecina fenotipskih i1 genetickih korelacija izmedu ispitivanih osobina je
bila pozitivna, pri ¢emu se broj korelisanih osobina smanjivao sa povecanjem
koncentracije kadmijuma u ishrani. Veéina genetickih korelacija za odredene
osobine u okviru razli¢itih sredina je bila takode znacajna i pozitivna, Sto je

karakteristicno za generaliste.

Aktivnost superoksid dismutaze, katalaze, askorbat peroksidaze, glutation
S transferaze, glutation reduktaze i koli¢ina ukupnog glutationa i slobodnih SH
grupa tokom razvi¢a gubara su pokazale varijabilnost u aktivnosti i koli¢ini
zavisno od stupnja razvic¢a, ukazujué¢i na postojanje oksidativnog stresa nastalog

prisustvom kadmijuma.

Kljuéne re¢i: Kadmijum, Lymantria dispar L., komponente adaptivne vrednosti,

fenotipska plasti¢nost, antioksidativna odbrana.
Naucna oblast: Biologija
Uza naucna oblast: Kvantitativna genetika i fiziologija
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Doctoral Dissertation Information:

Title: Cadmium effects on antioxidative defense system and on variability of

fitness-related traits in Lymantria dispar L. gipsy moth
Resume:

Cadmium is one of the most potent pollutants which enters the
environment through natural and/or anthropological sources and into the living
organisms though the food chain thus realizing its toxic effect in all levels of
biological organization. This work examines cadmium effects at 10 (C1), 30 (C2)
and 50 pg Cd/g (C3) concentrations of dry food on the fitness-related traits,
broad-sense heritability, genetic and phenotypic correlations, phenotypic
plasticity, cost of plasticity and on direction of selection force. Also, this work
examines the effects of 50 pg Cd/g of dry food on antioxidative defense system in
gypsy moth during larval development, pupal development and the adult period.
Lymantria dispar L. gypsy moth is a polyphagous, invasive species which, due to
its detrimental influence on forest ecosystems, is considered an organism of
particular interest for researches of physiological and evolutionary-genetic

responses which can influence population dynamics of this species.

Cadmium prolongs the development duration in early larval instars, it also
reduces larval mass in both genders and larval development and life expectancy in
adult females. Duration of certain larval instars is significantly different between
genders, especially in C3 group. Most of the examined traits showed a significant
level of broad-sense heritability. Thus, the presence of cadmium in C3 group
significantly increases the heritability of the fourth instar duration and the
heritability of development duration of male larvae from hutching until the 5™

instar in comparison with control and female larvae, respectively.

Significant variability of phenotypic plasticity is present in all of the early
instars regardless of the group, as well as in both genders for certain traits
depending on different environments which points to the potential of the

evolution of adaptive plastic response in stressful environments. An index of



phenotypic plasticity according to Cheplik and Li’s method shows significant
values for most of the traits pointing to to the possible direction of the families’
response for certain traits in the presence of cadmium. Significantly higher values
of heritability for plasticity compared to heritability of the traits indicate that in
heterogeneous environment, which is common for polyphagous insects, evolution

of generalist strategy is expected.

Selection analysis has proved that population has significant potential for
plastic response to stressful environment. When it comes to C3 group, the
selection favours male individuals characterized by shorter larval development,
while the female individuals which have longer larval and pupal development are
favoured in control group, C1 and C2 group. Larger females have selective
advantage in stressful environments, while large male individuals have the

advantage in optimal conditions.

Most of the phenotypic and genetic correlations among the analyzed traits
were positive ones, whereas the number of correlated traits tends to decrease
along with the increase of Cadmium in diets. Most of the genetic correlations
between traits within different environments were also significant and positive,

which is characteristic of generalists.

The ativities of superoxide dismutase, catalase, ascorbat peroxidase,
glutathione-S-transferase, glutathione reductase, total glutathione amount and the
amount of free SH groups during gypsy moth development showed variability in
the activity and the amount depending on the instar pointing to the existence of

the oxidative stress incurred by the presence of cadmium.

Key words: Cadmium, Lymantria dispar L., fitness traits, phenotypic plasticity,

antioxidative defense.
Scientific field: Biology
Narrow scientific field: Quantitative genetics and physiology

UDK number:



SADRZAJ

1.

1.1.

1.2.

Uvob
Fizicko- hemijske osobine, prirodni i
antropogeni izvori kadmijuma
Efekti kadmijuma na ¢elijskom nivou
1.2.1. Promene na molekularnom i biohemijskom
nivou kao posledica toksi¢nog delovanja kadmijuma
1.2.2. Uticaj kadmijuma na sistem antioksidativne zastite

1.2.3. Toksi¢ni efekti kadmijuma na ¢elijskom nivou

1.3. Uticaj kadmijuma na komponente adaptivne vrednosti

1.4. Evoluciono-geneticke posledice prisustva kadmijuma

3.1.
3.2.
3.3.

u Zivotnoj sredini

CILJEVI

MATERIJAL I METODE

Biologija vrste - Lymantria dispar

Eksperimentalne grupe i uslovi gajenja
Biohemijske metode

3.3.1. Priprema homogenata

3.3.2. Odredivanje koncentracije proteina u uzorcima

3.3.3. Odredivanje aktivnosti komponenti antioksidativne zastite

3.3.3.1. Odredivanje aktivnosti superoksid dismutase
3.3.3.2. Odredivanje aktivnosti katalaze

3.3.3.3. Odredivanje aktivnosti askorbat peroksidaze
3.3.3.4. Odredivanje kolicine ukupnog glutationa
3.3.3.5. Odredivanje aktivnosti glutation S transferaze
3.3.3.6. Odredivanje aktivnosti glutation reduktaze
3.3.3.7. Odredivanje aktivnosti slobodnih SH grupa

3.3.4. Statisticke metode

11
13

15

25



4. REZULTATI

4.1.  Uticaj kadmijuma na komponente adaptivne vrednosti

4.2.  Heritabilnost u Sirem smislu

4.3.  Plasti¢nost
4.3.1. Varijabilnost fenotipske plasti¢nosti
4.3.2. Plasticnost, heritabilnost plasti¢nosti 1 heritabilnost svojstva
4.3.3. Indeks fenotipske plasti¢nosti

4.4. Fenotipske i geneticke korelacije

4.5.  Cena fenotipske plasti¢nosti i selekciona analiza

4.6.  Uticaj kadmijuma na sistem antioksidativne zastite

5. DISKUSIJA

5.1.  Uticaj kadmijuma na komponente adaptivne vrednosti

5.2.  Heritabilnost u Sirem smislu

5.3.  Plasti¢nost
5.3.1. Varijabilnost fenotipske plasti¢nosti
5.3.2. Plasti¢nost, heritabilnost plasti¢nosti i heritabilnost svojstva
5.3.3. Indeks fenotipske plasti¢nosti

5.4. Fenotipske i geneticke korelacije

5.5.  Cena fenotipske plasti¢nosti 1 selekciona analiza

5.6.  Uticaj kadmijuma na sistem antioksidativne zastite

6. ZAKLJUCCI

7. LITERATURA

8. BIOGRAFIJA AUTORA

38
38
46
50
50
57
61
70
79
85

107
107
112
116
116
121
124
128
135
140

147

151



9.1.
9.2.
9.3.
9.4.

PRILOZI DOKTORSKOJ DISERTACIJI

Izjava o autorstvu
Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije doktorskog rada
Izjava o koris¢enju

Objavljeni naucni radovi proistekli iz doktorske disertacije



1. UvoD

Nasa zivotna sredina je neprestano suocena sa kontinuiranim povecanjem
koncentracije razli¢itih vrsta polutanata koji u nju dospevaju iz prirodnih i
antropogenih izvora. Deo polutanata koji dospeva iz prirodnih izvora je obi¢no
izbalansiran sa kapacitetom ekosistema da neutraliSe Stetno dejstvo toksicnih
materija i odrzi u ravnotezi funkcionisanje c¢itavog sistema. Medutim, deo
polutanata koji dospeva u zivotnu sredinu antropogenim delovanjem predstavlja
viSak, koji dovodi do disbalansa i poremecaja u funkcionisanju ekosistema preko
negativnog delovanja na biljke i Zivotinje koje su njegov sastavni deo. Osim toga,
preko lanaca ishrane, polutanti prisutni najve¢im delom u zemljiStu a zatim i u
atmosferi, dospevaju preko biljaka i zivotinja i do samog ¢oveka postajuci tako ne
samo problem u zastiti zivotne sredine ve¢ i veliki zdravstveni problem.

U velikoj raznovrsnosti fizickih i hemijskih agenasa, ¢ije se delovanje na
zivotnu sredinu danas intezivno proucava, posebno znacajno mesto zauzimaju
teski metali. Veliki interes za proucavanjem delovanja teskih metala na organizme
pre svega je zasnovan na njihovoj sve vecoj upotrebi u industrijskoj proizvodnji i
posledi¢nim akumuliranjem nus-proizvoda industrijske proizvodnje u zivotnoj
sredini. Drugi vazan razlog intenzivnog proucavanja dejstva teskih metala
nalazimo u ¢injenici da oni imaju izuzetno toksi¢no dejstvo na akvaticne i
terestricne organizme, a samim tim i na coveka (Maley, 1996).

Jedan od najceS¢e ispitivanih teSkih metala svakako je i kadmijum.
Razlozi za tako veliki istrazivacki interes toksi¢nog dejstva kadmijuma su brojni,
ali se mogu svesti na ¢injenice da kadmijum u svojoj metilovanoj formi pokazuje
veci stepen toksicnosti u odnosu na zivu, da u vodenim ekosistemima njegov
Stetni uticaj prevazilazi Stetno dejstvo cinka, bakra i olova, kao i da u odnosu na
bakar i cink duze opstaje u atmosferi i transportuje se na vece udaljenosti
kretanjem vazdu$nih masa (Maley, 1996). Smatra se, takode, da se u odnosu na
globalne prirodne procese kojima kadmijum dospeva u atmosferu (procenjena

koli¢ina kadmijuma je 1300t godi$nje), antropogenom aktivno$cu ta koli¢ina



uvecava 3 do 10 puta, odnosno, na 3100 do 12000t po godini (Yeats and Bewers,
1987). Globalno oslobadanje kadmijuma u zemljisSte, raCunajuci tu i atomsfersku
depoziciju, procenjuje se na 5600 do 38000 tona godiSnje (Nriagu and Pacyna,
1988). Otuda ne cudi interes istrazivaa za ispitivanjem toksicnog dejstva

kadmijuma kako na zive organizme tako i na zivotnu sredinu generalno.

1.1.  Fizi¢ko- hemijske osobine, prirodni i antropogeni izvori kadmijuma

Kadmijum (Cd, Z 48, Ar 112.40) je prelazni metal plavicastobele boje,
koji pripada, zajedno sa cinkom i zivom, IIb grupi periodnog sistema elemenata.
U prirodi je Siroko rasprostranjen u zemljinoj kori (0.1mg/kg), vodi, uglju, nafti i
morskim fosfatnim sedimentnim stenama (15mg/kg) (GESAMP, 1984). Klimatski
uslovi 1 erozija zemljiSta doprinose transportu kadmijuma, putem re¢nih tokova,
do morskih ekosistema u kojima se odvija najve¢i deo kadmijumovog ciklusa
kruZenja. U prirodi, kadmijum naj¢e$¢e ulazi u sastav ruda cinka, i neSto manje
olova i bakra, dok su nalazi ¢istog kadmijuma retki. U atmosferu dospeva
vulkanskim aktivnostima i njegova globalna emisija, putem vulkanskih erupcija,

procenjuje se na 100 do 500 tona godisnje (Nriagu, 1989).

Kadmijum moze da gradi brojne soli. Njegova mobilnost u Zivotnoj
sredini 1 efekti na ekosisteme pre svega su posledica velike zastupljenosti
njegovih soli u prirodi. Kadmijum na vazduhu brzo oksidiSe i formira kadmijum
oksid. U prisustvu gasova, kao Sto su ugljen dioksid, vodena para, sumpor
dioksid, sumpor trioksid ili hidrohlorid, kadmijum reaguje i gradi kadmijum
karbonat, hidroksid, sulfit, sulfat ili hlorid. Ove soli se mogu formirati u velikim
koli¢inama 1 perzistirati u zivotnoj sredini. Neke kadmijumove soli (sulfidi,
karbonati, oksidi) su prakticno nerastvorne u vodi, ali u prirodi mogu biti
konvertovane u soli koje su rastvorne u vodi dejstvom kiseonika ili odredenih
kiselina, dok su sulfati i nitrati rastvorni u vodi. U prirodnim uslovima nisu
zabeleZena organska jedinjenja koja sadrze kadmijum. Ipak, kadmijum moze da
se vezuje za proteine i druge organske molekule i gradi soli sa organskim

kiselinama.



Da se koncentracija kadmijuma bitno razlikuje izmedu podruc¢ja koja su
zahvacena antropogenom aktivnos¢u u odnosu na prirodna, svedoce i podaci da je
njegova koncentacija u morskoj vodi oko 0.1pg/l (Korte, 1983), u slatkoj vodi
izmedu 1 1 13.5 ng/l (Shiller and Boyle, 1987), u udaljenim, nenaseljenim
podrugjima, koncentracija je obi¢no manja od 1 ng/m’, a u podru¢jima za koje
nije procenjen obim ukupnog zagadenja, procenjena koncentracija kadmijuma u
zemljiStu krece se od 0.2 do 0.4 mg/kg. Nasuprot tome, na mestima intenzivnog
zagadenja, koncentracija kadmijuma iznosi ¢ak i do 160 mg po kilogramu

zemljista (Korte, 1983).

Kadmijum ima Siroku primenu u industriji. Koristi se za zaStitno oblaganje
Celika, stabilizaciju PVC materijala, kao pigment za plastiku 1 staklo, materijal za
elektrode u nikal-kadmijumskim baterijama i kao vazna komponenta razlicitih
legura (Wilson, 1988). Industrijskom eksploatacijom kadmijuma, njegov udeo u
atmosferi, vodi 1 zemljiStu povecava se i1 negativho odrazava na prirodnu

dinamiku zivotne sredine.

Velika koli¢ina ¢vrstog otpada u okolini gradova takode povecava udeo
kadmijuma u zivotnoj sredini i predstavlja globalni problem (Hutton and Symon,
1986). Izvori kadmijuma ukljucuju i pepeo iz prerade fosilnog goriva, otpad iz
industrije cementa, gradski otpad i kanalizacioni mulj. Ipak, najveéi znacaj za
zaStitu Zivotne sredine pridaje se ¢vrstom otpadu koji nastaje u industrijama
obojene metalurgije i u fabrikama koje se bave proizvodnjom artikala koji sadrze
kadmijum, kao 1 ostataka sagorevanja otpada i fosilnih goriva. Ove tri poslednje
kategorije u najvecoj meri doprinose povecanju emisije kadmijuma u Zivotnu
sredinu 1 predstavljaju glavni problem u kontroli i ograni¢avanju oslobadanja

kadmijuma u Zivotnu sredinu.

Primena fosfatnih dubriva u agronomiji je takode primer direktnog
povecavanja koli¢ine kadmijuma i to na obradivim povrSinama. Koli¢ina
kadmijuma u fosfatnim dubrivima varira i zavisi od porekla fosfata. Uprkos

relativno malom udelu kadmijuma u fosfatnim dubrivima, njihova dugotrajna



kontinuirana aplikacija dovodi do povecavanja koncentracije kadmijuma i u

obradivom zemljistu (Andersson and Hahlin, 1981).

1.2. Efekti kadmijuma na éelijskom nivou

1.2.1. Promene na molekularnom i biohemijskom nivou kao posledica

toksi¢nog delovanja kadmijuma

Toksi¢ni efekti kadmijuma na Zive organizme, i njime prouzrokovani
stres, mogu se pratiti na svim nivoima bioloSke organizacije, a to vazi i za
mehanizme odbrane koji su njegovim prisustvom aktivirani. Medutim, specificni
mehanizam delovanja na molekularnom nivou jo$§ uvek nije do kraja rasvetljen.
Na molekularnom i biohemijskom nivou efekti kadmijuma ukljucuju indirektno
generisanje reaktivnih vrsta kiseonika koji dovode do oste¢enja DNK, promene u
ekspresiji gena ukljucenih u reparaciju DNK molekula i promenu u biohemijskom
sastavu Celije. Poznato je da kadmijum ulazi u ¢eliju, da se vezuje za veliki broj
molekula i da indirektno indukuje oksidativni stres. Kadmijum ne generise
slobodne radikale ali pove¢ava nivo lipidne peroksidacije u tkivima ubrzo nakon

izlaganja (Ochi et al., 1987; Muller, 1986).

Hroni¢no prisustvo kadmijuma u hrani kod gubara Lymantria dispar
dovodi do redukcije nivoa trehaloze, ukupnih proteina i lipida u hemolimfi, ali i u
Citavom organizmu, dok se istovremeno belezi povecanje koncentracije
glikogena, glukoze, ukupnih slobodnih aminokiselina i ukupnih proteina (Ortel,
1996; Ortel, 1995). Do sli¢nih rezultata dosao je i Shin sa saradnicima (2001)
dodaju¢i kadmijum hlorid u hranu Galleria mellonella, nakon Cega je zabelezeno
znacajno opadanje ukupnog sadrzaja lipida kako kod larvi tako i1 kod lutki.
Sadrzaj palmitinske, oleinske i linoleinske kiseline se povec¢ao dok je nivo
stearinske kiseline bio smanjen u tretiranim grupama. Tretiranje gubara
kadmijumom u koncentraciji od 10 i 30 pg/g suve podloge dovodi i do znacajnih
promena u aktivnosti alkalne fosfataze, promena u nivou njenih izozimskih formi

1 povecanja variranja u plasti¢nosti njene aktivnosti (Vlahovi¢ et al., 2009). Kod



larvi Boettcherisca peregrina ukupan sadrzaj solubilnih proteina i ukupnih lipida
u hemolimfi se smanjio nakon 120 sati izlaganja kadmijumu, nasuprot
koncentraciji Secera koja je porasla (Wu i sar., 2006). Osim toga, kadmijum
modulira gensku ekspresiju i1 signalnu transdukciju, redukuje aktivnost proteina
ukljucenih u antioksidativnu odbranu, a takode ometa i DNK reparaciju (Bertin

and Averbeck, 2006).

Posledi¢no, neposredno nakon izlaganja celija ili celih Zivotinja
kadmijumu, dolazi do indukcije ekspresije nekoliko gena odgovornih za odbranu
od stresa, pre svega gena za sintezu metalotioneina (Vasconcelos et al., 2002; Ren
et al., 2003), HS proteina (engl. Heat Shock Proteins) (Goering et al., 1993) ili
gena koji su ukljuceni u odbranu od oksidativnog stresa i sintezu glutationa

(Singhal et al., 1987).

Metalotioneini pokazuju visok afinitet za vezivanje jona teSkih metala kao
Sto su cink, bakar i kadmijum i predstavljaju vazne komponente prve linije
odbrane organizama od toksi¢nog dejstva teskih metala. Samo prisustvo metala u
organizmu dovodi do pojacane ekspresije gena za metalotioneine 1 njihove
obilnije produkcije. Tako su kod larvi Musca domestica, koje su bile izlozene
delovanju kadmijuma, otkrivena dva metalotioneina razli¢ite molekulske mase,
visoke temperaturne stabilnosti i velike sli¢nosti sa sisarskim metalotioneinima
(Niu 1 sar., 2000). Kod vrste Orchesella cincta dodavanje razlicitih koncentracija
kadmijuma takode je dovelo do povecane ekspresije gena za metalotioneine
(Roelofs et al., 2007; Sternborg and Roelofs, 2003). Ovi podaci ukazuju na
¢injenicu da je kadmijum potentniji induktor sinteze metalotioneina u odnosu na
druge metale kao Sto su cink, olovo, ziva i arsen, te da metalotioneini imaju
znacajnu ulogu u celijskoj odbrani od stresa izazvanog prisustvom kadmijuma

(Park i sar., 2001).

U c¢elijama, kadmijum moze indukovati nastanak denaturisanih ili
abnormalnih proteina preko reakcije sa slobodnim tiolnim grupama ili preko
supstitucije cinka u proteinima, $to je signal za produkciju HS proteina (Parsell,

1994). Vecina HS proteina funkcioniSe u vidu molekulskih Saperona koji pomazu



organizmima da se izbore sa stresom, nezavisno od toga da li je izazvan
spoljaSnjim ili unutras$njim faktorima. Utvrdeno je da izlaganje ¢elija ili jedinki
pacova kadmijumu rezultira u znacajnoj indukciji gena za HSP10, HSP32,
HSP40, HSP60, HSP70, HSP89, HSP90 i HSP110 (Waisberg et al., 2003).
Warchalowska-Sliva 1 saradnici (2005), uporeduju¢i jedinke pravokrilca Tetrix
tenuicornis sa kontrolnih i podrucja zagadenih teSkim metalima, nalaze povecanje
koncentracije HS proteina, Hsp72 i Hsp70, na istom podrucju godinu dana
kasnije. Generalno, postoje dokazi da predstavnici Hsp70 familije, ali i drugi
molekulski Saperoni, igraju znac¢ajnu ulogu u ¢elijskoj odbrani od stresa (Serensen

et al., 2003, Korsloot et al., 2004).

1.2.2. Uticaj kadmijuma na sistem antioksidativne zastite

Brojna prethodna istrazivanja su potvrdila da tretman ¢elija kadmijumom
rezultira i u specificnim promenama u mitohondrijama (Early et al., 1992; Toury
et al., 1985; Dudley et al., 1984; Koizumi et al., 1994) koje dovode do njihove
disfunkcije (Tang et al., 2001). Wang i saradnici (2004) su pokazali da kadmijum
uti¢e na inhibiciju elektron-transportnog lanca u mitohondrijama i da tako
stimuliSe produkciju reaktivnih vrsta kiseonika u jetri, mozgu i srcu pacova. Ovi
podaci su vazni zato §to se u mitohondrijama odvija najve¢i deo oksidativnog
metabolizma. I u stanju homeostaze mitohondrije su glavni izvori reaktivnih vrsta

kiseonika u ¢elijama, koje opet dovode do nastanka oksidativnog stresa.

Reaktivne vrste kiseonika mogu se podeliti na slobodne radikale i
reaktivne neradikalske agense, odnosno elemente 1 jedinjenja sa jednim ili vise
nesparenih elektrona u spoljaSnjoj orbitali (slobodni radikali), i elemente i
jedinjenja bez nesparenih elektrona u spoljasnjoj orbitali (reaktivni neradikalski
agensi). U radikale se ubrajaju superoksid radikal (O ), hidroksil radikal (OH),
peroksil (RO,), alkoksil (RO) i hidroksiperoksil (HO) dok u neradikale spadaju
hidrogen peroksid (H,O;), hipohlorna kiselina (HOCI), ozon (O;) i singlet
kiseonik ('0,). Vazna fizioloska funkcija slobodnih radikala i njihovih derivata



ogleda se u regulaciji vaskularnog pritiska, uticaju na pritisak kiseonika i
regulaciji funkcija koje su kontrolisane preko dostupne koncentracije kiseonika,
pospesivanju signalne transdukcije od strane razli¢itih membranskih receptora
ukljucujudi i antigenske receptore limfocita, ali i odgovorima na oksidativni stres
koji ¢e, putem mehanizama zastite od oksidativnih oste¢enja, pokuSavati da odrze
redoks homeostazu (Droge, 2002). Ono $§to je zajedni¢ko svim reaktivnim vrstama
kiseonika jeste da u prisustvu prooksidanata dolazi do njihove pojacane
produkcije i nastanka oksidativnog stresa. Oksidativni stres se moze definisati kao
ozbiljno naruseni balans izmedu produkcije reaktivnih vrsta kiseonika i azota sa
jedne strane, i antioksidativne zastite sa druge strane (Halliwell and Gutteridge,
1999) Sies (1991) definiSe oksidativni stres kao poremecaj prooksidaciono-

antioksidacione ravnoteze u pravcu prve, Sto dovodi do potencijalnih oStecenja.

Oksidativni  stres, koji nastaje kao posledica prisustva povecane
koncentracije teskih metala u organizmu, dovodi do aktiviranja antioksidativnog
sistema zaStite. Primarna redukcija kiseonika do molekula vode uz pomoc¢ Cetiri
elektrona i citohrom-oksidaze bez stvaranja slobodnih kiseoni¢nih vrsta kao
nusprodukata, deo je regularnog celijskog metabolizma. Antioksidativna zaStita
obuhvata enzime kao $to su superoksid dismutaza (SOD), katalaza (CAT),
askorbat peroksidaza (APx), glutation peroksidaza (GSH-Px), glutation-S-
transferaza (GST), i glutation reduktaza (GR). Ulogu u antioksidativnoj zastiti
imaju i mali molekuli kao §to su vitamini C, A, E, glutation (GSH), koenzim Q,
cistein, glukoza, bilirubin, albumin, transferin i ceruloplazmin (Franco and

Cidlowski, 2009).

Superoksid dismutaza je metaloprotein koji katalizuje konverziju
superoksid anjon radikala u molekulski kiseonik i vodonik peroksid (Fridovich,
1995). Postoje cetiri vrste SODa koje sadrze gvozde, mangan, bakar i cink u
aktivnom centru i ekstracelularna SOD. Katalaza je tetramerni hemoprotein koji
se sastoji od &etiri identiéne subjedinice i hematin (hem — Fe™ protoporfirin)
grupe vezane u aktivnom centru, i katalizuje razgradnju vodonik peroksida do

vode 1 molekulskog kiseonika (Halliwell and Gutteridge, 1999).



Glutation peroksidaza katalizuje glutation-zavisnu redukciju vodonik
peroksida u vodu i organskih hidroperoksida u odgovarajuce alkohole. Utvrdeno
je da postoji viSe vrsta ovog enzima koji je prisutan u svim ¢elijama ki¢menjaka
dok ga kod insekata nema (Pritstos et al., 1988). Glutation-S-transferaza je dimer,
multifunkcionalni enzim Siroko rasprostranjen u citosolu ¢elija razlicitih
organizama. Glutation-S-transferaza katalizuje reakcije konjugacije redukovanog
glutationa sa razliCitim elektrofilima (Beutler and Eaton, 1992), deluje kao
vezujuci protein za razliCite supstance olakSavaju¢i njihov transport (Listowski,
1993) i kovalentno vezuje neke kancerogene, pesticide i potencijalno toksicne
supstance (Bolt, 1994, 1996). Glutation reduktaza je dimer sastavljen od dve
proteinske subjedinice, od kojih svaka sadrzi po jedan molekul FADa u aktivhom
centru. Glutation reduktaza katalizuje reakciju redukcije oksidovanog glutationa u
redukovani glutation, uz u¢es¢e NADPH kao redukuju¢eg kofaktora (Heftner i

Repine, 1989).

S obzirom da insekti imaju nedostatak Selen-zavisne glutation peroksidaze
i da katalaza ima nizak afinitet za vodonik peroksid, kod njih askorbat
peroksidaza ima znac¢ajnu ulogu u uklanjanju vodonik peroksida (Mathews et al.,
1997). Naime, askorbat peroksidaza katalizuje oksidaciju askorbinske kiseline uz
redukciju vodonik peroksida do vode. Ova reakcija predstavlja pocetak
askorbinskog ciklusa koji se nastavlja regeneracijom oksidovanog askorbata,
najpre njegovom transformacijom u monodehidroaskorbat uz pomo¢
monodehidroaskorbat reduktaze, a =zatim u dehidroaskorbat delovanjem
dehidroaskorbat reduktaze. U ovom delu ciklusa dolazi do preklapanja
askorbinskog i glutationskog ciklusa jer se redukcija dehidroaskorbata u askorbat
vrsi o trosku glutationa koji prelazi u oksidovanu formu. Oksidovani glutation se
vraca u svoju redukovanu formu delovanjem glutation reduktaze uz pomoé
NADPH kao donora elektrona. Na ovaj nacin, zaokruzivanjem ciklusa sprecava se
troSenje askorbata i glutationa, a protok elektrona ide od NADPH do vodonik
peroksida (Noctor and Foyer, 1998).



Neenzimske komponente antioksidativnog sistema zastite dele se na
liposolubilne 1 hidrosolubilne, a jedna od najznacajnijih hidrosolubilnih
komponenti je svakako glutation. Glutation je tripeptid koji se u ¢elijama nalazi u
milimolarnim koncentracijama kao tiol u redukovanom stanju, i, u manjoj
koli¢ini, kao disulfid u oksidovanom obliku. Glutation je neophodan u sintezi i
degradaciji proteina, formiranju dezoksiribonukleotida, regulaciji ¢elijskog redoks
balansa, redukcionim procesima i regulaciji aktivnosti enzima (DeLeve and
Kaplowitz, 1990; Anderson, 1996). Glutation §titi ¢elije od vodonik peroksida i
organskih hidroperoksida, hidroksil radikala, organskih radikala, peroksi radikala

1 u€estvuje u detoksifikaciji.

Treba napomenuti da se donedavno mislilo da se odrzavanje intracelularne
redoks homeostaze postize uglavnom preko kontrole odnosa izmedu oksidovanog
i redukovanog glutationa. Sa glutationom i njegovim enzimima kao glavnim
faktorima, uceS¢e slobodnih SH grupa proteina, kao molekularnih entiteta
sposobnih da reaguju sa elektrofilima i derivatima kiseoni¢nih vrsta, smatralo se
zanemarljivim. Ipak, nije se uzimalo u obzir da slobodne SH grupe proteina mogu
imati antioksidativnu ulogu, sli¢no glutationu, i da u isto vreme mogu imati
specificnije (regulatorne) funkcije (Brigelius, 1985; Gilbert, 1990; Drodge et al.,
1994). Veliki broj podataka ukazuje na to da ove grupe imaju reaktivnost slicnu ili
viSu od glutationa (Di Simplicio et al., 1998). Proucavanje udela proteinskih SH
grupa u antioksidativnoj odbrani ukazalo je na to da reaktivnost SH grupa u
odnosu na GSH varira kod razlicitih vrsta zivotinja (Halliwell and Gutteridge,
2007). U nekoliko studija zakljuceno je da izlaganje teSkim metalima, kao Sto je
kadmijum, dovodi do povecanja tiolnih jedinjenja u organizmu, i na osnovu toga
je zakljuceno da su SH grupe efikasni indikator zagadenja kadmijumom. Danas se
koli¢ina sulthidrilnih grupa uzima kao marker proteinske oksidacije nakon

intoksikacije (Shacter, 2000).

Uticaj kadmijuma na promene nastale u nivou enzimskih i neenzimskih
komponenti sistema antioksidativne zastite kod razli€itih organizama potvrden je i

eksperimentalno. Tako su Schickler i Caspi (1999) ispitujuci dejstvo kadmijuma



na enzime antioksidativne zastite kod biljaka roda Alyssum utvrdili da se aktivnost
SOD povecava na ve¢im koncentracijama kadmijuma, aktivnost APx ostaje
nepromenjena, dok se aktivnost GR-a smanjuje. Dixit i saradnici (2001) su
ispitivali uticaj kadmijuma na koren i liS¢e Pisum sativum 1 utvrdili da se
aktivnost enzima menja sa promenom koncentracije kadmijuma, ali i zavisno od
mesta gde se deSava oksidativni stres. Tako SOD 1 GST pokazuju vecu aktivnost
na viSim koncentracijama kadmijuma i u korenu 1 u 1i§¢u, katalaza ima povecanu
aktivnost samo u liS¢u, dok je askorbat peroksidaza 1 glutation reduktaza

maksimalno aktivirana u korenu.

Kod pacova tretiranih kadmijumom doslo je do znacajnog opadanja
aktivnosti antioksidativnih enzima (SOD, CAT, GSH-Px, GR i GST) i lipidne
peroksidacije u testisima (Ognjanovi¢ et al. 2010). Casalino i saradnici (2002),
tretiraju¢i pacove kadmijum hloridom, dolaze do zakljucka da smanjenje
aktivnosti SOD nastaje zbog interakcije kadmijuma sa enzimom pre nego zbog
zamene cinka kadmijumom kod ZnCu-SOD. Smatra se da je opadanje nivoa
aktivnosti katalaze u eritrocitima pacova, opadanje koli¢ine glutationa, i
povecanje aktivnosti GSTa karakteristicno za sam pocetak izlaganja kadmijumu

(Sarkar et al., 1998).

Kod larvi ribe Paralichthys olivaceus u fazi metamorfoze, kao posledica
izlaganja kadmijumu dolazi do inhibicije aktivnosti SOD i CAT, dok se koli¢ina
glutationa povecava. Kod larvi u mirovanju, aktivnost katalaze i GST je
inhibirana 1, §to je jo$ zanimljivije, inhibicija GST raste sa povecanjem
koncentracije kadmijuma (Cao et al., 2010). Sli¢ne rezultate dobili su i Dabas i
saradnici (2012) kod vrste Channa punctatus gde je posle izlaganja kadmijumu
utvrden poviSen nivo lipidne peroksidacije i manja aktivnost GST, SOD, CAT,

GSH-Px, GR, kao i koli¢ine glutationa u poredenju sa kontrolnom grupom.

Uticaj kadmijuma na antioksidativni sistem vrste ortoptera Oxya chinensis
kojoj je kadmijum injektiran pokazuje smanjenje aktivnosti SOD sa poveéanjem
koncentracije kadmijuma. Katalaza je imala veliku aktivnost u svim grupama, dok

je glutation peroksidaza imala smanjenu aktivnost kod muZjaka, a kod Zenki
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povecanu i sa jakim detoksifikacionim efektom (Lijun et al., 2005). Kod vrste
Oncopeltus fasciatus uocena je povecana aktivnost glutation reduktaze dok je
aktivnost katalaze i GST ostala nepromenjena nakon izlaganja jedinki delovanju

kadmijuma (Cervera et al., 2003).

Ispitivanjem aktivnosti antioksidativnih enzima u prisustvu teskih metala
kod cetiri vrste insekata koji su imali razliite tipove ishrane (karnivorna,
detritivorna, omnivorna i herbivorna), utvrdena je zavisnost aktivnosti enzima od
vrste insekta, 1 korelisanost sa nivoom zagadenja kojem su insekti bili izloZeni,
kao 1 sa stepenom akumulacije metala u organizmu (Migula et al., 2004). Najveca
razlika izmedu vrsta nadena je u aktivnosti glutation S transferaze i to izmedu
karnivorne Pterostichus oblongopunctatus 1 fitofagne Phyllobius betulae, dok su
najnize aktivnosti enzima bile zabelezene za glutation reduktazu i GSH- zavisnu
peroksidazu kod sve Cetiri vrste. Najvece razlike u aktivnosti enzima zabelezene
su unutar grupa i to kod insekata sa zagadenih podrucja, $to se objasnjava visokim

polimorfizmom komponenti antioksidativne odbrane.

1.2.3. Toksicni efekti kadmijuma na éelijskom nivou

Na ¢elijskom nivou uocava se Stetno dejstvo kadmijuma na proliferaciju,
diferencijaciju ¢elija 1 njihovu apoptozu. Tako na primer, kada se celije u
mirovanju izloZe delovanju kadmijuma, dolazi do rane transkripcione aktivnosti
protoonkogena kod sisara (Hanahan and Weinberg, 2000). Geni rane aktivacije
kodiraju transkripcione faktore i igraju znaCajnu ulogu u hemijskoj
kancerogenezi, posredovanoj kadmijumom, preko uticaja na ekspresiju ciljanih
gena i to pre svega onih koji su ukljuceni u konrolu ¢elijskog rasta i deobe. Oni su
ukljuceni u celijsku proliferaciju i diferencijaciju i ¢esto mogu biti prekomerno
eksprimirani u tumorima (Waisberg et al., 2003). UspeSnost kadmijuma u
indukciji nastanka apoptoze zavisi od bazalnog i indukovanog nivoa
metalotioneina koji vezuju kadmijum i sprecavaju njegovo toksicno delovanje

(Shimoda et al., 2001).
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Takode, brojne studije su pokazale da izlaganje kadmijumu inhibira rad
Na'K" ATPazne pumpe u ¢elijama razli¢itih tkiva (Nechay and Saunders, 1977;
Kim et al. 1988; Kinne-Saffran et al. 1993; Schoenmakers et al. 1992; Lionetto et
al. 1998) dovodeci do drasticnih promena u elektrohemijskom gradijentu celije,
koje posledi¢no mogu dovesti do blokade i drugih Na'-zavisnih transportera ¢ak i
onda kada su ti transporteri ostali neoSte¢eni (Reuss et al. 1996). Verbost i
saradnici (1987a) su utvrdili da kadmijum, ¢ak u nano koncentracijama, uti¢e na
inhibiciju Ca®" zavisnih ATPaza u plu¢ima, eritrocitima i epitelu intestinuma
pacova (Verbost et al. 1987b, 1988, 1989). Kadmijum takode uti¢e negativno na
usvajanje cinka u bubrezima pacova (Kaur et al., 2006), ometa transport hloridnih
jona u epitelnim ¢elijama distalnih nefrona kod Xenopus laevis pri ¢emu dolazi do
poremecaja telesne homeostaze u koli¢ini vode i soli (Faurskov and Bjerregaard,
2002) i poveéava provodljivost éelijske membrane za K jone (Nesovié-Ostojié et
al. 2008). Negativno dejstvo kadmijuma na membranski potencijal moze imati
znaCajan uticaj na transepitelni transport elektrona 1 dovesti do promena u

normalnom transportu jona kroz membranu (Van Kerkhove et al., 2010).

Principi usvajanja kadmijuma i mehanizmi odbrane od teskih metala
proucavani su i na celijskim linijama, kao u slucaju vrste Aedes albopictus
(Braeckman et al., 1999). Utvrdeno je da kadmijum ulazi u ¢elije posredstvom
transporta koji ne zahteva energiju. Deo kadmijumovih jona koji ulazi moze biti
pripisan transportu kroz verapamil zavisne kalcijumove kanale, naroCito pri
niskim koncentracijama kadmijuma, dok drugi deo biva usvojen jonoforama koje
do sada nisu tacno identifikovane. Potvrdeno je takode da celije poseduju
proteinske sisteme odbrane, najverovatnije familije HSP ili grp proteina stresa,

koji spreCavaju ulazak kadmijuma i obezbeduju ¢elijama prezivljavanje.

Vazno je napomenuti da se promene na ¢elijskom nivou odrazavaju i na
promene u tkivima i organima organizama koji su izloZeni delovanju kadmijuma.
Tako Ilijin 1 saradnici (2010), radec¢i na ispitivanju promena u nervnom sistemu
Lymantria dispar pod uticajem kadmijuma, nalaze znacajno povecanje u velikim

A2 dorzomedijalnim neurosekretornim neuronima 1 povecanu koli¢inu
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neurosekretornog materijala u istom regionu kod jedinki kojima su u ishranu

dodate razli¢ite koncentracije kadmijuma (10, 100 i 250 pg Cd).

Izlaganje kadmijumu dovodi do odlaganja maturacije ovarijuma i
inhibicije produkcije jaja kod Oncopeltus fasciatus (Cervera i sar., 2005). Takode,
prisustvo rastvorenog kadmijuma u vodi (50-400 mg/l Cd) dovodi do opadanja
nivoa dva glavna vitelogenina u hemolimfi Zenki. Postavljalo se pitanje da li
efekti kadmijuma mogu biti posledica endokrinih poremecaja u sintezi
vitelogenina, koja je kontrolisana juvenilnim hormonom. Sprovedena terapija
zamene juvenilnog hormona nije dovela do povecanja nivoa dva glavna
vitelogenina kod Zenki izlozenih delovanju kadmijuma, ali jeste kod izgladnelih
zenki. Rezultati jasno pokazuju da redukovani nivo vitelogenina ne nastaje kao
posledica poremecaja u produkciji juvenilnog hormona ili smanjene ishrane, ve¢

je pre posledica delovanja kadmijuma na receptore za juvenilne hormone.

Larve Hydropsyche contubernalis 1 Hydropsyche siltalai, 1zlozene tokom
72 sata koncentracijama kadmijuma od 0.012, 0.16 i 10 mg/l, imale su povecanu
ucestalost 1 veéi stepena oSteCenja u analnim papilama sa povecanjem
koncentracije kadmijuma. Larve H. contubernalis su pokazivale snaznije i ranije
odgovore u promenama analnih papila, dok je kod larvi H. siltalai primecena
zatamnjenost na ventralnoj strani abdomena pod dejstvom kadmijuma. Nize
koncentracije kadmijuma uticale su ¢ak i1 na ponaSanje larvi. Promene su
primeéene u ponasSajnim taktikama pri susretu larvi, kao 1 u kompetitivnom
ponasanju kod larvi prve vrste i to nakon samo 24 sata od izlaganja kadmijumu

kada jos nisu bila primetna morfoloska oStecenja (Vuori, 1994).

1.3. Uticaj kadmijuma na komponente adaptivne vrednosti

Poznato je da kadmijum dovodi do povecanja mortaliteta, produzavanja
razvica, redukcije rasta i smanjenja reproduktivnog potencijala. Tako na primer,

juvenilni puzevi u uslovima prisustva kadmijuma tokom rasta i razvi¢a vidno
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usporavaju svoj rast. Usporavanje rasta udruzeno je sa smanjenjem broja navoja
ljusture 1 Cetvoronedeljnim odlaganjem piljenja jaja (Gimbert et al., 2008).

Kod insekata u uslovima stresa, izazvanog prisustvom teSkih metala,
dolazi do smanjenja individualne performanse. Interesantan podatak iznose Kafel
1 saradnici (2012) rade¢i na larvama Spodoptera exigua, kod kojih je kadmijum
bio prisutan u ishrani tokom jedne i veceg broja generacija. Oni su potvrdili
poviSenu koncentraciju kadmijuma u celom telu larvi, viSu stopu mortaliteta i
produzeno trajanje larvenih stupnjeva kod onih larvi koje su gajene u prisustvu
kadmijuma tokom jedne generacije u odnosu na larve koje su viSe generacija
gajene pod tim uslovima (33 do 61 generacija). Visa koncentracija kadmijuma u
hemolimfi larvi bila je pozitivno korelisana sa nivoom oksidacije glutationa i
ukupnim antioksidativnim kapacitetom larvi, ¢ime je dokazano da, tokom velikog
broja generacija, u populacijama insekata dolazi do evolucije tolerancije na
prisustvo kadmijuma u zivotnoj sredini.

