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Uticaj indukovane mutageneze na reproduktivno ponasanje
Drosophila subobscura i uloga seksualne selekcije u odnosu

na obim genetickih opterecenja

Rezime

Prema teorijskim ocekivanjima seksualna selekcija moZe smanjivati mutaciona
opterecCenja u populacijama. MuZzjaci koji su boljeg genetickog kvaliteta bi trebalo da
budu uspesniji u parenju u poredenju sa muzjacima losSijeg genetickog kvaliteta. Na taj
nacin Zenke, prilikom izbora partnera za parenje, mogu da eliminiSu one muZjake koji
nose Stetne alele, i da smanje moguénost prenosSenja Stetnih alela u slede¢u generaciju.
Seksualna selekcija ¢e redukovati mutaciona opterecenja i povecavati adaptivnu
vrednost populacije, ako je ve¢ina mutacija Stetna i za adaptivnu vrednost i za osobine

koje uticu na uspesSnost muzjaka u parenju.

[strazivanja poslednjih godina su dala rezultate koji idu u prilog ovoj teoriji, ali
i oprefne rezultate. Ovakva Kkontradiktornost proizilazi iz kompleksnosti
problematike usled razliCitih reproduktivnih strategija vrsta, kao i razliCitih
reproduktivnih strategija muZjaka i Zenki. Takode, osobine koje uti¢u na komponente
adaptivne vrednosti, kao i na uspeSnost u parenju, su veoma sloZene, pod
determinacijom velikog broja gena, i u C¢ijoj osnovi leze kompleksne genske

interakcije.

lako se kao osobine koje su cilj seksualne selekcije najceS¢e analiziraju
sekundarne polne karakteristike, i mnoge druge osobine odreduju atraktivnost
muzjaka. To su i morfoloske, fizioloske, ponaSajne i druge osobine koje uti¢u na
uspesnost u parenju, a mogu se nazvati osobinama koje su zavisne od opsteg stanja

muZjaka (eng. condition-dependent traits).



U cilju provere hipoteze, da seksualna selekcija utice na smanjenje mutacionih
opterecenja, u ovom radu na vrsti Drosophila subobscura, od istog genetickog pula su
formirane dve eksperimentalne grupe koje su se razlikovale u nivou mutacionih
opterecenja. U jednoj grupi su mutacije indukovane gama jonizuju¢im zracenjem,
dozom od 30Gy. Efekat seksualne selekcije na redukciju mutacionih opterecenja je
pracen preko razli¢itih komponenti reproduktivnog ponasanja muzjaka (odigravanje
udvaranja, latenca udvaranja, intenzitet udvaranja, odigravanje kopulacije, latenca
kopulacije i trajanje kopulacije), sa ciljem da se ispita da li su nosioci mutacija manje
uspe$ni u parenju. Dobijeni rezultati ukazuju da seksualna selekcija D. subobscura
moze da utiCe na smanjivanje mutacionih geneti¢kih opterecenja preko uspesnosti u
parenju muzjaka. Heterozigotni nosioci indukovanih mutacija su pokazali manju
uspesnost u parenju, i kasniji poCetak udvaranja. Kako je uspesnost u parenju sloZzena
komponenta adaptivne vrednosti, determinisana velikim brojem gena, ona reflektuje

veliki broj osobina koje su vazne za reproduktivni uspeh muZzjaka.

Postavljena hipoteza je proverena i analizom dve komponente adaptivne
vrednosti: fekunditeta i prezivljavanja od stadijuma jaja do adulta, u zavisnosti od
nivoa mutacionih opterecenja, kao i primenjenog sistema parenja (bez moguénosti
izbora partnera i sa viSestrukom moguc¢nos$cu izbora). Dobijeni rezultati ne mogu da
potvrde ulogu seksualne selekcije u eliminaciji mutacionih opterecenja za obe
komponente adaptivne vrednosti kod D. subobscura. Pozitivha uloga seksualne
selekcije u eliminaciji Stetnih alela je potvrdena samo za fekunditet, ali samo kad su
indukovana mutaciona opterecenja. S obzirom da je za vecinu eksperimentalnih
grupa utvrdeno postojanje seksualnog konflikta, odnosno manje vrednosti fekunditeta
kad Zenke nisu imale moguc¢nost izbora, dobijeni rezultati ukazuju da potencijalni
negativni efekti seksualnog konflikta mogu biti prevazideni u uslovima povecanog
broja mutacija. Geneticka struktura populacija, koja podrazumeva i veli¢inu
mutacionih opterecenja, moZe biti vaZzan faktor od koga ¢e i zavisiti delovanje

seksualne selekcije na adaptivnu vrednost.
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The influence of induced mutagenesis on reproductive
behavior of Drosophila subobscura and the role of sexual

selection in relation to the level of mutational load

Summary

According to theoretical predictions sexual selection can reduce mutational
load in populations. Males of good genetic quality should be more successful in
matings, compared to the males of low genetic quality. In this way females, through
the choice of mating partners, can eliminate males carriers of deleterious alleles, and
reduce transmission of deleterious alleles to the next generation. Sexual selection will
purge mutational load and increase fitness if most mutations were deleterious to both

nonsexual fitness and condition-dependent traits affecting mating success.

Studies in recent years have yielded results that support this theory, but
opposite results are obtained, as well. This contradiction arises from different
reproductive strategies of species, and different reproductive strategies of males and
females. Traits that affect fitness components, as well as mating success, are under

polygenic determination, with very complex gene interactions.

Although secondary sexual traits were usually analyzed as target of sexual
selection, many other traits can determine male attractiveness. Traits such as
morphological, physiological, behavior and other, affecting mating success, can be

termed as condition-dependent traits.

In order to test this hypothesis, that sexual selection can reduce mutational
load, two experimental groups were formed from the same population genetic pool of
Drosophila subobscura, which differed in the level of mutational load. Mutations were

induced in one group, using 30Gy ionizing radiation. The effect of sexual selection in



reduction of mutational load was measured through different components of male
mating behavior (courtship occurrence, courtship latency, courtship intensity, mating
occurrence, latency to mating and duration of mating). The aim was to evaluate if
mutation carriers were less successful in matings. Obtained results indicate that
sexual selection can reduce mutational load via male mating success. Potential
carriers of mutations were less succesfful in matings and courted later. As mating
success is the complex fitness component, determined by a large number of genes, it

reflects a large number of traits important to male reproductive success.

A hypothesis was tested through analysis of two fitness components : fecundity
and egg-to-adult viability, depending on the level of mutational load, as well as applied
mating system (no choice and multiple choice). The obtained results can not confirm
the role of sexual selection in reducing mutational load for both measured fitness
components. The positive role of sexual selection in reducing mutational load was
confirmed only for fecundity, and only when mutational load was induced.
Considering that sexual conflict was confirmed for the most of the experimental
groups, i.e. less fecundity values when females had no choice, the obtained results
suggest that potential negative effects of sexual conflict could be overcome in
conditions of increased number of mutation. Genetic structure of population,
includung the range of mutational load, could be important factor affecting the action

of sexual selection and overall fitness.

Key words: Drosophila subobscura, sexual selection, mutations, mating behavior,

fitness
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1.UVOD



1.1. Seksualna selekcija

Seksualna selekcija je jedan od kontroverznijih koncepata u evolucionoj
biologiji, koji je poslednjih tridesetak godina dopunjen novim pretpostavkama i

dokazima koji nadograduju temelje koje je postavio Carls Darvin.

Seksualna selekcija se najc¢esée definise kao prednost u reprodukciji koju imaju
neke jedinke u odnosu na druge jedinke istog pola (Darwin 1871). Isticu se dva
osnovna mehanizma seksualne selekcije, a u zavisnosti od polova jedinki: 1) Inter-
seksualna selekcija se odnosi na izbor partnera za parenje koji vrSe jedinke jednog
pola, medu jedinkama suprotnog pola; 2) Intra-seksualna selekcija se odnosi na
kompeticiju koja postoji medu jedinkama istog pola radi postizanja uspeha u parenju.
Prvo ubedljivo objasnjenje zaSto se kompeticija i izbirljivost razlikuju medu polovima
je dao Bateman (1948), isticu¢i da se seksualna selekcija odigrava primarno na
muzjacima. Njegov eksperiment je pokazao da se neki muZjaci pare ceS¢e od drugih,
pa je i varijansa u reproduktivnom uspehu ve¢a kod muZjaka u odnosu na Zenke.
Reproduktivni uspeh muzjaka zavisi od broja parenja tokom zivota, dok reproduktivni
uspeh Zenki zavisi od broja potomaka tokom Zivota, Sto je ograni¢eno produkcijom
jajnih Celija. Objasnjenje razlika u reproduktivnom ponasanju Zenskog i muskog pola
je dopunio Trivers (1972), ¢ime je koncipiran princip roditeljskog ulaganja. On nije
obuhvatao samo razlike u veliCini gameta, ve¢ i postzigotske razlike u ulaganju
roditelja (npr. hranjenje mladunaca, odbrana od predatora). Zenke ulaZu mnogo vise
u potomstvo od muzjaka, pa je kod vecine vrsta Zenski pol ogranic¢avajudi i zbog koga

su muzjaci u kompeticiji.