Izlaganje kadmijumu populacija Lucilia sericata tokom stadijuma larve,
lutke i adulta, dovodi do redukcije rasta populacije, povecanja mase lutke 1 adulta,
zbog smanjene kompeticije za hranom, smanjene duzine zivota i fekunditeta u
adultnom periodu (Moe et al., 2001). Kod larvi Boettcherisca peregrina dolazi do
smanjenja mase i skrac¢ivanja duzine larvi nakon izlaganja kadmijumu, dok je
ukupno trajanje larvenog razvica znacajno produzeno (Wu i sar., 2006). Vrsta
Collembola Proisotoma minuta pokazuje redukciju adultnog prezivljavanja i
odsustvo reprodukcije na viSim koncentracijama kadmijuma i1 ostalih teSkih
metala u odnosu na kontrolne jedinke (Nursita et al., 2005). Nimfe Oncopeltus
fasciatus, izlagane kadmijum hloridu do kraja adultnog perioda, pokazuju
znacajan mortalitet pri koncentracijama iznad 30mg Cd/ L (Cervera et al., 2004).
Trajanje stadijuma nimfe je bilo produZeno, a masa novoizlezenih adulta linearno
opadala sa povecavanjem koncentracije kadmijuma. Interesantno je da su se
muzjaci 1 Zenke razlikovali u prezivljavanju. Naime, prezivljavanje se kod
adultnih Zenki smanjivalo na koncentracijama ve¢im od 10 mg Cd/L, dok je

prezivljavanje muzjaka bilo ugrozeno tek na 30 mg Cd/L 1 viSim koncentracijama.

14



Ovipozicija, fekunditet i fertilitet Zenki izlozenih koncentraciji od 10 mg Cd/L bili
su znacajno niZi u odnosu na kontrolu, kao i nivo piljenja iz jaja.

Trajanje Cetvrtog stupnja larvenog razvica kod larvi Lymantria dispar
tretiranih visokim koncentracijama kadmijuma (100 i 250 pg Cd/g) znacajno je
produzeno u poredenju sa kontrolnom grupom. Ove koncentracije kadmijuma
dovode takode do znacajne redukcije mase kod larvi ¢etvrtog stupnja gubara u
odnosu na larve iz kontrolne grupe (Ilijin et al., 2010). U istrazivanju Vlahovi¢ i
saradnika (2001) utvrdeno je da akutno izlaganje larvi najmanjim dozama
kadmijuma koje imaju efekat (10ug Cd/g) ne dovodi do znacajnih promena u
relativnoj brzini rasta kod Lymantria dispar, dok se prve promene primecuju pri
koncentraciji od 30 ug Cd/g suve hrane. Sa povecanjem koncentracije kadmijuma
u hrani linearno je opadala relativna brzina rasta larvi Cetvrtog stupnja gubara.
Testiranjem uticaja akutnog i1 hroni¢nog efekta kadmijuma istih koncentracija na
masu larvi (Vlahovi¢ et al., 2009), utvdeno je znacajno opadanje mase, bez

povratka na kontrolni nivo nakon trodnevnog oporavka od hroni¢nog tretmana.

1.4. Evoluciono-geneticke posledice prisustva kadmijuma u Zivotnoj

sredini

Sredinski stres, nezavisno od porekla, ima veliki uticaj na ekoloske 1
evolucione procese koji uti¢u na stepen i obim promena u genetickoj strukturi i
evoluciji odredene populacije (Bijlsma i Loeschcke, 2005). U svetlu evolucije,
stres mozemo definisati kao bilo koju promenu Zzivotne sredine koja dovodi do
redukcije adaptivne vrednosti organizama (Koehn i Bayne, 1989) ili kao faktor
zivotne sredine koji dovodi do promena u bioloSkim sistemima, pri ¢emu su te
promene potencijalno Stetne (Hoffmann i1 Parsons, 1991). U svakom slucaju,
organizmi 1 populacije mogu odgovoriti fenotipski ili geneticki na prisutni
sredinski stres, preko ukljucivanja adaptivnih mehanizmama koji ¢e smanjiti
Stetne uticaje stresa. Jedan od najvaznijih stresora jesu i hemijska jedinjenja, bilo
da u prirodnu sredinu dolaze prirodnim ili antropogenim delovanjem (Serensen i

sar., 2005, Lindgren i Laurila, 2005).
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Genotip, zZivotna sredina (koncentracija kadmijuma 1 trajanje izloZenosti
kadmijumu) 1 stupanj razviéa u velikoj meri odreduju stepen razvijanja
tolerantnosti insekata na prisustvo kadmijuma. Nekoliko mehanizama mogu biti
odgovorni za pojavu tolerantnosti jedinki na zagadivace: promena ponaSanja
(izbegavanje zagadenog podruc¢ja), detoksifikacija, sekvestracija metala u
zasebnim kompartmentima celija ili ekskrecija (Janssens et al., 2009). Jedinka
koja je tolerantna na prisustvo metala u Zivotnoj sredini u stanju je da spreci,
smanji ili popravi oSteCenja nastala ulaskom metala u organizam (Levitt, 1980).
Medutim, postoji relativno malo podataka o ,.ceni tolerantnosti“ koja pri tome
nastaje, i adaptacije na prisustvo metala u zivotnoj sredini, kao i genetickoj
varijabilnosti u sposobnosti indukcije odbrambenih mehanizama koji se nalaze u
osnovi tolerantnosti na teSke metale u situacijama kada koncentracija metala u
zivotnoj sredini po€inje da raste (Posthuma and van Straalen, 1993). Smatra se da
je selekcija za tolerantnost na prisustvo metala direkciona, konstantna i jaka, s
obzirom na Cinjenice da metali nisu razgradive supstance, da su toksicni pri ve¢im

koncentracijama, 1 da se akumuliraju u organskom sloju zemljista.

Podaci o rezultatima selekcije za odredene karakteristike dobijaju se
poredenjima izmedu populacija. Ovakva istrazivanja ukazuju da je u
populacijama sa ve¢om genetickom varijabilno$¢u veca i verovatnoca evolucije
tolerantnosti na prisustvo metala. Geneticka varijabilnost odreduje sposobnost
populacije da odgovori na budu¢e promene u zivotnoj sredini. ,,Cena
tolerantnosti“ se utvrduje identifikacijom negativnih efekata snazne direkcione
selekcije za povecanje tolerantnosti na teSke metale na osobine adaptivne
vrednosti. Ako mehanizmi tolerantnosti zahtevaju preusmeravanje resursa ka
odbrani, ocekuje se da u optimalnim uslovima jedinke poreklom iz zagadenih
regiona imaju redukovanu adaptivnu vrednost u odnosu na jedinke poreklom iz

referentnih (kontrolnih) populacija (Posthuma i van Straalen, 1993).

U istrazivanjima mehanizama tolerantnosti, treba imati u vidu da
tolerantnost na metale moze nastati kao posledica individualnog izlaganja teSkom

metalu (aklimacija) ili kao posledica prirodne selekcije (adaptacije). Fizioloska
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aklimacija podrazumeva da jedinka dostize dovoljan stepen tolerantnosti nakon
izlaganja subletalnim koncentracijama u toku nekog perioda Zivota, $to povecava
verovatnocu prezivljavanja u uslovima stresa veceg intenziteta. Tako steCena
tolerantnost nije nasledna. Aklimacija je zapravo vid fenotipske plasticnosti koja
predstavlja sposobnost genotipa da menja fenotip u skladu sa promenama uslova
zivotne sredine (Pigliucci, 2001). Zavisno od uslova zivotne sredine koji vladaju
tokom evolucije neke populacije, takvi indukovani odgovori mogu biti
favorizovani ili izgubljeni tokom viSe generacija. Adaptacija podrazumeva da
populacija promenom alelskih frekvencija evoluira u pravcu povecéanja
tolerantnosti delovanjem prirodne selekcije, i tako nastala tolerantnost se prenosi
na potomstvo (Posthuma i van Straalen, 1993; David i sar., 2005; Serensen i sar.,
2005). Kao sto je ve¢ receno, selekcija moze delovati na osobine, indukovane
tolerantnoS¢u na prisustvo metala, koje jesu fenotipski plasticne, ali ¢e tako
povecana tolerantnost biti eksprimirana samo nakon izlaganja. Drugim re¢ima, u
ovom slucaju evoluiraju norme reakcije za mehanizme zaStite organizama od

sredinskog stresa.

Cini se da nivo adaptacija organizama na uslove zagadenosti Zivotne
sredine zavisi od vrste organizama, tj. od njihove evolucione istorije, budu¢i da
nekih vrsta nema u prirodno zagadenim ili otpadnim staniStima, dok ih druge
kolonizuju uspesno (Hagvar and Anrahamsen, 1990). Populaciona poredenja kod
kolembole Orchesella cincta otkrila su evolucione promene koje se ogledaju u
uspesnijoj ekskreciji kadmijuma (Posthuma et al., 1992) i ve¢em preZivljavanju u
prisustvu kadmijuma (Posthuma, 1990). Populacione razlike u osobinama zivotne
istorije su uocene i kod kolembola Onychiurus armatus 1 Isostoma notabilis

(Tranvik et al., 1993).

Koliko ¢e odredena osobina moc¢i da se menja tokom evolucije zavisi od
njene heritabilnosti. Samu heritabilnost u Sirem smislu moZzemo definisati kao
udeo geneticke varijanse u ukupnoj fenotipskoj varijansi, dok u uzem smislu
heritabilnost predstavlja udeo aditivne geneticke varijanse u ukupnoj fenotipskoj

varijansi. Porast genetiCke varijanse u prisustvu kadmijuma utvrden je za
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efikasnost ekskrecije kadmijuma, brzinu rasta i ucestalost presvlacenja S$to
povecava broj larvenih stupnjeva (Posthuma i sar., 1993a, Posthuma i Janssen,
1995). Prisustvo adaptiranih populacija u industrijski kontaminiranim podruc¢jima
ukazuje na ¢injenicu da se adaptacije mogu javljati tokom godina ili decenija, i da
se evolucioni odgovori dobijaju zahvaljuju¢i visokoj genetickoj varijabilnosti
predackih populacija u kojima egzistiraju varijante gena koje odreduju
tolerantnost na teSke metale. Kod kolembole Orchesella cincta tolerantnost je
postignuta poboljSanjem ekskrecije kadmijuma Sto omogucava odrzavanje rasta
tokom izlaganja. Drugi mehanizmi tolerantnosti su proteini koji vezuju metale,
promena nacina akumulacije metala, konzervacija energije, povecana ekskrecija
ili imobilizacija metala u granulama (Klerks, 1990). Poboljsanje performansi se
ocekuje kao odgovor na direkcionu selekciju za karakteristike koje su povezane sa

adaptivnom vrednos$c¢u (Posthuma et al., 1993b).

Teorija evolucije osobina zivotne istorije bazira se na evolucionim
odgovorima na faktore zivotne sredine koji deluju na osobine Zivotne istorije, kao
Sto su prezivljavanje, trajanje razvica ili fekunditet. Odgovori osobina Zivotne
istorije su ocekivani u odnosu na bilo koji faktor koji specificno deluje
(uklju€ujuéi 1 polutante) na stadijum razvica, stepen prezivljavanja ili

reprodukcije (Michod, 1979; Stearns,1992).

U zemljiStu, hroni¢no izlaganje teSkim metalima i toksi¢ni efekat utice
negativno na rast, reprodukciju i prezivljavanje kod Collembola (Bengtsson i sar.,
1985a). Izlaganje teSkim metalima ima kumulativni efekat jer se tokom svakog
stupnja razvi¢a, tokom rasta 1 starenja organizma povecava 1 koli¢ina
akumuliranih toksina (Janssen i sar., 1991). Za populacije koje su izlozene
delovanju teskih metala, teorija predvida da ¢e evolucioni odgovori na hroni¢no
izlaganje toksi¢nim metalima biti ranije sazrevanje i smanjena reproduktivna
alokacija u uslovima stresa. Raspodela ograni¢enih resursa izmedu mehanizama
tolerantnosti i drugih funkcija od centralnog su znacaja za razumevanje uzajamnih
ograni¢enja izmedu osobina (Sibly and Calow, 1989), i mogu ogranicavati opseg

mogucih evolucionih odgovora. Postojanje geneticke varijabilnosti za
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karakteristiku koja se posmatra je veoma vazno za dobijanje bilo kakvog
evolucionog odgovora. Geneticka varijabilnost se moze odrzavati u populacijama
kao posledica prostorne i/ili vremenske heterogenosti zivotne sredine ili usled
antagonistiCke plejotropije izmedu osobina (Hoffmann and Parsons, 1991).
Znacajan nivo geneticke varijabilnosti je utvrden kod Drosophila melanogaster
kako u prirodnim tako i u laboratorijskim populacijama (Rose, 1983; Graves et
al., 1992; Partridge and Flower, 1992) kao 1 varijabilnost energetske alokacije
(Klerks, 1990). Naime, poznato je da jedinke iz nekih populacija, koje su
tolerantne na prisustvo metala, pokazuju smanjeni intenzitet metabolizma i sporiji

rast, cuvajuci tako energiju ili druge resurse (Antonovics et al., 1981).

Korelisani odgovori na selekciju za tolerantnost mogu nastati usled
plejotropnih efekata gena. To znaci da selekcija za tolerantnost moze uticati na
performanse drugih, geneticki korelisanih, kvantitativnih osobina, a ako se radi o
osobinama zivotne istorije efekat je najceS¢e negativan. Takvi efekti su poznati
kao ,.cena tolerantnosti“. Naravno i korelisani odgovor zavisi od raspolozive
geneticke varijabilnosti za te karakteristike u referentnoj populaciji. Uzimajuci u
obzir korelativne odgovore, Posthuma sa saradnicima (1993a) je pokazao da
postoji pozitivna genetiCka korelisanost kod Orchesella cincta, izmedu rasta
jedinki i efikasnosti ekskrecije metala, Sto znaci da posmatrani odgovori mogu biti

korelativni odgovori na selekciju za povecanu efikasnost ekskrecije.

Promene osobina adaptivne vrednosti mogu takode biti rezultat korelisanih
odgovora na selekciju za povecanje tolerantnosti na teSke metale (Hoffmann i
sar., 2005, Malherbe 1 sar., 2005). Osobine adaptivne vrednosti uopSteno imaju
nizu heritabilnost u poredenju sa morfoloskim, fizioloskim i1 ponaSajnim
osobinama, upravo zbog selekcije koja vodi ka fiksaciji alela za karakteristike
koje su blisko povezane sa adaptivhom vrednosti (Falconer, 1981; Price and
Schluter, 1991). Opet, niza heritabilnost, moze biti ogranicenje za dobijanje
evolucionih odgovora za karakteristike zivotne istorije kod populacija koje su
osiromasene u pogledu geneticke varijabilnosti (Kristensen i sar., 2005). Ako

varijabilnost za same osobine odsustvuje, fenotipska plasticnost odnosno
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prisustvo varijanti regulatornih gena koji ucestvuju u formiranju indukovanih
adaptivnih odgovora, mogu dati doprinos prezivljavanju na zagadenim

podrucjima.

Odrzavanje mehanizama tolerantnosti moze biti energetski skupo do te
mere da je alokacija nutrijenata i/ili energije na druge funkcije redukovana. Tako
je ,,cena tolerantnosti Cesto neizbezna posledica evolucije otpornosti na prisustvo
polutanata u Zivotnoj sredini. Razlikuju se dve vrste cene. Cena tolerantnosti se
moze povecavati kao posledica individualnog izlaganja, i obi¢no se uoc¢ava kao
posledica plasticnog fizioloskog odgovora. Medutim, postoji i cena tolerantnosti
koja se pla¢a za odrzavanje mehanizama tolerantnosti, i koja se postize preko
genetickih adaptacija. Za ovu cenu moze se re¢i da je nasledna karakteristika

tolerantne jedinke, koja nastaje kao posledica negativne geneticke korelacije

izmedu tolerantnosti i drugih karakteristika (Posthuma and Van Straalen, 1993).

Jedan od nacina testiranja hipoteze o ceni tolerantnosti, i bolje
razumevanje genetickih korelacija i uzajamnih ograni¢enja (engl. trade off)
postize se eksperimentima sa veStaCkom selekcijom za tolerantnost. Korelisani
odgovori u kojima se smanjuje adaptivna vrednost ukazuju na prisustvo cene i
negativne genetiCke korelacije izmedu osobina adaptivne vrednosti i tolerantnosti
(Rose 1 sar., 1992). Vazno je primetiti da su neki, ako ne i ve¢ina korelisanih
odgovora i uzajamnih ograniCenja, specificni za datu populaciju i/ili uslove

zivotne sredine (Bijlsma i Loeschecke, 2005).

Tako na primer, prisustvo aditivna geneticke varijanse za tolerantnost u
referentnoj populaciji O.cincta ukazuje na to da je cena odrZzavanja mehanizma
koji ¢e efikasno vrSiti ekskreciju kadmijuma niska u kontrolnim uslovima
(Posthuma et al., 1993a). Teorijski se mogu ocekivati razli¢ite promene u
genetickoj varijansi. Kako ¢e se geneticka varijansa menjati u odgovoru na
prisustvo teskih metala zavisi od pocetnih uslova, nacina nasledivanja, intenziteta
i vremena delovanja selekcije, veli¢ine populacije i uticaja protoka gena. Ukoliko
je populacija velika i prostorno izolovana, moze se dogoditi i smanjenje i

povecanje geneticke varijanse, uprkos oc¢ekivanjima da ¢e direkciona selekcija po
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pravilu redukovati varijabilnost (Bulmer, 1971). Povecavanje geneticke varijanse
za tolerantnost se moze ocekivati ukoliko se povecava ucestalost veoma retkih
tolerantnih varijanti u nekoliko narednih generacija nakon pocetka delovanja
selekcije (Holloway et al., 1990), dok se redukcija moze ocekivati ukoliko
selekcija vodi alele za tolerantnost ka fiksaciji. Ukoliko je populacija mala ili nije
izolovana, onda ¢e postojati ve¢a mogucénost za uticaj stohastickih procesa:
geneticki drift moze menjati frekvencije alela po principu slu¢ajnosti, a imigracija

iz susednih populacija moze odrzavati ili obnoviti pocetnu varijabilnost.

Tolerantnost na prisustvo metala kod Zzivotinja moze biti postignuta i
preko major gena. Tolerantnost kod Drosophila je delimicno postignuta
duplikacijom gena za metalotioneine (Maroni et al., 1987). Bez obzira na to,
ukoliko je varijabilnost prisutna u referentnoj populaciji, ocekivatemo da ce
dugotrajna direkciona selekcija bezuslovno voditi ka redukciji geneticke varijanse
za osobine za koje je selekcija vrSena, odnosno za tolerantnost, ali i za osobine
zivotne istorije usled direkcione selekcije ili usled korelisanih odgovora, ili oba.
Tako je, na primer, kod mahovine Funaria hygrometrica, heritabilnost bila
redukovana za 10 do 14 osobina u populacijama poreklom sa zagadenih podrucja,
u poredenju sa populacijama sa referentnih mesta (Shaw, 1988). Kod Orchesella
cincta, Posthuma sa saradnicima (1993a) nalazi tendenciju redukcije geneticke
varijanse za tolerantnost u populacijama poreklom sa deponije koja postoji oko
150 godina, Sto iznosi oko 300 generacija. Ovi nalazi su potkrepljeni
oc¢ekivanjima da ¢e konacno jaka direkciona selekcija dovesti do fiksacije alela

odgovornih za toleranciju, $to ¢e opet dovesti do pada heritabilnosti.

Hofman i Parsons (1991) isticu da prisustvo polutanata u zZivotnoj sredini
moze uticati i na veliCinu areala i distribuciju vrsta senzitivnih na njihovo
prisustvo, pogotovu ako je re¢ o populacijama na marginama distribucije koje
imaju malu geneti¢ku varijabilnost. Sposobnost tih vrsta da nasele neko staniste
bi¢e ozbiljno ugrozena, ukoliko genetiCka varijansa bude naglo izgubljena zbog
lokalnog zagadenja. Znatno gora situacija nastaje u slucaju difuznog

rasprostranjenja polutanta, §to moze dovesti do gubitka populacija senzitivnih
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vrsta u Sirokom podrucju. Trajanje selekcije i tako nastala izmenjena geneticka
varijansa, uti¢u na mogucnost pojave evolucionih odgovora koji ¢e i¢i u pravcu

razvijanja netolerantnosti.

Uspesna adaptacija takode zavisi od NOEC vrednosti (najvece vrednosti
koncentracije polutanta na kojima se ne primecuju efekti prisustva, engl. No
Observed Effect Concentration) 1 heritabilnosti karakteristike znacajne za
evoluciju tolerantnosti na prisustvo metala. Vrste sa niskim NOEC vrednostima
(visoko senzitivne), mala heritabilnost i dugo vreme generacije jesu uslovi u
kojiima se moze desiti izumiranje vrste, odnosno, te vrste imaju visok rizik za
nestajanje sa datog podrucja. Ukoliko koncentracija metala i dalje raste i to
velikom brzinom, adaptacija moZe biti ograni¢ena samo na one vrste sa velikim
evolutivnim potencijalom, §to je odredeno major genima za tolerantnost na
prisustvo metala (Posthuma and Van Straalen, 1993). Cena odrzavanja
tolerantnosti ili koriS¢enja njenih mehanizma moze Cak obezvrediti dobit
populacije zbog povecanja tolerantnosti ukoliko su resursi ograniceni. To znaci da
vrste sa fizioloski skupim mehanizmom za tolerantnost (negativna korelacija
izmedu komponenti adaptivne vrednosti i tolerantnosti) imaju veéi rizik da
nestanu od vrsta koje funkcioniSu suprotno. Prisustvo razlicitih vrsta adaptiranih
na kontaminirana stanista ukazuje da geneticka varijansa kod tih vrsta dozvoljava
brzu adaptaciju, ocigledno bez cene koja bi ih ogranicavala (e.g. O.cincta, D.

melanogaster).

Niska heritabilnost moZze ograniCiti adaptivne odgovore na promene
zivotne sredine. Ipak, laboratorijske studije ukazuju da nivo naslednog dela
varijanse moze da se razlikuje izmedu populacija i vrsta, Sto znacCi da one
evoluciono ne odgovaraju na isti nacin (Hoffmann i sar., 1995). Razlike u
heritabilnosti mogu odrazavati razlike u sredinskoj i/ili geneti¢koj varijansi koju
Cine aditivna, dominantna i epistaticka varijansa. Istrazivanja su uglavnom
usmerena na predvidanja kako se te komponente mogu menjati sa sredinom i
varirati izmedu populacija, vrsta i osobina. Stresni uslovi obi¢no povecavaju i

nivo heterozisa i efekat inbridinga (Barlow, 1981). Takode, maternalno nasledeni
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efekti su vazni zbog toga Sto mogu dovesti do vremenskog zaostajanja u odgovoru
populacije na selekciju, uti¢u¢i tako i na nivo evolucionih promena (Kirkpatric

and Lande, 1989).

Mnoge studije naglaSavaju interakciju izmedu kvantitativnih osobina i
faktora zivotne sredine. Tehnika multipne regresije, razvijena od strane Landea i
Arnolda (1983), omogucava identifikovanje pravaca delovanja selekcije u
prisustvu genetickih interakcija izmedu osobina. Sli¢ne pristupe u proucavanju
delovanja selekcije i interakcija koje postoje izmedu osobina koje utiCu na
adaptivnu vrednost nalazimo u radovima Crespi i Booksraina (1988) i

Kingsolvera i Schemskea (1991).

Modeli mogu biti jo§ komplikovaniji ukoliko se uzme u obzir pristup po
Landeu i Arnoldu. Analizom efekata selekcije identifikuju se osobine na koje
deluje prirodna selekcija u razli¢itim situacijama (Kingsolver and Schemske,
1991), mada to obi¢no ukljucuje analizu fenotipa pre nego rezultate ukrStanja.
Mitchell-Olds 1 Bergelson (1990) su pokazali da karakteristike ranog Zivotnog
ciklusa mogu da uticu na adaptivnu vrednost kasnije u zivotu, ali da postoji mala
geneticka varijansa za te karakteristike, tako da se geneticke promene ne oc¢ekuju.
Ovi pristupi su dobar nacin za utvrdivanje pravaca delovanja selekcije, posebno

kada su ukljucene geneticke analize.

Ekspresija mnogih osobina je plasti¢na tj. fenotipski se menja u zavisnosti
od uslova sredine. Obim tih promena moze biti geneticki kontrolisan 1 samim tim
moze biti objekt na koga deluje prirodna selekcija. Neki autori (Scheiner and
Lyman, 1991; Schlichting, 1986) su predocili da su geni za plasticnost odvojeni
od onih koji uticu na srednje vrednosti osobina i moraju biti u funkciji odgovora
genotipova na sredinske uslove ili normu reakcije (DeJong, 1990; Gavrilets and
Scheiner, 1993). Drugi, a posebno Via (1994), su tvrdili da su ovakvi modeli
nespojivi sa kvantitativno-genetickom teorijom plasti¢nosti, koji podrazumevaju
selekciju unutar sredine (Gomulkiewicz and Kirkpatrik, 1992; Via and Lande,

1985).
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Geni koji specificno kontroliSu plasticnost postoje. Na primer, mnoge
Zivotinje povecavaju svoju tolerantnost na stres nakon prethodnog izlaganja
subletalnim uslovima. Geni koji uticu na takve aklimacione odgovore mogu dobro
delovati na njih, nezavisno od srednje vrednosti svojstva §to moze biti testirano
selekcionim eksperimentima ili poredenjima izmedu grupa (Hoffmann, 1991;
Krebs and Loeschcke, 1994). S druge strane, usmeravanjem istrazivanja na
selekciju koja se deSava u odredenim sredinama, mogu se proucavati nastala
uzajamna ogranicenja izmedu osobina. Ukoliko geni koji imaju uticaj na
komponente adaptivne vrednosti u jednoj sredini imaju sli¢an efekat u drugoj, ovo
¢e generisati pozitivne geneticke korelacije. Geni koji imaju suprotan efekat mogu
generisati negativne geneticke korelacije izmedu sredina, iako ovo moze zavisiti i

od toga da li je populacija u genetickoj ravnotezi ili ne (Houle, 1991).

Pojedine studije ispoljavanja osobina pod varijabilnim uslovima ukazuju
na pozitivnu geneticku korelaciju izmedu sredina (Schlichting, 1986; Ebert et al.,
1993; Etges, 1993; Andersson and Shaw, 1994). Ipak, razlike izmedu sredina su
Cesto male 1 vecina eksperimenata je izvodena pod veStackim uslovima.
Negativne geneticke korelacije se mogu na¢i kod zivotinja kao $to su rakovi

(Rawson and Hilbish, 1991) i leptiri (Windig, 1994).
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2. CILJ RADA

Na promenu hemijskih uslova staniSta gubara posebno Stetno utiCe sve
intezivnija emisija teSkih metala u zivotnu sredinu. Medu njima, po obimu
toksi¢nih efekata koje prouzrokuje na razliitim nivoima bioloSke organizacije,
kadmijum spada u grupu najpotentnijih polutanata. Njegova koli¢ina se povecava

zahvaljujudi intezivnhom antropogenom uticaju na zivotnu sredinu.

Budu¢i da potencijal evolucionih promena fenotipskih osobina i njegove
plasticnosti zavisi od konkretnih karakteristika Zzivotne sredine, i da je
antropogeno zagadenje prirodnih staniSta gubara u velikom porastu, pokazala se
neophodnom eksperimentalna procena efekta kadmijuma na performasu jedinki i
¢itave populacije. Cilj ove doktorske disertacije je sagledavanje obrazaca
evolucione istorije gubara (Lymantria dispar L.) u odnosu na prisustvo

kadmijuma, sa procenom specifi¢ne geneticke arhitekture populacije.

Specificni ciljevi ove doktorske disertacije su:

1. Utvrdivanje efekta hroni¢nog delovanja kadmijuma wu razliitim
koncentracijama na osobine adaptivne vrednosti kod larvi, lutki i adulta
gubara oba pola, 1 procena heritabilnosti u Sirem smislu za ispitivane osobine

u uslovima prisustva stresora (kadmijum).

2. Ispitivanje varijabilnosti fenotipske plasticnosti, indeksa fenotipske
plasti¢nosti, koeficijenta varijacije, heritabilnosti plasticnosti i heritabilnosti
svojstva za osobine adaptivne vrednosti kod larvi, lutki i adulta gubara oba
pola gajenih u prisustvu razlicitih koncentracija kadmijuma u dijeti, u odnosu

na kontrolnu grupu.
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3. Analiza vrednosti koeficijenata fenotipskih korelacija izmedu osobina

adaptivne vrednosti u kontrolnoj i eksperimentalnim grupama sa razli¢itim

koncentracijama kadmijuma u vestackoj dijeti.

Analiza genetickih korelacija izmedu osobina u okviru svake eksperimentalne
grupe, izmedu eksperimentalnih grupa za razliCite osobine adaptivne
vrednosti, i izmedu polova gubara tokom trajanja larvenog razvica, razvica

lutke i adultnog perioda Zivota.

Procena odgovora larvi, lutki i adulta gubara iz razli¢itih eksperimentalnih
grupa na delovanje selekcije u uslovima stresa izazvanog prisustvom
kadmijuma, ispoljene plasticnosti osobina u odgovoru na selekciju i razlika
plasti¢nosti usled adaptacija na uslove stresa, kao i procena eventualnih

ogranicenja cenom plasti¢nosti odgovora.

Ispitivanje promena u komponentama antioksidativnog sistema gubara u
razli¢itim periodima razvica i stepena odbrane u uslovima delovanja

oksidativnog stresa izazvanog prisustvom kadmijuma.

26



3. MATERIJAL I METODE

3.1. Biologija vrste - Lymantria dispar

Gubar, Lymantria dispar, pripada familiji Lymantriidae, redu Lepidoptera.
Njegovo rasprostranjenje obuhvata umerene regione istoka i1 severozapada
Severne Amerike, Evrope, severa Afrike, zapadne i isto¢ne Azije i Japana (Odell i
sar., 1985; Pogue i Schaefer, 2007). Lepidoptere su holometabolni insekti $to
zna¢i da imaju kompletnu metamorfozu. Larve se transformiSu u lutke, a one

zatim metamorfoziraju u adulte.

Gubar je poznat po svojoj Stetnosti za Sumske ekosisteme i fluktuaciji u
brojnosti svojih populacija tokom koje prolazi kroz nekoliko faza: latenca,
progradacija, kulminacija i retro(post)gradacija (Elkinton & Liebhold, 1990).
Spada u polifagne insekte. Broj biljnih domacina se procenjuje na preko 500 vrsta
u okviru 73 familije (Lance, 1983; Liebhold et al., 1995). Imaju izrazeni seksualni
dimorfizam. Muzjaci su braon obojenih krila sa crnim prugama a zenke sa belim
ili bez krilima sa crnim prugama. Druge morfoloske razlike uocavaju se na nivou
antena: kod muzjaka antene su peraste za razliku od zenki koje imaju prave
antene. Abdomen zZenki je mnogo robustniji od abdomena muzjaka i ispunjen je u
potpunosti jajima. Leptiri se izlezu iz lutki od juna do avgusta, u zavisnosti od
geografskih i1 klimatskih karakteristika areala i efekta gustine. Kada je gustina
populacije larvi visoka, razvice je Cesto ubrzano. Muzjaci se izlezu iz lutki 1-2
dana pre zenki i, za razliku od njih, imaju sposobnost letenja. S obzirom da su
adulti odmah reproduktivno sposobni, parenje se uglavnom deSava u roku od 10
minuta od izleganja. Kada je parenje zavrSeno, zenke su spremne za polaganje
jaja. Inace, muzjaci mogu oploditi vise zenki dok se zenke retko pare vise puta,
tako da jedno leglo predstavlja potomstvo jednog muzjaka i jedne Zenke (ful-sib
familija). Gubari zive u proseku oko nedelju dana. Digestivni sistem adulta nije

funkcionalan 1 oni se ne hrane.
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U stadijumu jajeta provode 8 do 9 meseci. Gubari imaju jednu generaciju
godisnje 1 zenke obi¢no polazu jaja u grupi (leglo), a vecina jaja se polozi tokom
prvih 24 sata. Ukoliko se ovipozicija prekine usled uznemiravanja, Zenka
zapoCinje polaganje u novom leglu-grupi. Jaja su prekrivena dladicama sa
abdomena zenke i1 imaju funkciju zastite od predatora i parazita, a takode i zastite
od niskih temperatura. Broj poloZenih jaja varira od nekoliko stotina do 1000 jaja
pod optimalnim uslovima. Jaja se obi¢no polazu na stablima drveca i to na
tamnim mestima koja pruzaju zaklon, mada se mogu na¢i i na listovima, stenama,

panjevima i drugim mestima.

Razvi¢e embriona u jajima se nastavlja odmah po zavrSenoj ovipoziciji i
larve su potpuno formirane u jajima nakon mesec dana od ovipozicije. Razvice se
tu zaustavlja i nastaje dijapauza. Larva redukuje sadrzaj vode kao vid zastite od
smrzavanja. U prolece, kao odgovor na temperaturne promene, dolazi do
aktivacije 1 ponovnog usvajanja vode. Larva se probija kroz horion jajeta i to

obi¢no u vreme kada se pojavi i prvo lis¢e na drvecu.

Izleganje larvi i njihova aktivnost povezani su sa vremenskim uslovima,
odnosno temperaturom. Tek izleZzene larve obi¢no ostaju u blizini legla koje
koriste kao zastitu u slucaju kiSnog vremena ili zahladenja i pada temperature
ispod 7 °C. Larve pokazuju osobine pozitivhog fototropizma i negativhog
geotropizma. Larve se hrane lis¢em biljaka uglavnom u toku svetlog dela dana,
posebno tokom ranog jutra i kasnog podneva. Ritam ishrane se menja kako larva
postaje starija i kod starijih larvi, a narocito na visokoj gustini populacije, ishrana

postaje i no¢na aktivnost (Lance et al.,1986).

U toku svog razvica larva prolazi kroz periode presvlacenja. U pripremi za
presvlacenje, koje se desava u proseku svakih nedelju dana, larva prestaje sa
ishranom, deponuje mnogo viSe svilenih niti kojima se pricvrséuje za list ili
stablo, 1 prazni svoje crevo. Stara kutikula puca i izlazi nova larva. Larve gubara,
zavisno od uslova zivotne sredine, pokazuju plasticnost u broju stupnjeva.
Najcesce muzjaci imaju pet stupnjeva, a zenke Sest, ali broj stupnjeva moze biti i

devet (Jodal i sar., 1997; Wermelinger i Bauman, 1998). Presvlacenje je pod
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kontrolom hormona koji zavise od mnogih faktora, uklju¢ujuéi i ishranu. Rast i
razvice larvi zavisi od abioti¢kih faktora, kao §to su temperatura i vlaznost, ali i

biotickih, kao §to su kvantitet i kvalitet hrane, prisustvo parazita i patogena itd.

Ishrana larvi se, naravno, povecava prelaskom larvi u viSe larvene
stupnjeve tako da Zenke u poslednjem larvenom stadijumu pojedu vise hrane nego
u svim prethodnim razvojnim stupnjevima zajedno. Odabir mesta za odmor bitno
utiCe na prezivljavanje, pogotovo u malim populacijama. Po zavrSetku larvenog
razvica larve prestaju da se hrane, prazne crevo, okruzuju se svilastom mrezom i
poc¢inju da se kontrahuju u duzini. Prepupalni period traje oko dva dana sa

prepupama koje ostaju relativno mirne unutar svilaste mreze.

Prepupalni period se zavrSava kada kutikula puca duz srediSnje dorzalne
linije i lutka izlazi kroz larvenu kutikulu. Boja kutikule lutke je svetlo zelena, ali
za nekoliko Casova ona dobija na ¢vrstini i1 postaje braon obojena. Razvice lutke
traje u proseku oko dve nedelje kada postaju spremne za morfogenezu (Leonard,
1981). Po zavrSetku razvi¢a u stadijumu lutke, adulti pocinju da diSu, narastaju 1
kidaju lutkinu kutikulu. Adulti su u potpunosti formirani, osim krila koja se u
potpunosti razvijaju tek po izlasku iz lutki. Razvi¢e gameta u oba pola zapocinje u
kasnijim larvenim stupnjevima tako da novoizlezeni leptiri imaju ve¢ formirane

gamete.

3. 2. Eksperimentalne grupe i uslovi gajenja

Legla gubara koja su koriS¢ena u eksperimentima, sakupljana su na
razli¢itim lokalitetima. Legla su po sakupljanju cuvana u frizideru na 4°C do
piljenja koje je postavljeno pocetkom maja. Sa legala su uklanjane dlacice i
izvrSena je povrSinska sterilizacija jaja drzanjem 5 minuta u 0.1% natrijum
hipohloritu (varikina), posle ¢ega su ispirana u destilovanoj vodi i osuSena na

vazduhu, §to ima poseban znacaj za prevenciju kontaminacije gljivama.
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Jaja su prebacena u prostoriju sa konstantnim uslovima za piljenje, na
temperaturu od 23°C i fotoperiod 12h svetla: 12h tame. Jedinke ispiljene iz
svakog legla gajene su u plasticnim Petri posudama zapremine 80 ml - 10 larvi do
prvog presvlacenja, a zatim pojedina¢no od ulaska u drugi stupanj. Hrana je

menjana svakodnevno.

Ispitivanje toksi¢nog efekta kadmijuma na komponente adaptivne

vrednosti 1 sistem antioksidativne zaStite organizovano je u dva eksperimenta:

1. Eksperiment I — Efekat kadmijuma na osobine adaptivne vrednosti ispitivan je
na 30 legala populacije gubara sakupljenih u oktobru 2003. godine na podrucju
Lipovacke Sume, hrastove Sume sladuna i cera (Quercus frainetto Tenore,
Quercus cerris L.) nadomak Beograda, a gajenih u laboratorijskim uslovima
tokom 2004. godine.
2. Eksperiment II — Efekat kadmijuma na enzime antioksidativne zastite ispitivan
je na populaciji gubara Cija su legla sakupljana tokom oktobra 2006. godine u
gazdinskoj jedinici Levacke Sume, Carina, koja je takode pod hrastom sladunom i
cerom, a gajenih u laboratorijskim uslovima tokom 2006. godine.

U oba eksperimenta jedinke su hranjene veStackim supstratom (O’Dell et
al., 1985), bez (kontrolna grupa - K) i sa kadmijumom. Kadmijum je dodavan u
vidu kadmijum nitrata Cdy(NOs);. Za ispitivanje uticaja kadmijuma na
komponente adaptivne vrednosti primenjene su tri koncentracije kadmijuma: 10
(C1), 30 (C2) i 50 (C3) ug Cd/ g suve mase hrane. Za ispitivanje uticaja
kadmijuma na sistem antioksidativne zaStite primenjena je koncentracija
kadmijuma za koju se u prvom eksperimentu pokazalo da ima znac¢ajan efekat na
ve¢inu komponenti adaptivne vrednosti, a to je 50 (C3) pg/ ml rastvora

Cd(NO3)s.
Odredivane su sledec¢e komponente adaptivne vrednosti:

1. trajanje larvenog razvica,
- LR, — trajanje prvog stupnja larvenog razvi¢a (od piljenja do prvog

presvlacenja)
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LR, — trajanje drugog stupnja larvenog razvica (od piljenja do drugog
presvlacenja)

LR,.; — trajanje treCeg stupnja larvenog razviéa (od piljenja do treceg
presvlacenja)

LR,4 — trajanje Cetvrtog stupnja larvenog razvica (od piljenja do Cetvrtog
presvlacenja)

LR,.s — trajanje petog stupnja larvenog razvica (od piljenja do petog
presvlacenja)

LR, — trajanje Sestog stupnja larvenog razvica (od piljenja do Sestog
presvlacenja)

LRs — trajanje petog stupnja razvi¢a (period od Cetvrtog do petog presvlacenja
za zenke, odnosno, od Cetvrtog presvlacenja do ulutkavanja za muzjake),

LRs — trajanje Sestog stupnja razvica (period od petog presvlacenja do
ulutkavanja kod zenki),

L — trajanje razvica lutke (od ulutkavanja do izleganja adulta)

. ML — masa lutke tre¢eg dana od ulutkavanja,

DZ — duzina Zivota adultnih jedinki (od ispiljavanja adulta do uginuéa).

Presvlacenje larvi, ulutkavanje i izleganje adultnih jedinki praceno je

svakodnevno tako da je greska u odredivanju trajanja razvica i duZzine Zivota

adulta +/- 1 dan. Odredene su i aktivnosti i koli¢ina slede¢ih komponenti

antioksidativnog sistema zastite:

superoksid dismutaza (SOD),
katalaza (CAT),

askorbat peroksidaza (APx),
ukupni glutation (GSH),
glutation reduktaza (GR),
glutation S transferaza (GST) i
koli¢ina slobodnih SH grupa.
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3.3. Biohemijske metode

3.3.1. Priprema homogenata

Vrednosti komponenti antioksidativne zastite odredivane su iz grubih
homogenata celih larvi. Larve su po dostizanju odredenog stupnja zrtvovane
potapanjem u tecnom azotu i to larve od prvog do cetvrtog stupnja drugog dana,
larve petog, Sestog stupnja i lutke treceg dana, a adulti istog dana po izleganju.
Larve su potom upakovane i stavljene u zamrziva¢ na -24°C do pravljenja
homogenata. Larve su homogenizovane (broj obrtaja i trajanje pulsa u
sekundama) na ledu u saharoznom puferu (pH 7, 100 mg sveze mase larvi na 2 ml
pufera). Homogenati su zatim sonifikovani (frekvencija i trajanje pulsa u
sekundama) 1 centrifugirani na ultracentrifugi na X g, , na 4°C. Supernatant je

izdvojen 1 zamrznut na -24°C do izvodenja reakcija.

3.3.2. Odredivanje koncentracije proteina u uzorcima

Koncentracija proteina je odredivana po Bradfordovoj metodi (Bradford

M.M.,1976) koris¢enjem govedeg serum albumina kao standarda.

3.3.3. Odredivanje aktivnosti komponenti antioksidativne zastite

3.3.3.1. Odredivanje aktivnosti superoksid dismutaze

Odredivanje aktivnosti ovog enzima vrSena je po metodi Mistra i
Fridovicha (1972). Princip metode se sastoji u sposobnosti SODa da sprecava
autooksidaciju adrenalina u adrenohrom u baznoj sredini. Konverziju adrenalina u
adrenohrom prati oslobadanje superoksid anjon radikala, koji ubrzavaju reakciju
autooksidacije. Brzina autooksidacije adrenalina prati se spektrofotometrijski
preko promene apsorpcije na talasnoj duzini od 480 nm i temperaturi od 25° C.
Jedinica aktivnosti superoksid dismutaze je ona koli¢ina proteina koja uzrokuje

inhibiciju 50% brzinu autooksidacije adrenalina i izraZzava se kao U/ mg proteina.
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3.3.3.2. Odredivanje aktivnosti katalaze

Aktivnost ovog enzima odredena je po metodi Beutler-a (1982) u
supernatantu uzorka tkiva gubara, nakon centrifugiranja. Princip metode se sastoji
u spektrofotometrijskom pracenju opadanja ekstinkcije na 230 nm, usled
razgradnje H,O, standardne koncentracije (10 mM) koji na ovoj talasnoj duzini
ima maksimum apsorpcije. Jedinica aktivnosti je definisana kao broj uM H202
redukovanih u minutu, a vrednosti za aktivnost ovog enzima izrazavaju se u U/

mg proteina.

3.3.3.3. Odredivanje aktivnosti glutation reduktaze

Aktivnost ovoga enzima odredivana je po metodi Glatzle et al (1974).
Glutation reduktaza katalizuje reakciju redukcije oksidovanog glutationa uz
potrosnju NADPH. Oksidacija NADPH se prati spektrofotometrijski na 340 nm.
Jedinica aktivnosti je definisana kao broj nM NADPH oksidovanih u minuti i

izrazava se kao U/ mg proteina.

3.3.3.4. Odredivanje aktivnosti glutation S transferaze

Aktivnost ovog enzima odredivana je po metodi Habig et al. (1974).
Glutation S transferaza katalizuje konjugaciju 1-hloro-2,4-dinitrobenzena
(CDNB) sa SH grupom glutationa. Nastali kompleks CDNB-glutation apsorbuje
svetlost na 340 nm. Aktivnost enzima se odreduje pracenjem promena apsorbance

na ovoj talasnoj duzini po minuti. Ona se izrazava u nM GSH/ min/ mg proteina.
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3.3.3.5. Odredivanje kolicine ukupnog glutationa

Odredivanje koli¢ine ukupnog glutationa (redukovanog GSH 1
oksidovanog GSSG), radeno je po metodi Griffitha (1980) u homogenatima u
kojima su proteini stalozeni sulfo-salicilnom kiselinom. Metoda se zasniva na
recikliraju¢oj proceduri gde se naizmeni¢no vrsi oksidacija GSH sa DTNBom
(5,5 ditio-bis-2 nitrobenzoicnom kiselinom) i redukcija NADPH uz prisustvo
glutation reduktaze. Brzina formiranja 2-nitro-5 tiobenzoeve kiseline prati se
merenjem apsorpcije na 412nm. Izracunavanje koli¢ine glutationa se vrsi u

poredenju sa standardom i izrazava se u uM/ g tkiva.

3.3.3.6. Odredivanje aktivnosti askorbat peroksidaze

Odredivanje aktivnosti askorbat peroksidaze radeno je po metodi Hossain
and Asada (1984). Merenje apsorbance na 290 nm u toku dva minuta vrSeno je na
sobnoj temperaturi posle dodavanja vodonik peroksida. U reakcionoj smesi je kao
inhibitor katalaze iz uzorka kori§¢en aminotriazol. Koli¢ina askorbat peroksidaze

izrazava se u nmol/ mL/ min proteina.

3.3.3.7. Odredivanje aktivnosti slobodnih SH grupa

Odredivanje ukupne koli¢ine slobodnih SH grupa vrSeno je po Elmanovoj
metodi (Ellman, 1959), koris¢enjem GSH kao standarda. Koli¢ina slobodnih SH

grupa u uzorku je izrazena u nM / ml.

3.4. Statisticke metode

Statisticka analiza rezultata eksperimenata uradena je koriS¢enjem
statistickog kompjuterskog programa STATISTICA 5 i SAS (izdanje 9.1.3.,
Service Pack 4, SAS Institute Inc, Covy, NC, USA, 2002-2003).
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Znacajnost razlika srednjih vrednosti ispitivanih osobina komponenti
adaptivne vrednosti izmedu eksperimentalnih grupa (K, C1, C2 i C3) za mlade
larvene stupnjeve, Zenke i muZjake starijih larvenih stupnjeva, lutki i adulta,
procenjena je jednofaktorskom analizom varijanse i LSD testom. Analiza
varijanse, za komponente adaptivne vrednosti, radena je na log-transformisanim
vrednostima svojstava, dok je za masene mere pre logaritmovanja izracunat treci
koren (Sokal & Rohlf, 1981). Znacajnost razlika u prosecnoj aktivnosti
komponenti antioksidativne zaStite procenjena je jednofaktorskom analizom
varijanse 1 Tukey testom. Poredenje heritabilnosti je izvrSeno sa z-
transformisanim vrednostima, a znacajnost razlika procenjena t-testom.
Komponente fenotipske varijanse, geneticka i sredinska varijansa, procenjene su
na osnovu srednje vrednosti kvadrata odstupanja (MS) unutar legala i izmedu

legala, koriS¢enjem formule za nebalansirani full-sib dizajn (Becker, 1984).

Dvofaktorska ANOVA je koriS¢ena za odredivanje znacajnosti genetickih
1 sredinskih efekata na osobine adaptivne vrednosti. Procenjivan je efekat faktora
prisustva kadmijuma u vestackoj dijeti (K- kontrola, C1, C2, C3, razliCite
koncentracije kadmijuma u hrani) i pola na komponente adaptivne vrednosti i
nivo aktivnosti komponenti antioksidativnog sistema odbrane. Dvofaktorskom
analizom varijanse odredivana je i zna¢ajnost efekta kadmijuma u hrani 1 pola, na
varijabilnost fenotipske plasticnosti u okviru svake sredine (razlicite koncentracije
kadmijuma u dijeti) u odnosu na kontrolnu grupu tokom razvi¢a, kod larvi do 4.
stupnja razvi¢a 1 kod muzjaka i Zenki starijih razvojnih stupnjeva, lutki i adulta.
Znacajna interakcija “pol [1 Cd* ukazuje na postojanje varijabilnosti fenotipske

plasti¢nosti u populaciji.

Odredivanjem komponenata fenotipske varijanse u dvofaktorskoj analizi
varijanse izvrSena je procena fenotipske plasti¢nosti (8p12), heritabilnosti svojstva
(hy®) i heritabilnosti plasti¢nosti (hplz) za komponente adaptivne vrednosti kod

mladih i starijih larvenih stupnjeva, lutki i adulta (Scheiner & Lyman, 1989).

Vrednosti fenotipskih i genetickih korelacija dobijeni su preko Pirsonovog

proizvoda momenata izmedu vrednosti osobina nezavisno od genotipa (legla),
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odnosno izmedu srednjih vrednosti osobina po leglima (Sokal & Rohlf, 1981).
Fenotipske korelacije su odredivane u okviru razlicitih sredina (hrana bez dodatka
kadmijuma — kontrola K; i razli¢itim koncentracijama kadmijuma C1, C2 i C3)
kao 1 izmedu sredina kod Zenki i muzjaka starijih larvenih stupnjeva, lutki i
adulta. Geneticke korelacije su odredivane izmedu sredina i u okviru razli¢itih
sredina kod mladih larvenih stupnjeva kao i kod zenki i muzjaka starijih larvenih
stupnjeva, lutki i1 adulta, kao 1 izmedu polova u okviru razli¢itih sredina.
Znacajnosti ovih korelacija, kao 1 znacajnost razlika izmedu grupa, testirane su z-

testom.

Indeks fenotipske plasti¢nosti izra¢unat je prema Cepliku (Cheplick, 1995)
i Liju (Li et al., 2001). Za poredenje indeksa fenotipske plasti¢nosti razli¢itih
osobina izmedu razli¢itih sredina, kao i izmedu polova, koristi se Vilkoksonov
test. Uradeni su i koeficijenti varijacije, a znacajnost razlika u variranju indeksa

utvrdena je F-testom.

Fenotipska plasticnost je izracunata kao apsolutna vrednost razlika
srednjih vrednosti posmatrane osobine u kontroli i tretmanu, u okviru svakog
genotipa. Zatim je jednofaktorskom analizom varijanse izvrSena procena
znacajnosti razlika srednjih vrednosti plasti¢nosti osobina adaptivne vrednosti. Za
meru adaptivne vrednosti koriS¢ene su osobine: ukupno larveno razvi¢e (LR),
masa lutke (ML), razviée lutke (L) i duzine Zivota adulta (DZ). Relativna
adaptivna vrednost je procenjena kao koli¢nik apsolutne i prosecne apsolutne
adaptivne vrednosti u dvema sredinama (K 1 C1, C2, C3). Analiza adaptivne
plasti¢nosti uradena je regresijom relativne adaptivne vrednosti za duzinu zivota

kao merom fitnesa u odnosu na ostale komponente fitnesa gubara (LR, ML, L).

Analizom kovarijanse testirana je znacajnost razlika regresionih
koeficijenata izmedu razli¢itih sredina u okviru ispitivanih populacija (HK-HT,
BK-BT), kao i izmedu grupa larvi iz razli¢itih populacija gajenih na kontrolnoj ili

na dijeti sa dodatkom taninske kiseline (HK-BK, HT-BT).
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Za kvantifikovanje intenziteta selekcije koja deluje na osobine adaptivne
vrednosti, u razli¢itim uslovima sredine (K, C1, C2, i C3), procenjeni su
standardizovani selekcioni gradijenti koji u jedinicama fenotipske standardne
devijacije kvantifikuju efekat svake od osobina na relativnu adaptivnu vrednost
(Lande & Arnold, 1983). Za meru adaptivne vrednosti uzeta je osobina duZzina

Zivota adulta (DZ).

Intenziteti i pravci selekcije procenjeni su metodom parcijalne regresije
relativne adaptivne vrednosti na standardizovane vrednosti osobina, njihove
kvadrate i1 proizvode, koris¢enjem SAS GLM procedure (SAS 9.1.3. Service Pack
4). Linearni selekcioni gradijent (”) je mera intenziteta direkcione selekcije koja
moze delovati u smeru povecanja ili smanjenja ispitivane osobine. Nelinearni
selekcioni gradijent (y’) procenjuje znacajnost disruptivne (y>0) ili stabilizacione

selekcije (y<0), koja povecava odnosno smanjuje varijansu date osobine.

Analizom kovarijanse poredena je znaCajnost razlika u selekcionim
gradijentima izmedu kontrolne grupe (K) i grupa gajenih na dijeti sa dodatkom

razli¢ite koncentracije kadmijuma (C1, C2 1 C3).
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4. REZULTATI

4.1. Uticaj kadmijuma na komponente adaptivne vrednosti

U tabeli 1. prikazane su srednje vrednosti 1 standardne greSke za trajanje
prvog larvenog stupnja, kao i trajanja razvica do ulaska u III, IV i V stupnja larvi
gubara koje su gajene na vesStackoj dijeti bez kadmijuma (K) i dijetama sa
dodatkom razli¢itih koncentracija kadmijuma (C1- 10 ng/g, C2- 30 ng/g, C3-50
ng/g suve podloge). Jednofaktorskom analizom varijanse utvrdeno je da prisustvo
kadmijuma u dijeti uti¢e znacajno samo na trajanje razvi¢a od piljenja do ulaska u
V larveni stupanj. Sifovim testom multipnih rangova je utvrdeno da se trajanje
razvica do petog stupnja kod jedinki iz grupe C3 znacajno produzava u odnosu na

jedinke iz grupe C1.

U tabeli 2. su prikazane srednje vrednosti i standardne greske za osobine
adaptivne vrednosti kod larvi, lutki i adulta gubara oba pola u sve Cetiri
eksperimentalne grupe (K, C1, C2, C3). Kod Zenki se uoc¢avaju znacajne razlike u
trajanju Sestog stupnja larvenog razvic¢a izmedu jedinki iz kontrolne grupe i grupa
hranjenih dijetom sa razli¢itim koncentracijama kadmijuma. Medutim, Sifov test
multipnih rangova nije pokazao da izmedu pojedinacnih parova analiziranih grupa

postoje statisti¢ki znacajne razlike za ovu osobinu.

Jednofaktorska analiza varijanse je, takode, pokazala da prisustvo
kadmijuma znacajno utice na masu lutke, trajanje razvica lutke i duZini Zivota
adultnih Zenki. Sifov test multipnih rangova ukazuje da se eksperimentalna grupa
C3 znacajno razlikovala u odnosu na ostale grupe po smanjenoj masi. Pomenutim
statistickim analizama je potvrdeno da zenke iz C3 eksperimentalne grupe imaju
znacajno krade trajanje zivota u adultnom periodu, u odnosu na jedinke iz

eksperimentalnih grupa K i C2.

Muzjaci gubara gajeni na dijetama sa i bez kadmijuma se statisticki

znacajno razlikuju jedino u masi lutke. Naime, muzjaci iz eksperimentalne grupe
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Tabela 1. Srednje vrednosti (X ) i standardne greske (SE) za trajanje razvica larvi od prvog do Cetvrtog stupnja, gajenih na vestackoj dijeti bez
(K) i dijeti sa dodatkom razli¢itih koncentracija kadmijuma (C1, C2, i C3). Znacajnost razlika izmedu grupa odredena je analizom
varijanse (F vrednosti). Objasnjenje za skracenice iz tabele dato je u poglavlju Materijal i metode. n — broj analiziranih jedinki;

**¥P<(.01
Osobina K Cl c2 C3 F (P)
n X+SE n X+SE n X £SE n X+SE
LR, 212 12.46+0.21 205 12.03+£0.24 190 11.74+0.24 160 11.87+0.28 1.42
LR, 203 17.15+0.22 202 16.64+0.25 192 16.37+0.26 157 16.95+0.32 1.31
LR;3 206 22.86+0.22 201 22.38+0.22 195 22.35+0.25 156 23.15+0.29 2.04
LR 4 205 28.82+0,24* 202 28.06+0.24" 189 28.51+0.25% 149 29.43+0.28" 4.49%*

a, b — vrednosti oznagene razli¢itim slovima su znacajno razli¢ite (Sifov test multipnih rangova)
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Tabela 2. Srednje vrednosti (¥ ) i standardne greske (SE) za osobine adaptivne vrednosti kod larvi, lutki i adulta zenki i muzjaka gubara,
gajenih na vestackoj dijeti bez (K) i dijeti sa dodatkom razli¢itih koncentracija kadmijuma (C1, C2, C3). Znacajnost razlika izmedu
grupa odredena je jednofaktorskom analizom varijanse (F vrednosti). Objasnjenje za skradenice iz tabele dato je u poglavlju
Materijal i metode. n — broj analiziranih jedinki; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

Pol Osobina K Cl C2 C3 F(P)
n Xsr+SE n Xsr+SE n Xsr+SE n Xsr+SE

zenke LRs 114 6.82:£0.08 102 6.80+0.11 85 6.53+0.12 61 6.72+0.12 2.17
LR, 114 12.98+0.23 103 13.7320.21 85 13.80£0.16 62 13.74+0.32 395%
LR, 116 34.48+0.29 106 34.55+0.38 88 34.2340.40 62 35.60+0.53 1.60
LR, 124 48.63+0.33 110 48.88+0.44 93 48.15+0.42 63 49.87+0.90 0.69
L 123 12.66+0.08 110 12.4240.09 92 12.64+0.10 59 12.27+0.10 336%
ML 124 2043.22+37.39% 110 2037.82+44.01" 93 2159.86+46.69" 63 1803.78+56.19" 8.70%**
DZ 119 8.68+0.17% 105 8.32+0.17™ 92 8.97+0.19° 58 7.90+0.31" 4.99%%

muzjaci | LRs 85 11.06+0.32 102 11.98+0.29 98 12.20+0,23 78 12.59+0,23 1.96
LR, 85 42.36+0.43 102 42.3240.50 99 41.50+0.39 78 43.28+0.49 1.95
L 84 14.98+0.14 102 14.64+0.12 99 14.52+0.10 73 14.64+0.14 2.26
ML 85 502.46+10.07" 102 487.51£9.39" 99 488.66+9.80" 78 433.20+10.45" 9.66%**
DZ 84 4.49+0.12 101 4.440.09 97 4.66+0.16 70 4.39+0.11 1.75

a, b — vrednosti oznagene razli¢itim slovima su znacajno razli¢ite (Sifov test multipnih rangova)
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C3 imaju znacajno manju masu u odnosu na muzjake iz ostale tri eksperimentalne
grupe. U ostalim osobinama adaptivne vrednosti nema statisticki znacajnih razlika

izmedu eksperimentalnih grupa.

Dvofaktorska analiza varijanse (Tabela 3) je pokazala polno specifi¢ne
razlike u trajanju petog stupnja. Peti stupanj traje krace kod zenki nego kod
muzjaka. Takode, uocava se znacajan efekat interakcije ,,pol X Cd* $to ukazuje da
se u osetljivosti ove osobine na prisustvo kadmijuma u hrani, muzjaci i Zenke
znacajno razlikuju. Kod muzjaka se, za razliku od zenki, trajanje petog larvenog
stupnja produzava sa povecavanjem koncentracije kadmijuma prisutnog u hrani.
Na znacajne razlike u trajanju larvenog razvi¢a do petog stupnja, trajanju razvica
lutke, masu lutke i duzinu Zivota adulta kod gubara, znacajno uti¢e pol, ali i

prisustvo kadmijuma u hrani.

Muzjaci gubara imaju znacajno duze trajanje larvenog razvi¢a do petog
stupnja i razvica lutke u odnosu na zenke, dok se kod Zenki uocava znacajno veca
masa lutke i adultna duzina zivota u odnosu na muzjake. Nacelno, larveno razvice
do petog stupnja u proseku traje duze kod oba pola u eksperimentalnim grupama
tretiranim kadmijumom u odnosu na jedinke gajene u kontrolnim uslovima iako
nije detektovana statisticka znacajnost ovih razlika. Masa lutke je manja kod oba
pola u grupama tretiranim kadmijumom u poredenju sa kontrolom. Muzjaci ne
pokazuju statisticki znacajan efekat kadmijuma na brzinu razvica lutke i duzinu
zivota. S druge strane, statisticki znacajno skracenje zivota zenki tretiranih
kadmijumom, posebno na visokim koncentracijama ovog elementa, ukazuje na

polno specifi¢ne razlike u osetljivosti razvica na uslove stresa u stanistu.

U tabeli 4. prikazane su vrednosti proseka kvadrata odstupanja od srednje
vrednosti osobina adaptivne vrednosti dobijene dvofaktorskom analizom varijanse
kod larvi, lutki, i adulta gubara oba pola za svaku eksperimentalnu grupu
posebno, u odnosu na kontrolnu grupu. Trajanje petog stupnja larvenog razvica

znacajno se razlikuje u zavisnosti od pola u sve tri eksperimentalne grupe i kod
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muzjaka traje duze nego kod Zenki u poredenju sa muzjacima i zenkama

kontrolne grupe. Kod C2 grupe belezi se i znacajan nivo interakcije “pol x Cd”

Sto zna¢i da muzjaci C2 eksperimentalne grupe, u prisustvu kadmijuma,

produzavaju razvi¢e tokom petog larvenog stupnja u odnosu na zenke u poredenju

sa muzjacima i zenkama kontrolne grupe.

Tabela 3. Prosek kvadrata odstupanja od srednje vrednosti za osobine adaptivne vrednosti
pomnozen sa 100 (MS) dobijen dvofaktorskom analizom varijanse, kod larvi, lutki i
adulta zenki i muzjaka gubara, gajenih na vestackoj dijeti bez (K), 1 dijeti sa dodatkom

kadmijuma (C1, C2 ili C3). Pol i koncentracija kadmijuma su fiksirani faktori.
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Osobina Izvor variranja
Pol Cd Polx Cd Greska

df 1 3 3 708
LRs MS 1481.493 0.632 2.442 0.723

F(P) | 606.61%** 0.87 3.38*

df 1 3 3 710
LR, MS 133.302 0.882 0.039 0.229

F(P) | 3452.56*** 3.86%* 0.169

df 1 3 3 718
L MS 80.722 0.363 0.232 0.110

F(P) | 347.71%%* 3.28% 2.10

df 1 3 3 731
ML MS 795,603 1.688 0.202 0.088

F(P) | 3929.83%%* 19.106%** 2.291

df 1 3 3 698
DZ MS 1357.888 4.590 2.149 1.306

F(P) | 631.98%%** 3.51% 0.18




Pol jedinki znacajno utiCe na trajanje larvenog razvi¢a do petog stupnja
kod sve tri eksperimentalne grupe u odnosu na kontrolnu i znacajno je duze kod
muzjaka u odnosu na Zenke. Medutim, na znatno duze trajanje larvenog razvic¢a
do petog stupnja kod muzjaka C3 eksperimentalne grupe u odnosu na Zenke

znacajno utice i prisustvo kadmijuma u ishrani.

Na razlike izmedu Zenki i muzjaka u trajanju razvica lutke utice i pol ali i
prisustvo kadmijuma u ishrani kod sve tri eksperimentalne grupe u odnosu na
kontrolnu bez kadmujuma. Kod muzjaka gubara razvic¢e u stadijumu lutke traje
duze u odnosu na zenke u svim eksperimentalnim grupama u odnosu na
kontrolnu. Odustvo interakcija “pol x kadmijum” ukazuje na to da Zenke i
muzjaci u okviru eksperimentalnih grupa, u pogledu trajanja razvica lutke,

reaguju sli¢no na uslove ishrane.

Masa lutke se razlikuje izmedu polova i zenke imaju znacajno veéu masu
u sva tri tretmana kadmijumom u odnosu na muzjake. Zna¢ajnom smanjenju mase
kod Zenki i muzjaka u C3 eksperimentalnoj grupi u odnosu na kontrolnu grupu
doprinosi prisustvo najvece koncentracije kadmijuma. Kod C2 eksperimentalne
grupe se uocava i prisustvo znacajne intrakcije “pol x Cd” $to znaci da Zenke i
muzjaci kod C2 grupe odgovaraju razli¢ito na prisustvo kadmijuma, i to Zenke

povecanjem mase a muzjaci smanjenjem mase lutke u odnosu na kontrolnu grupu.

Na razlike u duzini zivota adulta, izmedu kontrolne i eksperimentalnih
grupa odgajanih u prisustvu kadmijuma u hrani, presudno uti¢e pol i Zenke zive
znatno duze od muzjaka. Kod C3 eksperimentalne grupe postoji i znacajan uticaj
kadmijuma na duzinu adultnog zivota gubara. Naime, duzina zivota zenki se
znacajno smanjuje u prisustvu najvec¢e koncentracije kadmijuma u odnosu na
kontrolnu grupu, dok se kod muZzjaka uocava skra¢enje duzine Zivota ali bez

statisticke znacajnosti u odnosu na kontrolu.
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Tabela 4. Prosek kvadrata odstupanja od srednje vrednosti za osobine adaptivne vrednosti
pomnozen sa 100 (MS) dobijen dvofaktorskom analizom varijanse, kod larvi, lutki i
adulta gubara oba pola, gajenih na veStackoj dijeti bez (K) i dijeti sa dodatkom
razli¢itih koncentracija kadmijuma (C1, C2, C3). ¥*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Osobina Izvor variranja
Pol Cd Pol x Cd Greska
LRs Cl |df 1 1 1 403
MS 772.847 2.698 2.847 0.862
F(P) | 271.41* 3.13 3.30
C2 | df 1 1 1 384
MS 745.194 0.013 3.348 0.824
F(P) | 222.54* 0.02 4.06*
C3 | df 1 1 1 336
MS 627.753 1.229 2.758 0.723
F(P) | 227.62* 1.70 3.81
LR;s C1 |df 1 1 1 420
MS 78.248 0.023 0.016 0.254
F(P) | 4916.77** 0.091 0.062
C2 | df 1 1 1 384
MS 72.180 0.408 0.055 0.175
F(P) | 1317.00% 2.33 0.31
C3 | df 1 1 1 337
MS 62.048 0.965 0.027 0.177
F(P) | 2322.24% 5.46% 0.15
L Cl | df 1 1 1 416
MS 53.496 0.891 0.002 0.113
F(P) | 27121.98** 7.86%* 0.02




c2 | df 1 1 1 395
MS | 43.226 0.440 0.357 0.109
F(P) | 120.94* 4.02% 327

c3 | df 1 1 1 335
MS | 43.677 1.029 0.028 0.110
F(P) | 1574.11% 9.35% 0.25

ML Cl [df 1 1 1 405
MS | 450.099 0 0.232 0.079
F(P) | 1939.96* 0.001 2.93

C2 |df 1 1 1 398
MS | 434.111 0.042 0.411 0.077
F(P) | 1054.84* 0.55 5.37%*

c3 | df 1 1 1 346
MS | 349.529 3.229 0.053 0.095
F(P) | 6546.31%* 34,07 0.56

DZ Cl |[df 1 1 1 401
MS | 794.609 0.629 0.442 1.011
F(P) | 1796.17* 0.62 0.44

C2 |df 1 1 1 383
MS | 809.249 1.208 0.060 1.322
F(P) | 13389.23%% 0.91 0.05

c3 | df 1 1 1 322
MS | 548.284 6.476 3.222 1.299
F(P) | 170.15* 4.98* 2.48
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4.2. Heritabilnost u §irem smislu

U tabeli 5. je prikazana heritabilnost u Sirem smislu za trajanje I larvenog
stupnja 1 trajanja larvenog razvi¢a do ulaska u III, IV 1 V stupanj. Uocava se
statistiCki znacajna heritabilnost kod svih eksperimentalnih grupa bez obzira da li
su jedinke rasle u kontrolnim uslovima ili na dijetama sa dodatkom razlicitih
koncentracija kadmijuma. Rezultati jasno pokazuju veéi uticaj genetickih faktora
u odnosu na sredinske za trajanje larvenog razvi¢a od prvog do kraja Cetvrtog
stupnja.

Tabela 5. Heritabilnost u Sirem smislu (h’+SE) za trajanje razvi¢a larvi gubara od prvog do
Cetvrtog stupnja, gajenih na vestackoj dijeti bez (K) i dijeti sa dodatkom razlicitih

koncentracija kadmijuma (C1, C2, C3). Broj legala (N) je naveden redom za svaku
osobinu. Znacajnost heritabilnosti je odredena t-testom. ***P<0.001.

Osobina | K(N=26,25,25,25) CI(N=27,27,27,28) C2(N=23,23,23,23) C3(N=20,20,20,20)

LR, 0.386**%+0.148 0.524**%+0.170 0.455%*%+0.165 0.417%%*+0.168
LR, 0.466***+0.163 0.557*%%+0.175 0.444**%+0.163 0.572%%*+(.189
LR;; 0.485%%*+0.165 0.392%*%+(0.149 0.496***+0.170 0.741%**+0.203

LR, 4 0.403%**+(.152 0.423%%*+0.155 0.456%**+0.166 0.876%**+(.208

Poredenjem vrednosti heritabilnosti u Sirem smislu (Tabela 6) uocava se
da jedino jedinke iz eksperimentalne grupe C3 imaju znacajno vecu heritabilnost
u Sirem smislu od kontrolne grupe i to za trajanje larvenog razvic¢a do ulaska u V

stupanj.

U tabeli 7. prikazana je heritabilnost u Sirem smislu za trajanje petog i
Sestog stupnja larvenog razvica, razvi¢a do kraja petog i larvenog razvica do kraja
Sestog stupnja, masu lutke, trajanje razvica lutke i duzinu zivota adulta Zenki i
muzjaka gubara, gajenih u kontrolnim uslovima i grupama sa tri razliite
koncentracije kadmijuma. Znacajna heritabilnost uocava se za trajanje petog
stupnja larvenog razvi¢a kod muzjaka u kontrolnoj, C1 i C3 grupi, a kod zenki u

svim eksperimentalnim grupama.
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Tabela 6. t-vrednosti dobijene poredenjem heritabilnosti u $irem smislu za larveno razviée od
prvog do Cetvrtog stupnja izmedu larvi hranjenih dijetom bez kadmijuma (K) i dijetom
sa dodatkom razli¢itih koncentracija kadmijuma (C1, C2, C3). Poredenje je izvr§eno sa
z-transformisanim vrednostima heritabilnosti. ***P<0.001

Osobina | Cl C2 C3

LR, 0.645 0.300 0.127
LR, 0.438 0.099 0.472
LR;3 0.426 0.046 1.348
LR, 0.092 0.232 2.957%%*

Larveno razvi¢e do kraja petog stupnja kod Zenki i muzjaka gubara, kako
u kontrolnim tako i u svim grupama tretiranim kadmijumom, ima takode znacajnu
heritabilnost. Kod Zenki postoji znacajna heritabilnost i za trajanje Sestog stupnja
larvenog razvi¢a u C1 eksperimentalnoj grupi, kao i za trajanje larvenog razvica
do kraja Sestog stupnja u kontrolnoj i C1 1 C2 grupi. Trajanje razvica lutki kod
zenki gubara ima znacajnu heritabilnost u kontrolnoj, C1 1 C2 eksperimentalnoj
grupi, a kod muzjaka je ona znafajna samo kod C1 i C3 grupe. Znacajnu
heritabilnost za masu lutke imaju muzjaci u kontrolnoj, C1 i C3 grupi, dok je kod
zenki ona znadajna samo u C3 eksperimentalnoj grupi. Zenke jedine imaju i

znacajnu heritabilnost za duZinu zivota u adultnom periodu.

Poredenjem vrednosti za heritabilnost u Sirem smislu izmedu kontrolne
grupe i grupa tretiranih razli¢itim koncentracijama kadmijuma (Tabela 8), uocava
se znacajno visa vrednost kod muzjaka C3 eksperimentalne grupe u heritabilnosti
za trajanje larvenog razvica do kraja petog stupnja u odnosu na kontrolnu grupu.
Dakle, iako se pod uticajem razli¢itih koncentracija kadmijuma kod oba pola
gubara moze uociti promena u udelu geneticke varijanse u ukupnoj fenotipskoj
varijansi osobina adaptivne vrednosti, znacajno povecanje genotipskih razlika
(izmedu familija) u odnosu na kontrolnu sredinu uocava se samo u larvenom

razvi¢u muzjaka pri najve¢im zastupljenostima kadmijuma u hrani.
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U skladu sa prethodnim nalazima, zZenke i muzjaci znacajno se razlikuju u
heritabilnosti samo u uslovima najvece koncentracije kadmijuma (C3) i to za

osobinu trajanje razvi¢a tokom pet larvenih stupnja (LR;_s, Tabela 9).

Tabela 7. Heritabilnost u Sirem smislu (h’+SE) za osobine adaptivne vrednosti larvi, lutki i adulta
gubara oba pola , gajenih na vestackoj dijeti bez (K) i dijeti sa dodatkom razli¢itih
koncentracija kadmijuma (C1, C2, C3). N je broj analiziranih legala. Znacajnost
heritabilnosti je odredena t-testom. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Pol Osobina | K(N=22) CI(N=21) C2(N=21) C3(N=15)

Zenke | LRs 0.276¥%£0.168  0.289%%+0.181  0.243%20.195  0.537%+0.274
LR, -0.004+0.103  0.302%%+0.180  0.031+0.153 -0.205+0.165
LRis | 0.543%%%£0205 0.330%*£0.191  0.343*£0.210  0.524%£0.271
LR.s | 0.319%%%£0.168 0.366%*¥+0.185 0.212%+0.177  -0.202+0.161
L 0.155%+£0.135  0.139%x0.149  0.286*+0.192  -0.161+0.191
ML 0.090+0.119 0.094+0.136 0.083+0.151 0.569%%+0.269
DZ 0.084:£0.122 0.088+0.136 -0.205+0.074 0.332%£0.272

muzjaci (N=20) (N=24) (N=22) (N=18)
LR; 0.502%%+£0.227  0.453%¥%£0.205  0.102+0.147 0.447%%+£0.232
LR.s | 0.383%%£0.2157 0.310%%+0.184  0.625%%¥£0.223  0.935%%*+£(.240
L 0.158+0.181 0.143%+0.152  0.140+0.155 0.347%£0.231
ML 0.209%+0.189  0.387+%£0.195  0.081+0.142 0.482%%£0.235
DZ 0.117+0.114  0.090+0.141 0.039+0.135 0.224+0.222
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Tabela 8.

t-vrednosti dobijene poredenjem heritabilnosti u Sirem smislu za osobine adaptivne
vrednosti izmedu larvi, lutki i adulta gubara oba pola, hranjenih dijetom bez
kadmijuma (K) i dijetom sa dodatkom razli¢itih koncentracija kadmijuma (Cl1, C2,
C3). Poredenje je izvrSeno sa z-transformisanim vrednostima heritabilnosti.
**4P<0.001

Pol Osobina Cl c2 C3
zenke LRs 0.056 0.135 0.972
LRg 1.815 0.344 1.173
LRy 0.927 0.837 0.078
LR 0.205 0.459 0.439
L 0.080 0.582 0.028
ML 0.025 0.040 1.893
DZ 0.020 0.603 0.998
muzjaci | LRs 0.207 1.658 0.215
LRy 0.293 1.046 3.720%%*
L 0.069 0.081 0.723
ML 0.718 0.604 1.025
DZ 0.146 0.406 0.446
Tabela 9. t-vrednosti dobijene poredenjem heritabilnosti u Sirem smislu za osobine adaptivne
vrednosti izmedu Zenki i muzjaka gubara, hranjenih dijetom bez kadmijuma (K) i
dijetom sa dodatkom razli¢itih koncentracija kadmijuma (C1, C2, C3). Poredenje je
izvrSeno sa z-transformisanim vrednostima heritabilnosti. ***P<0.001
Osobina | K Cl c2 C3
LR; 0.920 0.698 0.627 0.329
LR 0.673 0.082 1.206 2.908%**
L 0.013 0.018 0.628 0.646
ML 0.577 1.349 0.015 0.326
DZ 0.177 0.011 0.886 0.369
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4.3. Plasti¢nost

4.3.1. Varijabilnost fenotipske plasti¢nosti

Rezultati u tabeli 10. prikazuju varijabilnost fenotipske plasti¢nosti kod
mladih larvenih stupnjeva (1-4 stupanj) razvica. Znacajnost interakcije ,,genotip
x sredina® odnosno ,leglo (L) xkadmijum (Cd)" ukazuje na postojanje
varijabilnosti u fenotipskoj plasti¢nosti u odgovoru na sve tri koncentracije
kadmijuma za sve ispitivane osobine, kako za trajanje prvog larvenog stupnja
(LR;) tako i za trajanje razvi¢a tokom dva (LR;.), tri (LR;3) i Cetiri larvena
stupnja (LR;.4). Postoji takode i znacajan doprinos genotipa (faktor ,,leglo (L)“ u
analizi varijanse) variranju osobina razvica u mladim larvenim stupnjevima
nezavisno od ispitivane koncentracije kadmijuma. Znacajan uticaj sredine
(kadmijum) je uoCen samo za trajanje prvog stupnja i trajanje prva dva stupnja
larvenog razvica u eksperimentalnoj grupi C2.

Tabela 10. Prosek kvadrata odstupanja od srednje vrednosti komponenti adaptivne vrednosti
pomnozen sa 100 (MS) dobijen dvofaktorskom analizom varijanse, kod larvi gubara
od prvog do Cetvrtog stupnja, gajenih na vestackoj dijeti bez (K), i dijeti sa dodatkom

razli¢itih koncentracija kadmijuma (C1l, C2, C3). Leglo (L) je slucajan faktor, a
prisustvo kadmijuma (Cd) fiksiran faktor; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Osobina Izvor variranja
L Cd LxCd GresSka
LR, Cl | df 24 1 24 365
MS 8.351 4.140 1.603 0.953
F(P) 8.76%** 2.58 1.68*
C2 | df 22 1 22 337
MS 7.475 12.967 1.655 0.984
F(P) 7.60%%* 7.83% 1.68*
C3 | df 19 1 19 296
MS 6.163 6.953 2.131 0.934
F(P) 6.60%%* 3.26 2.28%*
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LR,, Cl[df 24 1 24 355
MS | 4.426 2.660 0.899 0.460
F(P) | 9.61%%* 2.96 1.95%*
C2 | df 22 1 22 334
MS | 3.858 8.321 0.842 0.520
F(P) | 7.43%%x 9.88%* 1.62%
C3 | df 19 1 19 288
MS | 3.612 1.516 1.435 0.477
F(P) | 7.57%%* 3.18 3.0
LR,; Cl |df 24 1 24 357
MS | 2.149 1.538 0.404 0.255
F(P) | 8.44%wx 3.80 1.59*
C2 | df 22 1 22 340
MS | 2277 2.086 0.554 0.279
F(P) | 8.17%%* 3.77 1.99%*
C3 | df 19 1 19 291
MS | 2.061 0.058 0.786 0.227
F(P) | 9.07%%* 0.07 3.46%
LR,, Cl|df 24 1 24 355
MS | 1.273 1.865 0.595 0.196
F(P) | 6.49%%* 3.13 3.03%%x
c2 | df 22 1 22 333
MS | 1.280 0.591 0.345 0.195
F(P) | 6.56%%* 1.71 1.77%
C3 | df 19 1 19 280
MS | 1.284 0.368 0.538 0.145
F(P) | 8.84%%* 0.68 3.70%%*
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Analizom varijabilnosti fenotipske plasticnosti kod Zenki za trajanje petog
(LRs) 1 Sestog stupnja (LRg), larvenog razvi¢a tokom pet stupnjeva (LR;.s),
larvenog razvica tokom Sest stupnjeva (LR.¢), masu lutke (ML), trajanja razvica
lutke (L) i duzinu Zivota (DZ) adultnih Zenki (Tabela 11) utvrdeno je postojanje
varijabilnosti fenotipske plasti¢nosti (znacajna interakcija “genotip x sredina‘) za
trajanje Sestog stupnja larvenog razviéa u odgovoru na Cl koncentraciju
kadmijuma i za masu lutke u odgovoru na C1 i C3 koncentraciju kadmijuma. Na
variranje ispitivanih osobina adaptivne vrednosti kod Zzenki gubara utice genotip
(leglo) za sledece osobine: trajanje petog stupnja, trajanje larvenog razvi¢a tokom
pet stupnjeva, trajanje larvenog razvic¢a tokom Sest stupnjeva i masu lutke u svim
eksperimentalnim grupama. Uticaj genotipa na varijabilnost osobina adaptivne
vrednosti se uocava i za trajanje razvica lutke u grupama C1 i C2 i duzinu zivota
adultnih Zenki u grupama C1 1 C3. Znacajan uticaj sredine odnosno kadmijuma na
varijabilnost osobina adaptivne vrednosti je bio vidljiv u slucaju trajanja petog
larvenog stupnja na C2, trajanje Sestog stupnja larvenog razvica na C2 i C3, masu
lutke na C2 koncentraciji kadmijuma i duzinu Zivota adultnih Zenki u C1 i C3
eksperimentalnoj grupi.
Tabela 11. Prosek kvadrata odstupanja od srednje vrednosti u dvofaktorskoj analizi varijanse
pomnozen sa 100 (MS) za osobine adaptivne vrednosti kod larvi, lutki i adulta zenki
gubara, gajenih na vestackoj dijeti bez (K), i dijeti sa dodatkom razli¢itih

koncentracija kadmijuma (C1, C2, C3). Leglo (L) je slucajan faktor, a prisustvo
kadmijuma (Cd) fiksiran faktor; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Osobina Izvor variranja
L Cd LxCd Greska
LRs Cl df 20 1 20 153
MS | 0.898 0.002 0.450 0.339
F(P) | 2.65%** 0.004 1.33
C2 df 19 1 19 146
MS | 203.040 291.378 35.342 80.715
F(P) | 2.51%* 8.24%* 2.51
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C3 |df |14 1 14 103
MS | 0.726 0.306 0.470 0.278
F(P) | 2.61%* 0.65 1.69
LR, Cl |df |20 1 20 154
MS | 1.215 1.623 1.690 0.987
F(P) | 1.23 0.96 1.71%
c2 |df |19 1 19 146
MS | 493.594 2945.878 425.711 413.016
F(P) | 1.19 6.92% 1.03
3 | df |14 1 14 103
MS | 1111 3.533 0.753 0.912
FP) | 1.22 4.69% 0.83
LR,s Cl |df |22 1 22 173
MS | 0.009 0.001 0.002 0.002
F(P) | 5.50%+* 0.40 1.20
c2 |df |21 1 21 160
MS | 0.007 0.001 0.001 0.002
F(P) | 4.80%%* 0.50 0.60
c3 |df |14 1 14 110
MS | 0.009 0.0001 0.002 0.001
F(P) | 6.10%%* 0.10 1.30
LR, Cl |df |22 1 22 178
MS | 0.452 0.039 0.131 0.096
F(P) | 4,71%%* 0,29 1,37
c2 |df |20 1 20 156
MS | 0371 0.028 0.090 0.085
F(P) | 4.39%%* 0.31 1.07
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c3 [df |14 1 14 110
MS | 0.747 0.016 0.203 0.295
F(P) | 2.53%* 0.080 0.69
L Ccl1 |df |22 1 22 175
MS | 0.189 0.222 0.106 0.084
F(P) | 2.24%* 2.091 1.26
c2 [df |21 1 21 158
MS | 0.190 0.001 0.141 0.088
F(P) | 2.17%* 0.01 1.60
c3 [df |14 1 14 105
MS | 0.131 0.184 0.070 0.074
F(PP) | 1.77 2.63 0.95
ML Ccl1 |df |22 1 22 178
MS | 0.322 0.002 0.131 0.073
F(P) | 4.42%%* 0.018 1.807*
c2 [df |20 1 20 156
MS | 0.350 0.423 0.096 0.067
F(P) | 5.20%%* 4.42% 1.42
Cc3 [df |14 1 14 112
MS | 0.347 0.821 0.260 0.092
F(P) | 3.77%** 3.16 2.83%
DZ c1 |df |21 1 21 165
MS | 1.579 4253 0.822 0.900
F(P) | 1.75% 5.18% 0.91
c2 [df |20 1 20 154
MS | 0.804 0.803 0.796 1.042
F(P) | 0.77 1.01 0.763
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C3 df
MS

F(P)

14

3.064

2.58%*

1

15.375

14

1.053

14.59%* 0.89

102

1.187

Kod muzjaka gubara (Tabela 12) varijabilnost fenotipske plasti¢nosti

(znacajna interakcija “genotip x sredina“) uocena je samo za trajanje larvenog

razvi¢a tokom 5 stupnjeva i trajanje petog stupnja larvenog razvica u odgovoru na

C2. Genotip znacajno doprinosi variranju ispitivanih osobina u slucaju trajanja

larvenog razvica do petog stupnja, trajanje petog stupnja (C2) i masu lutke na

svim koncentracijama. Znaajan efekat kadmijuma na osobine adaptivne

vrednosti muzjaka gubara uocen je jedino za masu lutke 1 to kod C3

eksperimentalne grupe.