Uprkos veoma velikoj raznovrsnosti u reproduktivnoj biologiji koja postoji
unutar Zivog sveta, naj¢eSCe Zenke biraju partnere pa su i “odgovorne” za inter-
seksualnu selekciju. Sa druge strane, najceSce je kompeticija medu muZzjacima sinonim
za intra-seksualnu selekciju. lako su ovi vidovi selekcije potkrepljeni veoma brojnim
eksperimentima (Andersson 1994), danas se zna da kod nekih vrsta postoji reverzna

uloga polova, bar Sto se tiCe ova dva tipa selekcije (Gwyne 1991, Amundsen i Forsgren



2001, Amundsen 2000, Bonduriansky 2001). Primeri ovakvog ,odstupanja“ su uoceni
kod nekih vrsta insekata, rakova, riba, vodozemaca i ptica (Clutton-Brock 1991; Eens i

Pinxten 2000).

lako je reverzija polova samo jedno, takoreci odstupanje od Darvinove teorije o
seksualnoj selekciji, mnoga druga odstupanja i proSirenja ove teorije su veoma
aktuelna poslednjih dvadesetak godina (Clutton-Brock 2007; 2009; Jones i Ratterman
2009). Podele na razlicite modele seksualne selekcije su ukazale na sloZenost svakog
od njih, kao i preplitanje, $to danas vodi njihovoj sintezi. U osnovi problema lezi velika
bioloSka raznovrsnost vrsta i njihovih strategija za parenje, postojanje razli¢itih
sistema i tipova parenja, kao i korisS¢enje razlicitih eksperimentalnih pristupa i njihova
pogresna tumacenja. Poslednjih godina je fokus istraZivanja usmeren na preference
Zenki i evoluciju preference, razlike u intenzitetu seksualne selekcije izmedu polova,
promenljivost preferenci Zenki u zavisnosti od uslova sredine, kao i na seksualni
konflikt (Kokko i sar. 2003; Clutton-Brock 2007; Jennions i Petrie 1997; Cotton i sar.
2006; Tregenza i sar. 2006a).

Izbor partnera za parenje je osobina koja kao i svaka druga evoluira, a pravac
evolucije zavisi od geneticke varijabilnosti, odnosno od ucestalosti alela, i intenziteta
delovanja seksualne selekcije na osobinu. Njena “evolutivna putanja” zavisi i od
indirektne selekcije koja se zasniva na geneticki korelisanim osobinama. Kokko i sar.
(2003) su definisali Cetiri glavne teorije koje objasnjavaju evoluciju izbora partnera za
parenje. To su teorije o direktnoj dobiti, indirektnoj dobiti, senzornom vodenju i

antagonistickoj koevoluciji.

Teorija direktnih dobiti objaSnjava izbor partnera za parenje iskljucivo preko
direktne selekcije. To znaci da jedinka ima direktnu dobit od partnera, Sto se ogleda u
povecanju njene adaptivne vrednosti. Razlike medu jedinkama koje se biraju su jasno
uocljive. U datim uslovima sredine ¢e neke jedinke biti u moguc¢nosti da pruze vise
jedinkama suprotnog pola od drugih, pa ¢e zbog toga biti birane. NajCeSce se ovaj vid

selekcije ogleda kod vrsta kod kojih postoji briga o potomstvu, ili igra udvaranja u



kojoj se se jedinkama suprotnog pola nudi neki vid nutritivne dobiti (Trivers 1972;
Kirckpatrick i Ryan 1991; Price i sar. 1993). Ocekuje se da je ovaj tip seksualne
selekcije vazniji kada je heritabilnost seksualno selekcionisanih osobina niska, i kada
je varijansa adaptivne vrednosti potomstva posredovana efektima muskog roditelja
(Kokko 1998). Ovom teorijom se ne dovodi u pitanje heritabilnost osobina i efekat

izbora na geneticku strukturu potomstva. U njenoj osnovi nije kvalitet potomstva..

Teorija indirektnih dobiti je teorija oko koje se i danas vode velike polemike
(Hine i sar. 2002; Brooks 2000). Kroz istoriju se razvio ve¢i broj hipoteza u Ccijoj
osnovi je pretpostavka da se izbor partnera za parenje vrS$i na osnovu nekog
Kriterijuma, a parenje sa tako odabranim partnerom ¢e se posledi¢no odraziti na
kvalitet potomstva. Prvu hipotezu je dao Fisher (1930.) i to je tzv. hipoteza
“nezadrZive, samoubrzavajuce” selekcije (eng. runaway selection). Po njoj, Zenka bira
muZzjake na osnovu njihove atraktivnosti, a kriterijum za atraktivnost je neka
sekundarna polna osobina muZjaka i njena veli¢ina, oblik, boja, simetrija neke
morfoloSke osobine, feromoni, aktivnost, pesma muZjaka... Na ovaj nacin se na
potomstvo prenose geni i za preferencu Zenki ka odredenim fenotipovima, kao i geni
za osobinu koja odreduje atraktivnost muZjaka. Rezultat toga je gametska neravnoteza
vezanosti (eng. gametic linkage disequilibrium) gena za preferencu Zenki i gena za
atraktivnost, Sto vodi indirektnoj selekciji preference Zenki. Selekcija za povecanje
osobine kod muzjaka se moZe odvijati sve do momenta kad ¢e muZjaci sa ekstremnom
osobinom imati slabije preZivljavanje usled delovanja prirodne selekcije, pa ¢e se i
“nezadrziva” selekcija zaustaviti. Lande (1981) je dao i matematicku potvrdu ovog

modela.

Slede¢a hipoteza koja pripada teoriji indirektne dobiti, je hipoteza “dobrih
gena” (Zahavi 1975). Po njoj je kriterijum za atraktivnost muzjaka u stvari njegova
adaptivna vrednost (vijabilitet). MuZjaci koji su boljeg genetickog kvaliteta imaju i
bolju adaptivnu vrednost, a samim tim i izraZenije osobine na osnovu kojih ih Zenke

biraju. Dakle, razlika u odnosu na FiSerov model je ta, Sto je u ovom slucaju osobina,


http://rspb.royalsocietypublishing.org/content/273/1592/1347.full#ref-34

na osnovu koje se bira, indikator o adaptivnoj vrednosti muZjaka. Na taj nacin se
potomstvu obezbeduje veca ukupna adaptivna vrednost kroz razliCite komponente
adaptivne vrednosti. Ovu hipotezu bi trebalo da potvrdi pozitivna geneticka korelacija
izmedu osobine na osnovu koje se bira i preZivljavanja potomstva. Kokko (2001)
ukazuje da negativna geneticka korelacija izmedu atraktivnosti muZjaka i
preZivljavanja potomstva ne mora da opovrgne teoriju dobrih gena, ako parenje sa
visoko kvalitetnim muZjacima rezultuje, u proseku, superiornos¢u osobina potomstva
(u koje je ukljuCen i uspesnost muskih potomaka u parenju). Dihotomija koja se
opisuje kroz ova dva modela moZda nije realna. Namece se pitanje: kako ti “dobri”
geni uticu i na reproduktivno ulaganje i na preZivljavanje, na Zivotnu istoriju izmedu
ovih negativno korelisanih komponenti adaptivne vrednosti, kod ¢erki i kod sinova?
Ova dva modela indirektne dobiti se danas oznacavaju kao “FiSer-Zahavi model”

(Eshel i sar. 2000; Kokko i sar. 2003).

Hipoteza dobrih gena podrazumeva postojanje aditivne geneticke varijanse za
adaptivnu vrednost, odnosno da jedinka koja bira partnera za parenje moZe i da
proceni heritabilan geneticki kvalitet potencijalnog partnera. Na taj nacin se biraju
varijante gena koje ¢e povecati adaptivnhu vrednost potomstva, kroz neku od
komponenti adaptivne vrednosti - preZivljavanja i/ili reproduktivnog uspeha. U ovom
slucaju su visoko kvalitetne one jedinke koje su “dobre” za bilo koju jedinku suprotnog

pola.

Novija istrazivanja ukazuju na postojanje ne-aditivne geneticke varijanse za
adaptivnu vrednost, odnosno da se izborom partnera za parenje moZe povecati
adaptivna vrednost potomstva, ali formiranjem povoljnih kombinacija gena (Trivers
1972; Yamazaki i sar. 1976; Zeh i Zeh 1996). To bi znacilo da Zenka mora biti
sposobna da “proceni svoj genotip” i na osnovu toga da bira muski genotip koji je njoj
adekvatan (Zeh i Zeh 1996; 1997; Tregenza i Wedell 2000). Zenka bira muzjake
nosioce gena koji su kompatibilni isklju¢ivo njenim genima, odnosno, postoji

preferenca ka genetickoj kompatibilnosti (Mays i Hill 2004). Ovakav nacin



razmatranja genetickog kvaliteta uzima u obzir i drugi aspekt, odnosno preferencu
Zzenki ka odredenim genotipovima radi izbegavanja inkompatibilnosti (Zeh i Zeh
1996). U slucaju da je ne-aditivna geneticka varijansa vaznija, ne postoji isti najbolji
izbor partnera za sve jedinke suprotnog pola, ve¢ najbolji izbor zavisi od genotipa

jedinke koja bira (Hettyey i sar. 2010).

Mays i Hill (2004) sugeriSu da u razli¢itim okolnostima, kako ekoloske, tako i
socijalne i geneticke prirode, kriterijumi koji leZe u osnovi preference Zenke mogu biti

fenotipski plasticni.

Teorija o senzornom vodenju (eng. sensory drive) se javila poslednjih
decenija XX veka. Za razliku od prethodnih teorija, u njenoj osnovi ne leZi selekcija za
osobine na osnovu kojih se vrsi izbor partnera za parenje. Evolucija osobina kod
muZjaka i preferenci Zenki je rezultat delovanja prirodne selekcije na senzorni sistem
zenki, a koja nije povezana sa izborom u parenju. Atraktivnost muzjaka je slucajan
proizvod delovanja selekcije koja je delovala na gene koji kontroliSu senzorne sisteme

zenki.

Izbor parnera za parenje se moZe javiti u odredenom stepenu kao eksaptacija,
procesima kao Sto su senzorno vodenje, senzorna eksploatacija, vec¢-postojecim

sklonostima ili senzornim zamkama (Endler i Basolo 1998).

Senzorna pristrasnost (eng. sensory bias) je pojam koji se u evolucionoj
biologiji koristi u razli¢itim kontekstima, a jedan od aspekata je upravo objasnjenje
evolucije preference Zenke (West-Eberhard 1984; Basolo 1990; Ryan 1990; 1998;
Kirkpatrick i Ryan 1991; Fuller i sar. 2005). Osnovna pretpostavka je da preferenca
Zenki evoluira kao nus produkt delovanja prirodne selekcije na senzorni sistem, ali ne
u kontekstu parenja i seksualne selekcije. RazliCite osobine ponaSanja, ili neke druge
osobine senzornog sistema, koje su pod delovanjem prirodne selekcije, koreliSu sa
evolucijom preference Zenki. Dakle, za razliku od modela indirektne dobiti koji

podrazumevaju korelaciju izmedu preference i signala kao osobine muZzjaka, ovaj



model podrazumeva korelaciju izmedu preference i osobina koje su pod delovanjem
prirodne selekcije. U osnovi modela indirektne dobiti bi bila gametska neravnoteZa, a
u osnovi senzorne pristrasnosti bi bila plejotropija gena (Fuller 2009). Senzorna
pristrasnost je joS jedan predloZeni model za evoluciju preference Zenki, i ¢esto se
navodi i pod terminom senzorno vodenje, mada po nekim autorima (Fuller i sar.
2005) postoji jasna distinkcija izmedu ovih termina. Senzorno vodenje podrazumeva
promene u senzornom sistemu pod uticajem spoljasSnje sredine, ali moZe biti
kompatibilan sa svim modelima seksualne selekcije (Endler 1992; 1993; Endler i

Basolo 1998).

Cetvrta teorija koja obja$njava evoluciju preferenci Zenke je teorija seksualne
antagonisticke evolucije (Rice 1992; 1996; Holland i Rice 1998). Seksualna
antagonisticka evolucija je osnova seksualnog konflikta. Javlja se kao posledica
razli¢itih evolutivnih interesa jedinki suprotnog pola (Parker 1979). Ocekuje se da ¢e
ovaj tip evolucije postojati kod vecine Zivih sistema koji se razmnozavaju seksualno,
usled prisutnih razlika medu polovima u njihovoj ulozi u reprodukciji (Clutton-Brock
1991; Andersson 1994). Postojanje seksualnog konflikta je neizbeZno, jer se evolutivni
interesi muZjaka i Zenki, odnosno njihove optimalne strategije za postizanje
maksimalne adaptivne vrednosti, skoro nikad ne poklapaju. U zavisnosti od toga na
kom genetickom nivou deluje seksualna antagonisticka evolucija, seksualni konflikt
moZe biti intralokusni i interlokusni. Ako su cilj selekcije aleli jednog lokusa koji se
eksprimiraju kod oba pola, onda se radi o intralokusnom seksualnom konfliktu.
Ovakav tip konflikta postoji kada pravac selekcije za isti alel zavisi od pola kod koga se
alel nalazi (Arnquist i Rowe 2005). Na primer alel na lokusu koji utice na veli¢inu neke
karakteristike kod oba pola, moZe imati suprotan efekat na adaptivhu vrednost
muzjaka i Zenki. Kao posledica njegovog postojanja mogu se javiti adaptivna
ogranicenja za oba pola, pa bi rezultujudi fenotip bio samo neka vrsta kompromisa
zbog postojanja seksualno antagonisticke evolucije. Veoma velike razlike medu

polovima, kao Sto je seksualni dimorfizam, mogu se objasniti ekspresijom gena



ogranicenom polom (Rice 1984). Ona moZe biti favorizovana kao posledica
intralokusnog seksualnog konflikta, ali je potrebno vreme da bi evoluirala. Poslednjih
godina raste broj eksperimentalnih dokaza o intralokusnom seksualnom konfliktu,
kako kod Drosophila melanogaster (Chippindale i sar. 2001; Gibson i sar. 2002), tako i
kod drugih vrsta (Price i Burley 1994; Merila i sar. 1997; Bjorklund i Senar 2001).
Medutim, koliko je konflikt prisutan, i kakav je njegov krajnji efekat, joS uvek nije
potpuno jasno. Interlokusni seksualni konflikt se javlja kada su cilj selekcije aleli
razlic¢itih interagujucih lokusa kod oba pola. Geni su na razli¢itim lokusima, i mogu da
evoluiraju nezavisno kod oba pola. Ovakav tip konflikta moZe da nastane usled
interakcija izmedu polova, kao Sto su odluke vezane za parenja, ili stepene roditeljskih
ulaganja (Hosken i Stockley 2005). Ishodi seksualnog konflikta, teorijski, mogu biti
razliciti: preko pobede Zenki, pobede muzjaka, postizanja kompromisa ili beskonac¢nih
evolutivnih trka. Zbog poslednjeg mogucéeg ishoda, Holland i Rice (1998) su ovaj
model nazvali modelom proganjanja (eng. chase-away sexual selection). Po njemu,
prihvatanje viSe parenja je maladaptivan odgovor na antagonisticko zavodenje

»n v

muzjaka. Ocekuje se povecanje “otpornosti” Zenki tokom evolucije, ali i koevolutivni
odgovor muZjaka koji ¢e voditi razvoju novih “zavodnickih” osobina. Odnosno,
gledajuc¢i i druge osobine, ono Sto je adaptacija kod jednog pola vodi¢e “kontra-
adaptaciji” kod drugog pola Sto moZe voditi “evolutivnim trkama” (eng. sexual arms
races). To bi bio jedan kontinualni tok u kome bi ucestvovali aleli razli¢itih gena kod

polova.



1.2. Preferenca Zenke

Preferenca Zenke je osobina koju definiSu sva svojstva koja uticu na naklonost
Zzenki da se pare sa odredenim muZjacima. Preferenca Zenke barem delimi¢no
odreduje izbor partnera za parenje. Mogu se razlikovati dva svojstva preference
parenja: 1) “funkcije preference” - redosled kojim individua rangira potencijalne
partnere, i 2) “izbirljivost” - napor koji je individua spremna da uloZi u proceni
partnera (Jennions i Petrie 1997). Varijabilnost u izboru partnera za parenje moZze
postojati usled varijabilnosti u funkcijama preference, ili stepena izbirljivosti, ili zbog i
jednog i drugog. Ona moZe nastati usled genetickih razlika, razvojnih putanja ili
neposrednih sredinskih faktora (Jennions i Petrie 1997). Uprkos znacaju preferenci
zenki za seksualnu selekciju, malo je podataka o genetickoj varijabilnosti preference
(Moore 1989; Sharma i sar. 2010; Bakker i Pomiankowski 1995; Jennions i Petrie

1997; Mead i Arnold 2004), iako je ona preduslov za evoluciju preference.

Preferenca Zenki opisuje povezanost fenotipa muzjaka i verovatnoce da bude
prihvacen za parenje. Pitanje koje se provlaci, kroz veliki broj istraZivanja na
razlic¢itim vrstama, jeste pitanje broja osobina koje daju signale Zenkama na osnovu
kojih one procenjuju muzjake. Dakle, koje su to osobine na osnovu kojih Zenka
preferira odredene muzjake? Da li je u pitanju samo jedna, ili su u pitanju vise
osobina? Da li su to morfoloske, ili su to neke ponasajne ili druge osobine? lako se u
nekim radovima govori o pojedina¢nim signalima (Pomiankowski i Iwasa 1993; Iwasa
i Pomiankowski 1994), najverovatnije se koristi viSe signala (Jennions i Petrie 1997;
Candolin 2003). Signali su osobine koje se procenjuju tokom izbora za parenje i uticu
na odluku za parenje. Oni podrazumevaju i razlicite seksualne signale, rituale i
predstavljanja (Candolin 2003; Chenoweth i Blows 2006; Heisler i sar. 1987;
Kirkpatrick 1987; Jennions i Petrie 1997). Signali mogu biti fenotipske osobine
(morfoloske, vizuelne, akusti¢ne, olfaktorne, taktilne, ponasajne itd.) ili resursi koje
suprotan pol stvara ili Stiti (teritorija, gnezdo, nutritivne zalihe itd.). Oni najceSce

imaju ulogu u komunikaciji, i mogu biti pod delovanjem prirodne selekcije pa u tom



slu¢aju formiraju poseban tip signala (Candolin 2003). Dakle, signali u zavisnosti od
njihovog efekta na adaptivnu vrednost jedinke prilikom izbora partnera za parenje
mogu da povecavaju adaptivnu vrednost, da je smanjuju ili da nemaju uticaja na nju.
Signali mogu da se podele i na informativne i neinformativne u zavisnosti od toga da li
pouzdano pruZaju informaciju Zenki o kvalitetu muzjaka (Candolin 2003). Poslednjih
godina velika paznja je posvecena interakcijama izmedu osobina koje Zenka preferira
Sto dodatno usloZnjava eksperimentalno detektovanje osobina koje su seksualno
selekcionisane. Krajnji zakljucak koji se moZe izvu¢i iz dosadasnjih istraZivanja se
opet svodi na razlicite sisteme parenja i biologije vrsta i uslove spoljasnje sredine pod
datim eksperimentalnim uslovima. Pretpostavlja se da se preferiranjem vise signala
povecava cena izbirljivosti, ali da se time smanjuju gresSke u izboru partnera za
parenja. Kod monogamnih vrsta muzjaci verovatno pokazuju manje signala (Moller i
Pomiankowski 1993). Opet, neki radovi ukazuju i na manju cenu izbirljivosti
postojanjem viSe seksualno selekcionisanih osobina koja se moZe objasniti razli¢itim
mehanizmima (sekvencijalnim izborom - brza eliminacija na osnovu nekih signala, ili
izbor na osnovu signala u kome se muzjaci najviSe razlikuju, ili brZa eliminacija na

osnovu vise signala koji se istovremeno procenjuju) (pregled u Candolin 2003).