Tabela 12. Prosek kvadrata odstupanja od srednje vrednosti u dvofaktorskoj analizi varijanse
pomnozen sa 100 (MS) za osobine adaptivne vrednosti kod larvi, lutki i adulta
muzjaka gubara, gajenih na vestackoj dijeti bez (K), i dijeti sa dodatkom razli¢itih
koncentracija kadmijuma (C1, C2, C3). Leglo (L) je slucajan faktor, a prisustvo

kadmijuma (Cd) fiksiran faktor;

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Osobina Izvor variranja
L Cd LxCd Greska
LRs C1 df 17 1 17 119
MS | 2.632 2.146 1.357 1.746
F(P) | 1.51 1.58 0.78
C2 df 15 1 15 106
MS | 2.163 4.066 1.610 0.795
F(P) | 2.72%* 2.53 2.03*
C3 df 13 1 13 88
MS | 0.996 0.427 0.587 0.868
F(P) | 1.15 0.728 0.68
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LR,s Cl |df |17 1 17 119
MS | 0.518 0.207 0.832 0.295
F(P) | 1.76* 0.25 2,82
C2 | df |15 1 15 109
MS | 0.367 0.195 0.356 0.117
F(P) | 3.15%%* 0.549 3.05%%
c3 | df |13 1 13 88
MS | 0315 0.056 0.258 0.101
F(P) | 3.12%%% 0.22 2.55%%
L Cl |df |17 1 17 118
MS |0.172 0.217 0.161 0.128
FP) | 1.35 1.35 1.35
C2 | df |15 1 15 106
MS |0.214 0.341 0.082 0.098
FP) | 2.18 4.14 0.84
c3 | df |13 1 13 85
MS | 0.196 0.115 0.122 0.098
F(P) | 1.60 0.94 1.00
ML  Cl |df |17 1 17 119
MS | 0.183 0.040 0.057 0.060
F(P) | 3.05%%* 0.71 0.94
c2 |df |15 1 15 109
MS | 0.131 0.083 0.075 0.065
F(P) | 2.01% 111 1.15
c3 | df |13 1 13 88
MS | 0.146 0.777 0.078 0.069
F(P) | 2.11% 9,94 1.13
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DZ Cl |df 17 1 17 117
MS | 1.025 0.225 0.933 1.240
F(P) | 0.83 0.24 0.75
c2 |df |15 1 15 104
MS | 1.520 0.023 0.912 1.926
F(P) | 0.79 0.025 0.47
c3 [df |13 1 13 82
MS | 1.377 0.361 1.870 1.462
F(P) | 0.94 0.19 1.28

4.3.2. Plasti¢nost, heritabilnost plasti¢nosti i heritabilnost svojstva

U tabelama 13. do 15. su prikazane vrednosti plasti¢nosti, heritabilnosti
plasti¢nosti i heritabilnosti svojstva za osobine adaptivne vrednosti kod larvi, lutki
1 adulta gubara oba pola. U tabeli 13. su prikazane vrednosti dobijene
dvofaktorskom analizom varijanse za trajanje larvenog razviéa od prvog do
Cetvrtog stupnja. Kod svih osobina se mogu primetiti viSe vrednosti za
heritabilnost svojstva u odnosu na heritabilnost plasticnosti u odgovoru na tri
ispitivane koncentracije kadmijuma. Najvisa vrednost plasticnosti zabelezena je u
okviru C3 grupe za svaku ispitivanu osobinu u odnosu na grupe sa manjom

koncentracijom kadmijuma u dijeti (C1 i C2).

Kod zenki gubara (Tabela 14) heritabilnost plasti¢nosti ima visu vrednost
od heritabilnosti svojstva trajanja petog stupnja larvenog razvi¢a u odgovoru na
C3, za plasti¢nost trajanja Sestog stupnja larvenog razvica u odgovoru na sve tri
koncentracije kadmijuma, za plasti¢nost trajanja larvenog razvi¢a tokom pet
stupnjeva u odgovoru na C1 i C2, trajanje razvica lutke (C1 grupa) i masu lutke
(C3 grupa). Heritabilnost svojstva je veca u odnosu na heritabilnost plasti¢nosti za

trajanje larvenog razvi¢a tokom pet stupnjeva (Cl1 i C2 grupa), trajanje petog
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stupnja razviéa (C3 grupa), trajanje larvenog razvica tokom Sest stupnjeva i
duZinu Zivota adulta u svim eksperimentalnim grupama, trajanje razvica lutke (C1
1 C2 grupa) i masu lutke (C1 i C2 grupa). Vrednost plasti¢nosti je najveca u C3
grupi za trajanje petog stupnja larvenog razvi¢a i masu lutke u odnosu na ostale
dve eksperimentalne grupe sa manjom koncentracijom kadmijuma a za duzinu
zivota u C1 grupi. Plasti¢nost za trajanje Sestog stupnja larvenog razvica, trajanje
larvenog razvica tokom pet i Sest stupnjeva razvica i trajanje razvica lutke je
najve¢a u C1 grupi i smanjuje se sa povecanjem koncentracije kadmijuma u

dijetama C2 i C3.

Tabela 13. Plasti¢nost (o”pl), heritabilnost plasti¢nosti (h’pl) i heritabilnost svojstva (W’s) dobijeni
dvofaktorskom analizom varijanse za osobine adaptivne vrednosti larvi gubara od
prvog do Cetvrtog stupnja, gajenih na vestackoj dijeti bez (K), i dijeti sa dodatkom
razli¢itih koncentracija kadmijuma (C1, C2, C3).

Osobina o'pl h’pl h’s
LR, Cl 1.0717 0.2502 1.1425
C2 1.0083 0.2580 0.9847
C3 1.1600 0.3861 0.7758
LR, Cl 1.0977 0.2673 1.1262
C2 0.9769 0.2472 0.9649
C3 1.3014 0.4653 0.7416
LRy 3 Cl 1.0454 0.2399 1.1313
C2 1.0999 0.3001 0.9994
C3 1.3561 0.4767 0.8054
LR 4 Cl 1.2786 0.4925 0.5873
C2 1.1145 0.3218 0.9419
C3 1.3702 0.5034 0.7269
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Tabela 14. Plasti¢nost (o°p/), heritabilnost plasti¢nosti (h’p/) i heritabilnost svojstva (h’s) dobijeni
dvofaktorskom analizom varijanse za osobine adaptivne vrednosti larvi, lutki i adulta
zenki gubara, gajenih na veStackoj dijeti bez (K), i dijeti sa dodatkom razli¢itih
koncentracija kadmijuma (C1, C2, C3).

Osobina o’pl hpl h’s
LR Cl 1.0442 0.3975 0.4983
C2 0.5649 0.0604 0.8884
C3 1.1665 0.5027 0.3223
LRy Cl 1.2011 0.6554 -0.2195
C2 0.7308 0.3460 0.0775
C3 0.6801 0.2902 0.1994
LRy Cl1 1.068 0.490 0.175
C2 1.061 0.484 0.184
C3 0.880 0.351 0.358
LR Cl 1.0426 0.2984 0.8917
C2 0.9503 0.2326 0.9702
C3 0.7738 0.1879 0.7960
L Cl 0.9799 0.3940 0.3839
C2 0.8781 0.3135 0.5023
C3 0.8148 0.3143 0.3725
ML Cl1 1.1674 0.4110 0.6906
C2 0.9785 0.2676 0.8865
C3 1.2624 0.5781 0.2123
DZ Cl 0.7676 0.2902 0.3745
C2 0.4223 0.1519 0.2372
C3 0.6439 0.1931 0.5155




Muzjaci gubara (Tabela 15) pokazuju vecu heritabilnost plasti¢nosti u
odnosu na heritabilnost svojstva za osobine trajanje larvenog razvica tokom pet
stupnjeva u svim eksperimentalnim grupama, za plasticnost trajanja petog stupnja
larvenog razvi¢a 1 masu lutke u odgovoru na C2, i plasticnost trajanja razvica

lutke 1 duzinu zivota adulta u odgovoru na C1 1 C3.

Veca heritabilnost svojstva od heritabilnosti plasti¢nosti zabelezena je za
trajanje petog stupnja larvenog razvi¢a i masu lutke u C1 1 C3 grupi, i trajanje
razvica lutke 1 duzinu zivota adultnih muzjaka u C2 grupi. Plasti¢nost je najveca u
C2 grupi za trajanje petog stupnja larvenog razvica i masu lutke, a u C3 grupi za
duzinu zivota adulta. Plasti¢nost je najve¢a u C1 grupi za trajanje larvenog
razvic¢a tokom pet stupnjeva i trajanje razvica lutke, a smanjuje se sa povecanjem

koncentracije kadmijuma u grupama C2 i C3.

Tabela 15. Plasti¢nost (o”pl), heritabilnost plasti¢nosti (h’pl) i heritabilnost svojstva (h’s) dobijeni
dvofaktorskom analizom varijanse za osobine adaptivne vrednosti larvi, lutki i adulta
muzjaka gubara, gajenih na vestackoj dijeti bez (K), i dijeti sa dodatkom razli¢itih
koncentracija kadmijuma (C1, C2, C3).

Osobina o'pl h’pl h’s

LR; Cl 0.6930 0.2477 0.3952
C2 1.1446 0.5179 0.2177
C3 0.6418 0.2484 0.2899

LR Cl1 1.5745 0.8789 -0.3666
C2 1.4989 0.7431 0.0254
C3 1.4140 0.6656 0.1656

L Cl 0.9831 0.4808 0.0430
C2 0.8781 0.3135 0.5023
C3 0.8581 0.3539 0.3005

ML Cl1 0.8835 0.2470 0.7789
C2 0.9425 0.3782 0.3724
C3 0.7126 0.2759 0.3216
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Dz Cl 0.6723 0.3236 0.0502
C2 0.4223 0.1519 0.2372

C3 1.0388 0.5675 -0.1925

4.3.3. Indeks fenotipske plasti¢nosti

Indeks fenotipske plasti¢nosti je odredivan koris¢enjem Ceplikove i Lijeve
metode. Srednje vrednosti indeksa fenotipske plasticnosti i koeficijent varijacije
za trajanje larvenog razvica tokom etiri larvena stupnja, izraunate Ceplikovom
metodom, imaju pozitivne vrednosti za sve osobine u okviru eksperimentalne
grupe C1 1 C2, dok se u C3 grupi javljaju 1 negativne vrednosti za ukupno trajanje
do treceg i do Cetvrtog stupnja larvenog razvica (Tabela 16).

Tabela 16. Srednje vrednosti indeksa fenotipske plasti¢nosti (x) po Cepliku i Liju i koeficijenti

varijacije (CV%) za odgovor osobina trajanja razvi¢a u mladim larvenim stupnjevima
na prisustvo razli¢itih koncentracija kadmijuma u dijeti (C1, C2, C3).

Osobina | C1 c2 C3

X CV% X CV% X CV%
Ceplik
LR, 3.44 99.52 5.78 57.87 4.68 74.68
LR, 2.94 118.89 4.57 78.45 1.12 354.75
LR;; 2.08 153.16 2.23 159.20 -1.29 -277.33
LR 4 2.64 131.59 1.08 320.08 -2.12 -159.57
Li
LR, 3.50 97.80 2.46 136.06 1.17 298.45
LR, 2.98 117.14 1.69 211.98 3.55 112.22
LR 3 2.10 151.16 0.15 2313.84 3.53 101.01
LR, 4 2.67 129.86 1.59 218.21 3.18 106.17
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Poredenja izvrSena Vilkoksonovim testom za srednje vrednosti indeksa
fenotipske plasti¢nosti dobijenih Ceplikovom metodom (Tabela 17) potvrdila su
statisticki znacajno vecée vrednosti kod C1 grupe u odnosu na C3 grupu za trajanje
larvenog razvi¢a do tre¢eg stupnja larvenog razvi¢a. Eksperimentalna grupa C3
ima zna¢ajno manju vrednost indeksa za trajanje larvenog razvi¢a do cCetvrtog
stupnja u odnosu na C1 i C2 grupu. Poredenjem indeksa, dobijenih po Liju,
utvrdena je statisticki znacajno veca vrednost kod C1 grupe u odnosu na C2 grupu
za trajanje larvenog razvica do tre¢eg stupnja. Kod C3 grupe prisutna je znacajno
visa vrednost u odnosu na Cl za trajanje treCeg stupnja larvenog razvi¢a i u

odnosu na C2 za trajanje larvenog razvica do Cetvrtog stupnja.

Vrednosti koeficijenta varijacije poredene su F testom. Vrednost
koeficijenta varijacije dobijene Ceplikovom metodom u CI grupi je statisticki
znacajno veca u odnosu na C2 i C3 grupu za trajanje prvog stupnja larvenog
razvia. Za trajanje drugog stupnja larvenog razvica utvrdena je statisticki
znacajno veca vrednost kod C3 grupe u odnosu na C1 i C2, pri ¢emu Cl ima
znacajno visu vrednost u odnosu na C2. Eksperimentalna grupa C2 ima znacajno
vece vrednosti u odnosu na C1 i C3 grupe za trajanje tre¢eg i Cetvrtog stupnja
larvenog razvi¢a. Poredenjem vrednosti koeficijenta varijacije po Lijevoj metodi
utvrdena je statisticki znacajno veca vrednost u C2 grupi u odnosu na Cl za
trajanje treceg stupnja i C3 za trajanje Cetvrtog stupnja larvenog razvica, i kod C1

grupe u odnosu na C3 za trajanje treceg stupnja larvenog razvica.

Utrvrdene srednje vrednosti indeksa fenotipske plasti¢nosti kod zenki
gubara po Ceplikovoj metodi (Tabela 18.) imaju negativne vrednosti u C1 grupi
za osobine trajanje larvenog razvic¢a do petog stupnja i masu lutke, u C2 grupi za
trajanje Sestog stupnja larvenog razvica, trajanje larvenog razvica do petog
stupnja, masu lutke i duzinu zivota adulta, a u C3 eksperimentalnoj grupi za
osobine trajanje Sestog stupnja larvenog razvica i larveno razvi¢e do petog i do

Sestog stupnja razvica.

62



Tabela 17. Poredenja vrednosti indeksa fenotipske plastinosti (x) po Cepliku i Liju i
koeficijenata varijacije (CV%) za odgovor osobina trajanja razvica u mladim
larvenim stupnjevima na prisustvo razli¢itih koncentracija kadmijuma u dijeti (C1,
C2, C3) . Poredenja su izvrSena Z, Vilkoksonovim testom (X ) i F testom (CV%).

Osobina | CI-C2 CI-C3 C2-C3
X CV% X CV% X CV%
Ceplik
LR, 0.411 7.164%%* 0.448 5.191%%** 0.414 1.380
LR, 0.411 5.742%%%* 1.529 2.578* 1.195 14.802%**
LR, 0.224 4.750%* 2.128* 1.038 1.456 4.932%*
LR 0.373 9.218%%* 2.203* 5.155%% 2.483* 1.788
Li
LR, 0.411 1.543 1.083 1.021 0.631 1.576
LRy, 0.112 1.063 1.529 1.338 1.195 1.258
LRy; 3.930%* 8.709%** 3.920%* 7.691 %% 0.784 1.132
LR4 0.336 1.039 0.448 1.033 2.959* 1.074
Tabela 18. Vrednosti indeksa fenotipske plasti¢nosti (x) po Cepliku i Liju i koeficijenta
varijacije (CV%) kod larvi (5. 1 6. stupanj), lutki i adulta Zenki gubara, dobijenih u
odgovoru na razliite koncentracije kadmijuma (C1, C2, C3).
Osobina | C1 c2 C3
X CV% X CV% X CV%
Ceplik
LR 0.19 467,73 3.94 19.02 1.82 41.93
LR 0.25 1229.67 -0.66 -422.49 -1.49 -201.96
LRy -5.99 -26.44 -9.12 -11.54 -9.27 -19.89
LR, 0.39 837.22 0.22 1256.71 -2.37 -163.38
L 1.50 52.33 0.33 208.66 1.73 45.92
ML -2.45 -14571.30 -5.69 -6855.67 7.05 5561.16
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DZ 5.82 24.90 -4.39 -37.94 12.66 16.63
Li

LR 7.06 12.63 5.84 12.83 8.11 9.43
LR 4.87 64.40 2.83 98.96 6.07 49.79
LRy 12.24 12.94 9.59 10.97 11.93 15.47
LR 4.11 80.18 4.13 68.22 4.27 90.83

L 4.07 19.23 4.24 16.50 3.55 2232
ML 11.77 3035.97 11.1 3512.55 19.67 1993.46
DZ 43.37 3.51 10.71 15.56 15.48 13.60

Poredenjem vrednosti indeksa fenotipske plasticnosti izmedu grupa
dobijenih po Ceplikovoj metodi, Vilkoksonovim testom je utvrdeno da postoji
statisticki znacajno veca vrednost indeksa za trajanje Sestog stupnja larvenog
razvi¢a kod C1 grupe u odnosu na C3 grupu (Tabela 19.). Grupa C3 ima znacajno
vecu vrednost indeksa fenotipske plasticnosti za masu lutke u odnosu na C2
grupu, dok se za duzinu Zivota adulta uocava znacajno manja vrednost u C2 grupi
u odnosu na CI i C3 grupu. Poredenja indeksa fenotipske plasticnosti dobijenih
Lijevom metodom pokazuju statisticki znacajno vecu vrednost za trajanje
larvenog razvi¢a do petog stupnja u C1 grupi u odnosu na C2 grupu, i za duzinu

zivota adultnih Zenki u C1 grupi u odnosu na C2 i C3 grupu.

Vrednosti  koeficijenta varijacije dobijenih Ceplikovom metodom
poredene su F testom pri ¢emu je utvrdena statisticki znacajno veéa vrednost kod
C3 grupe u odnosu na C2 za trajanje petog stupnja razvica i kod C1 grupe u
odnosu na C3. Za trajanje Sestog stupnja razvia uocena je znacajno manja
vrednost kod C2 grupe u odnosu na C1 i C3, kao i kod C3 grupe u odnosu na CI.
Trajanje larvenog razvi¢a do petog stupnja ima statisticki znacajno viSu vrednost
za koeficijent varijacije u C3 grupi u odnosu na C1, a u C1 grupi zabelezena je
znacajno visa vrednost u odnosu na C2 za trajanje larvenog razvi¢a do Sestog

stupnja. Za osobinu masa lutke koeficijent varijacije je kod C1 grupe znacajno
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manji u odnosu na C2 i C3 eksperimentalnu grupu a za duzinu zivota adultnih
zenki znacajno visu vrednost kod C1 grupe u odnosu na C2. Poredenje vrednosti
koeficijenta varijacije dobijenog Lijevom metodom je izvrSeno F testom i
statisticki znacajne razlike nadene su izmedu slede¢ih grupa: C3 grupa ima
znacajno vise vrednosti koeficijenta varijacije za trajanje petog stupnja, trajanje
Sestog stupnja larvenog razvica i trajanje larvenog razvica do petog stupnja u
odnosu na C1 1 C2 grupu, C1 grupa znacajno vecu vrednost u odnosu na C3 i
znacajno manju u odnosu na C2 za masu lutke, i za duzinu zivota adulta uocava se
znacajno veca vrednost kod C2 grupe u odnosu na C1 i C3 i znacajno manja
vrednost kod C1 grupe u odnosu na C3 eksperimentalnu grupu.
Tabela 19. Poredenja vrednosti indeksa fenotipske plastiénosti (x) po Cepliku i Liju i
koeficijenata varijacije (CV%) kod larvi (5. 1 6. stupanj), lutki i adultnih zenki

gubara, dobijenih u odgovoru na dijetu sa dodatkom razli¢itih koncentracija
kadmijuma (C1, C2, C3). Poredenja su izvrSena Z, Vilkoksonovim testom (X )i F

testom (CV%).

Osobina C1-C2 C1-C3 C2-C3

X ClV% X Clr% X CV%
Ceplik
LR 0.876 1.002 1.224 5.269%* 0.000 5.279%*
LR 0.849 3.158* 2.201% 31.014%**  0.943 9.821
LR 0.109 2.400 1.083 6.170%* 0.454 2.570
LR 1.431 9.395%%* 1.197 1.414 1.475 1.712
L 0.980 1.301 0.941 1.177 2.354* 1.531
ML 0.784 10.838***  1.789 25.570***  1.852 2.359
DZ 2.852%* 2.909* 0.659 1.067 2.417%* 2.727
Li
LR 0.118 1.418 1.161 9.596%%* 0.784 6.756%*
LR 1.459 2.270 0.804 43.059***  1.922 18.970%**
LR 2.199* 2.653 0.594 10.959***  1.502 4.130%*
LR 0.017 1.885 0.408 1.102 0.031 2.076
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L 0.635 1.231 1.664 1.135 1.293 1.398

ML 0.370 11.920%**  0.549 29.004***  0.408 2.433

DZ 3.920%** 843.21%**  2.970%* 220.990***  1.601 3.815*

Kod muzjaka gubara (Tabela 20) vrednosti indeksa fenotipske plasti¢nosti
dobijeni Ceplikovom metodom imaju pozitivne vrednosti sem za trajanje petog
stupnja u C1, C2 i C3 grupi, trajanje larvenog razvica do petog stupnja u C3
grupi, 1 duZinu zivota adultnih muzjaka u C2 grupi gde su vrednosti indeksa

negativne.

Tabela 20. Vrednosti indeksa fenotipske plasti¢nosti (Y) i koeficijenta varijacije (CV) kod larvi
(5. stupanj), lutki i adultnih muzjaka gubara, dobijenih izmedu jedinki gajenih na
dijeti bez (K) i dijeti sa dodatkom razli¢itih koncentracija kadmijuma (C1, C2, C3)

po Cepliku i Liju.
Osobina C1 C2 C3

X ClV% X CV% X CV%
Ceplik
LR -12.05 -16.04 -11.61 -18.37 -4.43 -38.54
LRy 0.93 442.23 1.57 173.44 -1.30 -237.07
L 1.94 58.63 2.59 32.10 1.64 63.50
ML 1.74 4326.41 2.72 2599.68 10.32 758.37
DZ 1.80 43.50 -3.99 -30.97 1.93 44.68
Li
LR 15.18 12.74 18.15 11.59 12.32 20.53
LRy 7.86 48.91 8.12 36.14 6.84 367.48
L 5.14 23.71 4.99 17.98 5.09 26.52
ML 9.70 861.18 10.75 142.99 16.13 487.84
DZ 10.79 8.71 12.76 8.43 15.45 5.58
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Poredenjem dobijenih vrednosti za indeks fenotipske plasti¢nosti po
Cepliku (Tabela 21), dobijena je statisticki zna¢ajna razlika za trajanje razvica
lutke gde je indeks u C3 grupi bio znacajno niZi u odnosu na C1 i C2 grupu.
Poredenjem indeksa fenotipske plasti¢nosti dobijenih Lijevom metodom utvrdena
je statisticki znacajno veca vrednost indeksa u C1 grupi u odnosu na C3 grupu za

trajanje razvica lutke.

Poredenjem koeficijenata varijacije F testom, dobijenih Ceplikovom
metodom, kod C2 grupe utvrdena je statisticki znacajno veca vrednost u odnosu
na C3 grupu i znacajno manja u odnosu na Cl grupu za trajanje petog stupnja
larvenog razvia. Za trajanje larvenog razvi¢a do petog stupnja, znacajno vise
vrednosti utvrdene su u C1 grupi u odnosu na C2 1 C3 grupu, dok je za trajanje
razvica lutke kod C1 grupe nadena znacajno visa vrednost u odnosu na C2 grupu i
znacajno niza. Koeficijenti varijacije za masu lutke su znacajno veci u C1 grupi u
odnosu na C2 1 C3 i u C2 grupi u odnosu na C3. DuZina Zivota adultnih muZzjaka
imala je statisticki znacajno manju vrednost koeficijenta varijacije u C1 grupi u

odnosu na C3 i znacajno vecu u odnosu na C2.

Koeficijent varijacije dobijen Lijevom metodom imao je statisticki
znacajno manju vrednost u C2 grupi u odnosu na C1 i C3 grupu za trajanje petog
stupnja larvenog razvica, a za trajanje larvenog razvi¢a do petog stupnja znacajno
vecu vrednost u C1 grupi u odnosu na C2, i znac¢ajno manju u odnosu na C3
grupu. Razvi¢e lutke ima znacajno vece koeficijente varijacije u C1 grupi u
odnosu na C2 grupu i1 znacajno niZze u odnosu na C3 grupu. Koeficijenti za masu
lutke muzjaka imaju znacajno vece vrednosti u C1 grupi u odnosu na C2 1 C3
grupu, i u C3 grupi u odnosu na C2 grupu. Duzina zivota adultnih muzjaka ima
znacajno vece koeficijente varijacije u Cl grupi u odnosu na C2 i C3

eksperimentalnu grupu.
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Tabela 21. Poredenja vrednosti indeksa fenotipske plasticnosti (x') i koeficijenta varijacije
(CV%) kod larvi (5. i 6. stupanj), lutki i adultnih muzjaka gubara, dobijenih izmedu
jedinki gajenih na dijeti sa dodatkom razli¢itih koncentracija kadmijuma (C1, C2,
C3) po Cepliku i Liju. Poredenja su izvrena Z, Vilkoksonovim testom (X ) i F

testom (CV%).
Osobina C1-Cc2 C1-c3 C2-C3

X Cr% X CV% X Cr%
Ceplik
LR 1.193 9.720%** 1.350 2.249 0.157 4.326%*
LRy 0.625 27.893%** 1.852 18.962%%* 1.083 1.471
L 1.363 3.123% 3.180%* 5.194%* 1.992* 1.663
ML 0.565 3.703* 0.454 4.368* 0.384 16.175%**
DZ 1.502 5.514%=* 0.089 9.819%** 0.863 1.781
Li
LR 0.057 11.284%%* 1.099 2.123 0.220 5.315%=*
LRy 0.170 45.382%**  0.175 34.157%%*  0.245 1.329
L 0.454 3.479*% 1.992* 9.184%*** 1.642 2.639
ML 0.157 4.837** 0.384 3.724% 0.314 18.014%%*
DZ 1.083 12.167*%*  0.711 32.670%%* 1.020 2.685

Poredenjem indeksa fenotipske plastiénosti, dobijenih Ceplikovom

metodom, izmedu Zenki 1 muZjaka gubara utvrdena je statisticki znacajno veci

opseg fenotipskih odgovora na prisustvo kadmijuma u C2 tretmanu kod zenki u

odnosu na muzjake za trajanje petog stupnja larvenog razvica. Indeks fenotipske

plasti¢nosti, dobijen Lijevom metodom, za plasti¢nost trajanja larvenog razvic¢a

do petog stupnja u odgovoru na C2 je bio statisticki znac¢ajno vec¢i kod zenki

gubara, kao i1 za duzinu zivota adulta u odgovoru na C1 tretman (Tabela 22.).

Koeficijent varijacije po Ceplikovoj metodi je imao statisti¢ki znagajno

vece vrednosti kod zenki u odnosu na muzjake za trajanje petog stupnja larvenog

razvi¢a u C1 1 C3 grupi, trajanje razvic¢a do petog stupnja i masu lutke u C3 grupi.
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Muzjaci su imali znacajno vecée vrednosti koeficijenata u odnosu na zenke u C1 i

C2 grupi za trajanje larvenog razvi¢a do petog stupnja i masu lutke, 1 u C2 1 C3

grupi za duzinu zivota adulta.

Lijevom metodom nadene su znacajno vece vrednosti koeficijenata kod

zenki za masu lutke u sve tri eksperimentalne grupe i za duzinu zZivota adulta u C2

i C3 grupi. Muzjaci imaju znacajno veée koeficijente u odnosu na zenke za

trajanje petog stupnja larvenog razvi¢a u C1 i C3 grupi, u svim eksperimentalnim

grupama za trajanje larvenog razvica do petog stupnja, za razvice lutke u C3 grupi

1 za duzinu zivota adulta u C1 grupi.

Tabela 22. Poredenja vrednosti indeksa fenotipske plasti¢nosti (Xx) i koeficijenta varijacije

(CV%) izmedu zenki i muzjaka larvi, lutki i adulta gubara, gajenih na dijeti bez (K) i
dijeti sa dodatkom razli¢itih koncentracija kadmijuma (C1, C2, C3) po Cepliku i
Liju. Poredenja su izvrSena Z, Vilkoksonovim testom ( X) i F testom (CV%).

Osobina C1 C2 C3

X CV% X CV% X CV%
Ceplik
LR 0.450 11.617*%**  2.131* 1.192 0.078 27.217*%*
LR 0.118 6.767%* 0.175 13.017***  1.689 87.901 ***
L 0.734 1.893 1.161 1.268 0.000 3.230
ML 1.065 719.560%**  1.302 17.927*** 1412 122.910%***
DZ 0.923 2.124 0.094 34.066%**  1.599 22.245%**
Li
LR 1.189 10.933***  1.852 1.374 0.863 49.418***
LR 1.112 8.788*** 2.900%* 11.721*%**  0.444 167.360***
L 0.497 1.921 0.471 1.471 0.889 5.425%*
ML 0.314 961.330***  0.622 16.672***  (0.889 123.430%***
DZ 3.516%** 150.570***  0.874 68.141*%**  1.362 47.951%***
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4.4. Fenotipske i geneticke korelacije

Ispitivane fenotipske i geneticke korelacije izmedu osobina adaptivne
vrednosti u zavisnosti od prisustva razli¢itih koncentracija kadmijuma u vestackoj

dijeti prikazane su u tabelama 23 do 30.

U Tabeli 23. prikazane su fenotipske korelacije izmedu osobina adaptivne
vrednosti kod Zenki gubara u okviru kontrolne, i grupa sa dodatkom razliCitih
koncentracija kadmijuma. Znacajna pozitivna fenotipska korelisanost kod zenki
gubara zabelezena je izmedu osobina trajanje petog stupnja larvenog razvica i
trajanje Sestog stupnja i larvenog razvica tokom Sest stupnjeva u svim
eksperimentalnim grupama. Pozitivna korelisanost je uocena i za trajanje larvenog
razvi¢a tokom pet stupnjeva i duzine zivota adulta ali samo u okviru grupe C1.
Znacajna negativna korelacija je primecena izmedu trajanja razvica lutke i trajanja

petog stupnja u kontrolnoj grupi.

Trajanje Sestog stupnja larvenog razvica je znacajno fenotipski korelisano
sa trajanjem larvenog razvica tokom pet stupnjeva i trajanjem larvenog razvica
tokom Sest stupnjeva u svim eksperimentalnim grupama. Korelacija izmedu
trajanja Sestog stupnja larvenog razvica i1 mase lutke i duzine zivota adulta
pokazala se statisticki znacajnom samo u kontrolnoj i C2 eksperimentalnoj grupi.
Trajanje larvenog razvica tokom pet stupnjeva je znacajno pozitivno korelisano sa
trajanjem larvenog razvica tokom Sest stupnjeva, dok sa duzinom Zivota adultnih

zenki pozitivnu korelaciju ima samo u slucaju C1 eksperimentalne grupe.

Trajanje larvenog razvi¢a tokom Sest stupnjeva je u znacajnoj pozitivnoj
korelaciji sa trajanjem razvicéa lutke (C1, C2), masom lutke (K, C1, C2) i duzinom
zivota adultnih zenki (C1, C2). Razvice lutke je u znac¢ajnoj pozitivnoj korelaciji
sa masom lutke u svim eksperimentalnim grupama dok je sa duzinom zivota
adultnih Zenki u pozitivnoj korelaciji samo u slucaju C1 grupe. Masa lutke je u
znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa duzinom zivota adulta u kontrolnoj, C1 i C2
grupi. Poredenjem koeficijenata fenotipskih korelacija kod zenki, nije nadena

znacajna razlika u vrednostima korelacija izmedu jedinki gajenih u kontrolnim
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uslovima u odnosu na jedinke koje su gajene u prisustvu razli¢itih koncentracija

kadmijuma.

Tabela 23. Vrednosti koeficijenata fenotipskih korelacija izmedu osobina adaptivne vrednosti kod
larvi, lutki i adulta Zenki gubara, gajenih na vestackoj dijeti bez (K), i dijeti sa
dodatkom razli¢itih koncentracija kadmijuma (C1, C2, C3). *P<0.05. **P<0.01.

*#4P<(0.001
Korelacije K Cl c2 C3
LRs LRy 0.955%%* 0.903%%** 0.964%** 0.974 %%
LRy -0.004 0.279%* 0.064 0.201
LR, 0.740%** 0.838%** 0.761%** 0.807%**
L -0.193%* 0.067 -0.005 -0.038
ML 0.018 0.091 0.125 -0.014
DZ -0.034 0.215* 0.108 0.162
LRs LRys 0.291%* 0.525%%* 0.339%* 0.414%%*
LR, 0.868%** 0.883%%* 0.888%** 0.874 %%
L -0.019 0.058 0.089 -0.024
ML 0.208* 0.111 0.289%* 0.055
DZ 0.204* 0.185 0.223* 0.124
LR;s LRy 0.312%%%* 0.395%** 0.400%** 0.386%*
L 0.121 -0.067 0.205 -0.035
ML 0.169 -0.065 0.195 0.007
DZ -0.034 0.215* 0.108 0.162
LR L 0.002 0.205* 0.304%* -0.061
ML 0.340%** 0.367%** 0.457%%* 0.109
DZ 0.235 0.290%* 0.254* 0.080
L ML 0.471%%* 0.585%** 0.510%** 0.505%%*
DZ 0.007 0.215* 0.018 0.062
ML DZ 0.229%* 0.40] %% 0.274%* 0.147
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U Tabeli 24. prikazana je korelisanost izmedu osobina adaptivne vrednosti
kod muzjaka gubara u okviru razlicitih eksperimentalnih grupa. Trajanje petog
stupnja larvenog razvi¢a (LRs) je pozitivno korelisano sa ukupnim trajanjem
larvenog razvi¢a do petog stupnja. Kod eksperimentalne grupe C3 pozitivna
fenotipska korelisanost izmedu ovih osobina je znacajno visa od kontrolne grupe.
Pozitivna korelisanost LRs je uocena i sa trajanjem razvica lutke u kontrolnoj
grupi a znacajno negativna je korelacija LRs sa duzinom zivota adultnih muzjaka
gubara. Trajanje larvenog razvi¢a do petog stupnja je pozitivno korelisano sa
trajanjem razvica lutki u kontrolnoj i C1 i C2 grupi i masom lutki u C1 grupi, a
znacajno negativno korelisano sa duzinom zivota adulta u C3 eksperimentalnoj
grupi. Trajanje razvi¢a lutki je u znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa masom lutke u
svim eksperimentalnim grupama, a znacajno negativno korelisano sa duzinom
zivota adultnih muzjaka u kontrolnoj i C2 grupi. Nema znacajne korelacije
izmedu mase lutke i duzine zZivota adultnih muzjaka.

Tabela 24. Vrednosti koeficijenata fenotipskih korelacija izmedu osobina adaptivne vrednosti kod

larvi, lutki i adulta muZjaka gubara, gajenih na veStackoj dijeti bez (K), i dijeti sa
dodatkom razli¢itih koncentracija kadmijuma (C1, C2, C3). *P<0.05. **P<0.01.

***¥P<0.001
Korelacije K Cl Cc2 C3
LRs LR;s 0.636%** 0.654%%* 0.812%%* 0.878*x*A
L 0.299%* 0.132 0.115 0.042
ML -0.107 0.068 -0.078 -0.060
DZ -0.137 -0.093 -0.152 -0.263*
LR;s L 0.489%* 0.371%%* 0.240* 0.143
ML 0.002 0.196* 0.169 -0.017
DZ -0.188 -0.116 -0.181 -0.270*
L ML 0.292%* 0.576%%** 0.346%%* 0.521 %%
DZ -0.369%** -0.166 -0.293%* -0.038
ML DZ 0.203 -0.047 -0.048 0.123

Koeficijenti korelacije statisti¢ki zna€ajno razli¢iti od (K) oznaceni su slovom A (P<0.5)

72



U Tabeli 25. su prikazane vrednosti koeficijenata genetickih korelacija
izmedu osobina adaptivne vrednosti kod larvi od prvog do cetvrtog stupnja
razvica. Trajanje prvog stupnja larvenog razvica je znacajno pozitivno korelisano
sa trajanjem razvi¢a tokom dva i tri stupnja larvenog razvi¢a. Kod korelacija
izmedu trajanja prvog stupnja i trajanja razvic¢a tokom cCetiri stupnja larvenog
razvica primeéuju se znaCajne pozitivne korelacije u kontrolnoj i
eksperimentalnim grupama C1 i C2, pri ¢emu je vrednost zabelezena u C1 1 C2
grupi znacajno niza u odnosu na kontrolnu. Trajanje razvi¢a tokom prva dva
stupnja je pozitivno korelisano sa trajanjem razvic¢a tokom tri i Cetiri larvena
stupnja. Pri tome je korelacija LR, — LR;4 znacajno niza kod C1 i C3 grupe u
odnosu na kontrolnu. Izmedu ukupnog trajanja prva tri i prva Cetiri stupnja
larvenog razvi¢a se takode primecuje znaCajna pozitivha korelisanost kako u
kontrolnoj grupi tako i u grupama sa dodatkom kadmijuma u dijeti. Znacajno niza
pozitivna korelisanost se uocava kod C1 i C3 grupe u odnosu na kontrolnu.

Tabela 25. Vrednosti koeficijenata geneti¢kih korelacija izmedu osobina adaptivne vrednosti kod

larvi gubara od prvog do Cetvrtog stupnja, gajenih na vesStackoj dijeti bez (K), i dijeti
sa dodatkom razli¢itih koncentracija kadmijuma (C1, C2, C3). *P<0.05. **P<0.01.

##%P<(,001
Korelacije K Cl Cc2 C3
LR, LRy, 0.968%%* 0.978% 0.97 1% 0.945%3
LR ; 0.915%%x 0.9243 3 0.94 ] %3 0.886%
LR 0.871 % 0.486*" 0.450*® 0.314
LR, LR, 0.955% %= 0.962% 0.969% 0.907% %%
LR, 4 0.905% %= 0.571%=B 0.876% 0.747%%xA
LR,; LR, 0.963%%* 0.578%*C 0.940% 0.882%#xA

Koeficijenti korelacije statisticki znacajno razli¢iti od (K) oznaceni su slovom A (P<0.5),
B (P<0.01) i C (P<0.001)
Geneticka korelisanost izmedu osobina adaptivne vrednosti kod zenki
tokom larvenog razvica, razvica lutke i adultnog zZivota prikazana je u Tabeli 26.

Trajanje petog stupnja je u znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa trajanjem Sestog
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stupnja i trajanjem larvenog razvi¢a tokom Sest stupnjeva kako u kontrolnoj tako i
u eksperimentalnim grupama sa dodatkom razli¢itih koncentracija kadmijuma.
Trajanje petog i Sestog stupnja larvenog razvi¢a pokazuju i zna€ajno negativhu
korelisanost sa trajanjem razvi¢a lutke u kontrolnoj grupi. Interesantno je da
postoji i znacajna razlika izmedu koeficijenata u kontrolnoj 1 C2 grupi kada je rec¢
o korelisanosti izmedu trajanja Sestog stupnja i trajanja razvica lutke. Trajanje
Sestog stupnja je u znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa trajanjem larvenog razvica
tokom Sest stupnjeva u svim sredinama, dok su znacajni koeficijenti korelacije sa
trajanjem larvenog razvica tokom pet stupnjeva nesto nizi i zabelezeni u C1, C2, i

C3 grupi.

Trajanje larvenog razvica tokom pet stupnjeva je pozitivno korelisano sa
trajanjem larvenog razvi¢a tokom Sest stupnjeva u kontrolnoj i C2 i C3 grupi, kao
1 sa trajanjem razvica lutke i masom lutke u C2 grupi. Poredenjem korelacionih
koeficijenata utvrdena je znacajno niZa vrednost koeficijenta korelacije LR.5s —
ML u C1 grupi u odnosu na kontrolnu. Larveno razvi¢e tokom Sest stupnjeva kod
zenki je pozitivno korelisano sa masom lutke 1 duzinom Zzivota adulta u C1 i C2
eksperimentalnoj grupi. Poredenjem korelacionih koeficijenata utvrdena je znatno
viSa korelisanost, iako bez statistiCke znacajnosti, izmedu trajanja Sestog stupnja
razviéa 1 trajanja razvica lutke u C2 eksperimentalnoj grupi gde dolazi do

promene znaka korelacije.