Preference mogu da variraju u zavisnosti od kvaliteta Zenki, zato Sto izbor
zenke moze da se razlikuje u odgovoru na unutrasnje ili spoljaSnje uslove, a koji mogu
da uticu na cenu i Korist izbirljivosti (Willis i sar. 2011). Nekoliko studija ukazuje da
preference Zenki mogu biti zavisne od opSteg stanja (Hunt i sar. 2005; Cotton i sar.
2006; Burley i Foster 2006). To znaci da i spoljasnji uslovi sredine mogu uticati na
opSte stanje Zenki, kao i na njene preference (Cotton i sar. 2006). U tom slucaju,
oCekuje se da Zenke loSijeg kvaliteta budu manje izbirljive. Kao potencijalno adaptivna
ponasSanja, oCekuje se da preference Zenke variraju kao odgovor na mnoge faktore,
ukljucujuci i sposobnost Zenki da diskriminiSu na osnovu razlic¢itih signala (Jennions i

Petrie 1997).
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1.3. Mutacije i njihov efekat na adaptivnu vrednost

Mutacije se najc¢eSce definiSu kao nasledne promene u genetickom materijalu.
To je prilicno opSta definicija mutacija koja obuhvata promene na genetickom
materijalu od nivoa nukleotida u molekulu DNK, pa do nivoa hromozoma i celih
hromozomskih garnitura. Stopa spontanih mutacija je niska ako se uzmu u obzir
taCkaste mutacije, ali moZe imati i drugacije vrednosti od ovih ako se posmatra
veliCina genoma koja je zahva¢ena mutacijama (Kondrashov i Kondrashov 2010).
Dosadasnja istrazivanja su potvrdila da se razli¢iti nivoi organizacije Zivih bica
karakterisu i razlicitim stopama mutacija (Drake i sar. 1998; Drake 1999). Veli¢ina
genoma i stopa mutacije su obrnuto proporcionalni, odnosno niZi organizmi,
prokarioti, imaju niZu stopu mutacije, dok se viSi organizmi odlikuju manjom
tacnoS¢u u procesima replikacije, transkripcije i translacije, pa samim tim i viSom
stopom mutacije (Lynch 2010). Razli¢ita struktura genetickog materijala, odnosno
tipovi sekvenci molekula DNK i njihova organizacija, takode imaju razlic¢itu stopu
mutacije. Do ovih podataka se danas moZe do¢i pouzdanije, napretkom tehnologija
sekvenciranja. lako se za mutacije kaze da su sluCajni dogadaji, postoje mesta u
genomu koja su zbog svoje prirode, odnosno tipa sekvence, podloZnija greSkama
tokom replikacije, pa samim tim i mutacijama. Dakle, neke sekvence imaju viSu stopu
mutacije od drugih. Stopa spontanih mutacija moZe biti pod uticajem nekih faktora
fizioloske prirode (starost, pol), kao i pod uticajem stresnih uslova sredine.
[strazivanja ukazuju da sredinski stres moZe povecati stopu mutacija kako kod
bakterija (Foster 1999) tako i kod eukariota (Steele i Jinks-Robertson 1992; Goho i
Bell 2000; Sharp i Agrawal 2012; Matsuba i sar. 2012).

Mutacije se prema svom efektu na adaptivnu vrednost mogu podeliti na Stetne,
korisne i neutralne. Stetne mutacije smanjuju adaptivnu vrednost, obi¢no
smanjivanjem fekunditeta ili preZivljavanja. Korisne mutacije imaju suprotan efekat
na adaptivnu vrednost u odnosu na Stetne, dok neutralne imaju veoma mali efekat ili

najces¢e ne utiCu na adaptivnu vrednost. Iako su svi ovi efekti moguci, vecina
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mutacija je “umereno Stetna” (Lynch i sar. 1999; Crow 2000; Baer i sar. 2007; Eyre-

Walker i Keightley 2007).

Razlic¢iti tipovi mutacija imaju drugaciji efekat na adaptivhu vrednost. Na
primer, sinonimne mutacije su neutralne ili su pod veoma slabim selekcionim
pritiskom, za razliku od nesinonimnih, ili npr. mutacija promene okvira Citanja (eng.

frameshift mutation) koje bi trebalo da su pod snaZnijim selektivnim pritiskom.

Predvidanja kako ¢e se pojava novih mutacija u genomima odraziti na
populaciju tokom viSe generacija zavisi u velikoj meri i od kompleksnosti osobina u
Cijoj determinaciji ucestvuju geni u kojima su se desile mutacije. Razliciti geni mogu
biti u epistatickim interakcijama (Loewe i Hill 2010), a mogu i nezavisno da deluju a
da se nalaze na istom hromozomu. Vezanost gena moZe imati razlicite posledice na
adaptivnu vrednost, a u zavisnosti od stope rekombinacija, kao i od jacine selekcionog
pritiska na neki od vezanih gena. Interakcija Stetnih mutiranih alela razlic¢itih gena
moZe biti sinergistiCka (dodavanje viSe Stetnih alela smanjuje adaptivnu vrednost
rastu¢om stopom). U tom sluc¢aju mozZe do¢i do povecanja prosecne adaptivne
vrednosti populacije, jer jedinke koje nose Stetne mutacije sa epistatickim
interakcijama, u sluc¢aju neprezivljavanja zbog mutacije na jednom genu, ne prenose ni
alele drugih gena sa kojima su epistaticki vezani u narednu generaciju. Ovakav efekat
smanjenja adaptivne vrednosti dodavanjem mutacija, ali povecanja prosecne
adaptivne vrednosti populacije se pripisuje sinergistickoj epistazi Stetnih alela. Tada
je prosetna adaptivna vrednost populacije mnogo veca nego Sto bi bila u slucaju
nezavisno deluju¢ih mutacija (Kimura 1961; Kimura i Maruyama 1966; Kondrashov
1982; Rice 1998). Whithlock i Bourguet (2000) su za D. melanogaster potvrdili
sinergisticku epistazu nekih kombinacija vidljivih recesivnih mutacija, za osobinu

produktivnost koja je analizirana kao komponenta adaptivne vrednosti.

Efekat novonastalih mutacija na populaciju zavisi i od geneticke strukture

populacije, kao i od njene efektivne veli¢ine. Efektivna veli¢ina populacije je
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parametar od kog zavisi efekat genetickog drifta, pa samim tim i sudbina novih
mutacija. U slucaju male efektivne veli¢ine populacije, novonastale mutacije mogu
opstajati i Siriti se u populacijama, iako su Stetne i smanjuju adaptivnu vrednost.
Ovakvo odrzavanje Stetnih alela u niskim ucestalostima, iako deluje prirodna selekcija,
moZe dovesti do smanjivanja prose¢nih adaptivnih vrednosti populacija, koja mogu
imati i za posledicu nestajanje malih populacija tokom vremena (Lande 1994; Lynch i

sar. 19953, b).
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1.4. Geneticka opterecenja

Temelje koncepta genetickih opterecenja je postavio Haldane 1937. godine.
Crow (1958) je definisao geneticko opterecenje kao proporcionalno smanjenje
prosecne adaptivne vrednosti (ili druge merljive veli¢ine) populacije relativno u
odnosu na genotip koji poseduje maksimalnu ili optimalnu vrednost. Geneticko

opterecenje se obelezava simbolom L i matematicki se definicija moZe predstaviti kao

L Wmax-W
Wmax

odnosno, ako se ,najboljem” genotipu dodeli adaptivna vrednost jednaka 1, tada je

L=1-W.

Bez postojanja geneticke varijabilnosti ne bi bilo ni evolucije. Mutacije su
evolutivni faktor koji generiSe geneticku varijabilnost, i bez kojeg ne bi bilo opstanka u
promenljivim uslovima spoljasnje sredine. Sa druge strane, i pored njihove vaZne
uloge u evoluciji Zivih sistema, veina mutacija je Stetna. Nove mutacije ve¢inom
smanjuju adaptivnu vrednost jedinki (Lynch i sar. 1999), pa prirodna selekcija deluje
tako da im smanjuje ucestalost u populacijama. Svi Stetni aleli nastali mutacijama ne
mogu biti odmah eliminisani, pa se zbog toga smanjuje prose¢na adaptivna vrednost

populacije. Ovakav efekat Stetnih mutacija se naziva mutaciono geneticko opterecenje.

Haldane (1937) je izveo da je redukcija adaptivne vrednosti usled prisustva
genetickih opteretenja L proporcionalna udvostrucenoj vrednosti stope mutacije
L=2u, ako se posmatra jedan lokus, sa nepotpunom dominansom, kod diplodnih
organizama. On je takode ukazao da mutaciona optere¢enja mogu biti veoma velika,

ako se uzmu u obzir mutacije celog genoma. Ako se stopa Stetnih mutacija celog

y . y : . == -U
genoma oznacava kao U, onda je prosecna adaptivna vrednost populacije W = e ~, dok

je genetic¢ko optereé¢enje L =1 -W =1-e7Y. Po njegovim pretpostavkama, prose¢na
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jedinka pri mutaciono-selekcionom balansu (kada bi se u proseku desila jedna Stetna
mutacija po genomu po generaciji) ima za oko 60% niZu adaptivnu vrednost u odnosu
na onu koja bi se ocekivala pri uslovima bez mutacija. Ovaj zakljucak je postao osnova
za mnoge druge evolutivne fenomene, kao Sto su izumiranje populacija (Lande 1994),
evolucija seksualne naspram aseksualne reprodukcije (Kondrashov 1982; 1988),
inbriding depresija (Charlesworth i Charlesworth 1999), evolucija samooplodnje u
odnosu na stranooplodnju (LLoyd 1979; Charlesworth 1980), evolucija veli¢ine

genoma i njegove kompleksnosti (Lynch i Conery 2003; Otto i Marks 1996).

Geneticka opterecenja o kojima su pisali Haldane (1937), Crow (1948) i Muller
(1950) se odnose na opterefenja izazvana mutacijama, pa se stoga nazivaju
mutacionim genetickim opterecenjima. Pored njih, u zavisnosti od uzroka smanjenja
proseCne adaptivne vrednosti populacije, geneticka opteretenja mogu biti

segregaciona, inkompatibilna, drift, migraciona, substituciona (Wallace 1991).

U kojoj meri ¢e Stetni aleli redukovati prose¢nu adaptivnu vrednost populacije
zavisi od toga na koje komponente adaptivne vrednosti uticu. TeSko je predvideti
veli¢inu promene u adaptivnim vrednostima, ako se izuzmu krajnje ekstremni moguci
ishodi, tipa da su mutacije selektivno neutralne, ili da su letalne. Selekcioni pritisak
moZe biti razli¢ite jacine, a krajnji efekat na prosecnu adaptivnu vrednost populacije

zavisi od mnogo drugih faktora (Loewe and Hill 2010).

Na prosec¢nu adaptivnu vrednost populacije utic¢e i nac¢in njene procene. Kako
je prosecna adaptivna vrednost odredena primarno adaptivnom vrednos$cu Zenki kod
veCine vrsta (Sharp and Agrawal 2008), svaki zakljucak treba izvesti sa
predostrozno$cu. Poslednjih godina se vode polemike oko razli¢itih stopa mutacija
kod muzjaka i kod Zenki i da li je selekcija protiv Stetnih alela jaca kod muZjaka nego
kod Zenki (Lii sar. 2002; Ellegren 2007; Hedrick 2007). Ove potencijalne razlike medu

polovima mogu, stoga, razlicito oblikovati prose¢ne adaptivne vrednosti populacije.
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Posledica svake Stetne mutacije, i kod muSkog i kod Zenskog pola, jeste
smanjenje adaptivne vrednosti jedinke, jer negativan efekat na adaptivnu vrednost
definiSe mutaciju kao Stetnu. Da li neka mutacija deluje na isti nacin, tj. da li ima isti
efekat i na muzjaka i Zenku je pitanje koje zahteva eksperimentalnu proceduru sa
poznatim mutacijama radi uporedivanja. Medutim, i ovaj pristup nosi odredena
ogranicenja, izmedu ostalog zbog malog broja fenotipski vidljivih mutacija i poznatog
efekta na adaptivnu vrednost (Sharp i Agrawal 2008; Hollis i sar. 2009). Drugi moguci
pristup je merenje efekta Stetnih mutacija kod visoko inbridingovanih linija, preko
procena inbriding depresije (Mallet i Chippindale 2010). Razlika u hromozomskoj
Konstituciji izmedu muZjaka i Zenki, odnosno razlika u polnim hromozomima, je u
ovom pristupu ogranicenje, i ¢injenica za potencijalno loSe procenjivanje s obzirom da
bi se kod heterogametnog pola mutirani aleli eksprimirali u hemizigotnom stanju
(Agrawal 2011). Dosadasnji rezultati svakako potvrduju isti pravac delovanja Stetnih
mutacija kod oba pola, odnosno, smanjenje neke od komponenti adaptivne vrednosti.
Oni takode ukazuju na tendenciju da je selekcioni pritisak snazniji kod muZzjaka, sto bi
bilo u skladu sa teorijom o ulozi seksualne selekcije u redukciji genetic¢kih optereéenja
i uspesnoS¢u u parenju muzjaka, kao bitnom komponentom njihove adaptivne

vrednosti (Whitlock i Agrawal 2009).

Sve je viSe podataka koji ukazuju na vecu stopu mutacija kod muZzjaka, u
poredenju sa Zenkama (Hurst i Ellegren 1998; Li i sar. 2002). Odnos stope mutacija
muzjaka i stope mutacija Zenki u proseku iznosi oko 5 (a=5). Ova procena se zasniva
vetinom na podacima dobijenim ispitivanjem ki¢menjackih vrsta. Raniji podaci na
Drosophila nisu ukazivali na razlike u stopama mutacije medu polovima (Bauer i
Aquadro 1997), ali nove procene takode potvrduju viSu stopu kod muZjaka, i to dva
puta (Bachtrog 2008). Faktori koji leZe u osnovi razlika izmedu polova jesu ceSce
deobe muskih gameta, samim tim i ve¢i broj replikacija, pa se povecava i verovatnoc¢a

nastanka mutacija.
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Razlike medu polovima po pitanju mutacione stope, a koje se sve ceSce
spominju u novijoj literaturi, se ¢ak odnose i na postojanje ,mutator alela“ koji bi se
favorizovali kod muskog pola. Naime, u osnovi ove ideje je pretpostavka da Zenke
preferiraju povecanje stope mutacije, i da bi se na ovaj nacin reSio problem tzv. ,lek
paradoksa“, odnosno odrzavanje geneticke varijabilnosti (Petrie i Roberts 2007). “Lek
paradoksom” se navodi problem odrZavanja geneticke varijabilnosti koji je
neophodan za model indirektne koristi. Naime, stalan izbor Zenki odredenih
karakteristika muZjaka bi vremenom doveo do smanjivanja aditivne geneticke
varijanse (Kirkpatrick i Ryan 1991). Time bi se postepeno smanjivala i indirektna
korist za Zenke, odnosno geneticka dobit za potomstvo. Varijabilnost bi se povecéavala
konstantnim ulaskom novih mutacija, ve¢om brzinom nego $to bi seksualna selekcija
mogla da ih eliminiSe. Seksualnom selekcijom bi se favorizovale korisne mutacije, sa
njima i vezani ,mutator geni“, dok bi Stetne mutacije bile eliminisane, i to direktnom
procenom muZjaka, odnosno njegovog opsSteg stanja odredenog kvantitetom korisnih i

Stetnih mutacija.

Pored razlika u veli¢ini stope mutacija koje postoje izmedu razlicitih vrsta,
smatra se i da razli¢iti genotipovi jedne vrste mogu imati razli¢ite stope mutacija
(Haag-Liautard i sar. 2007). Jedinke se mogu razlikovati u genetickom kvalitetu, pa su
jedinke loSijeg genetickog kvaliteta, usled posedovanja Stetnih alela obic¢no i loSijeg
fenotipskog stanja (Rowe i Houle 1996). Stetne mutacije mogu imati efekat na celije i
njihova stanja, metabolizam, $sto moze voditi sukcesivnim koracima i do gresaka u
samoj replikaciji i reparaciji, pa bi krajnji efekat bio i povecanje stope mutacija. Sharp i
Agrawal (2012) su pokazali da genotipovi “loSijeg kvaliteta” (genotipovi koji sadrze

veci broj Stetnih mutacija) kod D. melanogaster imaju povecanu stopu mutacije.

Velic¢ina genetickih opterecenja zavisi i od faktora spoljasnje sredine, narocito
pri stresnim promenama sredine, u kojima bi bile izraZenije razlike izmedu jedinki
populacije. Kad bi mutaciona stopa genoma bila konstantna, onda bi geneticka

optereCenja u ravnotezi bila ista kako u populaciji sa aseksualnim tako i sa

17



seksualnim tipom razmnozavanja. Ako bi mutaciona stopa zavisila od adaptivne
vrednosti, onda bi se javile razlike. U aseksualnoj populaciji bi prose¢na adaptivna
vrednost odgovarala najbolje adaptiranom genotipu, dok bi u seksualnoj ona bila

mnogo niZa (Agrawal 2002).
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1.5. Jonizujuce zracenje kao mutageni faktor

Jonizujuce zracCenje pripada delu elektromagnetnog spektra visoke frekvence i
niske talasne duzine. Poseduje veliku energiju po kvantu i ima sposobnost da jonizuje
atome i molekule, tj. da svojom energijom oduzima ili dodaje elektron(e), stvarajuci
pozitivno ili negativno naelektrisane jone. Naime, tokom prolaska kroz materiju,
jonizujuce zracenje predaje energiju atomima i molekulima od kojih je ona saCinjena.
Njegova energija je dovoljna da izazove izbacivanje jednog ili viSe elektrona iz
njihovih putanja oko atomskih jezgra. Izbacivanjem elektrona nastaju veoma reaktivni
pozitivno naelektrisani joni, a izbacCeni elektroni mogu dalje da vrsi sekundarnu
jonizaciju ukoliko poseduju dovoljno energije. Njihovim sjedinjavanjem sa atomima
mogu nastati negativno naelektrisani joni. Ovoj vrsti zracenja pripadaju a, £, v,

rendgensko (X), protonsko, neutronsko zracenje.