Trajanje razvi¢a lutke je u znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa masom lutke
u C1 1 C2 grupi. Sa duzinom Zzivota takode postoji znacajna pozitivna korelisanost
u CI 1 C3 grupi pri ¢emu su poredenjem koeficijenata utvrdene znacajno vise
vrednosti korelacija u odnosu na kontrolnu grupu. Masa lutke pokazuje znacajnnu
pozitivnu korelisanost i sa duzinom zivota adultnih Zenki u okviru ClI

eksperimentalne grupe.
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Tabela 26. Vrednosti koeficijenata genetickih korelacija izmedu osobina adaptivne vrednosti kod
larvi, lutki i adulta Zenki gubara, gajenih na dijeti bez (K), i dijeti sa dodatkom
razli¢itih koncentracija kadmijuma (C1, C2, C3). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Korelacije K Cl c2 C3
LRs LR, 0.887%% 0.94 1 %% 0.888 % 0.918%x
LR.s | -0.046 0.212 0.230 0.401
LRy | 0.744%%= 0.807 %% 0.658 % 0.708%*
L -0.467* -0.143 -0.082 -0.317
ML -0.192 -0.022 -0.096 0.136
DZ 0.012 0.204 0.098 0.398
LRs LRy.s | 0268 0.493* 0.498* 0.582%
LRis | 0.808%%* 0.816% 0.868 % 0.778%%*
L -0.403%* -0.154 0.162* -0.313
ML -0.060 -0.031 0.198 0.024
DZ -0.003 0.328 0.282 0.403
LR;s LRy | 0.500%%= 0.258 0.664%* 0.569*
L 0.066 -0.207 0.456* -0.116
ML 0.381 -0.221* 0.632%* -0.131
DZ 0.319 0.308 0.096 0.397
LR, L -0.214 0.189 0.368* -0.391
ML 0.211 0.419* 0.524%* 0.013
DZ 0.280 0.507* 0.480% 0.237
L ML 0.387 0.649%% 0.510% 0.308
DZ -0.011 0.499%* -0.043 0.574%*
ML DZ 0.142 0.508* 0.387 0.375

Koeficijenti korelacije statisticki znacajno razli¢iti od (K) oznaceni su slovom A (P<0.05).

Kod muzjaka gubara (Tabela 27) znacajne pozitivne korelacije su

utvrdene izmedu trajanja petog stupnja larvenog razvica i trajanja larvenog

razvi¢a tokom pet stupnjeva u svim grupama pri ¢emu je u C3 grupi ta vrednost
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znacajno visa u odnosu na kontrolnu. Korelisanost sa trajanjem razvi¢a lutke nije
statisticki znacajna ali je vrednost u C1 grupi znacajno niza u odnosu na kontrolnu
i dolazi do promene znaka korelacije od pozitivnog u kontrolnoj grupi do
negativnog u grupi gajenoj na Cl koncentraciji kadmijuma. Znacajno niza
negativna korelisanost izmedu trajanja petog stupnja i mase lutke utvrdena je u C1

eksperimentalnoj grupi u odnosu na kontrolnu.

Trajanje larvenog razvi¢a tokom pet stupnjeva je u pozitivnoj korelaciji sa
trajanjem razvica lutke u kontrolnoj grupi, a poredenje koeficijenata pokazalo je i
znaCajno nizu vrednost ove korelacije u Cl grupi u odnosu na kontrolnu.
Znacajno visa pozitivna korelacija je nadena i izmedu trajanja razvi¢a lutke i mase
lutke u C1 grupi u odnosu na kontrolnu grupu. Poredenjem korelacionih
koeficijenata izmedu mase lutke i duzine Zivota adultnih muzjaka utvrdena je
znatno niza negativna vrednost u C3 grupi u odnosu na pozitivnu korelaciju u
kontrolnoj grupi.

Tabela 27. Vrednosti koeficijenata genetickih korelacija izmedu osobina adaptivne vrednosti kod

larvi, lutki i adulta muZjaka gubara, gajenih na dijeti bez (K), i dijeti sa dodatkom razli¢itih
koncentracija kadmijuma (C1, C2, C3). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Korelacije K Cl Cc2 C3
LRs LR, 0.678%* 0.646%%* 0.879%x* 0.919%%#A
L 0.370 -0.278* 0.094 -0.020
ML 0.154 -0.470%* -0.161 0.204
DZ -0.126 -0.185 -0.380 -0.320
LR, s L 0.505%* 0.015* 0.157 0.106
ML -0.378 -0.245 -0.171 0.142
DZ -0.321 -0.311 -0.285 -0.214
L ML 0.118 0.659% %8B 0.337 0.395
DZ -0.334 0.106 -0.287 0.186
ML DZ 0.428 0.066 0.243 -0.244*

Koeficijenti korelacije statisti¢ki znacajno razli¢iti od (K) oznaceni su slovima A (P<0.05)i B
(P<0.01).
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Procene geneticke korelisanosti za osobine adaptivne vrednosti kod larvi
od prvog do Cetvrtog stupnja izmedu kontrolne i eksperimentalnih grupa sa
dodatkom razli¢itih koncentracija kadmijuma prikazane su u Tabeli 28. Znacajne
pozitivne korelacije su zabelezene izmedu kontrolne i C1 i C2 eksperimentalne
grupe za sve osobine, dok je pozitivna korelisanost izmedu kontrolne i C3 grupe
zabelezena samo za trajanje prvog stupnja larvenog razvica. Koeficijenti
korelacije za sve osobine u C2 grupi i u Cl osim za trajanje prvog stupnja
larvenog razvica su znacajno razli¢iti od jedinice, dok je u C3 grupi samo
koeficijent za trajanje prvog stupnja larvenog razviéa znaCajno razli¢it od
jedinice.

Tabela 28. Vrednosti koeficijenata genetickih korelacija za osobine adaptivne vrednosti izmedu
grupa gajenih na dijeti bez (K), i dijeti sa dodatkom razli¢itih koncentracija

kadmijuma (C1, C2, C3), kod larvi gubara od prvog do Cetvrtog stupnja. *P<0.05,
**P<0.01, ***P<0.001.

Osobina Cl Cc2 C3

LR, 0.716%% 0.573%A 0.510%®
LR, 0.693 %A 0.559%A 0.387
LR, 0.686% %4 0.527%%8 0.397
LR, 0.446*C 0.561%%* 0.196

Znacajni pozitivni koeficijenti korelacije razliciti od jedinice su oznaceni slovima A(P<0.05),
B(P<0.01), C (P<0.001)

Koeficijenti genetickih korelacija za osobine adaptivne vrednosti kod
zenki 1 muzjaka gubara izmedu kontrolne grupe i grupa sa dodatkom kadmijuma
prikazani su u Tabeli 29. Kod zenki se uocava znacajna pozitivna korelisanost za
trajanje petog i Sestog stupnja larvenog razvica gde su koeficijenti u C1 1 C3 grupi
znacajno razliCiti od jedinice. Trajanje larvenog razvic¢a do petog stupnja i masa
lutke imaju takode pozitivan koeficijent korelacije koji je znacajno manji od
jedinice u C2 grupi. Kod muzjaka je jedino utvrdena znac¢ajna pozitivna korelacija

u C3 grupi za masu lutke i taj koeficijent je znacajno razlicit od jedinice.
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Tabela 29. Vrednosti koeficijenata genetickih korelacija za osobine adaptivne vrednosti izmedu
grupa gajenih na dijeti bez (K), i dijeti sa dodatkom razli¢itih koncentracija
kadmijuma (C1, C2, C3), kod larvi, lutki i adulta gubara oba pola. *P<0.05,

**p<0.01, ***P<0.001.

Pol Osobina Cl C2 C3
Zenke LR 0.677%%%A 0.721 %% 0.603**
LR 0.620%** 0.768% 0.595%A
LR, 0.367 0.636%** 0.267
LR, -0.109 0.188 0.246
L 0.250 0.188 0.378
ML 0.384 0.457+¢ 0.048
DZ 0.334 0.175 0.791 %%
muzjaci | LR 0.457 0.302 0.424
LR,s -0.102 -0.056 0.147
L 0.084 0.411 0.189
ML 0.448 0.238 0.609%*
DZ -0.047 0.355 -0.038

Znacajni pozitivni koeficijenti korelacije razliciti od jedinice su oznaceni slovima A (P<0.05) i

C (P<0.001)

U Tabeli 30. prikazane su vrednosti koeficijenata genetickih korelacija za

osobine adaptivne vrednosti izmedu Zenki i muzjaka gubara. Znacajna pozitivna

korelisanost izmedu polova je utvrdena za trajanje petog stupnja larvenog razvic¢a

u kontrolnoj, C1 i C2 eksperimentalnoj grupi, trajanje razvica lutki u kontrolnoj

grupi i trajanje duzine zivota u C3 eksperimentalnoj grupi.
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Tabela 30. Vrednosti koeficijenata genetickih korelacija za osobine adaptivne vrednosti izmedu
zenki 1 muZjaka gubara grupa gajenih na dijeti bez (K), i dijeti sa dodatkom razli¢itih
koncentracija kadmijuma (C1, C2, C3). *P<0.05, **P<0.01.

Osobina K Cl Cc2 C3
LR 0.614** 0.636%* 0.455* 0.369
LRy 0.318 0.364 0.337 0.442
L 0.531* 0.234 -0.218 0.347
ML 0.210 0.211 0.050 -0.114
DZ 0.007 0.221 0.111 0.542*

4.5. Cena fenotipske plasti¢nosti i selekciona analiza

Regresiona analiza cene fenotipske plasti¢nosti za trajanje larvenog
razvi¢a, masu lutke i razvice lutke u odnosu na duzinu Zivota adulta, kao meru
adaptivne vrednosti (Tabela 31), pokazala je znacajan pozitivan regresioni
koeficijent za plasti¢nost trajanja larvenog razvica u kontrolnim uslovima i
znacajan negativan regresioni koeficijent za plasticnost mase Ilutke u

eksperimentalnoj grupi sa dodatkom najvece koncentracije kadmijuma (C3).

Rezultati su pokazali da tokom larvenog razvi¢a genotipovi placaju cenu
homeostaze u kontrolnim uslovima, koja obezbeduje normalno razvi¢e larvi u
odnosu na osobinu duzina zivota adulta. Regresioni koeficijent za masu lutke u
C3 grupi pokazuje da u prisustvu kadmijuma genotipovi placaju cenu plasti¢nosti
odgovora, tj. smanjenje mase lutke ne doprinosi povecanju adaptivne vrednosti

gubara u stresnim uslovima.
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Tabela 31. Regresiona analiza za testiranje cene fenotipske plastiénosti za osobine adaptivne
vrednosti gubara gajenih na vestackoj dijeti bez (K) i dijeti sa dodatkom razli¢itih
koncentracija kadmijuma (C1, C2, C3). Kao mera adaptivne vrednosti uzeta je

duzina zivota adulta. P< 0.05*

B’ — standardizovani linearni koeficijent regresije

K Cl1 C2 C3
Osobina
p’ P p’ P p’ P p’ P

LR 0.009 0.558 0.019  0.240 -0.003 0.877 -0.018 0.489
PL (LR) 0.032  0.049*  0.007 0.653 -0.0003 0.990 0.002 0.926
ML 0.021 0.282 0.037  0.057 0.023 0.317 0.042 0.095
PL (ML) | -0.014 0479 -0.023 0.245 -0.021 0.373 -0.066 0.013*
L -0.018  0.262 0.002 0.874 -0.035 0.077 0.001 0.974
PL (L) -0.030 0.069 -0.029 0.058 -0.003 0.872 0.001 0.981

Poredenjem standardizovanih linearnih koeficijenata regresije za osobine

adaptivne vrednosti u odnosu na duzinu zivota adulta (Tabela 32) utvrdeno je

postojanje znacajnih razlika izmedu zenki i muzjaka za trajanje larvenog razvica i

razvi¢a lutke. Cena plasti¢nosti, odnosno odrzavanja homeostaze, se ne razlikuje

znacajno izmedu polova kao ni izmedu kontrolne grupe i grupe tretirane

kadmijumom.

Tabela 32. F- vrednosti dobijeni analizom kovarijanse za poredenje standardizovanih linearnih
koeficijenata regresije za cenu plasticnosti (prikazani u tabeli 31), za osobinu duzina
zivota adulta izmedu tretmana (K, C1, C2, C3) i polova. P<0.001%*%*

Osobina LR PL(LR) ML PL(ML) L PL (L)
TRETMAN 0.59 0.65 0.21 0.97 0.98 0.76
POL 27.92%#* 0.05 0.14 0.01 14.26%%%  0.29
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Regresiona analiza cene fenotipske plasti¢nosti za osobine adaptivne

vrednosti u odnosu na duzinu Zivota kao meru fitnesa kod Zenki i muZzjaka gubara

(Tabela 33) pokazala je znacCajan pozitivni regresioni koeficijent za larveno

razvi¢e 1 masu lutki kod Zenki u kontrolnoj, C1 1 C2 grupi, dok se kod razvi¢a

lutke znacajan pozitivan koeficijent belezi samo kod Zenki iz C1 grupe. Kod

muzjaka, znaCajno negativan regresioni koeficijent zabeleZzen je za larveno

razvi¢e muzjaka u C3 grupi i razvice lutki kod muzjaka u kontrolnoj i C1 grupi.

Muzjaci placaju cenu plasti¢nosti tokom razvica lutke u C1 grupi.

Tabela 33. Regresiona analiza za testiranje cene fenotipske plasti¢nosti za osobine adaptivne

vrednosti Zenki i muzjaka gubara gajenih na veStackoj dijeti bez (K) i dijeti sa
dodatkom razli¢itih koncentracija kadmijuma (C1, C2, C3). Kao mera adaptivne
vrednosti uzeta je duzina zivota adulta. P< 0.05%, P<0.01**, P<0.001%**

> — standardizovani linearni koeficijent regresije

K Cl C2 C3

Osobina | Pol

p’ p p’ p p’ p p’ p
LR Q 0.236 0.009%* 0.312  0.002*** 0.261 0.014* 0.105 0.544
PL (LR) 0.071 0.423 -0.041 0.676 0.040 0.698 -0.019 0.889
LR 38 -0.192 0.092 -0.101 0.347 -0.197  0.068 -0.281  0.023*
PL (LR) 0.179 0.126 0.024 0.823 -0.054  0.626 0.049 0.693
ML Q 0.207 0.023* 0.425 (1 0.294  0.005**  0.038 0.798
PL (ML) -0.009 0.916 -0.082 0.388 -0.123 0.232 -0.255 0.096
ML 0.217 0.076 -0.030 0.779 -0.048  0.652 0.117 0.327

3

PL(ML) 0.059 0.618 -0.063 0.558 0.001 0.991 -0.199 0.114
L 0.022 0.817 0.219 0.046* 0.007 0.946 0.008 0.954
PL(L) ¢ -0.092 0.313 -0.036 0.715 -0.076  0.478 -0.234 0.085
L -0.366 0.001*** -0,189 0.067 -0.290 0.004**  -0.038 0.748
PL (L) Jd -0.194 0.078 -0.230 0.027* 0.013 0.897 0.168 0.163
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Poredenjem linearnih koeficijenata regresije (Tabela 34) utvrdeno je da
opseg plasti¢nosti trajanja razvi¢a lutke ima znacajno veéi negativni uticaj na
dugovecnost muzjaka u odnosu na zenke u kontrolnim uslovima.

Tabela 34. F- vrednosti dobijene analizom kovarijanse za poredenje standardizovanih linearnih

koeficijenata regresije za cenu plasti¢nosti (prikazani u tabeli 33) izmedu Zenki i
muzjaka gubara u okviru tretmana (K, C1, C2, C3). P<0.01%*

Osobina K C1 C2 C3 Q 3

PL (LR) 0.40 3.58 3.43 2.15 0.07 0.99
PL (ML) 1.21 2.59 0.51 0.01 0.22 1.09
PL (L) 7,57k 1.00 1.84 0.12 0.41 2.05

Procena intenziteta delovanja selekcije na osobine adaptivne vrednosti u
kontrolnoj i grupama tretiranim razli¢itim koncentracijama kadmijumom izvrSena
je odredivanjem standardizovanih selekcionih gradijenata 1 selekcionih
diferencijala, pri ¢emu je za meru adaptivne vrednosti uzeta osobina duzina zivota
adulta. Parcijalnom linearnom regresijom (Tabela 35) dobijen je znacajan
negativan selekcioni gradijent za trajanje larvenog razvi¢a muzjaka u C3 grupi
kao i razvica lutke kod muzjaka u kontrolnoj 1 C2 grupi $to znaci da selekcija u
ovim sredinama favorizuje jedinke koje imaju krace trajanje pojedinih faza
preadultnog razvi¢a. Za masu lutke dobijeni su znaajno pozitivni linearni
selekcioni gradijenti za zenke u kontrolnoj, C1 i C2 grupi a za muzjake samo u
kontrolnoj. U stresnoj sredini krupne zenke imaju prednost, dok je za muzjake to

uoc¢eno samo u optimalnim uslovima.
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Tabela 35. Multivarijantna analiza adaptivne plasti¢nosti osobina adaptivne vrednosti. Analiza je

uradena parcijalnom regresijom osobine duzina Zivota adulta na osobine adaptivne
vrednosti gubara, gajenih na dijeti bez kadmijuma (K), i dijeti sa razlifitim
koncentracijama kadmijuma (C1, C2, C3). Kao mera adaptivne vrednosti uzeta je
osobina duzina zivota adulta. P< 0.001***, P< (0.01**, P< (0.05*

f’- standardizovani linearni selekcioni gradijent

K Cl1 C2 C3
Osobina | Pol
B’ P p’ P B’ P B’ P

LR Q 0.034 0.097 0.041 0.059 0.036 0.116 0.022 0.672

3 0.013 0.631 -0.018 0.427 -0.041 0.222 -0.057  0.033*
ML Q 0.046 0.044* 0.073  0.005*%*  0.057 0.026* 0.043 0.378

3 0.083 0.011%* 0.013 0.650 0.025 0.466 0.038 0.206
L Q -0.021 0.332 0.002 0.951 -0.036 0.126 -0.002 0.970

48 -0.119  0.000%**  -0.036 0.200 -0.095  0.008**  -0.021 0.496

Poredenjem dobijenih vrednosti standardizovanog linearnog selekcionog

gradijenta (Tabela 36), utvrdeno je da u kontrolnim uslovima intenzivnija

selekcija za povecanje veliine jedinki i skracenje lutkinog razvica deluje kod

muzjaka nego kod zenki.

Tabela 36. F- vrednosti dobijene analizom kovarijanse za poredenje linearnih selekcionih
gradijenata (prikazanih u tabeli 35) izmedu polova gubara gajenih na dijeti bez (K),

kao 1 dijeti sa razliCitim koncentracijama kadmijuma (C1, C2, C3). P<0.05%,
P<0.001%**

Osobina K Cl C2 C3 Q &)

LR 0.03 2.48 2.55 2.93 0.06 1.02

ML 5.40% 0.74 0.01 0.13 0.23 1.13

L 15.9]%** 1.46 3.83 0.23 0.36 2.00
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Totalnom linearnom regresijom (Tabela 37) dobijeni su znacajno pozitivni
selekcioni diferencijali za trajanje larvenog razvica i masu lutke kod zenki u
kontrolnoj, C1 i C2 grupi dok je kod muzjaka utvrden znaCajno negativan
selekcioni diferencijal za larveno razvi¢e u C3 grupi u odnosu na duzinu zivota
adulta. Razvice lutke kod Zenki pokazuje pozitivan selekcioni diferencijal u C1
grupi dok je kod muzjaka on znacajno negativan u kontrolnoj i C2 grupi.

Tabela 37. Multivarijantna analiza adaptivne plasti¢nosti osobina adaptivne vrednosti. Analiza je
uradena totalnom linearnom regresijom osobine duzina Zivota adulta na osobine
adaptivne vrednosti gubara, gajenih na dijeti bez kadmijuma (K), i dijeti sa razli¢itim

koncentracijama kadmijuma (C1, C2, C3). Kao mera adaptivne vrednosti uzeta je
osobina duzina zivota adulta. P<0.05%, P<0.01**, P<0.001***

i’- standardizovani linearni selekcioni diferencijal

K Cl C2 C3

Osobina I P i P i’ P I P

LR Q 0.050 0.010**  0.067 0.002*  0.051 0.014* 0.030 0.551
4 -0.045 0.086  -0.023  0.307 -0.059 0.076 -0.060  0.024*
ML Q 0.047 0.013*  0.088 0.000*  0.056 0.008**  0.044 0.270
4 0.048 0.064 -0.010  0.660 -0.016  0.642 0.027 0.309
L Q@ 0.001 0.952 0.048 0.040*  0.004 0.863 0.019 0.643

4 -0.088  0.001** -0.032 0.158 -0.096  0.003**  -0.008 0.753

Poredenjem selekcionih diferencijala (Tabela 38) utvrdene su statisticki
znacajno vece vrednosti kod Zenki u odnosu na muzjake za larveno razvice i

razvicée lutke u kontrolnoj, C1 i C2 grupi, kao i masu lutke u C1 grupi.
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Tabela 38. F- vrednosti dobijene analizom kovarijanse za poredenje linearnih selekcionih
diferencijala (prikazanih u tabeli 37) izmedu polova gubara, gajenih na dijeti bez
(K), kao i dijeti sa razli¢itim koncentracijama kadmijuma (C1, C2, C3). P<0.05%,

P<0.01**
Osobina K Cl C2 C3 Q I
LR 9.19%* 8.61** 7.92%* 2.91 0.27 0.40
ML 0.00 10.44%%* 3.20 0.15 0.77 1.21
L 8.34%* 6.18% 6.56* 0.34 0.83 2.41

4.6. Uticaj kadmijuma na sistem antioksidativne zastite

Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je postojanje znacajne interakcije
(Stupanj x Cd) sto znaci da se larveni stupnjevi razlikuju u osetljivosti aktivnosti
SODa na kadmijum (Tabela 39). Na grafiku 1. prikazane su srednje vrednosti
aktivnosti superoksid dismutaze tokom larvenog razvica od treCeg do Sestog
stupnja. Poredenjem aktivnosti izmedu grupa Tukijevim (HSD) testom utvrdeno
je da nema znacajnih razlika u aktivnosti superoksid dismutaze izmedu kontrolne

grupe i grupe tretirane kadmijumom.

Aktivnost SODa je (Tabela 39) snizena kod jedinki gajenih u prisustvu
kadmijuma (statisticki znacajan efekat tretmana Cd, p<0.001), pri ¢emu je pad te
aktivnosti u proseku ve¢i kod muZzjaka u odnosu na zenke (statistcki znacajna
interakcija P X Cd, p<0.001). Poredenjem aktivnosti SODa tokom razvi¢a lutke
(Grafik 2) Tukijevim (HSD) testom kod zenki i muzjaka gubara utvrdeno je da ne
postoje znacajne razlike u aktivnosti izmedu kontrolne grupe i grupe tretirane

kadmijumom.

Dvofaktorskom analizom varijanse (Tabela 39) utvrdeno je da je
aktivnosti SOD generalno kod zenki visa u odnosu na muzjake (efekat pola kod

dvofaktorske ANOVA, p<0.05). Znacajna interakcija (Pol x Cd, p<0.05) ukazuje
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da kadmijum utic¢e na razlike u aktivnosti SODa kod adultnih gubara i to tako $to

se u prisustvu kadmijuma kod Zenki smanjuje aktivnost ovog enzima dok se kod

muzjaka

aktivnost SODa u odgovoru na kadmijum povecava. Poredenjem

aktivnosti superoksid dismutaze Tukijevim (HSD) testom kod adultnih Zenki i

muzjaka (Grafik 3) nisu nadene znacajne razlike u aktivnosti izmedu kontrolne 1

grupe tretirane kadmijumom.

Tabela 39.

Prosek kvadrata odstupanja od srednje vrednosti aktivnosti superoksid dismutaze
(SOD) pomnoZzen sa 100 (MS) dobijen dvofaktorskom analizom varijanse, kod larvi,
lutki i adulta gubara, gajenih na vestackoj dijeti bez (K), i dijeti sa dodatkom
kadmijuma (Cd). Stupanj (S), pol i tretman (Cd) su fiksirani faktori. *P<0.05,
***P<(.001

SOD Izvor variranja
S Cd S xCd Greska
df 3 1 3 32
Larve MS | 0.145 0.096 1.999 0.643
F(P) | 0.225 0.149 3.108*
Pol Cd Polx Cd Greska
df 1 1 1 16
Lutke MS | 10.998 17.197 0.883 0.144
F(P) | 76.63%** 119.830%** 6.160*
df 1 1 1 16
Adulti | MS | 1.716 0 1.624 0.309
F(P) | 5.545* 0.001 5.247*
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Grafik 1. Uticaj kadmijuma na aktivnost superoksid dismutaze (SOD) kod larvi gubara (od 3. do
6. stupnja) gajenih vestackom dijetom bez (K) i sa dodatkom kadmijuma (50ug/ g suve
podloge). Poredenja su izvrSena Tukijevim (HSD) testom.
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Grafik 2. Uticaj kadmijuma na aktivnost superoksid dismutaze (SOD) kod lutki zenki i muzjaka
gubara, hranjenih tokom larvenog razvica dijetom bez (K) i sa dodatkom kadmijuma
(50pg/ g suve podloge). Poredenja su izvrSena Tukijevim (HSD) testom.
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Grafik 3. Uticaj kadmijuma na aktivnost superoksid dismutaze (SOD) kod adultnih Zenki i
muzjaka gubara, hranjenih tokom larvenog razvi¢a dijetom bez (K) i sa dodatkom
kadmijuma (50png/ g suve podloge). Poredenja su izvrSena Tukijevim (HSD) testom.

Razlike u aktivnosti katalaze u toku larvenog razvica od tre¢eg do Sestog
stupnja prikazane su na Grafiku 4. Poredenjem aktivnosti katalaze Tukijevim
(HSD) testom utvrdeno je da je aktivnost znacajno niza u treCem stupnju u grupi
tretiranoj kadmijumom u odnosu na kontrolnu grupu. Tokom razviéa izraZeniji je
trend porasta aktivnosti katalaze u grupi tretiranoj kadmijumom u odnosu na
kontrolnu grupu. U Sestom stupnju aktivnost je znacajno viSa u grupi hranjenoj sa
dodatkom kadmijuma u odnosu na kontrolnu. Dvofaktorskom analizom varijanse
(Tabela 40) utvrdeno je da aktivnosti katalaze zavisi od stupnja razvica, a

znaCajna interakcija ,,Stupanj x Cd“ ukazuje da su stupnjevi razlikuju u

Kod lutki gubara (Grafik 5) Tukijev (HSD) test je pokazao da nema
znacajnih razlika izmedu kontrolne i grupe tretirane kadmijumom u aktivnosti
katalaze, bez obzira na pol. Odsustvo interakcije (Pol x Cd) ukazuje da su muZzjaci

i zenke u pogledu aktivnosti katalaze jednako osetljivi na prisustvo kadmijum

(Tabela 40).
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Efekat dijete sa kadmijumom je polno specifican kod adulta gubara

(visoka interakcija P X Cd u dvofaktorskoj ANOVA; p<0.001) (Tabela 40).

Poredenjem vrednosti za aktivnost katalaze kod adultnih zenki i muzjaka gubara

Tukijevim (HSD) testom (Grafik 6) utvrden je znacajno nizi nivo aktivnosti

katalaze kod muzjaka tretiranih kadmijumom u odnosu na kontrolnu grupu, dok

kod Zenki nije bilo znacajnog odstupanja u aktivnosti katalaze izmedu kontrolne i

tretirane grupe iako se uocava trend porasta aktivnosti u odgovoru na kadmijum.

Tabela 40. Prosek kvadrata odstupanja od srednje vrednosti aktivnosti katalaze (CAT) pomnozen
sa 100 (MS) dobijen dvofaktorskom analizom varijanse, kod larvi, lutki i adulta
gubara, gajenih na veStackoj dijeti bez (K), i dijeti sa dodatkom kadmijuma (Cd).
Stupanj (S), pol i tretman (Cd) su fiksirani faktori. P<0.01%*%*, P<0.001%***

CAT Izvor variranja
S Cd S x Cd GreSka
df 3 1 3 32
Larve | MS | 3,713 0.183 2.947 0.522
F(P) | 7.118%** 0.350 5.648%*
Pol Cd Polx Cd Greska
df 1 1 1 16
Lutke | MS [ 1.010 0.097 0.014 0.680
F(P) | 1.484 0.143 0.020
df 1 1 1 16
Adulti | MS | 0.055 0.006 5.352 0.399
F(P) | 0.137 0.015 13.409%*
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Grafik 4. Uticaj kadmijuma na aktivnost katalaze (CAT) kod larvi gubara (od 3. do 6. stupnja)
hranjenih dijetom bez (K) i sa dodatkom kadmijuma (50pg/ g suve podloge). Poredenja
su izvrSena Tukijevim (HSD) testom. *P<0.05, **P<0.01
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Grafik 5. Uticaj kadmijuma na aktivnost katalaze (CAT) kod lutki zenki i muZjaka gubara,
hranjenih tokom larvenog razvi¢a dijetom bez (K) i sa dodatkom kadmijuma (50pug/ g
suve podloge). Poredenja su izvrSena Tukijevim (HSD) testom.
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Grafik 6. Uticaj kadmijuma na aktivnost katalaze (CAT) kod adultnih Zenki i muZzjaka gubara,
hranjenih tokom larvenog razvi¢a dijetom bez (K) i sa dodatkom kadmijuma (50pg/ g
suve podloge). Poredenja su izvrSena Tukijevim (HSD) testom. P<0.01%*

Dvofaktorska analiza varijanse (Tabela 41) je pokazala da aktivnost
antioksidativnih enzima bitno zavisi od prisustva kadmijuma i od larvenog stupnja
razvica. Razlike uslovljene prisustvom kadmijuma i razliitim stupnjem razvic¢a
utvrdene su Tukijevim (HSD) testom i ogledaju se u smanjenju aktivnosti u petom

stupnju razvic¢a (**P<0.01) u odnosu na kontrolnu grupu (Grafik 7.).

Aktivnost askorbat peroksidaze tokom razvica lutke kod Zenki i muzjaka
kontrolne grupe i grupe izlozene kadmijumu tokom larvenog razvica prikazana je
na Grafiku 8. Tukijev (HSD) test je pokazao da nema statisticki znacajnih razlika
u aktivnosti izmedu kontrolne grupe i tretmana ni kod muzjaka ni kod zenki.
Dvofaktorskom analizom varijanse (Tabela 41) potvrdeno je da muzjaci gubara
imaju znacajno visu aktivnost askorbat peroksidaze u odnosu na Zenke, nezavisno

od uslova gajenja.

Kod adulta gubara (Grafik 9) utvrden je znacajan nivo interakcije (pol x
Cd) u dvofaktorskoj analizi varijanse (Tabela 41) Sto zna¢i da muzjaci 1 zenke

razli¢ito reaguju na prisustvo kadmijuma. Poredenjem aktivnosti enzima
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Tukijevim (HSD) testom utvrdeno je da kod Zenki aktivnost enzima u prisustvu

kadmijuma opada dok je kod muzjaka aktivnost ostala na priblizno istom nivou.

Tabela 41. Prosek kvadrata odstupanja od srednje vrednosti aktivnosti askorbat peroksidaze
(APx) pomnoZen sa 100 (MS) dobijen dvofaktorskom analizom varijanse, kod larvi,
lutki i adulta gubara, gajenih na vestackoj dijeti bez (K), i dijeti sa dodatkom
kadmijuma (Cd). Stupanj (S), pol i tretman (Cd) su fiksirani faktori. *P<0.05,

**P<0.01
APx Izvor variranja
S Cd S xCd Greska
df 3 1 3 32
Larve MS | 5.560 21.600 12.630 1.810
F(P) | 3.060* 11.910%* 6.960%*
Pol Ccd Pol x Cd Greska
df 1 1 1 16
Lutke MS | 19.600 3.150 0 3.630
F(P) | 5.398* 0.869 0.001
df 1 1 1 16
Adulti | MS | 1.125 2.032 43.529 5.982
F(P) | 0.188 0.340 7.276%
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Grafik 7. Uticaj kadmijuma na aktivnost askorbat peroksidaze (APx) kod larvi gubara (od 3. do 6.
stupnja) hranjenih dijetom bez (K) i sa dodatkom kadmijuma (50pg/ g suve podloge).
Poredenja su izvrSena Tukijevim (HSD) testom. P<0.01**
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Grafik 8. Uticaj kadmijuma na aktivnost askorbat peroksidaze (APx) kod lutki Zenki i muZzjaka
gubara, hranjenih tokom larvenog razvi¢a dijetom bez (K) i sa dodatkom kadmijuma
(50png/ g suve podloge). Poredenja su izvrSena Tukijevim (HSD) testom.
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Grafik 9. Uticaj kadmijuma na aktivnost askorbat peroksidaze (APx) kod adultnih Zenki i
muzjaka gubara, hranjenih tokom larvenog razvié¢a dijetom bez (K) i sa dodatkom
kadmijuma (50pg/ g suve podloge). Poredenja su izvrSena Tukijevim (HSD) testom.

Dvofaktorska analiza varijanse (Tabela 42) ukazuje da stupanj larvenog
razvi¢a znacajno utice na variranje koli¢ine ukupnog glutationa tokom razvica.
Znacajan nivo interakcije (Stupanj x Cd) pokazuje da kadmijum uti¢e znacajno na
smanjenje koli¢ine ukupnog glutationa tokom razvi¢a u grupama tretiranim
kadmijumom u odnosu na kontrolne grupe u svim stupnjevima larvenog razvica

(Grafik 10).

Dvofaktorska analiza varijanse (Tabela 42) je pokazala da kadmijum utice
na smanjenu koli¢inu glutationa kod muzjaka sa kontrolnih uslova u odnosu na
zenke, 1 kod Zenki sa tretirane grupe u odnosu na muzjake iste grupe. Tokom
razvica lutke (Grafik 11) nisu zabeleZene znacajne razlike, poredenjem Tukijevim
(HSD) testom, kod muzjaka i Zenki gubara izmedu grupa sa kontrolne dijete i

grupe sa dijetom koja sadrzi kadmijum.

Dvofaktorska analiza varijanse (Tabela 42) je pokazala da Zenke imaju
znacajno vecu koli¢inu glutationa u odnosu na muzjake a na prisutne razlike u

koli¢ini ukupnog glutationa utic¢e i kadmijum poveéavanjem koli¢ine kod Zenki u
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odnosu na muzjake. Poredenjem Tukijevim (HSD) testom utvrdeno je da se

adultne Zenke 1 muzjaci u kontrolnoj grupi i grupi sa dodatkom kadmijuma u

dijeti (Grafik 12), ne razlikuju znac¢ajno u koli¢ini ukupnog glutationa.

Tabela 42. Prosek kvadrata odstupanja od srednje vrednosti koli¢ine ukupnog glutationa (GSH)

pomnozen sa 100 (MS) dobijen dvofaktorskom analizom varijanse, kod larvi, lutki i
adulta gubara, gajenih na vestackoj dijeti bez (K), i dijeti sa dodatkom kadmijuma
(Cd). Stupanj (S), pol i tretman (Cd) su fiksirani faktori. P<0.05%, P<0.01**

GSH Izvor variranja
S Cd S xCd Greska
df 3 1 3 32
Larve | MS | 0.051 0.826 0.053 0.010
F(P) | 4.890%** 79.800 5.100%*
Pol Cd Pol x Cd Greska
df 1 1 1 16
Lutke | MS | 0.010 0.624 0.162 0.074
F(P) | 0.132 8.46* 2.194
df 1 1 1 16
Adulti | MS | 0.011 0.090 0.038 0.009
F(P) | 9.780%** 9.780%* 4.18
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Grafik 10. Uticaj kadmijuma na koli¢inu ukupnog glutationa (GSH) kod larvi gubara (od 3. do 6.
stupnja) hranjenih dijetom bez (K) i sa dodatkom kadmijuma (50pg/ g suve podloge).
Poredenja su izvrSena Tukijevim (HSD) testom. P<0.05%, P<0.01**, P<0.001***
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Grafik 11. Uticaj kadmijuma na koli¢inu ukupnog glutationa (GSH) kod lutki Zenki i muzjaka
gubara, hranjenih dijetom bez (K) i sa dodatkom kadmijuma (50ug/ g suve podloge).
Poredenja su izvr$ena Tukijevim (HSD) testom.
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Grafik 12. Uticaj kadmijuma na koli¢inu ukupnog glutationa (GSH) kod adultnih zenki i muzjaka
gubara, hranjenih tokom larvenog razvi¢a dijetom bez (K) i sa dodatkom kadmijuma
(50ng/ g suve podloge). Poredenja su izvrSena Tukijevim (HSD) testom.

Dvofaktorskom analizom varijanse (Tabela 43) uoceno je da na promene u
aktivnosti GSTe tokom larvenog razvi¢a ne uti¢e znacajno prisustvo kadmijuma u
dijeti, ve¢ da promene u vidu povecanja aktivnosti (do 5. stupnja) a zatim
smanjenja aktivnosti (6. Stupanj) znacajno zavise od stupnja razvi¢a (odsustvo
znacajnog efekta prisustva kadmijuma i interakcije u dvofaktorskoj ANOVA).
Poredenjem aktivnosti izmedu grupa Tukijevim (HSD) testom utvrdena je jedino
znacajno veca aktivnost GSTe u grupi tretiranoj kadmijumom u odnosu na

kontrolu (Grafik 13).

Tokom trajanja razvica lutke kod zenki i muzjaka gubara (Grafik 14) ne
uocavaju se znacajne razlike u aktivnosti glutation S transferaze izmedu jedinki iz
kontrolne grupe i jedinke tretiranih kadmijumom poredenjem Tukijevim (HSD)

testom. Osim toga, aktivnost GST je slicna kod lutki zenki i lutki muzjaka.
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Dvofaktorskom analizom varijanse dokazano je da postoji znacajno

snizena aktivnost GSTe kod zenki u odnosu na muzjake. Medutim, kadmijum ne

utice znacajno na aktivnost ovog enzima kod adulta oba pola gubara. Poredenja

aktivnosti Tukijevim (HSD) testom nisu pokazala znacajne razlike u aktivnosti

enzima izmedu grupe tretirane kadmijumom u odnosu na kontrolnu (Tabela 43).

Tabela 43. Prosek kvadrata odstupanja od srednje vrednosti aktivnosti glutation S transferaze
(GST) pomnozen sa 100 (MS) dobijen dvofaktorskom analizom varijanse, kod larvi,
lutki i adulta gubara, gajenih na vestackoj dijeti bez (K), i dijeti sa dodatkom
kadmijuma (Cd). Stupanj (S), pol i tretman (Cd) su fiksirani faktori. P<0.01%%*,

P<0.001***
GST Izvor variranja
S cd S xCd Greska
df 3 1 3 32
Larve MS | 2.880 0.040 0.162 0.351
F(P) | 8.200%%** 0.120 0.460
Pol cd Pol x Cd Greska
df 1 1 1 16
Lutke MS |0 1.034 0.020 0.543
F(P) | 0.001 1.905 0.036
df 1 1 1 16
Adulti | MS | 5.153 0.862 0.227 0.563
F(P) | 9.155%* 1.531 0.403
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Grafik 13. Uticaj kadmijuma na aktivnost glutation S transferaze (GST) kod larvi gubara (od 3.
do 6. stupnja) hranjenih dijetom bez (K) i sa dodatkom kadmijuma (50pg/ g suve
podloge). Poredenja su izvrSena Tukijevim (HSD) testom. P<0.01**
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Grafik 14. Uticaj kadmijuma na aktivnost glutation S transferaze (GST) kod lutki Zenki i muzjaka
gubara, hranjenih tokom larvenog razvi¢a dijetom bez (K) i sa dodatkom kadmijuma
(50ng/ g suve podloge). Poredenja su izvrSena Tukijevim (HSD) testom.
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Grafik 15. Uticaj kadmijuma na aktivnost glutation S transferaze (GST) kod adultnih Zenki i
muzjaka gubara, hranjenih tokom larvenog razvi¢a dijetom bez (K) i sa dodatkom
kadmijuma (50pg/ g suve podloge). Poredenja su izvrsena Tukijevim (HSD) testom.

Tokom razviéa larvi gubara, aktivhost GR kontrolne grupe se
permanentno smanjuje, da bi najniza aktivnost bila zabelezena u VI stupnju
(statistiCki znacajan efekat stupnja u ANOVA, p<0.01). S druge strane, kod larvi
tretiranih kadmijumom, aktivnost GR je konstantna tokom razvica, i to tako da je,
osim u tre¢em stupnju, ¢ak i viSa u odnosu na kontrolnu grupu (Tabela 44)
(znacajan efekat Cd u dvofaktorskoj ANOVA, p<0.05). Znacajan nivo interakcije
(Stupanj x Cd) ukazuje na znacajne razlike u osetljivosti larvenih stupnjeva na
prisustvo kadmijuma. Dvofaktorska analiza varijanse (Tabela 44) potvrdila je da
razlike u aktivnosti nastaju kao posledica prisustva kadmijuma u dijeti, a odsustvo
interakcije (pol x Cd) ukazuje da Zzenke i muzjaci na slican nacin reaguju na
prisustvo kadmijuma u dijeti. Poredenjem Tukijevim (HSD) testom utvrdeno je da
tokom razvi¢a lutke gubara (Grafik 17) dolazi do znacCajnog smanjenja u
aktivnosti glutation reduktaze u grupi tretiranoj kadmijumom u odnosu na

kontrolnu grupu kod oba pola.

100



Adultni muzjaci imaju visu aktivnost GR u odnosu na Zenke (statisticki
znacajan efekat pola u ANOVA, <0.01). Kada se muZzjaci hrane ishranom koja
sadrzi kadmijum, ona dovodi do smanjenja aktivnosti GR (Tabela 44). Nasuprot
tome, prisustvo kadmijuma u ishrani Zenki ne menja aktivnost GR (statisticki
znacajni efekti Cd i interakcije P xCd, p<0.05). Tukijev (HSD) test nije utvrdio
postojanje znacajnih razlika u aktivnosti GRe izmedu grupa i kod Zenki i kod

muzjaka.

Tabela 44. Prosek kvadrata odstupanja od srednje vrednosti aktivnosti glutation reduktaze (GR)
pomnozen sa 100 (MS) dobijen dvofaktorskom analizom varijanse, kod larvi, lutki i
adulta gubara, gajenih na vestackoj dijeti bez (K), i dijeti sa dodatkom kadmijuma
(Cd). Stupanj (S), pol i tretman (Cd) su fiksirani faktori. **P<0.01, ***P<0.001

GR Izvor variranja
S cd S xCd Greska
df 3 1 3 32
Larve MS | 4.672 2.056 3.138 0.490
F(P) | 9.528%%* 4.194% 6.400%*
Pol cd Pol x Cd Greska
df 1 1 1 16
Lutke MS | 0.035 7.502 0.920 0.294
F(P) | 0.119 25.504%%* 3.127
df 1 1 1 16
Adulti | MS | 17.837 14.981 11.564 2.040
F(P) | 4.036%* 3.577* 3.010%
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Grafik 16. Uticaj kadmijuma na aktivnost glutation reduktaze (GR) kod larvi gubara (od 3. do 6.
stupnja), hranjenih dijetom bez (K) i sa dodatkom kadmijuma (50ng/ g suve podloge).
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Grafik 17. Uticaj kadmijuma na aktivnost glutation reduktaze (GR) kod lutki zenki i muzjaka
gubara, hranjenih tokom larvenog razvica dijetom bez (K) i sa dodatkom kadmijuma
(50png/ g suve podloge). Poredenja su izvrSena Tukijevim (HSD) testom. P<0.05%,

P<0.001%**
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Grafik 18. Uticaj kadmijuma na aktivnost glutation reduktaze (GR) kod larvi gubara (od 3. do 6.
stupnja), hranjenih tokom larvenog razvica dijetom bez (K) i sa dodatkom kadmijuma
(50ng/ g suve podloge). Poredenja su izvrSena Tukijevim (HSD) testom.

Tokom razvica gubara, generalno se koli¢ina SH grupa smanjuje (najniza
je u VI stupnju). Medutim, koli¢ina slobodnih SH grupa kod larvi gubara (Grafik
19) je znacajno veca u grupi tretiranoj kadmijumom u odnosu na kontrolnu grupu
tokom cetvrtog, petog i Sestog stupnja larvenog razvica. (Tabela 45). Znacajan
nivo interakcije (Stupanj x Cd) ukazuje da se osetljivost larvenih stupnjeva na

prisustvo kadmijuma povecava tokom razvica.

Koli¢ina SH grupa kod muzjaka gubara (Grafik 20), tokom razvica lutke,
se znacajno povecava u grupi tretiranoj kadmijumom u odnosu na kontrolnu
grupu. Dvofaktorska analiza varijanse (Tabela 45) je pokazala da je koliCina
slobodnih SH grupa u proseku veca kod Zenki nego kod muzjaka. Odsustvo
interakcije (pol x Cd) ukazuje da muZjaci 1 zenke reaguju sli¢no u produkciji

slobodnih SH grupa u prisustvu kadmijuma.

U dvofaktorskoj analizi varijanse (Tabela 45) nisu dobijeni znacajni efekti
kadmijuma, pola ali ni interakcija na koli¢inu slobodnih SH grupa kod adultnih

jedinki. Odsustvo znacajne interakcije (pol x Cd) nam ukazuje da adultne jedinke
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reaguju slicnom koli¢inom slobodnih SH grupa u prisustvu kadmijuma. Ipak, post

hoc poredenje Tukey HSD testom pokazalo je da adultne zenke gubara (Grafik

21) tretirane kadmijumom imaju znacajno vecu koncentraciju slobodnih SH grupa

u odnosu na zenke iz kontrolne grupe.

Tabela 45. Prosek kvadrata odstupanja od srednje vrednosti koli¢ine slobodnih SH grupa

pomnozen sa 100 (MS) dobijen dvofaktorskom analizom varijanse, kod larvi, Iutki i
adulta gubara, gajenih na vestackoj dijeti bez (K), i dijeti sa dodatkom kadmijuma
(Cd). Stupanj (S), pol i tretman (Cd) su fiksirani faktori. *P<0.05, **P<0.01,
***%Pp<(0.001

SH grupe Izvor variranja
S cd S xCd Greska
df 3 1 3 32
Larve | MS | 0.025 0.768 0.077 0.008
F(P) | 2.988* 91.599%** 9.128***
Pol Cd Pol x Cd Greska
df 1 1 1 16
Lutke MS | 0.035 0.001 0.001 0.004
F(P) | 8.874%* 0.027 0.276
df 1 1 1 16
Adulti | MS | 0.056 0.009 0.011 0.009
F(P) | 0.980 0.98 1.199
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Grafik 19. Uticaj kadmijuma na koli¢inu slobodnih SH grupa (SH grupe) kod larvi gubara (od 3.
do 6. stupnja), hranjenih dijetom bez (K) i sa dodatkom kadmijuma (50ug/ g suve

podloge). Poredenja su izvrSena Tukijevim (HSD) testom. P<0.01**, P<0.001%***
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Grafik 20. Uticaj kadmijuma na koli¢inu slobodnih SH grupa (SH grupe) kod lutki zenki i
muzjaka gubara, hranjenih tokom larvenog razvi¢a dijetom bez (K) i sa dodatkom
kadmijuma (50pg/ g suve podloge). Poredenja su izvrsena Tukijevim (HSD) testom.

P<0.001%%**
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Grafik 21. Uticaj kadmijuma na koli¢inu slobodnih SH grupa kod adultnih Zenki i muZzjaka
gubara, hranjenih tokom larvenog razvica dijetom bez (K) i sa dodatkom kadmijuma
(50pg/ g suve podloge). Poredenja su izvr$ena Tukijevim (HSD) testom. P<0.001%%*

106



5. DISKUSIJA

5.1. Uticaj kadmijuma na osobine adaptivne vrednosti

Akumulacija teskih metala u ekosistemima je, razvojem industrije, postala
jedan od glavnih problema koji dovode do promena u populacionoj dinamici
mnogih zivotinjskih vrsta, ukljucujuéi i gubara i druge vrste insekata (Williams
and Liebhold, 1995). Promene u fizioloSkim i biohemijskim osobinama su u
osnovi promena komponenti adaptivne vrednosti i dalje se reflektuju na promene
na populacionom nivou. Uticaj kadmijuma na zivi svet se ostvaruje preko lanaca
ishrane i to tako §to povecana emisija ovog metala iz industrijskih i1 drugih izvora,
1 kasnija depozicija u vazduhu i1 zemljistu, dovodi do brze akumulacije u biljkama
(Bonnard et al., 2009) koju fitofagni insekti koriste u ishrani (Nieminen et al.,

2001).

Toksi¢ni efekti koji nastaju unosom polutanata indukuju odbrambene
metaboliCke procese koji imaju energetsku cenu za organizme (Widdows and
Donkin, 1992). Na primer, kod moluske Biomphalaria glabarata ¢etvorodnevnim
tretiranjem jedinki kadmijumom u koncentraciji od 0.1 1 0.05 mg Cd/ L, dolazi do
opadanja nivoa polisaharida u gonadama svih tretiranih zivotinja (Ansaldo et al.,
2006). Pri tome, na 0.10 mg Cd/ L dolazi do znacajnog opadanja ukupnog broja
poloZenih jaja iz kojih se ne razvijaju embrioni. Manja koncentracija primenjenog
kadmijuma (0.05 mg Cd/L) uti¢e na prolongiranje vremena izleganja iz jajaito za
dvostruko vise vremena u odnosu na kontrolnu grupu (Ansaldo et al., 2009). Pod
energetskom cenom koju plac¢aju organizmi podrazumevaju se negativni efekti
adaptivnih odgovora na prisustvo teSkih metala (promene u fiziologiji i
ponaSanju) na komponente adaptivne vrednosti (reprodukcija, rast) koji su

posledica raspodele ograni¢enih resursa na razlicite funkcije.

Aktiviranjem mehanizama detoksifikacije koji su energetski skupi u
uslovima stresa, na primer sintezom metalotioneina (Maroni et al., 1986), prema

teorijskim postavkama evolucije osobina zivotne istorije, dolazi do alokacije
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energije ka odbrambenim mehanizmima koji povecavaju verovatnocu
prezivljavanja, te ¢e manje energije biti dostupno za razvice i do¢i ¢e do redukcije
rasta i reprodukcije (Van Straalen and Hoffman, 2000; Augustyniak and Migula,
2000; Maryanski et al., 2002).

Nasi rezultati kao i rezultati drugih autora (Vlahovi¢ et al., 2009, 2013;
Ilijin et al., 2011) potvrdili su da kadmijum vrsi jak negativan uticaj na rast i
razvi¢e gubara. Ipak, kod mladih larvenih stupnjeva (od prvog do tre¢eg stupnja)
nema znaCajnih promena u trajanju larvenog razvi¢a kod grupa tretiranih
kadmijumom, a znacajno produzavanje trajanja larvenog razvica se uocava samo
kod Cetvrtog larvenog stupnja (LR4) u C3 grupi u odnosu na C1 eksperimentalnu
grupu (Tabela 1). Poznato je da je produzavanje trajanja larvenog razvi¢a kod
holometabolnih (Silanchandra and Crane, 2000; Nascarella et al., 2003) i
hemimetabolnih insekata (Cervera et al., 2004) moze biti posledica akutnog ili
hroni¢nog delovanja kadmijuma u koncentracijama od 100 pg/g ili viSim (Ortel et
al.,, 1993; Gintenreiter et al., 1993a; Ilijin et al., 2010), Sto moze objasniti
izostanak znaCajnog efekta kadmijuma kod mladih larvenih stupnjeva gubara
(LR;- LRj4). Pored toga, kadmijum se postepeno akumulira tokom larvenog
razvica gubara (Gintenreiter et al., 1993) tako da se njegovi toksicni efekti u vecoj
meri ispoljavaju nakon duzeg izlaganja. Znacajno produzavanje trajanja larvenog
razvi¢a kao posledica delovanja kadmijuma uocava se kod Zenki tokom Sestog
stupnja larvenog razviéa (Tabela 2), Sto zna¢i da je za znacajniji efekat
kadmijuma u nizim koncentracijama ocigledno potreban duzi period vremena,
tokom kojeg dolazi do znafajnije akumulacije kadmijuma u organizmu i
ispoljavanja njegovog Stetnog delovanja. Do sli¢nih zapazanja dosli su Wu i
saradnici (2006) koji su utvrdili da se znacajano povecanje efekta kadmijuma na
produzavanje larvenog razvica kod Boettcherisca peregrina  postize

produzavanjem vremena izlaganja kadmijumu ili doze koja se primenjuje.

Hroni¢no izlaganje larvi gubara delovanju kadmijuma ili neodgovarajucoj
biljci domacinu (Barbosa et al., 1983) dovodi do skra¢enog lutkinog razvica. U

naSem eksperimentu znacajno skracenje razvica lutke kao posledica delovanja
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kadmijuma uocava se samo kod Zenki, ali ne i muzjaka, dok je znacajna redukcija
mase prisutna kod oba pola. Lazarevi¢ i saradnici (1998) su utvrdili jaku
korelaciju izmedu mase lutke i fekunditeta kod gubara tako da redukovana masa
lutke u odgovoru na visoke koncentracije kadmijuma ujedno uti€e na
reproduktivni uspeh zenki. Poznato je da ve¢i muzjaci kod insekata imaju vecu
uspesnost u parenju (Santos et al., 1988), Sto ukazuje da niza masa lutki moze

uticati 1 na reproduktivni uspeh muzjaka gubara.

Nas eksperiment je pokazao da kadmijum znacajno uti¢e na duzinu Zivota
adultnih Zenki. Zenke gubara izlozene najveéoj koncentraciji kadmijuma u grupi
C3, zive znacajno krace u poredenju sa kontrolnom i C2 grupom dok trajanje
zivota adultnih muzjaka ne zavisi od prisustva kadmijuma. Polaze¢i od osnovne
koncepcije fizioloskog uzajamnog ogranicavanja alokacije (fizioloski trade-off),
moze se pretpostaviti da je veca osetljivost zenki na stresne uslove posledica,
izmedu ostalog, 1 veéeg ulaganja u reprodukciju, pri ¢emu se ova proporcija
resursa ne moze uloziti u odbrambene mehanizme. Cervera i saradnici (2004)
takode nalaze da adultno prezivljavanje zenki Oncopeltus fasciatus za razliku od
muzjaka, jeste pogodeno izlaganjem kadmijumu. Poznato je da dugovecnost
gubara zavisi od akumuliranih resursa tokom perioda larvenog razvi¢a. Shodno
tome, ukoliko jedinke u toku perioda larvenog razvi¢a dostignu manju velic¢inu

tela, imace i smanjenu dugovecnost.

Sli¢no rezultatima Silanchandra i Crane (2000) na Chironomus riparius, u
naSem eksperimentu nisu primecene razlike izmedu zenki i muzjaka u osetljivosti
trajanja razvi¢a na prisustvo kadmijuma. lako su efekti pola gubara znacajni za
variranje svih analiziranih osobina, muzjaci i Zenke pokazuju isti trend odgovora
na prisustvo kadmijuma. Kadmijum dovodi do produzenja trajanja larvenog
razvi¢a do petog stupnja i razvica lutke, kao 1 znacajnog smanjenja mase lutke i
dugovecnosti (Tabela 2, Tabela 3). Jedina polno-specificna razlika u pravcima
odgovora ustanovljena je za trajanje petog stupnja larvenog razvi¢a — iako nisu

detektovani kao statisticki znacajni (Tabela 2), trendovi ubrzavanja kod Zenki i
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usporavanja razvi¢a kod muzjaka rezultovali su znacajnom interakcijom ,,Pol X

Cd*“ (Tabela 3).

Ispituju¢i uticaj svake od primenjenih koncentracija kadmijuma na
osobine zivotne istorije (Tabela 4) utvrdili smo da kadmijum u C3
eksperimentalnoj grupi utice na produzeno trajanje razvica larvi do petog stupnja,
smanjenje mase i smanjenu dugovecnost adulta kod oba pola, dok se razvice lutke
primenjene koncentracije kadmijuma kod oba pola. Trajanje larvenog razvica se
produzava, a razvic¢e lutke pod uticajem kadmijuma skracuje i kod vrste Musca
domestica (Niu et al., 2002). S obzirom da se u takvim uslovima smanjuje i masa
lutke, to ¢e se neminovno negativno odraziti i na adultno prezivljavanje i

fekunditet koji su u jakoj korelaciji sa masom lutke (Moe et al., 2001).

Slicne odnose nalaze 1 Schmidt i saradnici (1991) kod nimfi pravokrilca
Aiolopus thalassianus, koje se razvijaju iz jaja u zemljiStu koje sadrzi 100mg
CdCly/kg, 1 kojima je potrebno dvostruko viSe vremena nego jedinkama sa
kontrole za dostizanje adultnog stupnja. Tezina adulta se smanjivala, nezavisno od
pola sa poveéanjem primenjene koncentracije kadmijuma. Tezina nifmi, koje su
imale produZeno trajanje razvi¢a, smanjivala se proporcionalno vremenu

produzetka razvica.

Uprkos evidentnoj akumulaciji metala u organizmu tokom larvenih
stupnjeva razvica, vidljivi efekti mogu izostati. Efekti izostaju sve dok je
primenjena koncentracija ispod ,,praga“ koji je za svaku vrstu razlicit, 1 koji se
dostize u trenutku kada koncentracija teSkog metala prevazide mehanizme
odbrane koji Stite organizam od Stetnih efekata. Primenjene C1 i C2 koncentracije
kadmijuma u nasem eksperimentu su ocigledno ispod ,,praga® specificnog za
gubara. Znacajni negativni efekti na komponente adaptivne vrednosti su

primeceni uglavnom na koncentraciji od 50ug Cd/g.

Promene u ponaSanju primecene su kod larvi Musca domestica (Niu et al.,

2002) 1 to u vidu izbegavanja hrane koja je kontaminirana kadmijumom.
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Izbegavanjem takve hrane smanjuje se metabolicko opterecenje usled ulaganja
energije za mehanizme detoksifikacije 1 funkcionisanje ekskretornog sistema.
Aktivacija mehanizama izbegavanja toksikacije 1 povecanog mortaliteta dovodi
do usporavanja larvenog razvica. Akutno izlaganje kadmijumu ne dovodi do
promena u ponasanju larvi gubara u smislu smanjenog unosa hrane (Jobstl, 1993),
ali je takva promena moguca pri hroni¢nom tretmanu (Ortel, 1995a) kakav je
primenjen u nasem eksperimentu. Smanjena konzumacija i1 parcijalno gladovanje
tokom izlaganja kadmijumu mogu delimi¢no objasniti redukciju mase larvi kod
Lymantria dispar (Vlahovi¢ et al., 2009; Iijin et al., 2010) i drugih vrsta insekata
kao npr. Boettcherisca peregrina (Wu et al., 2006), Poecilus cupreus (Maryanski
et al.,, 2002), Folsomia candida (Fountain and Hopkin, 2001), Chironomus
decorus (Kosalwat and Knight, 1986).

Ovakva promena ponasanja ¢e, s jedne strane, smanjiti unos kadmijuma,
ali ¢e, s druge strane, dovesti i do smanjenog unosa korisnih metabolita. Nizi
sadrzaj metabolita u hemolimfi i organizmu gubara (Ortel, 1995a, 1995b, 1996) i
kod drugih insekata (Wu et al., 2006) koji su izlozeni kadmijumu, dovesce do
poremecaja u rastu. Cena odbrane, nizak unos nutrijenata i oSteCenja u
metaboliCkim procesima mogu objasniti razliCite efekte kadmijuma na

komponente adaptivne vrednosti kod gubara.

Jedinke Chironomus riparius su bile izloZzene kadmijumu tokom devet
uzastopnih generacija u cilju odredivanja trenutka u kome dolazi do indukovanja
tolerancije na prisustvo kadmijuma. Efekat selekcije za toleranciju na kadmijum
je procenjivan preko populacione dinamike ove vrste. Tokom selekcije praceni su
mortalitet, rast i reprodukcija. Izlaganje larvi kadmijumu tokom uzastopnih
generacija dovodi do povecanja efekata kod pojedinih osobina Zivotne istorije u
poredenju sa efektima u samo jednoj generaciji. Tolerancija na kadmijum se
povecava tokom viSe generacija izlaganja jedinki kadmijumu u koncentraciji od
54.2 nM, i tolerantna populacija je ¢ak bila stimulisana malim koncentracijama
kadmijuma. Uprkos evoluciji tolerancije, mortalitet kod tolerantnih hironomida

izloZzenih kadmijumu je ostao visok. Ovim eksperimentom Postma i Davids

111



(1995) su pokazali da se promene u osobinama Zzivotne istorije i tolerantnost na
prisustvo kadmijuma moze ocekivati sve dok NOEC (engl. No Observed Effect
Concentration) vrednost u jednoj generaciji ne bude prekoracena. Pored toga, za
procenu toksi¢nosti niskih koncentracija kadmijuma potrebno je pracenje efekata
tokom viSe generacija jer eksperimentalno izlaganje tokom jedne generacije Cesto

moze potceniti potencijalni toksi¢ni efekat na populaciju insekata.

5.2. Heritabilnost u Sirem smislu

Osnovni uslov da bi se evolucione promene neke osobine mogle
odigravati jeste prisustvo geneticke varijabilnosti u populaciji na osnovu koje
deluju razli¢iti evolucioni mehanizmi, uklju¢uju¢i 1 prirodnu selekciju.
Heritabilnost u Sirem smislu se koristi za procenu nivoa geneticke varijabilnosti
za odredenu osobinu u populaciji, i mozemo je definisati kao udeo geneticke
varijanse u ukupnoj fenotipskoj varijansi. Znacaj heritabilnosti jeste u odredivanju
evolucionog potencijala populacije organizama koji naseljavaju heterogenu
zivotnu sredinu (Hoffmann and Merild, 1999). Mousseau i Roff (1987) su u
istrazivanju, u kom je vrSena procena heritabilnosti kod zivotinja ukljucujuéi i
drozofile, poredenjem vise od 1000 vrednosti heritabilnosti za razliCite osobine,
utvrdili da je heritabilnost za komponente adaptivne vrednosti statisticki znac¢ajno
niza u odnosu na morfoloske, fizioloske i osobine ponaSanja. Bitno je napomenuti
da su ove procene heritabilnosti za razliCite osobine dobijene proucavanjem
prirodnih populacija, iako je najveca koli¢ina podataka o heritabilnosti dobijena
upravo u laboratorijskim uslovima. Halliburton (2004) smatra da heritabilnost
utvdena u laboratorijskim uslovima nije jednaka heritabilnosti utvrdenoj u
prirodnim populacijama ve¢ znaCajno manja, zbog znatno vece sredinske
varijanse u prirodnim uslovima i interakcija koje postoje izmedu genotipa i
sredine. Medutim, postoje 1 nalazi koji utvrduju znatno nizu heritabilnost u
prirodnim uslovima u odnosu na laboratorijske (Coyone i Beecham, 1987; Prout
and Barker, 1989) s tim Sto je heritabilnost u prirodnim uslovima bila znacajno

veca od nule.
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U naSem eksperimentu zabeleZen je znacajan nivo ekspresije geneticke
varijabilnosti za trajanje razvi¢a tokom mladih larvenih stupnjeva (LR; — LR;.4),
pri ¢emu su vrednosti heritabilnosti u proseku veée u grupama tretiranim
kadmijumom u odnosu na kontrolne uslove (Tabela 5). Medutim, poredenjem
grupa tretiranih kadmijumom sa kontrolnom (Tabela 6), moZze se re¢i da jedino u
C3 grupi kadmijum znacajno uti¢e na povecanje heritabilnosti u Sirem smislu za

trajanje larvenog razvica do Cetvrtog stupnja.

Kod Zenki postoji znacajna heritabilnost u svim grupama za LRs, LR.s5, u
kontrolnoj 1 C1 1 C2 eksperimentalnoj grupi za LR, i trajanje razvica lutke, za
LRs u C2 eksperimentalnoj grupi, dok je za masu lutke i duzinu zivota adultnih
zenki znac¢ajan nivo heritabilnosti utvrden samo u C3 grupi (Tabele 7, 8). Kod
muzjaka znaCajan nivo genetiCke varijabilnosti utvrden je za LR;s u svim
eksperimentalnim grupama, za LRs i masu lutke u kontrolnoj, C1 i C3, i za
razvi¢e lutke u Cl i C3 grupi. Kadmijum je uticao na znacajno povecanje
geneti¢ke u ukupnoj fenotipskoj varijansi za trajanje larvenog razvi¢a do petog
stupnja u C3 eksperimentalnoj grupi u odnosu na kontrolu, pri ¢emu je ta vrednost

znacajno veca kod muzjaka u odnosu na Zenke (Tabela 9).

Nekoliko hipoteza objasnjava znaCajnu promenu u heritabilnosti
odredenih osobina kod organizama koji naseljavaju povoljnu i stresnu sredinu.
Prva hipoteza pretpostavlja da stresni uslovi (oni koji dovode do znacajne
redukcije adaptivne vrednosti) mogu direktno da povecavaju nivo geneticke
varijabilnosti osobina preko povecavanja nivoa mutacija i rekombinacija. Ovaj
izvor varijabilnosti moze biti vazan za razumevanje adaptacija i dugotrajne
evolucije, ali ne moZe da objasni razlike u nivou heritabilnosti izmedu sredina
kada se porede roditelji i potomstvo ili ¢lanovi jedne geneticke linije. Druga
hipoteza polazi od pretpostavke da razlike u heritabilnosti odredene osobine u
razli¢itim sredinama nastaju kao posledica delovanja selekcije koja uklanja alele
koji doprinose smanjenju adaptivne vrednosti. Pod konstantnim uslovima desava
se brzo opadanje aditivnog dela varijanse kod osobina koje su povezane sa

adaptivnom vrednosc¢u (Holloway et al., 1990). U heterogenoj sredini, selekcija je

113



znatno manje efikasna, zato Sto aleli mogu imati razli¢ite efekte na adaptivnu
vrednost u razli¢itim sredinama. Tokom viSe generacija izlaganja stresu ocekuje
se smanjenje heritabilnosti. Medutim, kratkoro¢ni efekat stresa, kada nema istorije

stabilizacione selekcije, najéesce je povecanje heritabilnosti u Sirem smislu.

Druga verzija ove hipoteze zasnovana je na akumulaciji mutacija
(Kawecki et al., 1997). Rezultati istrazivanja su pokazali da je efekat Stetnih
mutacija Cesto specifican u odnosu na zivotnu sredinu (Kondrashov and Hole,
1994). Stetne mutacije eksprimirane u odredenoj Zivotnoj sredini bi trebalo da
budu uklonjene delovanjem selekcije, ali mutacije koje su jedino Stetne u retkim i
nepovoljnim sredinama ¢e opstajati 1 tako povecavati ekspresiju geneticke
varijabilnosti pod tim uslovima (Kawecki et al., 1997; Holt and Gaines, 1992).
Tako mutacije doprinose indirektno razlikama u nivou heritabilnosti odredenih

osobina izmedu sredina ukoliko su nepovoljni uslovi retki.

Tre¢a hipoteza je zasnovana na efektima selekcije na kanalisanje
(fenotipska varijabilnost nastala kao posledica razli¢itih genotipova). Kako je
naglasio Waddington (1961), 1 u nedavnom modelu Pal (1998), od selekcije se
ocekuje da favorizuje supresiju varijabilnosti kvantitativnih osobina sve dok se
desavaju promene u zivotnoj sredini i dok se menja adaptivni pejzaz. Ispoljavanje
razlika u fenotipu medu genotipovima ¢e tako biti redukovano u uslovima na koje
su zivotinje uobiCajeno navikle (povoljni uslovi), a razlike ¢e se deSavati samo
pod stresnim uslovima. Drugim refima, plasticni odgovori genotipova u
promenjenim (ili stresnim) uslovima mogu podrazumevati ekspresiju tzv.
skrivene geneticke varijabilnosti koja se nije ispoljavala u ranijim uslovima
staniSta (Stojkovi¢ 1 Tuci¢, 2012). Ukoliko ovakvi odgovori na stres
podrazumevaju povecanje medu-genotipskih razlika, pove¢avace se i procenjena

heritabilnost analiziranih osobina.

Sli¢no nasim rezultatima 1 istrazivanja na nekoliko vrsta roda Drosophila
pokazala su sli¢ne obrasce reagovanja na stresne uslove u pogledu heritabilnosti.
U slucaju temperaturnog stresa dolazi do povecanja nivoa heritabilnosti za duzinu

toraksa (David et al., 1994) i u manjoj meri za duzinu krila (Barker and Krebs,
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1995; Imasheva et al., 1998), posebno ako je ovaj stres udruzen sa neadekvatnom
ishranom (De Moed et al., 1997; Hoffmann and Schiffer, 1998). Povecanje
heritabilnosti pod nepovoljnim uslovima je takode utvrdeno i u istraZivanjima na
drugim invertebratima, kao na primer kod tvrdokrilca Harmonia axyridis kod kog
je primecena promena geneticke varijanse za Sirinu tela (Grill et al., 1997) a kod
Lymantria dispar promena reproduktivnog indeksa pod uticajem nepovoljne
ishrane (Lazarevi¢ et al., 1998). Vrsta hemiptera Dysdercus fasciatus reaguje
povecanjem heritabilnosti za tezinu adultnih jedinki u slucaju nedostatka vlage
(Kasule, 1991), a kladocera Daphnia magna za duzinu adultnih jedinki u slucaju
smanjene dostupnosti hrane (Ebert et al., 1993). Kod gubara je primenom gustine
populacije kao stresora, prime¢ena znacajno vec¢a heritabilnost u Sirem smislu za
trajanje larvenog i preadultnog razvi¢a kod Zenki i trajanje razvica lutke kod
muzjaka u slucaju srednje gustine populacije Sto je posledica povecanja geneticke
varijanse (Lazarevi¢, 2000; Lazarevi¢ et al., 2008). Mrdakovi¢ i1 saradnici (2013)
su utvrdili, istrazivanjem uticaja prisustva taninske kiseline u vestackoj dijeti na
dve populacije poreklom sa razli¢itih staniSta (hrastova i bagremova Suma),
znacajno povecanje heritabilnosti za masu larvi u populaciji poreklom iz
bagremove Sume u prisustvu taninske kiseline u odnosu na jedinke iz kontrolne
grupe. Heritabilnost za masu larvi kod jedinki poreklom iz hrastove Sume, gajenih
u kontrolnoj dijeti, bila je znacajno veca u odnosu na jedinke iz bagremare gajenih
na kontrolnoj dijeti. Interesantno je da je stres izazvan prisustvom alelohemikalija
doveo do porasta heritabilnosti u Sirem smislu za enzimsku aktivnost kod larvi
obe populacije. Porast geneticke varijabilnosti komponenti adaptivne vrednosti
koji se ispoljava u novim sredinama vaZzan je za adaptaciju na te uslove sredine i
Sirenje ekoloskih nisa. Povecanje geneticke varijanse se moze pripisati i razlikama
u ekspresiji gena i poremecenom kanalisanju razvica pod stresnim uslovima u

zivotnoj sredini (Hoffmann and Parsons, 1991).

Schneider i saradnici (2011) su proucavali tri populacije kod diptere Aedes
aegypti gajenih pod optimalnim sredinskim uslovima u cilju procene nivoa
heritabilnosti, §to je ukljucivalo i laboratorijske i prirodne populacije. Znacajna

heritabilnost utvrdena je za veli¢inu tela. Nisu utvrdene jasne razlike izmedu
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polova, $to je ukazivalo da je heritabilnost za veli¢inu tela gotovo nezavisna od

pola kod ovog insekta.

5.3. Plasti¢nost

5.3.1. Varijabilnost fenotipske plasti¢nosti

Fenotipska plasticnost predstavlja sposobnost genotipova, ili geneticki
identi¢nih organizama, da ispolje razli¢ite fenotipske oblike za odredenu osobinu
u razli¢itim sredinskim uslovima (Pigliucci, 2001; Gortir, 2005), i od sustinskog je
znacaja za odrzavanje fenotipskog diverziteta u heterogenim sredinama (West-
Eberhardt, 1989; Scheiner, 1993). Fenotipska plasti¢nost predstavlja osnovni
koncept u genetici 1 evolucionoj biologiji. Pored toga, ona je vazna za predvidanje
odgovora vrsta na globalne promene sredine (Rehfeldt et al., 2001), te je
odredivanje fenotipske plasticnosti neophodno ne samo za istrazivanje odgovora
jedinki odredenih vrsta na uslove zivotne sredine, ve¢ 1 za istrazivanje uticaja
globalnih promena na distribuciju vrsta i ishoda njihovih medusobnih interakcija

u dinami¢nim zajednicama (Valladares et al., 2006).

Ipak, jo§ uvek nema usaglaSenosti u stavovima o adaptivnom i
evolucionom znacaju fenotipske plasti¢nosti (Via et al., 1995, DeWitt and
Scheiner, 2004). U uzem smislu fenotipska plasticnost se procenjuje u odnosu na
razvojne aspekte upotrebom genetickih linija (Cheplik, 2003; Van Kleunen and
Fischer, 2003), dok se u Sirem smislu fenotipska plasticnost procenjuje u
ekoloskom smislu na osnovu odgovora razlicitih vrsta i populacija na promenljive
uslove zivotne sredine (Valladares et al., 2005b). Promene zivotne sredine mogu
biti uzrok razlicitih reverzibilnih promena fenotipa tokom Zzivota jedinke (Lynch
and Walsh, 1998), a velika geneticka varijabilnost za razliite plasti¢ne odgovore
u prirodnim populacijama moze dovesti do evolucije plasticnosti delovanjem
prirodne selekcije i drugih evolucionih mehanizama (Pigliucci et al., 2006).

Zapravo, plasticnost donosi novi pogled na shvatanje fenotipskih varijacija koje
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nastaju kao posledica ekoloskih interakcija i delovanja selekcije (Ackerly and

Sultan, 2006).

Pravac promena fenotipske varijabilnosti je vazan za predvidanje
evolucionih odgovora populacija koje naseljavaju heterogenu sredinu. Kada se
razli€iti genotipovi nadu u uslovima promenjene zivotne sredine, njihove relativne
performanse u svakoj sredini i fenotipska plasticnost se menjaju, a osnovni i
najvazniji problem postaje kvantitativna ocena fenotipskih promena koje su
uzrokovane promenama u Zzivotnoj sredini. Procenom znacCajnosti interakcija
izmedu genotipa i sredine u full-sib eksperimentalnom dizajnu dobija se uvid u
postojanje mogucnosti variranja fenotipske plasticnosti izmedu odredenih familija
(legala). Postojanje znacajnih interakcija govori o tome da se genotipovi razlikuju

u osetljivosti na promenjene uslove zivotne sredine.

U naSem eksperimentu kod mladih larvenih stupnjeva (LR; - LR;.)
prisutna je statisticki znacajna interakcija ,,L. X Cd* izmedu genotipa (leglo) i
sredine (Cd), $to znaci da se familije gubara u ranim fazama larvenog razvi¢a, od
prvog do cetvrtog larvenog stupnja, razlikuju u odgovorima na prisustvo teSkog
metala u hrani (Tabela 10). Znacajna varijabilnost fenotipske plasticnosti uocava
se 1 u kasnijim periodima razvi¢a gubara. Tako je kod Zenki gubara (Tabela 11)
primecena znacajna interakcija ,,L X Cd“ za trajanje Sestog stupnja larvenog
razvica u Cl grupi, i masu lutke u C1 1 C3 eksperimentalnoj grupi, dok kod
muzjaka (Tabela 12) postoji znacajna interakcija za trajanje petog stupnja
larvenog razvi¢a u C2 grupi, i u svim grupama za trajanje larvenog razvica do
petog stupnja. Rezultati upucuju na zakljucak da neki genotipovi pokazuju vecu
tolerantnost prema kadmijumu (manja redukcija komponenti adaptivne vrednosti)
ili kadmijum ima hormeticki efekat (vec¢a adaptivna vrednost u stresnoj u odnosu
na kontrolnu sredinu). S obzirom da je varijabilnost fenotipske plasti¢nosti
najuocljivija tokom larvenog razvi¢éa od prvog do cetvrtog stupnja, kako u
kontrolnoj tako i u grupama tretiranim razli¢itim koncentracijama kadmijuma, i
kod zenki za masu lutki, moze se re¢i da plasticnost odgovara periodu u okviru

ontogenije tokom kojeg je organizam sklon da menja razvojni put u odgovoru na
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spoljasnju sredinu (Wang and Cutler, 1995; Mozley and Thomas, 1995; Kaiser et
al., 1995).

Razlika izmedu polova u varijabilnosti fenotipske plasticnosti za masu
lutke moze se objasniti genetickim 1 epigenetickim razlikama u putevima razvica
dva pola. Uzimajuc¢i u obzir da je ulaganje Zenskog pola u reprodukciju vece od
ulaganja muZzjaka, moze se pretpostaviti da je razvi¢e zenki evoluiralo u smeru
vece osetljivosti na sredinske uslove kako bi se obezbedili adekvatni odgovori na
heterogenu zivotnu sredinu. U tom smislu, odrzavanje visokog evolucionog
potencijala fenotipske plasti¢nosti, posebno kod zenki, kroz geneticku
varijabilnost normi reakcije, predstavljalo bi adaptivnu strategiju populacije. Na
primer, Schneider 1 saradnici (2011) su utvrdili, primenom dvofaktorske analize
varijanse za full-sib dizajn, znacajan uticaj genotipa i sredine na oba pola Aedes
aegypti u uslovima nutritivnog stresa, ali znacajnu interakciju samo kod Zenki.
Norme reakcije za svaku familiju varirale su kod oba pola ukazujuéi na znacajnu
varijabilnost fenotipske plasticnosti na populacionom nivou. Uz to, opseg normi
reakcija primecen izmedu jedinki koje su rasle u razli¢itim sredinskim uslovima
unutar familija, bio je ve¢i za zenke nego za muzjake, impliciraju¢i vecu
sposobnost Zenki da tokom razvi¢a modifikuju alokaciju resursa u uslovima
nutritivnog stresa. Slicni rezultati ustanovljeni su i kod drugih organizama

(Stillwell et al., 2010).

U radu Vlahovi¢ i saradnika (2009) na gubaru utvrdeno je da se hroni¢ni
efekat kadmijuma, prisutan u hrani Lymantria dispar, ogleda u redukciji mase
larvi i opadanju aktivnosti alkalne fosfataze u vecini full-sib familija. Kod 16 od
20 full-sib familija ustanovljena je redukcija mase larvi, a u 18 od 20 opadanje
aktivnosti alkalne fosfataze tokom hroni¢nog stresa kadmijumom u koncentraciji
od 30 pg Cd/g suve hrane. Tokom trodnevnog oporavka od obe primenjene
koncentracije kadmijuma, kod devet grupa jaja pri oporavku od koncentracije 10
ng Cd/g suve hrane, i kod 10 grupa jaja pri oporavku od koncentracije 30 ug Cd/g

suve hrane, primeceno je povecanje mase larvi.
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Proucavaju¢i uticaj povecane koncentracije tanina u ishrani gubara,
Mrdakovi¢ i saradnici (2013) nalaze statisticki znacajnu interakciju (genotip X
tretman) za masu larve kod populacija poreklom iz bagremove i hrastove Sume,
dok je za relativnu brzinu rasta ustanovljena znacajna interakciju u hrastovoj ali
ne i u bagremovoj populaciji. Prisustvo znacajne varijabilnosti fenotipske
plasticnosti ukazuje na potencijal vrste za evoluciju adaptivnih plasti¢nih

odgovora u novim uslovima sredine, ukljucujuéi i stresnu sredinu.

Utvrdene interakcije izmedu genotipa i sredine za osobine zivotne istorije
u promenjivim uslovima sredine ukazuju na ¢injenicu da ekspresije razli¢itih gena
mogu doprinositi odredenoj osobini u razli¢itim sredinama (Vieira et al., 2000;
Mackay, 2001; Borevitz et al., 2002). Prema teorijskim postavkama, tesko je
ocekivati da ¢e genetiCki parametri ostati konstantni tokom perioda u kome vlada
konstantni selekcioni pritisak, a posebno u uslovima gde postoji prostorna i/ili
vremenska heterogenost sredine i Cesta promena selekcionih pritisaka (Via and
Lande, 1987). Tako, na primer, Ackermann i saradinici (2001), ispitujuci efekte
selekcije na Cetiri linije Drosophila melanogaster iz razli¢itih laboratorija za
brzinu razvica, adultni mortalitet 1 gustinu populacije, pod razli¢itim
temperaturnim uslovima, dolaze do zakljucka da je jedino rani fekunditet bio
osetljiv na promenjene uslove sredine, dok za druge osobine nije bilo znacajne

interakcije izmedu genotipa i sredine.

Druga istrazivanja su takode utvrdila da geneticki odgovori na selekciju
zavise od uslova Zivotne sredine, ukazujuc¢i na interakciju izmedu genotipa i
sredine (Clark, 1987; Stearns et al., 1991). Selekcija za povecanu otpornost na
prisustvo kadmijuma kod Drosophila melanogaster bila je povezana sa polno
vezanim genima S§to je rezultiralo u pove¢anom juvenilnom prezivljavanju,
povecanom fekunditetu i skra¢enom trajanju razvica kod senzitivnih linija
(Shirley and Sibly, 1999). Linije otporne na kadmijum imale su smanjeni

fekunditet, dok u drugim osobinama nisu primecene razlike.

Kod Drosophila melanogaster, sa opadanjem koncentracije kvasca u

hranljivom medijumu dolazi do produzavanja larvenog razvi¢a i smanjenja tezine
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jedonki uz istovremeno povecéanje fenotipske varijanse za ove osobine. Razlike
izmedu sredina (razlicita koncentracija kvasca) 1 znacajna varijabilnost fenotipske
plasti¢nosti ukazuju na moguénost dobijanja razli¢itih fenotipskih odgovora
genotipa u zavisnosti od uslova zivotne sredine. Tezina u trenutku ulutkavanja je,
u velikoj meri, zavisila od uslova rasta tokom prethodnog perioda razvica

(Gebhardt and Stearns, 1988).

Kod vrste Lepidoptera Epiphyas postvittana uocene su izvesne promene u
komponentama adaptivne vrednosti, kao posledica adaptacija na razli¢ite uslove u
zivotnoj sredini (Geier and Briese, 1980). Fenotipska vrednost za trajanje razvica,
tezinu tela i parametre fekunditeta varirala je znaCajno izmedu populacija i
menjala se sa promenom temperature (Gu and Danthanarayana, 2000). Podaci
pokazuju da temperatura vrsi intenzivan uticaj na ekspresiju fenotipa i to za
geneticki uslovljene osobine Zzivotne istorije ove vrste. Usled postojanja
fenotipske plasticnosti, ispoljavanje fenotipa za ove osobine u svakoj sredini sa
razli¢itom temperaturom moze biti pod uticajem razlicitih ili istih alela, i moze se
do izvesnog stepena menjati nezavisno (Via and Lande, 1985). Tokom
evolucionih promena ka ekoloskom optimumu, razli¢ito specijalizovani
genotipovi ¢e biti selektovani za svaku sredinu (Gillespie and Turelli, 1989), tako
da promenjivi selekcioni pritisci u razli€itim temperaturnim sredinama mogu
voditi ka odrzavanju geneticke varijanse u lokalnim populacijama ovog

organizma.

Takode, znaCajne razlike izmedu populacija u fenotipskoj plasti¢nosti u
odgovoru na nutritivni stres (npr. ishrana bagremovim liS¢em) primecene su za
preadultni vijabilitet, masu lutke, 1 relativnu brzinu rasta i efikasnost konverzije
unete hrane u biomasu larvi Cetvrtog stupnja kod gubara (Lazarevi¢ et al., 2002,

2007).

120



5.3.2. Plasti¢nost, heritabilnost plasti¢nosti i heritabilnost svojstva

Heritabilnost plasticnosti se moze procenjivati na vise nac¢ina, a odabrana
procena zavisi od konkretnih uslova populacije 1 eksperimentalnog dizajna. Prvi
nacin podrazumeva meru relativne koli¢ine geneticke varijanse koja je zavisna ili
nezavisna od sredinskih uticaja. U ovom slucaju koriste se prosecne vrednosti u
svim sredinama i tada razlikujemo ukupnu fenotipsku varijabilnost, heritabilnost
svojstva nezavisnu od sredinskih uticaja i heritabilnost plasti¢nosti koja se odnosi
na sredinski zavisni deo geneticke varijanse (Scheiner and Lyman, 1991). Drugi
pristup odnosi se na odgovor selekcije na plasticnost i zavisi od oblika selekcije
koji  deluje. Kvantifikovanje heritabilnosti plastiCnosti je ograni¢eno
podudaranjem eksperimentalnih uslova sa sredinskim uslovima u prirodi. Za
objasnjavanje geneticke osnove plasti¢nosti postoje tri modela, koji se medusobno
ne iskljuCuju. Prvi model posmatra plasticnost u funkciji homozigota
(overdominansa). Ovaj model pretpostavlja da koli¢ina promena izmedu sredina
opada sa povecanjem broja heterozigotnih lokusa (Dobzhansky, T., 1947,
Gillespie and Turelli, 1989). Drugi model posmatra plasticnost u funkciji razlicite
ekspresije jednog istog gena u razli¢itim sredinama (plejotropija) (Via and Lande,
1985; Via, 1987). Ovaj model pretpostavlja da je ekspresija odredenog alela u
jednoj sredini potencijalno nezavisna od njegove ekspresije u drugoj sredini. U
treCem epistaticCkom modelu, plasti¢nost nastaje usled interakcije izmedu gena
koji determiniSe najveéi deo odgovora na sredinske uslove i gena koji samo
prosecno doprinose ekspresiji odredene osobine. Plejotropni i epistaticki model

imaju za sada brojne eksperimentalne potvrde (Scheiner, 1993).