Zbog kompleksne prirode Zivih sistema, kao i tipa zracenja, dejstvo zracenja na
Zive sisteme se ogleda u veoma Sirokom spektru efekata. Kao glavni bioloski efekat
zracenja se podrazumevaju promene u genetickom materijalu. Brojna istraZivanja
ukazuju na uticaj doze zracenja u genotoksicnim promenama (pregled u Zimonjic i sar.
1990). Pojam doze objasnjava jacinu izvora energije, tj. njegovu sposobnost jonizacije.
Apsorbovana doza se izrazava u jedinici grej (eng. Gray - Gy) i predstavlja deo energije
zracenja koji apsorbuje jedinica mase ozraCenog materijala. Jedan grej je apsorbovana
doza u telu mase 1kg kome je jonizuju¢im zracenjem uneta energija od 1 dzula (J), pa
je 1Gy=1]/1kg. Doza zracCenja, u zavisnosti od trajanja izlaganja zracenju, moZze biti
hroni¢na i akutna. Svaki tip zracenja ima odredene karakteristike, koje se mogu
definisati pojmom linearnog transfera energije (LET). On opisuje gubitak energije po
duZzini puta jonizujuce Cestice, odnosno potencijal zraCenja da izaziva jonizujuci efekat.
Razli¢ite vrste jonizujuceg zracenja se odlikuju i razli¢itim linearnim transferom
energije, upravo zbog razlika u jonizuju¢im efektima duz njihovih putanja. ZracCenja
visokog LET-a imaju sposobnost vece jonizacije, za razliku od zracenja koja se odlikuju

niskim LET-om, koje ima manju sposobnost jonizacije.
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Postoje dve teorije o delovanju jonizujuceg zraCenja na Zive sisteme (Zimonjic i
sar. 1990). Prva podrazumeva direktno dejstvo zracenja (tzv. teorija mete) koja
podrazumeva da su zivi organizmi izloZeni delovanju seriji udara prilikom
ozracivanja, i da od mesta udara zavisi i bioloski efekat zracenja. Sto je veéi broj udara,
veci je i procenat pogodenih meta, pa je samim tim veca i verovatnoca pogotka tzv.
prave mete, odnosno molekula DNK. Svako zraCenje ima potencijal da direktno
interaguje sa ciljnim molekulom i izazove jonizaciju. Ovakav efekat, kao dominantni,
proizvode zracenja koja se odlikuju velikim linearnim transferom energije, kao Sto su
a ili neutronsko zracenje. Ova teorija ne uzima u obzir broj pogodaka koji je dovoljan
za pravu metu, Kao i ¢injenicu da se svaka jonizacija ne deSava nezavisno jedna od
druge. Druga teorija (tzv. teorija slobodnih radikala) podrazumeva indirektno dejstvo
zracCenja, tj. nastajanje slobodnih radikala, koji su u stanju da difunduju dovoljno
daleko da interaguju direktno sa ciljnim molekulom, odnosno sa DNK ili proteinima.
Reaktivni slobodni radikali nastaju najceS¢e jonizacijom vode, jer je ona glavna
komponenta Celija. Nastali slobodni vodonikovi atomi i hidroksilni radikali, su veoma
reaktivni i reaguju sa organskim molekulima. Na taj nacin nastaju kratkoZiveci
organski radikali koji dalje generiSu nove hemijske reakcije. Ove teorije ne iskljucuju
jedna drugu, i zapravo objasnjavaju direktan i indirektan efekat jonizujuceg zracenja
na Zive organizme. Ipak, indirektan efekat je dominantan kad su u pitanju geneticke

posledice.

Gama (y) zraCenje, pored rendgenskog zracenja, pripada grupi
elektromagnetnog zraCenja Sto znaci da je kod njih nosilac energije foton, ili kvant
svetlosti. Gama zracenje se emituje iz radiaoktivnih izotopa, kao posledica
ekscitiranosti jezgra atoma, koja emituju viSak energije prilikom vracanja u osnovno

stanje. Pripada zracenju sa niskim linearnim transferom energije.

BioloSki efekat zracenja se moZe sagledati na viSe nivoa, ali se kao jedan od
glavnih podrazumevaju oste¢enja na molekulima DNK. To mogu biti oSte¢enja baza,

jednolancani prekidi DNK molekula (eng. single strand breaks - SSB) ili dvolancani
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prekidi molekula DNK (eng. double strand breaks - DSB). OSteenja baza mogu biti
razlicite prirode, ali se smatra da imaju mali efekat u radijacionoj mutagenezi (Ward
1998). Jednolancani prekidi nastaju izbijanjem bilo kog vodonikovog atoma iz
molekula dezoksiriboze. Formiranje reaktivnih grupa vodi destabilizaciji molekula i
potencijalnih prekida na molekulu DNK. Ustanovljeno je da se ve¢ina jednolancanih
prekida izazvanih jonizuju¢im zracenjem ispravlja DNK ligacijom (eng. DNA ligation
step) (Von Sonntag 1987). Dvolancani prekidi se javljaju kad nastanu prekidi na oba
lanca na istim mestima, ili se ta mesta razlikuju u malom broju baza (Han i Ngok Yu
2009). Upravo su ovi prekidi, koji se ne poprave ili se poprave sa greSkom, odgovorni
za hromozomske aberacije i genske mutacije (Goodhead 1994; Ward 1995). Bliska
vezanost viSe oSteenja pod uticajem zracenja (baznih osStecenja, jednolancanih i
dvolanc¢anih prekida) moZe stvoriti tzv. grupisana (eng. clustered) oStecenja (Han i
Ngok Yu 2009). Ucestalost i kompleksnost oStecenja zavisi od tipa zraCenja, odnosno
od linearnog transfera energije. Neka istraZivanja, koja ukljuuju i matematicka
modeliranja, pokazuju da je ucestalost dvolancanih prekida 30% kod zracenja niskog
LET-a, odnosno 70% kod zracenja visokog LET-a. Ako se racunaju i bazna osStecenja,
onda raste ucestalost oStecenja i to na 60% i na 90% (za nizak odnosno visok LET)

(Nikjoo i sar. 2000; 2001; 2002).

Jonizujuéa zrac¢enja mogu dovesti kako do genskih, tako i do hromozomskih
mutacija. Ona najc¢eSée indukuju hromozomske mutacije koje mogu biti strukturne ili
numericke. U osnovi strukturnih aberacija leze prekidi oba lanaca molekula DNK. U
zavisnosti od toga u kojoj fazi ¢elijskog ciklusa je ¢elija ozracena, zavisice i da li ¢e
aberacije biti hromatidnog ili hromozomskog tipa. Ako su celije u G1 ili ranoj S fazi u
trenutku ozracivanja, aberacije su hromozomske, a ako su u G2 fazi ili deobi
(mitotickoj ili mejotickoj) aberacije su hromatidne. Jonizujuce zracenje moZe izazvati
veliki broj razlicitih tipova mutacija, pocevsi od tackastih u jednom genu, do delecija
viSe gena (Thacker 1986). NiZe doze zracenja uglavnom indukuju tackaste mutacije,
dok se sa povecanjem doza zracenja eksponencijalno povecava broj delecija (Schwartz

i sar. 2000).
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Indukovane mutacije mogu drasti¢no smanjivati adaptivnu vrednost jedinki i
¢ak uzrokovati letalnost (Blair 1958; Marinkovi¢ i Andelkovi¢ 1969; Spalding i sar.
1969). Ovakvi efekti mogu biti posledica mutacija na pojedinacnim lokusima, ali su
najceSce posledica mutacija u poligenim sistemima (Ayala 1968; Tracey i Ayala 1974).
Istrazivanja na Drosophila i glodarima su u vecini sluajeva pokazala da se sa
ozracCivanjem roditelja smanjuje adaptivna vrednost potomaka, kao i da ekspresija
indukovanih genetickih efekata zavisi od linija Zivotinja koje su se koristile (tj. njihove
geneticke pozadine), prirode zracenja, i tipova mutacija koje su pracene (Vorobotsova
2000). Neki rezultati ukazuju i da su potomci ozracenih roditelja geneticki nestabilniji,
odnosno da su podloZniji mutacijama prilikom izlaganja razli¢itim mutagenima

(Vorobotsova 2000).

Medu razli¢itim vrstama postoje razlike u vrednostima spontane stope
mutacije, kao S$to postoje razlike izmedu razliitih genskih lokusa. Doza zracenja je
direktno proporcionalna stopi mutacije. U zavisnosti od vrste organizama, kvaliteta

zracenja i genskog lokusa zavisice i funkcija pozitivne korelacije.

Kao Sto je ve¢ napomenuto, efekat jonizuju¢eg zracenja na DNK oStecenja u
velikoj meri zavisi od faze Celijskog ciklusa u kojoj je ¢elija izloZena zracenju. Efekti
jonizujuceg zracCenja na nivou molekula DNK su manji ako je do ozracivanja doslo u
presintetskom (G1) nego u postsintetskom (G2) periodu interfaze. Osetljivost se
poveéava u S i G2 fazi éelijskog ciklusa, $to se proteZe i na profazu mitoze. Celije u
mejozi su osetljivije na jonizujuce zracenje nego Celije u mitozi. Takode je pokazano da
se stadijumi gametogeneze razlikuju prema osetljivosti izmedu muzjaka i Zenki. Kod
Drosophila melanogaster postoji hijerhijski odnos u osetljivosti razli€itih stadijuma
spermatogeneze pocevsi od najviSe osetljivih: rane spermatide, spermatocite II reda,
spermatocite I reda, mladi spermatozoidi, zreli spermatozoidi i spermatogonije
(Auerbach 1954; Khishin 1955; Bateman 1956; Alexanderi sar. 1959; Ives 1960;
Fahmy i Fahmy 1964; Sobels 1965; Shiomi 1967).
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1.6. Seksualna selekcija i geneticka opterecenja

S obzirom na rastudi trend eksperimentalnih dokaza da su stope spontanih
mutacija visoke (Haag-Liautard i sar. 2007; Halligan i Keightley 2006), i postojeci
model smanjenja adaptivne vrednosti (Haldane, 1937), populacije su potencijalno pod
velikim genetickim opterecenjima. U zavisnosti od geneticke strukture populacije, kao
i drugih njenih karakteristika, kao $to su brojnost, odnos polova, tipovi parenja, ali i
spoljasnjih faktora, evolucija takve populacije moZe imati razlic¢ite pravce. Krajnji
efekti se mogu videti kroz lokalne adaptacije (Proulx 1999), ili nestajanja populacije
(Lande 1994). Procesi koji bi mogli imati ulogu u smanjivanju geneteckih optereéenja
su jo$ uvek na nivou teorijskih razmatranja, sa nedovoljnim brojem eksperimentalnih
podataka, kao i prilicno kontradiktornim rezultatima. S obzirom na udeo adaptivne
vrednosti Zenki u prosec¢noj adaptivnoj vrednosti populacije, jedan od nacina kojim bi
populacije mogle da ,savladaju“ geneticka opteretenja jeste putem seksualne

selekcije.