Plasticnost omogucava organizmu da prilagodava svoj fenotip
promenjivoj sredini; kada optimalni fenotip varira u odredenim sredinskim
uslovima, evolucija fenotipske plastiCnosti je predvidiva (Houston and
McNamara, 1992). Ispitivanja plasticnosti ukljucuju familije organizama
izlozenih razli¢itim sredinskim uslovima koji utiCu na ispoljavanje prisutne
geneticke varijabilnosti plasticnosti, Preko poredenja odgovora razliCitih

genotipova (familija) na sredinske varijacije u razli¢itim grupama procenjuju se
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opseg, pravci i varijabilnost fenotipskih odgovora (Nussey et al., 2007). Poseban
interes postoji za odredivanje geneticke varijabilnosti u prisutnoj individualnoj
plasti¢nosti 1 to odreduje potencijal za evoluciju ovog svojstva (Scheiner and

Lyman, 1989).

U nasem eksperimentu, kako se moglo i ocekivati, mladi larveni stupnjevi
(LR;- LR 4) pokazuju najvecu plasti¢nost fenotipa u C3 grupi koja je izlozena
najvecoj koncentraciji kadmijuma, tj. najve¢em stresu (Tabela 13). Nacelno,
heritabilnost plasti¢nosti je manja od heritabilnosti svojstva u svim sredinama kod
mladih larvenh stupnjeva. Ove razlike u procenjenim heritabilnostima impliciraju
da geneticke osnove osobine i njene plasti¢nosti, kao 1 pravci njihove evolucije,
ne moraju biti identi¢ni (Pigliucci 2001). Niska heritabilnost plasti¢nosti u ranoj
ontogenezi moze nam ukazivati da su prve faze razviéa izlozene jakim
selektivnim pritiscima ka kanalisanju ograni¢enog broja fenotipskih stanja,
odnosno da je geneticka varijabilnost plasticnog odgovora zna€ajno smanjena pod
delovanjem stabilizacione selekcije. S druge strane, za razliku od selekcije koja ¢e
u slucaju fenotipske plasticnosti delovati na geneticke sisteme osetljivosti i
regulacije razvica, selekcija na samu osobinu podrazumeva promene strukturnih
gena koji leze u neposrednoj osnovi same osobine 1 ¢ija se varijabilnost u velikoj
meri ispoljava preko aditivne geneticke varijanse. U tom smislu, selekcija za
robusne regulatorne sisteme u ranim fazama razvi¢éa moze biti intenzivnija od
selekcije same osobine. U kasnijim fazama razvica, medutim, senzitivnost u
odnosu na sredinske stimuluse i ispoljavanje genotipskih razlika u osetljivosti na
varijabilnu zivotnu sredinu moze biti pod slabijim intenzitetom selekcije. Takode,
prisutna geneticka varijabilnost plasticnosti u jednoj populaciji ukazuje
potencijalno i na pravce selekcije ka favorizovanju Sirokih normi reakcije za neke
osobine u kasnijim fazama ontogenije u heterogenom staniStu. Kod zenki se
uocava veca heritabilnost plasticnosti u odnosu na heritabilnost svojstva za
trajanje Sestog stupnja larvenog razvi¢a u svim grupama, masu lutke i trajanje
petog stupnja u C3 grupi, trajanje larvenog razvi¢a do petog stupnja u C1 i C2
grupi i razvice lutke u Cl grupi (Tabela 14). Kod muzjaka heritabilnost

plasti¢nosti je ve¢a od heritabilnosti svojstva za masu lutke i trajanje petog
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stupnja larvenog razvica u C2 grupi, trajanje larvenog razvica do petog stupnja u
svim grupama, a za razvice lutke 1 duzinu zivota adulta u C1 i C3 grupi (Tabela

15).

S druge strane, za neke osobine, kao Sto su trajanje Sestog stupnja,
larvenog razvica do petog i Sestog stupnja i razvica lutke, ustanovljen je trend
smanjenja plasti¢nosti sa pove¢anjem koncentracije kadmijuma, tako da je za ove
osobine plasti¢nost najmanja upravo u C3 grupi. Ovaj podatak nam govori o
specificnostima pravaca i ograni¢enja evolucije plasticnosti u svakoj fazi
ontogenije i konkretnim sredinskim uslovima. Na primer, mozemo pretpostaviti
da je smanjena sposobnost plasticnog odgovora parametara razvica u veoma
stresnim nutritivnim uslovima rezultat intenzivne alokacije resursa u
detoksifikacione mehanizme u odredenim fazama ontogeneze S$to postavlja

ogranic¢enja za ulaganje u plasti¢ne reakcije razvica.

Za duzinu Zivota najveca plasticnost kod zenki utvrdena je u C3 grupi a
kod muzjaka u C1 grupi. Kod muzjaka su takode utvrdene najnize vrednosti
plasti¢nosti na najviSoj koncentraciji kadmijuma (C3 grupa) za trajanje petog
stupnja, larvenog razvi¢a do petog stupnja, razvice lutke i masu lutke. Na osnovu
izrazenijeg skracenja zivotnog veka kod Zenki u odnosu na muzjake, moze se
zakljuciti da je razvice Zenskog pola kod gubara zna€ajno osetljivije na nutritivni

sredinski stres.

Obim plasti¢nosti zavisi od genotipa, hormona i sredine i ona ne mora da
bude adaptivna (Thompson, 1991; Scheiner, 1993). Za razliku od komponenti
adaptivne vrednosti, Vlahovi¢ i saradnici (2012) dobijaju, u ispitivanju promena
aktivnosti nespecificnih esteraza kod larvi Lymantria dispar tretiranih
kadmijumom, povecanu plasti¢nost aktivnosti enzima pri hroni¢nom tretmanu
koncentracijom od 10 pg Cd/g suve hrane u odnosu na grupu koja je bila na
oporavku od iste koncentracije, dok je plasti¢nost visa nakon hroni¢nog tretmana
kadmijumom u odnosu na akutni tretman istom koncentracijom. Takode,

plasticnost alkalne fosfataze u odgovoru na akutno izlaganje viSim
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koncentracijama kadmijuma bila je znacajno veca u poredenju sa nizim

koncentracijama kadmijuma (Vlahovi¢ et al., 2009).

Fenotipska plasticnost ima vaznu ulogu u promovisanju povecanja
raznovrsnosti, ali moze 1 preuvelicati efekte prirodne selekcije preko
omogucavanja brze fenotipske adaptacije jedinki na nove uslove (Crispo, 2008).
Plasti¢nost insekta povezana sa njegovom ishranom (biljka domacin) dozvoljava
produkciju optimalnog fenotipa bez velikih genetickih promena (Via, 1990).
Znacajna fenotipska plasticnost izrazena u odgovoru na stresne uslove, koje smo
ranije opisali kod gubara iz hrastove i bagremove populacije (Lazarevi¢ et al.,
2002, Mrdakovi¢ et al., 2011), ukazuju na njihove sli¢ne strategije u

prevazilazenju stresnih uslova i postizanju optimalnih fenotipova.

5.3.3. Indeks fenotipske plasti¢nosti

Fenotipska plasti¢nost je merena u nasem eksperimentu po Ceplikovoj
(Cheplick, 1995) i po Lijevoj metodi (Li et al., 2001). Ceplikov indeks
plasti¢nosti se koristi za istrazivanje fenotipske plasticnosti kada se ocekuje da
pojedine komponente sredine uticu na ciljane osobine (Valladares et al., 2006), i
pokazuje pravac odgovora full-sib familija na sredinske promene. Ukoliko se
familije znacajno razlikuju u pravcu odgovora, ocekuje se nizak indeks fenotipske
plasti¢nosti 1 njegova visoka varijabilnost. Za razliku od ovog indeksa, Lijev
indeks plasti¢nosti ne odrazava pravac plastiénih odgovora, i sve vrednosti

plasti¢nosti su pozitivne.

Poredenjem vrednosti indeksa fenotipske plasti¢nosti po Ceplikovoj
metodi izmedu grupa tretiranih kadmijumom utvrden je znacajno veci indeks kod
larvi C1 grupe u odnosu na C3 grupu za trajanje larvenog razvica do treeg
stupnja, u odnosu na C2 i1 C3 grupu za trajanje larvenog razvica do cetvrtog
stupnja (Tabele 16, 17), 1 kod Zenki za trajanje Sestog stupnja larvenog razvi¢a u
odnosu na C3 grupu. Vrednosti za pomenute osobine u C3 grupi su bile negativne

Sto znaci da kadmijum tokom pojedinih faza larvenog razvica uti¢e na pravac
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promene fenotipske plasti¢nosti u odnosu na kontrolnu grupu. Zenke imaju
znacajno vecu fenotipsku plasticnost u C3 i C1 grupi za duzinu zivota i u C3
grupi za trajanje razvica lutke u odnosu na C2 grupu (Tabele 18, 19). Vrednost
indeksa u C2 grupi za duzinu Zivota je negativna $to znaci jedinke u ovoj grupi
pokazuju promenu pravca u varijabilnosti fenotipske plasti¢nosti. Kod muzjaka
zna€ajno nizi indeks plasticnosti uocen za trajanje razvica lutke u C3 grupi u

odnosu na C1 1 C2 grupu (Tabele 20, 21).

Lijevom metodom utvrdeno je da najveci indeks plasticnosti imaju larve u
C3 eksperimentalnoj grupi za trajanje larvenog razvica do trec¢eg stupnja u odnosu
na ostale grupe, 1 za trajanje larvenog razvica do ¢etvrtog stupnja u odnosu na C2
grupu. Zenke C1 grupe imaju znadajno veéi indeks za trajanje larvenog razvi¢a
do petog stupnja od C2 grupe, a za duzinu Zzivota adulta od C2 i C3 grupe, a
muzjaci za trajanje razvic¢a lutke u C1 grupi u odnosu na C3. Najveéi indeks
plastinosti po Liju ukazuje na najveéu mogucénost promene fenotipa u

promenjenim uslovima Zivotne sredine.

Po Cepliku, zenke u C2 grupi imaju znadajno veéi indeks plasti¢nosti za
trajanje petog stupnja larvenog razvi¢a u odnosu na muzjake. Lijeva metoda
pokazala je da zenke imaju znacajno vecu vrednost indeksa plasticnosti za trajanje
duZine Zivota tokom adultnog perioda u C1 grupi, a muzjaci za trajanje larvenog

razvi¢a do petog stupnja u C2 grupi (Tabela 22).

U radovima Vlahovi¢ i saradnika (2009, 2012, 2013) nalazimo da je Lijev
indeks za masu larvi kod Lymantria dispar bio visi nakon akutnog izlaganja
koncentraciji od 10 pg Cd/g suve hrane, i tokom hroni¢nog izlaganja
koncentraciji od 30 pg, dok je Ceplikov indeks za masu imao najveée vrednosti
tokom oporavka od ishrane sa dodatkom 30ug kadmijuma. Za plasti¢nost alkalne
fosfataze oba indeksa imaju najveée vrednosti tokom hroni¢nog tretmana.
Hroni¢no izlaganje viSim koncentracijama kadmijuma povecava indeks
fenotipske plasti¢nosti za masu larvi i ukazuje na smanjivanje mase larvi tokom
dugotrajnog stresa veeg intenziteta. U skladu sa Ceplikovim indeksom

plasti¢nosti, kratkotrajne sredinske promene alkalnu fosfatazu, nakon tri dana
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akutnog stresa ili oporavka, vode ka viSim vrednostima indeksa fenotipske
plasti¢nosti slicno kao i u slucaju hroni¢nog delovanja stresa u odnosu na
kontrolne uslove. Esteraze su pokazale viSe vrednosti indeksa fenotipske
plasti¢nosti u slu¢ajevima delovanja hroni¢nog stresa, nezavisno od koncentracije,
u odnosu na jedinke koje su bile na oporavku, ukazujuci da esteraze imaju nizu
aktivnost tokom hroni¢nog stresa nego tokom oporavka i hroni¢nog stresa. Veliki
indeks plasti¢nosti esteraza tokom akutnog i hroni¢nog stresa sa 10 ug kadmijuma
u odnosu na viSu koncentraciju kadmijuma, ukazuju na njihovu vecu senzitivnost
tokom prisustva niskih koncentracija metala. Varijabilnost plasti¢nosti u slucaju
lizozomalne i totalne fosfataze je bila veca nakon oporavka od 10 pg Cd/g suve
hrane u poredenju sa oporavkom od 30ug Cd/g suve hrane. Ovi, kao 1 na$i nalazi,
podrzavaju pretpostavku o energetskim promenama tokom stresa kadmijumom, s
obzirom da osobine zZivotne istorije pokazuju dugotrajnije efekte u odnosu na one

na molekularnom nivou.

Osim indeksa fenotipske plastinosti odredivali smo 1 koeficijent
fenotipske varijacije koji je vrlo koristan parametar za istrazivanje razlika
fenotipske plasticnosti izmedu familija, uklju¢ujuéi i1 razvojnu nestabilnost
(Valladares et al., 2006). S obzirom da koeficijent varijacije izrazava variranje
svojstva u procentima, to omogucava poredenje variranja razli¢itih svojstava, koja
se mere razli¢itim mernim jedinicama. U naSem eksperimentu vrednosti
koeficijenta varijacije, dobijene po Ceplikovoj i Lijevoj metodi, poredene su F
testom 1 utvrdeno je da trajanje larvenog razvic¢a do treceg i Cetvrtog stupnja
najvide varira u C2 eksperimentalnoj grupi i po Cepliku i po Liju, dok je za
trajanje prvog stupnja u Cl1 1 za trajanje drugog stupnja larvenog razvi¢a u C3
grupi znacajno veéi koeficijent varijacije utvrden samo po Ceplikovoj metodi

(Tabele 16, 17).

Kod Zenki i muZjaka najveéi procenat variranja, po Ceplikovoj metodi,
pokazuje trajanje petog stupnja larvenog razvi¢a u C1 grupi, dok se za trajanje
larvenog razvica do petog stupnja vrednosti razlikuju. Kod zenki je najveci

procenat varijacije utvrden u C3 a kod muzjaka u C1 grupi gde je koncentracija
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kadmijuma najniza. Zenke tokom daljeg larvenog razviéa takode pokazuju razlike
u uticaju kadmijuma na vrednost koeficijenta fenotipske varijacije, pa je tako
procenat varijacije najve¢i u C1 grupi za trajanje Sestog stupnja larvenog razvica,
dok je za larveno razvi¢e do Sestog stupnja najveca vrednost uocena u C2 grupi

(Tabele 18, 19).

Lijev koeficijent pokazuje da najveéa koncentracija kadmijuma (C3)
najvise utiCe na povecanje koeficijenta varijacije plasti¢nosti trajanja larvenog
razvi¢a do petog stupnja kod muzjaka i zenki, dok se u trajanju petog stupnja
larvenog razvica, kod zenki najveci koeficijent uocava u C2 grupi a kod muzjaka
u C3 grupi. Zenke imaju najveée fenotipsko variranje koeficijenta u C2 grupi i za

trajanje Sestog stupnja larvenog razvica.

Kada je re¢ o trajanju razvica lutke znacajno veci koeficijent fenotipske
varijacije naden je samo kod muZjaka i to u C3 grupi po Cepliku i u C1 grupi po
Liju u odnosu na kontrolnu grupu (Tabele 20, 21). Masa lutke ima kod muzjaka
najveée vrednosti koeficijenta varijacije u C1 grupi i po Cepliku i po Liju, dok se
kod Zenki oni razlikuju i dostizu najveée vrednosti u C3 grupi po Cepliku, a u C2
grupi po Liju. Dobijene vrednosti koeficijenta varijacije za duzinu adultnog zivota
se razlikuju zavisno od primenjene metode. Kod adultnih Zenki najveéi koeficijent
varijacije po Cepliku je u C1 grupi, a u C2 po Liju, dok je kod muZjaka najveéi
koeficijent po Cepliku utvrden u C3 grupi a po Liju u C1 grupi.

Kada smo uporedili koeficijente variranja indeksa kod muZjaka i zenki
utvrdili smo da muZjaci pokazuju, u vecini slu€ajeva, vece vrednosti koeficijenta
variranja u odnosu na zenke (Tabela 22). Zapravo, kod zenki je znacajno veci
procenat variranja po Cepliku uo¢en u C1 grupi za trajanje petog stupnja larvenog
razvi¢a 1 C3 grupi za trajanje petog stupnja larvenog razvica, trajanje larvenog
razvi¢a do petog stupnja i masu lutke u odnosu na muzjake. Po Liju, jedino masa
lutke kod Zenki u C2 i C3 grupi ima vece vrednosti varijacije u odnosu na

muzjake.
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Kod perunike [Iris pumila, prosecan nivo fenotipske plasti¢nosti za
dostupnost svetlosti kao 1 srednja vrednost koeficijenta varijacije izmedu familija
(CV) su bili specificni za osobinu (Pemac i Tuci¢, 1998). Pretpostavljeno je da
prirodna selekcija moze razlikovati veli¢inu sposobnosti genotipa da odgovori na
odredene sredinske uslove i varijacije u plasti¢nosti izmedu genotipova, tako da te

dva svojstva mogu da evoluiraju nezavisno (Cheplick, 1995).

5.4. Fenotipske i geneti¢ke korelacije

Korelacije izmedu fenotipskih osobina su vazne za razumevanje
integracije izmedu svojstava organizama 1 predstavljaju bitan pristup u
evolucionoj 1 funkcionalnoj biologiji (Adolph and Hardin, 2007). Fenotipske
korelacije mogu objasniti funkcionalnu vezu ili uzajamna ograni¢enja koja
postoje u performansama odredenih osobina i mogu otkriti uzrocnu vezu izmedu
osobina zivotne istorije i osobina na morfoloSkom i biohemijskom nivou
(Garland, 1984; Steyermark et al., 2005). Moze se reci da je fenotipska korelacija
stepen do kojeg dve osobine kovariraju u okviru jedne populacije i da je
varijabilnost jedne osobine povezana sa varijabilnos¢u druge. Fenotipska
korelacija je sastavljena od dve komponente: genetiCke i sredinske. Geneticka
korelacija procenjuje stepen do kojeg je ekspresija dve osobine odredena istim
genima (plejotropija) ili su njihovi geni nezavisni ali se zajedni¢ki vezano
nasleduju (gametska vezanost) (Lande, 1979; Lynch and Walsh, 1998; Corner and
Hartl, 2004). Iako nije neophodno, bliska fizicka povezanost gena na istim
hromozomima u velikoj meri doprinosi odrzavanju vezanog disekvilibrijuma

(Lynch and Walsh, 1998).

Geneticke korelacije mogu imati vazne posledice na fenotipsku evoluciju.
Posledice nastaju zbog promene u alelskim frekvencijama usled selekcije na
jednoj osobini koja dovodi do korelativnih odgovora u selekciji za drugu osobinu,
ili pak moze do¢i do uzajamnog ograni¢avanja usporavanjem zajednicke evolucije

viSe osobina (Lande, 1979; Via and Lande, 1985). S druge strane, ukoliko je smer
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delovanja selekcije za dve osobine isti, geneticke korelacije mogu ubrzati
adaptivnu evoluciju (Lande, 1979). Na primer, ako selekcija za dve osobine ima
isti pravac (favorizuju¢i velike ili male vrednosti obe osobine), onda ¢e pozitivne
genetiCke korelacije olakSavati odgovor na selekciju, dok ¢e ga negativne

ogranicavati.

Ako su nam poznate geneticke korelacije za osobine unutar i izmedu
sredina, mozemo da pretpostavimo kako geneticke korelacije izmedu
karakteristika, potvrdene u razli¢itim sredinama, mogu uticati na putanju
evolucije u populacijama koje zive u ograni¢enom prostoru (Via and Lande,
1985). U skladu sa pretpostavkama Via i Lande (1987) svaka korelacija izmedu
sredina manja od jedinice ukazuje na potencijal za izvestan stepen nezavisne

evolucije odredenog svojstva u svakoj sredini.

U naSem eksperimentu utvrdene su znacajne pozitivne fenotipske i
geneticke korelacije izmedu larvenih stupnjeva razvi¢a. Kod mladih larvenih
stupnjeva (LR;- LR;.4) zabelezene su znacajno nize genetiCke korelacije izmedu
trajanja prvog stupnja i trajanja larvenog razvica do Cetvrtog stupnja u C1 1 C2
eskperimentalnoj grupi u odnosu na kontrolnu, a izmedu LR, i LRj4kao i LR;3
i LRi4u C1 i C3 grupi u odnosu na kontrolnu grupu (Tabela 25). Smanjenje
koeficijenata genetickih korelacija u odnosu na koeficijente u kontrolnoj grupi
govore o sredinski specificnim promenama u genetickoj osnovi ispoljavanja
osobina larvenog razvi¢a u prvim fazama ontogeneze. U uslovima stresa manja
geneticka korelisanost sukcesivnih faza razvica moze omogucavati efikasnije

prilagodavanje na nepovoljne efekte kadmijuma kao stresnog agensa.

Tokom kasnijeg larvenog razvica (LRs, LRg, LR s, LR|.¢) primecena je
znacajna pozitivna geneticka korelisanost izmedu stupnjeva larvenog razvica koju
je pratila pozitivna fenotipska korelisanost u svim grupama. Korelisanost ovih
osobina znaci da ¢e produzavanjem trajanja pojedinih stupnjeva razvica do¢i do
produzavanja ostalih stupnjeva ili ukupnog larvenog razvi¢a. Zanimljivo je da se
jedino kod muzjaka uocava znacajno povecanje fenotipske i geneticke korelacije

izmedu trajanja petog stupnja i trajanja larvenog razvi¢a do petog stupnja u C3
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grupi u odnosu na kontrolnu grupu, dok kod zenki nema znacajnih razlika u
koeficijentima u kontrolnoj i grupama koje su tretirane razli¢itim koncentracijama

kadmijuma (Tabela 23, 24, 26, 27).

U nasem eksperimentu postoji vidna podudarnost izmedu znacajnih
pozitivnih fenotipskih i genetickih korelacija tokom pojedinih stupnjeva larvenog
razvica. Pozitivne fenotipske korelacije izmedu najznacajnijih komponenti
adaptivne vrednosti kao $to su razliCiti stupnjevi larvenog razvi¢éa mogu biti
objasnjene razli¢itom dostupnos¢u resursa. Jedinke koje se hrane uobicajeno
mogu usmeravati viSe resursa ka rastu (van Noordwijk and de Jong, 1986;
Reznick et al., 2000) pri ¢emu se kod gubara akumulacija resursa deSava samo
tokom larvenog razvi¢a. Evolucioni odgovor u ovom pravcu je mogu¢ ako postoje
pozitivne geneticke korelacije izmedu osobina Zivotne istorije (Reznick, 1985)
kao §to je to bio slucaj u naSem eksperimentu. Sli¢ne rezultate dobio je Spitze
(1991) koji je izlagao populacije Daphnia pulex izlovljavanju od strane larvi
Chaborusa u uslovima visoke dostupnosti hrane. U odnosu na kontrolnu grupu, te
populacije dafnija imale su kraée trajanje razvi¢a, ve¢u masu, i veci fekunditet.
Ako su neki genotipovi u vecoj meri akumulirali resurse, onda veca koliCina

resursa moze rezultirati pozitivnim korelacijama izmedu osobina.

Kod zenki je ustanovljena znacajna negativna fenotipska i1 geneticka
korelisanost izmedu trajanja petog stupnja i trajanja razvi¢a lutke u kontrolnim
uslovima, §to znaci da je produzeno trajanje pojedinih stupnjeva larvenog razvi¢a
praceno skracenim razvicem lutke. Postoji znaCajna pozitivha fenotipska
korelacija u C1 1 C2 eskperimentalnoj grupi izmedu trajanja razvica lutke i
trajanja larvenog razvica do Sestog stupnja, dok je znacajna geneticka korelisanost
negativnog predznaka uocena u kontrolnim uslovima izmedu razvi¢a lutke i
trajanja petog stupnja i trajanja Sestog stupnja. Analzom genetickih korelacija
utvrdeno je da je izmedu trajanja razvica lutke i trajanja Sestog stupnja i trajanja
larvenog razvi¢a do kraja Sestog stupnja u C2 grupi, vrednost koeficijenata
znacajno veca u odnosu na kontrolne uslove gde su koeficijenti negativnog

predznaka.
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Vrste insekata sa fiksiranim brojem larvenih stupnjeva obi¢no pokazuju
negativne geneticke korelacije izmedu trajanja razviéa i mase pod stresnim
uslovima (Gebhardt and Stearns, 1993). U naSem eksperimentu korelisanost
izmedu trajanja larvenog razvi¢a do petog stupnja i mase lutke u C1 grupi je
negativna i znacajno manja u odnosu na kontrolnu grupu. U eksperimentu
Lazarevi¢ i saradnika (2008) dobijena je takode negativna korelacija izmedu
trajanja larvenog razvica i mase lutke kod muzjaka iz populacije sa niskom
gustinom. Kod Zenki u populaciji srednje gustine je detektovana pozitivna
korelacija izmedu ovih osobina. I drugi autori su pokazali da se u uslovima stresa
kod gubara skracuje vreme razvi¢a i postize se manja masa (Leonard, 1974;
Tammaru, 1998; Tammaru et al., 2000). U istrazivanju genetickih korelacija za
trajanja razvica 1 mase tela u uslovima razli¢ite dostupnosti hrane kod mekoptere
Panorpa cognata, Engqvist (2007) je utvrdio znacajnu pozitivhu korelaciju za
trajanje razvica izmedu sredina. Masa adulta i larvi bila je znacajno pogodena
dostupnos¢u hrane. Geneticke korelacije izmedu mase jedinki i trajanja razvica
promenile su se od pozitivnih kad je visoka dostupnost hrane, do negativnih

korelacija u slu¢aju slabe dostupnosti hrane.

Kod muzjaka trajanje razvica lutke je pozitivno fenotipski korelisano sa
trajanjem petog stupnja u kontrolnim uslovima, a sa trajanjem do petog stupnja u
kontroli, C1 i C2 grupi. Geneticka korelisanost je zna¢ajno negativna i manja u
C1 grupi za trajanje petog stupnja u odnosu na kontrolnu grupu, a znacajno
pozitivna u kontrolnoj i C1 grupi za trajanje larvenog razvi¢a do petog stupnja.

Vrednost u C1 grupi je znac¢ajno manja u odnosu na kontrolu.

Fenotipska korelisanost mase lutke sa trajanjem Sestog stupnja, larvenog
razvic¢a do Sestog stupnja, razvi¢em lutke i duzine Zivota kod Zenki je znacajnog
pozitivna u razli¢itim sredinama. Znacajna geneticka korelacija je prisutna izmedu
mase lutke 1 trajanja larvenog razvi¢a do petog stupnja u C2 grupi, za trajanje
larvenog razvica do Sestog stupnja i razvice lutke u C1 1 C2 grupi, a za duzinu
zivota u C1 grupi. Nije bilo znac¢ajnih razlika izmedu kontrolne i grupa gajenih u

prisustvu kadmijuma u veli¢ini koeficijenata korelacije kod Zenki. U
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istrazivanjima na Drosophila-ma rezultati su pokazali znacajnu korelisanost mase
i ranog fekunditeta (Hillesheim and Stearns, 1992), ali i brzine larvenog razvic¢a i
mase, pri ¢emu su jedinke sa brzim larvenim razvi¢em imale manju masu (Moller

et al., 1990).

Kod zenki je fenotipska korelisanost mase lutke sa duzinom zivota adulta
pozitivnog predznaka, dok je jedina znaCajna geneticka korelacija zabelezena u
C1 grupi. Kod jedinki gajenih u prisustvu kadmijuma postoji takode znacajna
pozitivna korelisanost duzine zivota adulta sa pojedinim fazama larvenog razvic¢a
uglavnom u C1 i C2 grupi. Znacajna geneticka korelacija zabelezena je za masu
lutke 1 trajanja larvenog razvi¢a do Sestog stupnja u C1 1 C2 grupi i za trajanje
razvica lutke u C1 1 C3 grupi, pri ¢emu su koeficijenti znac¢ajno ve¢i u odnosu na

kontrolu.

Kod muzjaka nisu zabelezene znacajne fenotipske i geneticke korelacije
izmedu duZine zivota 1 mase lutke, a u C3 grupi vrednost geneticke korelacije je
negativna i znacajno manja u odnosu na kontrolu, §to znaci da u stresnoj sredini
jedinke sa pove¢anom masom lutke imaju smanjenu dugovecnost. Trajanje petog
stupnja i larvenog razvica do petog stupnja je fenotipski negativno korelisano sa
duzinom zivota adulta u C3 grupi i statisticki znacajno negativno u odnosu na
koeficijent korelacije u kontrolnoj grupi, dok kod genetickih korelacija nema
statisticki znacCajnih vrednosti. U eksperimentu Lazarevi¢ i saradnika (2007) u
kome je ispitivan efekat razli¢itih biljki domacina kod Lymantria dispar, zenke
gajene na povoljnoj hrani (hrastovo lis¢e) imale su negativne geneticke korelacije
izmedu preadultnog razvica i dugovecnosti, dok na marginalno povoljnoj biljci
domacinu (bagremovo liS¢e) nije bilo negativnih korelacija. Znacajna negativna
geneticka korelacija izmedu preadultnog razvica i dugovecnosti ustanovljena je i
kod muzjaka iz bagremove populacije koji su hranjeni hrastovim lis¢em, $to
ukazuje da je krace preadultno razvice udruzeno sa produzavanjem zivota
adultnih muzjaka. U slucaju stresa izazvanog razli¢itom gustinom populacije kod

gubara, znacajne pozitivne genetiCke korelacije izmedu veliCine Zenki i
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dugovecnosti su bile o¢igledne u obe populacije bez obzira na gustinu populacije

(Lazarevi¢ et al., 2008).

ZnacCajne geneticke korelacije za odredene osobine izmedu sredina
odreduju pravac i mogucénosti evoluiranja tih osobina u odnosu na koriS¢enje
sredinskih resursa (Via, 1984). Geneticke korelacije izmedu sredina manje od
jedinice su dovoljan uslov za delovanje selekcije u smeru specijalizacije na novu
i/ili stresnu sredinu (Fry, 1996). Analizom koeficijenata genetickih korelacija
izmedu sredina (kontrolne i grupa sa razliCitom koncentracijom kadmijuma)
nadene su znacajne korelacije izmedu kontrolne i C1 i C2 grupe za sve mlade
stupnjeve larvenog razvica (Tabela 28), dok je za C3 grupu znacajna pozitivna
korelacija utvrdena samo za prvi stupanj larvenog razvica. Ove pozitivhe
korelacije ukazuju da familije koje karakteriSe brzo razvi¢e u kontrolnoj sredini,
imaju brzo razvic¢e i kad su izlozene kadmijumu odnosno da postoji znacajno
preklapanje gena koji determiniSu posmatrano svojstvo u kontrolnoj i stresnoj
sredini. Kod Zenki (Tabela 29) postoji znacajna korelacija izmedu kontrole i
sredina sa prisustvom kadmijuma za trajanje petog i Sestog stupnja larvenog
razvica, dok je za trajanje larvenog razvica do petog stupnja i masu lutke znacajna

pozitivna korelacija utvrdena samo u C2 grupi, a za duzinu Zivota adulta u C3

grupi.

S obzirom da su vrednosti korelacija izmedu kontrolne i grupa tretiranih
kadmijumom za peti 1 Sesti stupanj larvenog razvica u C1 i C3 grupi, trajanje
larvenog razvica do petog stupnja i masu lutke u C2 grupi znacajno razlicite od
jedinice, to znaci da je u pogledu ovih osobina verovatna evolucija u pravcu
specijalizacije. Kod muzjaka postoji znacajna pozitivna geneticka korelacija
izmedu kontrolne i C3 grupe za masu lutke, pri ¢emu je vrednost znacajno
razlicita od jedinice S§to znaci da selekcija moze delovati na masu lutke u pravcu

specijalizacije na nove stresne uslove sredine.

Koeficijenti genetickih korelacija izmedu polova (Tabela 30) pokazuju da
su zenke 1 muzjaci znacajno pozitivno korelisani u trajanju petog stupnja larvenog

razvi¢a u kontrolnoj, C1 1 C2 grupi, za razvic¢e lutke u kontroli i duZinu Zivota
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adulta u C3 grupi. Vecina odredenih korelacija nije znacajna, a znacajne pozitivne
korelacije su razli¢ite od jedinice Sto predstavlja osnovu za dalju evoluciju

seksualnog dimorfizma u osobinama adaptivne vrednosti.

Znacajne geneticke korelacije u nasem eksperimentu izmedu sredina
svedocCe o senzitivnosti osobina na prisustvo kadmijuma kao stresora i postojanju
znacajnog kapaciteta pojedinih osobina da se menjaju delovanjem selekcije. I
nalazi drugih istrazivaca pokazuju da geneticke korelacije za specificne osobine
izmedu sredina teze ka pozitivnim vrednostima (Ebert et al., 1993; Windig, 1994).
To ne znaci da su korelacije bezuslovno pozitivne izmedu sredina. Nekoliko
istrazivanja ukazuju na uzajamna ograni¢avanja za adaptivnu vrednosti izmedu
sredina (Hoffmann et al., 1995). Pozitivne korelacije izmedu sredina su

karakteristicne za generaliste.

U eksperimentu Mrdakovi¢ i saradnika (2013) geneticke korelacije izmedu
sredina unutar svake populacije su bile pozitivne 1 statisti¢ki znacajne za masu
larvi u hrastovoj populaciji. Pozitivna geneticka korelacija uoc¢ena izmedu masa
larvi ukazuje da ¢e legla gubara sa malim masama larvi imati male mase 1 na
dijeti sa dodatkom tanina (5%). S obzirom da rezultati dolaze iz full-sib analize,
ucesce neaditivnih genetickih efekata, maternalnih i sredinskih efekata moze

takode da utice na ocenjene korelacije.

Kod leptira Bicyclus anynana ispitivana je posledica vestacke selekcije za
dugovecnost na preadultno razvi¢e u normalnim sredinskim uslovima, pri ¢emu je
utvrdeno da je fenotipska korelacija za masu lutke bila znacajna i pozitivna sa
dugovecnoscu kod adultnih zenki (Pijpe et al., 2006). Gu i Danthanarayana (2000)
dobijaju znacajno pozitivne geneticke korelacije za masu tela i trajanje razvica, i
za fekunditet tokom prvih pet dana od izleganja i ukupnog fekunditeta bez obira
na temperaturne uslove kod leptira Epiphyas postvittana. Geneticke korelacije
izmedu trajanja razvica u preadultnom periodu i mase adulta su bile pozitivne 1
znacajne u obe populacije, u razli¢itim uslovima temperature sredine. 1z ovoga se
moze re¢i da prirodna selekcija koja favorizuje veliku masu adulta moze dovesti

do odloZene metamorfoze i sporog larvenog razvica.
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Kod larvi himenoptere Priophorus pallipes koje su hranjene dijetom
razlic¢itog kvaliteta, geneticke korelacije izmedu veli€ine tela i trajanja razvica
prelazile su iz znacajno pozitivnih na visoko kvalitetnim dijetama u negativne kod
niskokvalitetnih dijeta (Kause and Morin, 2001). Kod Pholcus phalangoides (Uhl
et al., 2004) 1 kod Scatophaga stercoraria (Blanckenhorn, 1998), geneticke
korelacije izmedu trajanja razvica i veliCine tela bile su pozitivne samo na niskoj

dostupnosti hrane.

5.5. Selekcija i cena fenotipske plasti¢nosti

S obzirom na vrlo intezivne promene koje se deSavaju u zivotnoj sredini,
pogotovu antropogenim uticajem, opstanak razli¢itth vrsta zavisi od njihove
prilagodljivosti na sredinske promene. Stepen prilagodljivosti zavisi od geneticke
konstitucije organizama i njihove sposobnosti razvijanja fizioloske tolerantnosti
na prisustvo toksi¢nih jedinjenja, kao Sto su teski metali, u zivotnoj sredini
(Hoffmann and Willi, 2008; Janssens et al., 2009). Nivo mogucih fenotipskih
promena, bilo da su u pitanju geneticke ili plasticne promene, je takode veoma
visok u kontekstu antropogenog delovanja (Carroll et al., 2007). Prisustvo
adaptacije kao nasledne karakteristike omogucéavaju evolucioni mehanizmi koji
deluju tokom nekoliko generacija, i pomocu kojih genotipovi sa boljim
svojstvima 1ili plasticnim odgovorom u nepovoljnim sredinskim uslovima, imaju
vecu adaptivnu vrednost, i tako povecavaju svoju brojnost u populaciji. Medutim,
u populacijama cesto postoji potencijalno visoka cena za dobijanje plasticnih
odgovora i evoluciju (Kristensen et al., 2008). Ukoliko i postoji dovoljno
geneticke varijabilnosti plasti¢nosti, evolucija u smeru povecanja plasti¢nosti ipak
moze da izostane zbog velike cene ili problema koji ograniCavaju efikasnost
plasti¢nosti. Ogranic¢enja plasti¢nosti imaju bitne ekoloSke 1 evolucione posledice.
Na primer, cena plasti¢nosti moze imati evolucione posledice u vidu redukovanja
stepena plasti¢nosti (Van Tienderen, 1991; Leon, 1993) ili odrzavanja geneticke
varijabilnosti za plasti¢nost (Tauber and Tauber, 1992). Benefit plasticnosti se

ogleda u sposobnosti boljeg uskladivanja fenotipa sa promenljivom sredinom §to
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bi znacilo stvaranje optimalnog fenotipa u svim sredinama. Ukoliko ogranicenja
ne postoje, organizmi bi mogli da eksprimiraju ,idealnu“ ili ,konacnu®
plasti¢nost, u vidu najbolje vrednosti odredene osobine u svakoj sredini bez
placanja cene zbog te sposobnosti. Medutim, plasti¢ni organizmi ne dostizu to
idealno stanje zbog nemoguénosti konstantne produkcije optimalnog fenotipa, ili
zbog placanja cene za odrzavanje plasti¢nosti (Schlichting, 1986; Scheiner, 1993;
Via et al., 1995). Cena plasti¢nosti je uoCena u sredinama u kojima plasticni
organizmi pokazuju nizu adaptivnu vrednost u produkciji iste srednje vrednosti
svojstva kao 1 neplasticni organizmi (DeWitt et al., 1998). lako plasti¢nost
omogucava organizmima da opstanu u Sirokom opsegu sredinskih uslova, ona
moze 1 ograniCiti njihovu selekciju u nepredvidivim staniStima i omoguditi
divergenciju u slucaju stabilnih sredinskih uslova u evolucionoj skali vremena

(Via and Lande, 1985; Fordyce, 2006).

Osim mogucénosti genetickog 1 razvojnog ograni¢avanja, postoji i
moguénost pla¢anja cene odrzavanja plasticnosti, kao i ogranicenja sposobnosti
organizma da budu adaptivno plasticni (DeWitt et al., 1998). Cena plasticnosti je
posledica smanjenja adaptivne vrednosti ¢ak i kada je optimalni fenotip
eksprimiran. U skladu sa teorijskim modelima primenljivim na prostorno
struktuiranu populaciju, prirodna selekcija ¢e favorizovati norme reakcije koje ¢e
balansirati izmedu izbegavanja cene i sticanja resursa. Na primer, o¢ekuje se da
cena odrzavanja plasticnih odgovora inicira evoluciju normi rekacije koje ¢e
povecavati adaptaciju na sredinske uslove koji su viSe zastupljeni. Cena
produkcije plasticnog odgovora verovatno nastaje samo kada je specifi¢ni fenotip
nastao u datoj sredini, $to ¢ini takvu cenu proporcionalnom ucestalosti sredina u

kojima je ciljani fenotip favorizovan (Pigliucci, 2005).

U naSem eksperimentu regresionom analizom cene plasti¢nosti kod gubara
u okviru kontrolne grupe i grupa sa dodatkom razli¢itih koncentracija kadmijuma
utvrdeno je da tokom larvenog razvi¢a genotipovi plac¢aju cenu homeostaze u
kontrolnim uslovima (P<0.05%*), koja obezbeduje normalno razvice larvi u odnosu

na adultnu duZzinu zivota. Takode, znacajan regresioni koeficijent za masu lutke u
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C3 grupi (P<0.05*) pokazuje da u prisustvu kadmijuma genotipovi placaju cenu
plasti¢nosti odgovora za masu lutke u odnosu na dugovecnost adulta (Tabela 31).
Nema znacajnih razlika u ceni plasti¢nosti, odnosno odrzavanja homeostaze,
izmedu polova kao ni izmedu kontrolne grupe i grupa tretiranih kadmijumom, ali
se regresioni koeficijenti znacajno razlikuju izmedu polova za larveno razvice i

razvice lutke u odnosu na adultnu duzinu Zivota (Tabela 32).

Znacajno pozitivni regresioni koeficijenti za trajanje larvenog razvica i
masu lutke u kontrolnoj, C1 1 C2 grupi, kao i1 za razvi¢e lutke u C1 grupi kod
zenki pokazuju da ¢e se u pomenutim sredinama duzina adultnog zivota zenki
povecavati sa produzavanjem trajanja razvica larvi i lutki, kao i sa povecanjem
mase lutki. Znacajno negativan koeficijent regresije kod muzjaka C3 grupe za
trajanje larvenog razvica pokazuje da ¢e se u uslovima prisustva kadmijuma u
najvecoj koncentraciji sa produzavanjem larvenog perioda skracivati duzina
zivota adultnih muZjaka. Znacajan negativni regresioni koeficijent kod muZzjaka
zabeleZen je 1 za razvice lutke u kontrolnim uslovima u odnosu na duzinu zivota
adulta Sto znaci da ¢e se sa produzavanjem razvica lutke smanjivati duzina Zivota
adultnih muzjaka. Pri tome, jedino muzjaci gubara placaju cenu plasticnosti
trajanja razvica lutke u C1 grupi. Poredenjem koeficijenata utvrdena je znacajno
veca vrednost cene plasti¢nosti kod muzjaka nego kod zenki samo za trajanje
razvic¢a lutke u kontrolnim uslovima, mada sama cena nije znacajna ni za jedan od

polova (Tabele 33 i 34).