U osnovi ove teorije je pretpostavka, da Zenke prilikom izbora partnera za
parenje, vrSe odabir medu muzjacima i na taj nacin eliminiSu one koje nose Stetne
alele. U tom slucaju bi Zenke imale veéu adaptivnu vrednost od one koja bi se
ocekivala po Haldane-u (Whitlock 2000; Agrawal 2001; Siller 2001). Da bi ovaj nacin
eliminacije bio mogu¢, geni koji determiniSu razlicite komponente adaptivne
vrednosti bi trebalo da determiniSu i osobine muzjaka na osnovu kojih ¢e oni imati
reproduktivni uspeh. U osnovi ove pretpostavke bi bilo postojanje plejotropnog efekta
gena koji su pod seksualnom selekcijom (Whitlock i Agrawal 2009). Iako se kao
osobine koje su cilj seksualne selekcije najces¢e analiziraju sekundarne polne
karakteristike, i mnoge druge osobine mogu definisati atraktivnost muZjaka. To su
morfoloske, fizioloske, kao i ponasSajne osobine koje se mogu nazvati osobinama koje
zavise od opSteg stanja muzjaka (eng. condition-dependent traits). One bi trebalo da

odraZavaju zdravlje muZjaka, energiju sa kojom traga za Zenkama i udvara im se,
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snagu sa kojom bi mogao da se pokaZe u kompeticiji i borbi sa drugim muZjacima

(Andersson 1994).

Pretpostavlja se da veliki broj gena u genomu ima ulogu u odredivanju stanja
jedinke (Houle 1991; Rowe i Houle 1996), kao i da mnogi od njih imaju uticaja na
razli¢ite komponenente adaptivne vrednosti. Veliki broj lokusa su i potencijalna mesta
mutacija, pa su time ti lokusi mogu¢i nosioci genetickih opterecenja. Izbor Zenki na
osnovu stanja muZjaka, bi bio korak kojim bi se omogucila eliminacija Stetnih alela iz

populacije putem seksualne selekcije.

Jedna od osnovnih pretpostavki Haldane-ovog modela genetickih opterecenja
jeste da su muzjaci i Zenke pod istim selekcionim pritiskom. Iako selekcija za
preZivljavanje verovatno deluje na slican nacin kod oba pola (Chippindale i sar. 2001),
seksualna selekcija u vecini sistema moZe biti veoma jak evolutivni mehanizam koji
prvenstveno ima uticaja na muski pol. Medutim, rastuc¢i broj podataka ukazuje i na
postojanje seksualnog konflikta, koji takode moZe uticati na prose¢nu adaptivnu
vrednost populacije. Seksualni konflikt proizilazi iz seksualne selekcije i postoji ako se
neki alel favorizuje kod jednog pola, a kod drugog ne. To bi znacilo da muZjaci mogu
imati vec¢i reproduktivni uspeh usled posedovanja odredene varijante gena, ali da ce
upravo ta varijanta gena biti Stetna za Zenku, odnosno za njenu adaptivnu vrednost.
Ovakav tip seksualnog konflikta, kada je neki alel koristan za jedan pol, a za drugi
Stetan, naziva se intralokusni seksualni konflikt (Lande 1980; Arnqvisti Rowe 2005).
U slucaju da se Zenke sparuju sa muzjacima Kkoji nose alele koji su Stetni za Zenke,
onda je moguce da seksualna selekcija ne¢e imati isti pravac delovanja kao prirodna
selekcija, tj. neCe se povecavati prosecna adaptivna vrednost populacije. Tada bi

moglo do¢i i do smanjivanja prosec¢ne adaptivne vrednosti populacije.

Ukoliko postoji seksualni konflikt, teSko je odrediti efekat seksualne selekcije
na prosecnu adaptivnu vrednost populacije i njenu ulogu u smanjivanju genetickog
opterecenja. Dosadasnji eksperimentalni podaci ne pruZaju jasne dokaze koji idu u

prilog ovoj teoriji, ali je takode ni ne opovrgavaju. Do sada su istraZivanja ovog tipa
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sprovodena na vrsti Drosophila melanogaster za koju postoji veliki broj linija sa
mutacijama sa vidljivim fenotipskim efektom, i za koje se uglavnom zna da li uti¢u na
adaptivnu vrednosti nosilaca. Seksualna selekcija je neefikasna, ¢ak moZe da inhibira
“CiS¢enje” od Stetnih alela (Arbuthnott i Rundle 2012), ali i da eliminiSe Stetne alele
(Hollis i sar. 2009; Sharp i Agrawal 2008). Eksperimenti su uradeni i na drugim
vrstama, na Drosophila melanogaster i na krpelju Rhizoglyphus robini bez KkoriS¢enja
mutantnih linija sa tatno definisanim mutacijama, ve¢ sa linijama u kojima su
akumulirane mutacije, tzv. mutaciono-akumulacionim linijama (MA linije) (Radwan i
sar. 2004) ili indukovanjem mutageneze hemijskim ili fizickim putem (Hollis i Houle
2011; Radwan 2004). U tom slucaju se ne zna tacno koji geni nose mutacije, ali se
podrazumeva da imaju efekta na viSe komponenti adaptivne vrednosti, ukljucujuci i
uspesSnost u parenju. Radwan i saradnici (2004) nisu utvrdili da seksualna selekcija
ima ulogu u povecanju fekunditeta u MA linijama krpelja Rhizoglyphus robini, dok su
rezultati sa ozraCenim populacijama (Radwan 2004) dali pozitivne rezultate za
prezivljavanje (sa seksualnom selekcijom se povecava prezivljavanje jedinki).
Seksualna selekcija nije pokazala efikasnost u smanjivanju genetickih opterecenja
koja su indukovana hemijskim mutagenom na Drosophila melanogaster (Hollis i Houle

2011).
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1.7. Reproduktivno ponasanje i seksualna selekcija kod Drosophila subobscura

Rituali udvaranja i parenja vrste Drosophila subobscura su opisani jo$
pedesetih godina XX veka (pregled u Krimbas-u 1993). Ova vrsta se opisuje kao
monadri¢na (Maynard Smith 1956; Holman i sar. 2008), tj. Zenke se pare samo
jednom tokom Zivota, dok se muZjaci pare viSe puta, iako je dokazano da je u manjem
procentu moguca i poliandrija (Loukas i sar. 1981). Jedinke se ne pare u mraku, ve¢
samo u prisustvu svetlosti, i ova odlika je najverovatnije geneti¢ki determinisana
manjim brojem gena (Andelkovi¢ i Marinkovi¢ 1983). Nije utvrdeno da postoji
udvaracka pesma muZjaka (Ewing i Bennet-Clark 1968) koja je inace karakteristi¢na

za obscura grupu kojoj ova vrsta pripada.

Udvaranje muzjaka D. subobscura se sastoji iz viSe koraka kojima se Zenkama
Salju razliciti tipovi signala. Veoma su vazni vizuelni signali, jer se parenje odigrava
samo u prisustvu svetlosti. MuZjak zapocinje udvaranje otvaranjem i zatvaranjem
krila (eng. scissoring). Nakon toga sledi prilaZzenje muZjaka Zenki sa strane i
dodirivanje Zenke prednjim nogama. U ovom koraku se vrSi prepoznavanje i
komunikacija izmedu jedinki za koje su najverovatnije odgovorni hemijski i taktilni
signali. Nakon ovog koraka Zenka obi¢no miruje, dok se muZjak okrece svojim “licem”
ka njenom, izbacuje proboscis i Siri krila. U nekim slu¢ajevima, Zenka odmah prihvata
udvaranje i pari se sa muzjakom, ali najéesce igra udvaranja traje. Zenka se udaljava i
sklanja u stranu dok je muzjak i dalje prati da bi se opet postavio “licem” ispred nje.
Ovakvi uzastopni koraci Zenki prvo na jednu, pa na drugu stranu, izazivaju sli¢ne
korake u stranu i kod muzjaka pa se jedinke stalno suceljavaju i gledaju. Ovaj korak se
naziva igra (eng. dance) i dokazano je da u njemu krila imaju vaznu funkciju radi

postizanja uspeha u parenju.
lako je prisustvo krila neophodno za uspesSnost u parenju (Grossfield 1968), za
veli¢inu krila i njenu povezanost sa uspeSno$¢u u parenju nisu dobijeni konzistentni

rezultati za ovu vrstu (Monclus i Prevosti 1967; 1971; Steele 1986b; Steele i Partridge
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1988). Takvi rezultati ukazuju da krila nisu seksualno selekcionisana osobina kao kod
vecine vrsta roda Drosophila. Naime, kod vecine vrsta je utvrdena pozitivna korelacija
veliCine krila (ili tela) i uspeSnosti u parenju: kod D. ananassae (Vishalashi i Singh
2008), D. simulans i D. mojavensis (Markow i Ricker 1992), D. melanogaster (Partridge
i sar. 1987; Markow 1988), D. pseudoobscura (Markow i sar. 1996).

Za muzjake vrste roda Drosophila koje pripadaju podrodu Sophophora je
karakteristicno prisustvo polnih ceSljeva kao sekundarne polne karakteristike.
Dosadasnja istraZzivanja ukazuju da je prisustvo polnih ceSljeva neophodno za
uspesnost u parenju, jer imaju ulogu u hvatanju Zenki za abdomen ili Sirenju njenih
krila tokom parenja (Spieth 1952; Cook 1977; Ng i Kopp 2008). Broj zubaca polnih
cesljeva kod nekih vrsta ima uticaja na uspesnost u parenju. Pozitivna korelacija broja
zubaca i uspeSnosti u parenju je utvrdena za Drosophila simulans (Markow i sar.
1996), dok je negativna korelacija utvrdena za Drosophila bipectinata (Polak i sar.
2004). Broj zubaca polnih ceSljeva nema uticaja na uspesSnost u parenju kod
Drosophila melanogaster (Ahuja i Singh 2008; Pavkovic-Lucic i Kekic 2011), niti kod D.
pseudoobscura (Markow i sar. 1996). MuZjaci D. subobscura imaju dva reda polnih
ceSljeva. Povezanost ove sekundarne polne karakteristike kod muZjaka, merene preko
broja zubaca i fluktuiraju¢e asimetrije polnih CeSljeva nije otkrivena u nasoj ranijoj
analizi (Savi¢ i sar. 2007). Dosadasnji objavljeni eksperimentalni podaci nisu pokazali
da je neka od navedenih morfoloSkih osobina (krila i polni CeSljevi) cilj seksualne
selekcije kod ove vrste (Monclus i Prevosti 1967; 1971; Steele 1986b; Steele i
Partridge 1988; Savic¢ i sar. 2007).