Adaptacija na stres ne dovodi samo do opstanka geneticke varijanse za
otpornost na stres, ve¢ otpornost moze biti povezana sa osobinama adaptivne
vrednosti, prouzrokujuéi nastanak uzajamnih ograni¢enja izmedu sredina (Bubliy
and Loeschcke, 2005). Evolucija ove cene tolerancije moze najbolje biti
objasnjena teorijom preraspodele resursa. Energija dostupna za osobine zZivotne
istorije kao Sto su prezivljavanje, rast i reprodukcija, je ograniCena, i alokacija
resursa ka jednoj osobini uglavnom znaci smanjenje dostupne energije za drugu
(Reznick et al., 2000; Roff, 2002). Pored toga, prirodna selekcija moze imati

znacajan uticaj na fenotipske promene pod nepovoljnim uslovima (Sangster et al.,
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2008). Tako, adaptacija na stres, izazvan antropogenom aktivnos¢u, kakvo je
zagadenje Zivotne sredine teSkim metalima, jeste posledica snazne direkcione
selekcije za osobine koje dovode do evolucije tolerantnosti na prisustvo stresora.
Takvi procesi mogu dovesti do promena u geneti¢koj arhitekturi populacije, ali i
do geneticke erozije, i to ne samo u osobinama koje su direktno povezane sa
otpornos¢u na stres ve¢ i u osobinama adaptivne vrednosti koje su geneticki
korelisane sa otpornosc¢u na stresne uslove sredine (Perez and Garsia, 2002; Van
Straalen and Timmermans, 2002; Merila et al., 2004). Cesti zakljuéci o geneti¢koj
varijabilnosti za plasti¢nost izmedu populacija ukazuju na ¢injenicu da plasti¢nost
moze da evoluira u odgovoru na selekciju. Jednostavna statistiCka metoda koja se
koristi za ocenu intenziteta direkcione selekcije za odredenu osobinu jeste
odredivanje selekcionih gradijenata, koji predstavljaju vezu izmedu relativne
adaptivne vrednosti i1 varijabilnosti u kvantitativnim osobinama, mereno u
jedinicama standardne devijacije. Selekcioni gradijenti su direktno znacajni za
evoluciju multipnih, korelisanih osobina u kvantitativno-genetickom modelu
(Lande and Arnold, 1983). Odredivanje standardnih linearnih selekcionih
gradijenata (8’) 1 standardnih linearnih selekcionih diferencijala (") omogucava
procenu intenziteta direkcione selekcije (Kingsolver et al., 2001), direktno
poredenje izmedu osobina, komponenti adaptivne vrednosti, i sistema koji se
proucava. Selekcioni gradijenti ocenjuju direktno intenzitet selekcije za osobinu
od interesa, dok selekcioni diferencijali ocenjuju ukupnu selekciju koja je
sastavljena od direktne selekcije za osobinu i indirektnih efekata selekcije na

korelisane osobine (Lande and Arnold, 1983).

U nasem eksperimentu utvrdeni su znacajni negativni selekcioni gradijenti
1 diferencijali kod muzjaka za trajanje larvenog razvica pri najvecoj koncentraciji
kadmijuma, i razvi¢e lutke u kontrolnoj i C2 grupi u odnosu na duzinu zivota
adulta. Negativni predznak ukazuje da selekcija favorizuje jedinke koje imaju
krace trajanje pojedinih faza larvenog razvica, i da pored direktnog efekta na ove
osobine postoji i znacajan direktni i indirektni efekat na korelisane osobine, iako
ne velikog intenziteta, s obzirom na neznatne razlike izmedu gradijenata i

diferencijala (Tabele 35, 36).
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Za masu lutke kod zenki postoje znacajni pozitivni selekcioni gradijenti i
diferencijali u kontrolnoj, C1 i C2 grupi $to znaci da pored uticaja na ove osobine
postoji 1 uticaj na druge korelisane osobine, ali s obzirom na male razlike
indirektni efekti selekcije na korelisane osobine su mali. Pored toga u stresnoj
sredini krupne zenke imaju selektivnhu prednost. Kod muzjaka je ovaj efekat
prisutan samo u optimalnim uslovima. Odsustvo znacajnog selekcionog
diferencijala za masu lutke kod muzjaka upucuje na zakljucak da selekcija deluje
direktno samo na ovu osobinu i da nema uticaja na korelisane osobine (Tabele 37,
38). Kod Zenki postoje znaCajni pozitivni selekcioni diferencijali za larveno
razvice u kontrolnoj, C1 i C2 grupi kao i za razvice lutke u C1 grupi $to znaci da
selekcija favorizuje u pomenutim grupama jedinke koje imaju produzeno trajanje
larvenog razvic¢a, odnosno, razvica lutke. Pri tome selekcija deluje direktno i
indirektno i na osobine koje su korelisane sa trajanjem larvenog razvica i razvica

lutke.

Poredenjem selekcionih gradijenata utvrdeno je da selekcija intezivnije
deluje na povecanje veliCine jedinki i skracenje razvi¢a lutki u kontrolnim
uslovima kod muzjaka u odnosu na Zenke. Poredenjem selekcionih diferencijala
utvrdeno je da ukupna selekcija deluje znacajno na larveno razvice i razvice lutke
u kontrolnoj, C1 1 C2 grupi i masu lutke u C1 grupi i na osobine koje su
korelisane i to veéim intenzitetom na muzjake u odnosu na Zenke. Kingsolver i
saradnici (2001) su vrSili poredenja linearnih selekcionih gradijenata i selekcionih
diferencijala radi utvrdivanja doprinosa indirektne selekcije. Vecina ocena je
ukazivala da su direktna i totalna selekcija za odredenu osobinu obicno sli¢ne, $to

znaci da indirektna selekcija ima mali efekat.

Lyytinen i saradnici (2004) su proucavali leptira Bicyclus anynana, koji je
prepoznatljiv po dve sezonske forme. Tokom vlazne sezone na krilima postoje
Sare koje lice na ofne mrlje, dok tokom susne sezone ocne mrlje na krilima
odsustvuju. Nakon izlaganja leptira predatorima, pri ¢emu su jedinke postavljane
na zelenu i braon podlogu koja je simulirala kisnu i susnu sezonu, dosli su do

zakljucka da selekcija deluje protiv o¢nih mrlja tokom susne sezone, za razliku od
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kisne sezone kada selekcija favorizuje pojavu o¢nih mrlja na krilima. Izgleda da
je upravo kombinacija ova dva selekciona reZima dovoljna za odrZavanje

adaptivne fenotipske plasti¢nosti u formiranju o¢nih mrlja na krilima.

S obzirom da sredinski uslovi odreduju uzro¢nu vezu izmedu fenotipa i
adaptivne vrednosti, eksperimentalne ocene selekcionih koeficijenata su
predvidale vrednost oko nule u sredinama gde se ne ocekuje da osobina bude
adaptivna (direktno povezana sa komponentama adaptivne vrednosti), ali
znacajno pozitivne ili negativne u sredinama gde doprinose benefitu komponenti

adaptivne vrednosti (Dudley and Schmitt, 1996; Dudley, 1996).

5. 6. Sistem antioksidativne zaStite

Teski metali dovode do povecanja nivoa oksidativnog stresa i lipidne
peroksidacije kod insekata, posebno ukoliko su i drugi prooksidanti prisutni u
ishrani (Ahmad, 1995). Iako kadmijum nije direktno odgovoran za produkciju
slobodnih radikala (Dallinger and Rainbow, 1991), kao posledica prisustva
kadmijuma u Zivotnoj sredini dolazi do nastanka oksidativnog stresa i aktivacije
sistema antioksidativne odbrane. Odgovor antioksidativnih enzima na spoljasnje
stresore moze da varira izmedu razliCitih vrsta, razlicitih tkiva (Wilczek et al.,

2004) 1 stupnja razvica (Peri¢- Mataruga et al., 1997).

U naSem eksperimentu, larve razliCitih stupnjeva razvi¢a se razlikuju u
odgovoru na prisustvo kadmijuma (znacajna interakcija ,,stupanj x Cd*), pa je
tako aktivnost manja u grupi tretiranoj kadmijumom do petog stupnja, dok je kod
larvi Sestog stupnja aktivnost veca iako bez statistiCke znacajnosti, Sto su potvrdila
i poredenja aktivnosti Tukijevim (HSD) testom (Grafik 1, Tabela 39). Kod lutke
aktivnost SOD znacajno zavisi od pola jedinke, te je kod zenki aktivnost veca u
odnosu na muZzjake u obe grupe (Grafik 2, Tabela 39). Aktivnost SOD se
smanjuje kod oba pola kao posledica znacajnog uticaja kadmijuma na aktivnost.
Prisustvo znacajne interakcije ukazuje na razlike izmedu polova u odgovoru na

prisustvo kadmijuma u ishrani. Aktivnost SOD kod adulta zavisi od pola (Grafik
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3, Tabela 39), pri cemu zenke i muzjaci razlicito reaguju na prisustvo kadmijuma,
zenke smanjenjem aktivnosti a muzjaci pove¢anjem. Smanjenje aktivnosti SOD
kao posledica prisustva kadmijuma deSava se i kod Oxya chinensis na viSim
koncentracijama (Lijun et al., 2005), kod paukova vrste Pterostichus
oblongopunctatus (Migula et al., 2004) koji zive na mestima sa vecom
koncentracijom kadmijuma u odnosu na manje zagadena mesta. A ograni¢ena
sposobnost SOD u antioksidativnoj odbrani u prisustvu teskih metala nadena je i u

radu Wang i saradnika (2002) na pSenici.

Utvrdeno je i kod biljaka (Xu et al., 2003) i kod zivotinja (Lin and Lan,
2001) da superoksid anjon indukuje povecanje aktivnosti SOD i ta aktivnost raste
sa povecanjem koncentracije kadmijuma. Medutim, na vefim koncentracijama
kadmijuma dolazi do inhibicije aktivnosti enzima. U naSem eksperimentu
primenjene koncentracije kadmijuma su ocigledno bile male da bi dovele do

statisticki znacajnog povecanja aktivnosti SOD u odnosu na kontrolne uslove.

S obzirom da superoksid dismutaza tokom razvi¢a gubara ne pokazuje
znacajno razli¢itu aktivnost u prisustvu kadmijuma u odnosu na kontrolne uslove,
jos jedna od pretpostavki je da je najve¢i deo peroksida nastao u
oksidoredukcionim procesima aktivno$¢u odredenih oksidaza u peroksizomima
kao $to su ksantin oksidaza, citohrom P450 monooksidaza i drugi (Fornazier et
al., 2002; Halliwell and Gutteridge, 2007). Aktivnost katalaze znacajno zavisi od
stupnja larvenog razvica pri ¢emu stupnjevi odgovaraju razli¢ito na prisustvo
kadmijuma u ishrani (Grafik 4, Tabela 40). Kod larvi tre¢eg stupnja aktivnost
katalaze je znaCajno niza u odnosu na kontrolu, dok je kod Sestog stupnja
aktivnost znacajno veca u odnosu na kontrolnu grupu (Tukijev HSD test). Kod
razvica lutke nema znacajnih razlika izmedu zenki i muzjaka u aktivnosti katalaze
izmedu kontrolne i grupe tretirane kadmijumom, iako se uocava niza aktivnost
kod oba pola u grupi tretiranoj kadmijumom (Grafik 5, Tabela 40). Kod adultnih
zenki 1 muZjaka postoji razlika u odgovoru na prisustvo stresora. Kod Zenki je

aktivnost ve¢a u odnosu na kontrolu, dok kod muzjaka kadmijum dovodi do
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znacajnog smanjenja aktivnosti u odnosu na kontrolnu grupu (Grafik 6, Tabela

40).

Vodonik peroksid igra vaznu ulogu kao signal za indukciju sinteze enzima
stresa kao §to je askorbat peroksidaza (Noctor et al., 1998). U istrazivanju Hatata 1
Abdel-Aala (2008) utvrdeno je da kadmijum u visokim koncentracijama dovodi
do velikog oksidativnog stresa zbog akumulacije vodonik peroksida. To se deSava
ukoliko je aktivnost askorbat peroksidaze i katalaze smanjena (Polle, 2001). S
obzirom da kod insekata ocigledno ne postoji selen-zavisna glutation peroksidaza,
askorbat peroksidaza je, uz katalazu, znacajna za uklanjanje vodonik peroksida

(Jovanovi¢- Galovi¢ et al., 2004).

U naSem eksperimentu aktivnost askorbat peroksidaze kod larvenih
stupnjeva zavisi od prisustva kadmijuma i od stupnja razvi¢a. Kadmijum uti¢e na
razlike izmedu larvenih stupnjeva u aktivnosti askorbat peroksidaze u prisustvu
stresora. Kod petog stupnja razviéa uocava se znaCajno manja aktivnost kod
jedinki tretiranih kadmijumom u odnosu na kontrolnu grupu (Grafik 7, Tabela
41). Kod razvica lutke i duzine zivota adulta nema znacajnih razlika u aktivnosti
askorbat peroksidaze izmedu kontrolne grupe i grupe tretirane kadmijumom. Na
razlike u aktivnosti askorbat peroksidaze kod lutki znacajno utice pol jedinki i to
tako Sto je aktivnost kod muZzjaka veca u obe grupe u odnosu na Zenke (Grafik 8,
Tabela 41). Adultne zenke reaguju na prisustvo kadmijuma smanjenjem
aktivnosti dok se kod muzjaka aktivnost askorbat peroksidaze povecava u
prisustvu kadmijuma (Grafik 9, Tabela 41). Razlike u povecanju i smanjivanju
aktivnosti askorbat peroksidaze tokom razviéa gubara kompenzovana je

aktivnoScu katalaze 1 drugih neenzimskih ¢elijskih antioksidanata.

Glutation je ukljucen i u enzimske i u neenzimske antioksidativne procese.
Vecina studija o vezi izmedu nivoa celularnog glutationa i toksi¢nosti metala
ukazuju na Cinjenicu da glutation ima protektivnu funkciju protiv toksi¢nosti koja
je indukovana prisustvom metala (Saint-Denis et al., 2001). Kao rezultat prisustva
toksi¢nih jedinjenja koli¢ina glutationa se smanjuje uz istovremenu akumulaciju

oksidovane forme koja ukazuje na postojanje oksidativnog stresa. Ukupna
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koli¢ina glutationa u nasem eksperimentu zavisi od stupnja razvi¢a, pri ¢emu
stupnjevi odgovaraju razliCito na prisustvo kadmijuma. Tokom larvenog razvica
postoji znacajno veca koli¢ina glutationa kod jedinki tretiranih kadmijumom u
odnosu na kontrolnu grupu (Grafik 10, Tabela 42). Na koli¢inu glutationa tokom
razvica lutke znacajno uti¢e kadmijum. Koli¢ina je manja kod oba pola u grupi
tretiranoj kadmijumom u odnosu na kontrolnu grupu (Grafik 11, Tabela 42).
Koli¢ina glutationa kod adultnih Zenki i muzjaka varira u zavisnosti od pola i od
izloZenosti delovanju kadmijuma, pri ¢emu je koli¢ina veca kod Zenki, i povecana
kod oba pola u grupi tretiranoj kadmijumom ali bez statisticke znacajnosti
(Grafik 12, Tabela 42). Slicne rezultate nalaze i Wilczek i saradnici (2004) kod
pauka Agelena labyrinthica koje su uzorkovane na najzagadenijim mestima, pri

¢emu je koli¢ina glutationa opadala sa smanjivanjem stepena zagadenja.

Glutation svoju zastitnu ulogu ostvaruje formiranjem konjugata sa
toksi¢nim produktima oksidativnhog metabolizma, ali i teSkim metalima kao Sto je
kadmijum, prelaze¢i iz redukovanog u oksidovani oblik. Reakcija redukcije
oksidativnog glutationa katalizovana je glutation S transferazom (Sobkoviak and
Deckert, 2006). Kod kvasca Saccharomyces cerevisiae, u dve Celijske linije koje
su imale mutacije u genima za GST (GTTI1 1 GTT2), utvrdeno da se linije
razlikuju u mehanizmu detoksifikacije od kadmijuma, tako $to prva pokazuje visu
a druga nizZu toleranciju na stres kadmijumom u odnosu na kontrolne ¢elije. To
znaci da iako GSH igra vaznu ulogu u zastiti ¢elija, formiranje kompleksa GSH-
Cd je izuzetno potentan mehanizam odbrane jer smanjuje koli¢inu kadmijuma u

¢eliji (Adamis et al., 2004).

Glutation S transferaza kod insekata predstavlja vaznu liniju odbrane
protiv slobodnih radikala i moZe se odraziti na adaptaciju insekata izlozenosti
visokim koncentracijama toksi¢nim supstancama (Peri¢- Mataruga et al., 1997). U
nasem eksperimentu aktivnost glutation S transferaze se smanjuje u svim grupama
tokom razvica ali bez statisti¢ki znacajnih razlika dok se kod treceg stupnja
larvenog razvi¢a belezi znacajno veca aktivnost u prisustvu kadmijuma (Grafik

13, Tabela 43). Larve razlicitih stupnjeva se znacajno razlikuju u aktivnosti ovog
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enzima, a znacajne razlike su primecéene i izmedu polova kod adultnih jedinki pri
¢emu je aktivnost veca kod muzjaka u odnosu na Zenke (Grafik 15, Tabela 43).
Rezultati ukazuju da se tokom kasnijeg perioda razvi¢a, nakon dovoljne
akumulacije kadmijuma u organizmu, verovatno aktiviraju drugi detoksifikacioni
mehanizmi 1 to pre svega posredovani metalotioneinima, kao $to je to slucaj kod
kolembole Orchesella cincta (Hansbergen et al., 2000), diptere Musca domestica
(Niu et al., 2000) i kod koleoptere Tenebrio molitor (Pedersen et al., 2008).
Postoje znacajni dokazi da kumulativni efekat kadmijuma moze inhibirati
aktivnost glutation zavisnih enzima ukljuc¢uju¢i i GST, preko inhibicije v-
glutamilcistein sintetaze i biosinteze glutationa (Canesi et al., 1999) sto se kasnije
vidi 1 u smanjenoj koli¢ini glutationa tokom larvenog i lutkinog razvi¢a (Grafik
14, Tabela 43) u grupama tretiranim kadmijumom. Stone i saradnici (2002)
takode nalaze razlike u aktivnosti GST izmedu polova. Naime, muzjaci koleoptere
Pterostichus oblongopunctatus pokazuju visi nivo aktivnosti ovog enzima u
odnosu na Zenke u prisustvu kadmijuma, pri ¢emu je aktivnost pokazala vrlo malu
fluktuaciju u odnosu na mesta sa razliCitim nivoom zagadenja. Mozemo da
pretpostavimo da fluktuacija u enzimskoj aktivnosti kod zenki nastaje kao
posledica reproduktivne fiziologije, lipidne depozicije, ishrane ili drugih procesa
koji su ukljuceni nezavisno u odgovore na izlaganje teskim metalima. Chrascina i
saradnici (1996) nalaze smanjenje aktivnosti GST u crevu larvi leptira
Smerinthus ocellatus, dok je nivo u izvesnoj meri bio povecan u masnom telu

nakon dodatka kadmijuma u hranu.

S obzirom da glutation reduktaza ima ulogu u redukciji oksidovanog
glutationa, njena aktivnost u toku oksidativnog stresa postaje kljucna za
odrzavanje stabilnog redoks stanja u c¢elijama u uslovima stresa nastalog
prisustvom teSkih metala u zivotnoj sredini (Mishra et al., 2006). U naSem
eksperimentu, na aktivnost glutation reduktaze kod larvi utice stupanj razvica i
prisustvo kadmijuma (Grafik 16, Tabela 44). Kadmijum dovodi do razlika u
odgovorima larvi u pogledu aktivnosti glutation reduktaze. Tako je kod larvi

tre¢eg stupnja tretiranih kadmijumom aktivnost znacajno niza Sto ne ¢udi jer su
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stupnja aktivnost znacajno povecava u odnosu na kontrolu jer se kod starijih
larvenih stupnjeva pojacava kumulativni efekat kadmijuma. ViSa aktivnost
glutation reduktaze ubrzava redukciju oksidovanog glutationa i kompenzuje
uopsteni nedostatak glutationa u odrzavanju tiol/disulfidnog redoks potencijala
posle intoksikacije larvi gubara kadmijumom. Tokom razvi¢a lutke na razlike
izmedu muzjaka i zenki bitno utice kadmijum pri ¢emu se i kod Zenki i kod
muzjaka aktivnost znacajno snizava u odnosu na kontrolu (Grafik 17, Tabela
44). Na aktivnost enzima kod adultnih jedinki utice prisustvo kadmijuma ali
aktivnost zavisi 1 od pola, pri ¢emu je utvrdena znaCajna razlika u nacinu
reagovanja izmedu polova u aktivnosti glutation reduktaze. Kod Zenki je aktivnost
u proseku manja u odnosu na muzjake (Grafik 18, Tabela 44). U literaturi
nalazimo razli¢ite odgovore u aktivnosti glutation reduktaze u prisustvu
kadmijuma u zavisnosti od vrste insekta. Tako Cervera i saradnici (2003) nalaze
znacajno povecanje aktivnosti GR i to samo pet do sedam dana nakon izlaganja
heteroptere Oncopeltus fasciatus delovanju kadmijuma. Povecanje aktivnosti GR
u prisustvu prooksidanata utvrdeno je i1 kod diptere Musca domestica (Zaman et
al., 1994), i kod lepidoptera Trichoplusia ni (Ahmad et al., 1995) i Spodoptera
eridania (Migula 1 Glowacka, 1996), dok u drugim slucajevima tretman
prooksidantima nije uticao na promenu aktivnosti (Zaman et al., 1995). Manja
aktivnost glutation reduktaze u prisustvu teskih metala utvrdena je i kod nekoliko

vrsta Coleoptera (Migula et al., 2004).

Kadmijum pokazuje izuzetno visok afinitet ka bioloSkim molekulima koji
sadrze SH grupe kao $to su proteini, enzimi i nukleinske kiseline (Acharya et al.,
2008). Vezivanjem kadmijuma za sulthidrilne grupe dolazi do naruSavanja
funkcije proteinskih molekula i da naruSavanja redoks homeostaze. Koli¢ina
slobodnih SH grupa nije samo mera jacine prooksidativnog pritiska vec i1
indikator funkcionalnosti redoks stanja ¢elije. Prisustvo slobodnih SH grupa u
velikoj koli¢ini kod gubara tretiranih kadmijumom ukazuje na povecanu
koncentraciju tiola u prouc¢avanim organizmima. U naSem eksperimentu koli¢ina
slobodnih SH grupa zavisi od stupnja larvenog razvi¢a ali i od prisustva

kadmijuma, pri ¢emu se stupnjevi razlikuju u odgovoru na prisustvo kadmijuma.
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U cetvrtom, petom i Sestom stupnju koli¢ina slobodnih SH grupa se znacajno
povecava kao posledica akumulacije kadmijuma i njegovog toksi¢nog efekta na
jedinjenja sa tiolnim grupama (Grafik 19, Tabela 45). Na razlike u koli¢ini SH
grupa kod lutke bitno uti¢e pol pri ¢emu kod muZzjaka postoji znacajno veca
koli¢ina u odnosu na zenke (Grafik 20, Tabela 45). Adultne Zenke imaju
znacajno vecu koli¢inu slobodnih SH grupa u grupi tretiranoj kadmijumom u
odnosu na kontrolnu grupu dok se kod muzjaka ne uocavaju znacajne razlike
(Grafik 21, Tabela 45). U nekoliko studija, utvrdeno je da izlaganje teSkim
metalima, kao $to je kadmijum, dovodi do povecanja koli¢ine tiolnih jedinjenja u
organizmima, $to govori o tiolnim grupama kao dobrom indikatoru zagadenja
kadmijumom, kao i c¢injenica da njihova koli¢ina jeste marker proteinske
oksidacije nakon intoksikacije (Shacter, 2000). UopSteno se moze re¢i da
izlozenost delovanju kadmijuma moze biti povezana sa aktivacijom ili
inhibicijom komponenti antioksidativne odbrane kod insekata, ali da postoji

snazna zavisnost od stupnja razvica.
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6. ZAKLJUCCI

1. Znacajni efekti kadmijuma na komponente adaptivne vrednosti primeceni su
uglavnom na koncentraciji od 50pg Cd/g. UocCava se znacajno produZzenje
larvenog razvi¢a kod LR;.4 iz C3 u odnosu na C1 grupu. Kadmijum u C3
grupi utice na produzeno trajanje LR;s, smanjenje mase lutke i smanjenu
dugovecnost adulta kod oba pola, dok do skracenja razvica lutke dovode sve
tri primenjene koncentracije kadmijuma kod oba pola. Izostanak znacajnog
efekta kadmijuma na veéi broj osobina u Cl i C2 eksperimentalnim
tretmanima objaSnjava se koncentracijama koje su ispod ,,praga* specifi¢nog
za gubara. Znacajni efekti na osobine u kasnijim fazama razvi¢a postizu se
postepenom akumulacijom kadmijuma u organizmu za S$ta je potrebno duze
izlaganje stresoru. U grupama larvi tretiranim kadmijumom, kod vecine
analiziranih osobina Zivotnih istorija, uoCava se povecanje heritabilnosti u
Sirem smislu u odnosu na kontrolu. Moze se zakljuciti da odgovori na stres
podrazumevaju povecanje medu-genotipskih razlika i posledi¢no povecavaju

procenjenu heritabilnost analiziranih osobina.

2. Analiza varijabilnosti fenotipske plasti¢nosti pokazala je da neki genotipovi
pokazuju vecu tolerantnost prema kadmijumu i kod njih je prisutna manja
redukcija komponenti adaptivne vrednosti, dok kod drugih kadmijum ima
hormeticki efekat Sto se uocava prisustvom vecée adaptivne vrednosti u
stresnoj u odnosu na kontrolnu sredinu. Kod larvenih stupnjeva (LR - LR.4),
familije gubara se razlikuju u odgovorima na prisustvo teskog metala u hrani.
Kod zenki je primecena znacajna varijabilnost fenotipske plasticnosti za LR u
C1 grupi, i masu lutke u C1 1 C3 grupi, dok se kod muzjaka uocava za LRs u
C2 grupi, i u svim grupama za LR;s. Larveni stupnjevi (LR;- LR;4) imaju
manju heritabilnost plasti¢nosti od heritabilnosti svojstva u svim sredinama,
Sto znaci da se tokom prva Cetiri stupnja larvenog razvica oc¢ekuje evolucija u

pravcu povecanja plastiCnosti razvica. Zenke imaju vecu heritabilnost
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plasti¢nosti u odnosu na heritabilnost svojstva za LR¢ u svim grupama, masu
lutke i LRs u C3 grupi, LR;.s u C1 1 C2 grupi i razvice lutke u C1 grupi. Kod
muZzjaka heritabilnost plasti¢nosti je ve¢a od heritabilnosti svojstva za masu
lutke i LRs u C2 grupi, LRi.s u svim grupama, a za razvice lutke i duZinu

zivota adulta u C1 i C3 grupi.

Znacajne genetiCke korelacije izmedu osobina adaptivne vrednosti larvi, lutki
1 adulta iz kontrolne i grupa tretiranim razli¢itim koncentracijama kadmijuma
pracene su znacajnim pozitivnim fenotipskim korelacijama izmedu ovih
osobina. Geneticke korelacije su pokazale da u nepovoljnim uslovima Zivotne
sredine, larve familija koje karakteriSe duze larveno razvice istovremeno
imaju 1 manju masu, dok one sa ve¢om masom pokazuju ve¢u dugovecnost
osim u tretmanu sa najve¢om koncentracijom kadmijuma. Na osnovu promena
korelacionih odnosa moze se zakljuciti da se strategije alokacije resursa u
razliCite osobine Zivotne istorije menjaju u zavisnosti od prisustva stresora i
dovode do pojave uzajamnih ograni¢avanja izmedu ovih osobina. Promena
odnosa komponenti adaptivne vrednosti u zavisnosti od stepena stresa ukazuje
na potencijal razliCite evolucije zivotnih strategija gubara u uslovima
razli¢itog stepena zagadenja. Geneticke korelacije izmedu sredina koje su
znacajno razli¢ite od jedinice, upucuju na mogucnost evolucije populacije
gubara u pravcu specijalizacije na nutritivno i toksi¢no razli¢ite sredine. Na
moguénost dalje evolucije seksualnog dimorfizma ukazuju geneticke
korelacije za pojedine osobine izmedu zenki i muZjaka gubara, koje su

znacajno razli¢ite od jedinice.

Tokom larvenog razvica genotipovi placaju cenu homeostaze u kontrolnim
uslovima. Sposobnost detekcije sredinskih uslova i adekvatno usmeravanje
razvi¢a predstavljaju vazna svojstva ovog polifagnog insekta. U najstresnijem
tretmanu (C3) veliki pad mase lutke odrazava se 1 kroz znacajnu cenu ove
maladaptivne plasti¢nosti. Regresioni koeficijenti se znacajno razlikuju

izmedu polova za larveno razvice i razvice lutke. Kod Zenki postoje znacajno
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pozitivni regresioni koeficijenti za trajanje larvenog razvi¢a i masu lutke u
kontrolnoj, C1 i C2 grupi, kao i za razvi¢e lutke u C1 grupi, dok muzjaci C3
grupe imaju znacajno negativan koeficijent za trajanje larvenog razvica, a
muzjaci kontrolne grupe za razvice lutke. Jedino muZzjaci placaju cenu
plasti¢nosti trajanja razvica lutke u C1 grupi.

Poredenjem selekcionih gradijenata utvrdeno je da selekcija intezivnije deluje
na povecanje veli¢ine jedinki 1 skrac¢enje razvica lutki u kontroli kod muzjaka
u odnosu na Zenke. Poredenjem selekcionih diferencijala utvrdeno je da
ukupna selekcija deluje znacajno na larveno razvi¢e i razvice lutke u
kontrolnoj, C1 i C2 grupi i masu lutke u Cl grupi i na osobine koje su

korelisane i to ve¢im intenzitetom na muzjake u odnosu na zenke.

Aktivnost enzima i koli¢ine komponenti sistema antioksidativne zastite
pokazuju razlike u odgovorima na prisustvo kadmijuma u ishrani tokom
razli¢itih perioda razvi¢a. Kadmijum znacajno uti¢e na promenu aktivnosti
glutation reduktaze i koli¢inu ukupnog glutationa tokom razvica larve, lutke i
adultnog zivota, dok se kod superoksid dismutaze efekat kadmijuma uocava
samo kod lutki, a kod askorbat peroksidaze i koli¢ine slobodnih SH grupa
samo tokom larvenog razvi¢a gubara. Aktivnost svih ispitivanih enzima,
izuzev superoksid dismutaze, i koli¢ina ukupnog glutationa i slobodnih SH
grupa zavisi od stupnja larvenog razvica. Kod lutki gubara, Zenke imaju veéu
aktivnost superoksid dismutaze i vecu koli¢inu slobodnih SH grupa u odnosu
na muzjake, dok se kod muZjaka uo€ava znacajno veca aktivnost askorbat
peroksidaze u odnosu na zenke. Adultne zenke i muzjaci imaju razli¢it nivo
aktivnosti superoksid dismutaze, glutation redkutaze, glutation S transferaze,
kao 1 koli¢inu ukupnog glutationa. Kadmijum znacajno uti¢e na razlike
izmedu stupnjeva larvenog razvica u koli¢ini ukupnog glutationa i slobodnih
SH grupa, 1 aktivnosti svih enzima sem glutation S transferaze. Kod lutki,
kadmijum znacajno uti¢e jedino na razlike izmedu polova u aktivnosti
superoksid dismutaze. Dok kod adulta, kadmijum uti¢e na razli¢itu aktivnost
superoksid dismutaze, katalaze, askorbat peroksidaze gde uocavamo u

proseku vece vrednosti kod Zenki u odnosu na muzjake, i glutation reduktaze
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gde vecu aktivnost nalazimo kod muzjaka u odnosu na zenke. Kadmijum
indirektno dovodi do indukcije oksidativnog stresa i kao posledica toga
nastaju promene u aktivnosti enzima i koli¢ini komponenti antioksidativne
zastite. Pri tome, regulacija ravnoteze izmedu prooksidanata i antioksidanata
zavisi od podloznosti odredenih stupnjeva razvi¢a toksicnom delovanju
kadmijuma. Aktivacija antioksidativne odbrane i njeno detoksidfikaciono
delovanje povecava metabolicku cenu za organizme koji se bore sa stresorom
prisutnim u hrani, pri ¢emu dolazi do alokacije resursa ka mehanizmima
odbrane od stresa, indukcije komponenti sistema antioksidativne zastite i
posledicno do promena u komponentama adaptivne vrednosti kao $to su

trajanje razvica ili dugovecnost.
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naziv ,,Citogenetika akutnih mijeloidnih leukemija® i uraden je u Klinickom centru
Srbije, u laboratoriji za citogenetiku Instituta za hematologiju. Magistarske studije
je upisao Skolske 2004/05 godine a doktorske studije po Bolonjskom sistemu
Skolske 2006/07 godine.

U zvanje istraziva¢ pripravnik na Odeljenju za biohemiju 1 fiziologiju
insekata na Institutu za bioloska istraZivanja ,,SiniSa Stankovi¢* izabran je januara
2005. godine a u zvanje istrazivaca saradnika 2007. godine. U isto zvanje reizabran
je 2010. godine kada je izabran i u zvanje asistenta na Departmanu za
biomedicinske nauke (Studijski program Biologija) na Drzavnog Univerziteta u

Novom Pazaru.

Tokom rada na Institutu za bioloSka istrazivanja ,,SiniSa Stankovic*
Univerziteta u Beogradu i Drzavnom Univerzitetu u Novom Pazaru ucestvovao je
u realizaciji tri naucna projekta finansiranih od strane Ministarstva prosvete, nauke
i tehnoloskog razvoja Republike Srbije (No.1615, 143033, 173027). Do sada je
objavio 15 nau¢nih radova kao autor i koautor u vrhunskim medunarodnim,
medunarodnim i domacim casopisima, i 10 saopStenja na medunarodnim i
domacim kongresima. U€estvovao je u realizaciji 10 zavrSnih radova na osnovnim
studijama u okviru studijskog programa Biologija na Departmanu za
biomedicinske nauke Drzavnog Univerziteta u Novom Pazaru. Clan je Srpskog

bioloskog drustva i Drustva geneticara Srbije.



PRILOZI DOKTORSKOJ DISERTACIJI



Mpwunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBy

MNoTtnucaHun-a: HOejaH Jb. Mupuuh

6poj nHaekca __GC060096

UsjaBrbyjem
Aa je JOKTopCcKa AucepTauuja nog HacnoBoOM:

,YTULaj KagMrjyMma Ha CUCTEM aHTUOKCMAATMBHE 3aluTUTe U
BapujabMMHOCT KOMMNOHEHTN aganTuBHe BpeaHocTn rybapa Lymantria

dispar L."
o pesynTaT COMCTBEHOr NCTPaXnBayKor paaa,
J Aa npefnoxeHa gucepTaumja y LenuHn HU Yy AenosumMa Huje buna

npeanoxeHa 3a gobujarwe 6Guno Koje Aunnome npema CTyanjCKUm
nporpaMmmMmMa Apyrmx BUCOKOLLKONCKMX YCTaHOBa,

L] Aa Cy pe3yntatn KOPekKTHO HaBeeHN n

. [la HMCaM KpLumo/na aytopcka npaBa M KOPUCTUO MHTENeKTyasnHy
CBOjUHY ApYyrvx nuua.

MoTnuc poktopaHaa

¥, fl r {
KO AUTL |

Y beorpaay, 25.05.2013. roguHe



Mpwunor 2.

U3jaBa 0 NCTOBETHOCTMU LUTaMNaHe U efIeKTPOHCKe
Bep3unje AOKTOPCKOr paaa

Nme n npe3snme aytopa: fejaH Jb. Mupuuh
Bpoj nHgekca: GC060096
Crtyavjcku nporpam:  buonoruja

Hacnos paga: »YTULA] KagMnjyma Ha CUCTEM aHTMOKCUOATUBHE
3awTuTe n BapmjabuMnHOCT KOMNOHEHTU afanTuUBHE
BpeaHocTu rybapa Lymantria dispar L.°

MeHTOp: Op Jenvua Jlasapesuh

Motnucanw/a: fejaH Jb. Mupumh

M3jaBrbyjem ga je wTamnaHa Bep3uja MOr LOKTOPCKOr paja UCTOBETHAa
eNeKTPOHCKOj Bep3nju Kojy cam npegao/na 3a objaBromBare Ha nopTtany
OurntanHor peno3utopujyma YHuBep3uteTa y beorpaay.

[lo3BorbaBam fa ce objaBe MOjM NMUYHW Mopauu BesaHu 3a Jobujare
aKageMCKor 3Bakba JOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe U npe3nmMe, roamHa u
mMecTo poferwa 1 gatym ogbpaHe paga.

OBu nu4yHM nopjauM Mory ce o00jaBUTU Ha MPEXHUM CcTpaHuuama
avrutanHe 6mubnuoteke, y enekTpOHCKOM KaTtamnory u y nybnukauuwjama
YHuBep3uteta y beorpaay.

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpaay, 25.05.2013. roguHe



Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHuBepsuteTcky 6ubnuoteky ,CseTtosap Mapkosuh® ga vy
OurmtanHn penosutopunjym YHuBepauteta y beorpagy yHece Mojy
AOKTOPCKY AMcepTauunjy nog HacrnoBOM:

,YTULAj KagMnjyma Ha CUCTEM aHTUOKCUOATMBHE 3alUTUTE U
BapujabunHocT

KOMMOHEHTWN aganTuBHe BpeaHocTu rybapa Lymantria dispar L.“
Koja je Moje ayTopcKo geno.

OucepTaumjy ca CBMM npuro3Mma npedao/ia cam Yy enekTPOHCKOM
chopmaTy NnorogHoM 3a TpajHO apxXMBMpaH-e.

Mojy pOokTtopcky AucepTtauujy noxpaweHy y [urutanHu penosvtopujym
YHuBep3uteta y beorpagy mory aa kopucte CBUW KOju nowTyjy ogpenbe
cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeaTtuBHe 3ajegHuue (Creative
Commons) 3a Kojy cam ce oasiyumo/na.

1. AyTOpCTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLUKjanHo

[ 3. AyTopcTBO — HEKOMepuujanHo — 6e3 npepage ]

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjanHo — AennUTn nog UCTUM ycrnosmma
5. AytopcTtBo — 6€e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AEenuTu nog UCTUM ycnosuma

(Monumo aa 3aokpyxuTe camo jeHy o LWeCT NOoHyHeHnX nuueHum, kpatak
Oonuc NUuUeHUmM aart je Ha nonehuHu nucra).

MoTtnuc pokropaHaa

Y beorpaay, 25.05.2013. roanHe



1. AytopctBo - [lo3BorbaBaTe YyMHOXaBake, AUCTpUOYUMjy U jaBHO
caonwitaBawe Aena, n npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HayuH
oapeneH of cTpaHe ayTopa unu gaBaola NuueHLe, Yak 1 y KomepumjanHe
cepxe. OBO je HajcrnoboaHuja o4 CBUX NULLEHLMN.

2. AytopctBO — HekomepuujanHo. [lo3BorbaBaTte = yYMHOXaBake,
ANCTpnbyuunjy 1 jaBHO caonwiTaBawe Aena, 1 npepaje, ako ce HaBeae nve
ayTopa Ha HauuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. Oa
nuueHua He 0O3BOMbaBa KoMepLmjanHy ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO - HekomepuumjanHo — ©6e3 npepage. [ossorbaBarte
YMHOXaBake, auctTpmbyuunjy n jaBHo caonwTtaBakwe gena, 6e3 npomeHna,
npeobnukoBarwa unu ynotpebe gena y cBom geny, ako ce HaBege ume
ayTopa Ha HauyuH ogpeheH of cTpaHe ayTtopa unu gasaoua nuueHue. OBa
nuueHua He OoO3BOSbaBa KomepuuvjanHy ynotpeby gena. Y ogHocy Ha cee
ocTane nuueHue, OBOM NULEHLIOM ce orpaHudaBa Hajsehn obum npasa
Kopuwhewa gena.

4. AyTOpCTBO - HeKOMepuujanHo — AenuTu nog WUCTUM  YCroBUMA.
[lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, ANCTPUBYLUUjy 1 jaBHO caoniwiTaBawe aena, u
npepage, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HayuH oapefheH of cTpaHe
ayTopa unuv gasaoua nvueHue 1 ako ce npepaga aguctpubympa nog uctom
unun cnmyHoMm nuueHuom. OBa nuueHua He [03BOSfbaBa KomepLuujanHy
ynoTpeby gena v npepaga.

5. AytopcTtBo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBate yMHOXaBawe, AUNCTpubyumnjy
W jaBHO caonwTaBawe pfena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa WK
ynotpebe Oena y CBOM ferny, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH
oapeheH on cTpaHe ayTtopa wnu pasaoua nuueHue. Osa nuvueHua
[03BOSbaBa Komepuumjanny ynotpeby gena.

6. AyTOpCTBO - AennuTu rnoA UCTUM ycrnosuMa. [lo3aBorbaBaTe yMHOXaBawe,
ANCTpUByUMjy 1 jaBHO caonLuTaBawe Aena, v npepage, ako ce HaBeae nve
ayTopa Ha Ha4vH ofpeheH of cTpaHe ayTopa unu fasaoua nuueHLe 1 ako
ce npepaga auctpubympa nog MCTOM MMM CAMYMHOM nuueHuom. OBa
nuueHua A4o3BorbaBa Komepuuvjandy ynotpeby aena u npepaga. CnudHa je
COPTBEPCKUM NnLEeHLaMa, OQHOCHO NuLeHLaMa OTBOPEHOr Koaa.