Nutritivni darovi su karakteristika specifitna za D. subobscura, a koja je u vezi
sa udvaranjem muZjaka. Tokom faze oznacene kao “licem u lice” (eng. face to face)
muzjaci mogu da daju Zenkama hranljive kapljice Sto mozZe doprineti uspehu u
parenju (Steele 1986a; 1986b). Na taj nacin Zenke mogu imati direktnu korist od

muzjaka, ali da li ¢e ta osobina darivanja imati uticaja na prihvatanje parenja zavisi
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isklju¢ivo od opSteg stanja Zenke, odnosno da li je gladna ili sita (Immonen i sar.
2009). Dobijeni rezultati ukazuju da variranje stanja, muzjaka i Zenki, restrikcijama
ishrane moZe imati uticaja na uspesnost u parenju. Siti muzjaci su bili uspesniji od
“izgladnjivanih” muZzjaka samo u slucaju kad su i Zenke bile izloZene slabijem rezimu
ishrane. Dakle, nutritivno darivanje je seksualno selekcionisana osobina, ali snaga
seksualne selekcije zavisi od variranja uslova spoljasnje sredine, odnosno nutritivnih
uslova u kojima se jedinka razvija. Veliina nutritivnih kapljica se nije razlikovala
izmedu koriS¢enih grupa muZjaka, Sto ukazuje na mogucu znacajnost sadrZaja

nutritivnih kapljica, a koji je jo$ uvek nije analiziran.

Nakon udvaranja i davanja nutritivnih kapljica, Zenka moZe pristati na parenje.
Ona ¢e tada prestati da se krece, dozvoli¢e muzjaku da joj pride i kruzi oko abdomena,
da je “obgrli” i kopulira. Kopulacija u proseku traje 7-13 minuta (pregled u Krimbas-u

1993; Savic Veselinovic i sar. 2013).

Seksualna aktivnost jedinki u laboratorijskim uslovima zavisi od sezone i doba
dana, ali se aktivnost linija povec¢ava sa duZinom gajenja u laboratoriji (Pascual i sar.
1990). Aktivnost je veca kod jedinki koji poticu iz juznih populacija Evrope, u
poredenju sa jedinkama iz severnih populacija. Po nekim podacima se muZjaci sa
vecim krilima brZe pare (Monclus i Prevosti 1971), dok su s druge strane uspes$niji u
parenju sitniji muzjaci (Steele 1986a, 1986b). Kao Sto je ve¢ napomenuto, ne moZe se
sa sigurnoSc¢u reci kad i u kojim uslovima spoljasnje sredine odredeni fenotipovi

muzjaka imaju reproduktivnu prednost u odnosu na druge.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA
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Cilj ovog istraZivanja je provera hipoteze o ulozi seksualne selekcije u

smanjivanju mutacionih genetic¢kih opterecenja na vrsti Drosophila subobscura.

Prema teorijskim ocekivanjima, seksualna selekcija ¢e smanjivati mutaciona
optereCenja i povecCavati adaptivnu vrednost, ako je velina mutacija Stetna i za
adaptivnu vrednost i za osobine zavisne od opSteg stanja muZjaka, a koje utiCu na

uspesnost u parenju.

Efekat seksualne selekcije na redukciju genetickih opterecenja je pracen preko
razli¢itih komponenti reproduktivnog ponaSanja muzjaka D. subobscura (odigravanje
udvaranja, latenca udvaranja, intenzitet udvaranja, odigravanje kopulacije, latenca
kopulacije i trajanje kopulacije) sa ciljem da se ispita da li su nosioci mutacija manje
uspesni u parenju. Na ovaj nacin bi se dokazalo da Zenke mogu izborom muzjaka za

parenje da sprece prenosSenje Stetnih mutacija u narednu generaciju.

Takode, da bi se proverila postavljena hipoteza analizirane su i promene dve
komponente adaptivne vrednosti D. subobscura: fekunditeta i prezivljavanja od
stadijuma jaja do adulta, u zavisnosti od primenjenog sistema parenja (bez izbora i sa
izborom), kao i nivoa mutacionih opterecenja. U slucaju da seksualna selekcija
smanjuje mutaciona opterecenja, ocekivali bismo vece vrednosti komponenti

adaptivne vrednosti u grupama u kojima je postojao izbor za parenje.
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3. MATERIJAL I METODE
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3.1. Drosophila subobscura

Model organizam koriS¢en u ovom istrazivanju je vrsta Drosophila subobscura
(Collin) koja pripada podrodu Sophophora, rodu Drosophila. Ova vrsta se odlikuje
Palearktickim rasprostranjenjem i moZe se naci u celoj Evropi (izuzev Centralne i
severne Skandinavije), u Severozapadnoj Africi, Kanarskim ostrvima, Srednjem Istoku,

a od sedamdesetih godina XX veka i u Severnoj i Juznoj Americi (Krimbas 1993).

U ovom radu su koriS¢ene jedinke iz inbridingovanih linija, poreklom sa dva
razli¢ita lokaliteta iz centralne i isto¢ne Srbije. Jedan od lokaliteta je planina Goc¢ u
centralnoj Srbiji koja se nalazi izmedu 430 33' - 430 35' N i 180 15' - 189 40" E. Drugi
lokalitet je planina Tara u zapadnoj Srbiji izmedu 43°56'58.10"Ni19°21'27.21"E.

Uzorkovanje musSica iz prirode je izvrSeno pomocu trapova od fermentisanih
jabuka postavljenih na povrsini od oko 400m2. Musice su izlovljavane u intervalu od

17-20h, na svakih 20 minuta, pomoc¢u entomoloskih mreZica.

OdrZavanje linija i potrebna ukrstanja vrSena su u laboratorijskim uslovima
optimalnim za vrstu Drosophila subobscura na temperaturi od 19°C, relativnoj
vlaZnosti vazduha oko 60% i intenzitetu svetlosti oko 300 lux, pri svetlosnom reZimu

12h svetlost/12h mrak.
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3.2. Formiranje linija

U laboratorijskim uslovima nakon donoSenja jedinki iz prirode formirane su
linije od svake Zenke (eng. isofemale - IF). Zenke su pojedina¢no stavljane u flakone sa
15mL standardnog medijuma za gajenje Drosophila. Standardna hranljiva podloga se
sastoji od kukuruznog griza (7.88%), Se€era (7.12%) i agra (0.52%), obogacena suvim
kvascem (0.76%) i sa dodatkom fungicida (alkoholni rastvor metil-4-
hidroksibenzoata-Nipagin®). Jedinke F1 generacije iz pojedinacnog flakona se mogu
smatrati potomcima u punom srodstvu - brac¢a i sestre (eng. full-sibs), jer je utvrdeno
da je visestruka inseminacija Zenki vrste D. subobscura u prirodnom stanistu retka

(Loukas i sar. 1981).

U eksperimentu su koriS¢ene linije koje su dobijene ukrStanjem u potpunom
srodstvu (eng. full-sib breeding - FS) tokom 15 generacija. Nakon uspostavljanja
prirodnih IF linija i izleganja potomstva Zenki, po principu sluc¢ajnosti su izabrani brat
i sestra za roditelje naredne generacije. U svakoj narednoj generaciji je raden isti tip
ukrstanja, ali uvek uz dodatna 2-3 FS ukrstanja za svaku liniju. Na taj nacin se izbeglo
gubljenje linija tokom viSe generacija ukrstanja u srodstvu. Iako se na ovaj nacin vrsi
selekcija izmedu dodatnih ukrStanja, ovaj metod se koristi u istrazivanjima inbridinga
(Rumball i sar. 1994; Pegueroles i sar. 1996) da bi se smanjio veliki gubitak linija, kao i
selekcija izmedu linija (Rumball i sar. 1994). Posle 14 generacija inbridinga, po ovom

nacinu ukrstanja, teorijski se o¢ekuje homozigotnost linija od 95,1% (Falconer 1989).

U eksperimentu je koriS¢eno ukupno 10 inbredovanih IF linija. Pred sam
pocetak eksperimenta je napravljeno po 10 tehnickih replika za svaku liniju,
prebacivanjem istih jedinki na nov supstrat na svakih 5 dana. Cilj umnoZzavanja linija
je bio obezbedivanje dovoljno jedinki iz svake linije za celu eksperimentalnu

proceduru.
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3.3. Tretman muzZjaka

Da bi se dobila geneticka varijabilnost u formiranim homozigotnim linijama,
muZjaci iz linija su podvrgnuti jonizuju¢em zracenju kao mutagenu. Iz svake linije je
zraCeno po 50-60 muzjaka (2-4 dana starosti), po 15 muzjaka iz svake linije, na 5
dana. MuZjaci su stavljani u plasticne epruvete u kontejner od pleksiglasa (tzv.
ofantom”), dimenzija 15x15cm. Kao izvor jonizuju¢eg zracenja je koris¢en ¢°Co, na
sobnoj temperaturi, na razdaljini od 100 cm od ,fantoma”. Doza kojom su ozraCene
jedinke je iznosila 30 Gy, sa stopom od 18.12Gy/h. Svi tretmani su sprovodeni u istim i

konstantnim laboratorijskim uslovima.

Dva dana nakon zrafenja muZjaci su sparivani sa Zenkama iz sopstvenih linija.
Paralelno su radena i ukrStanja unutar linija izmedu Zenki i muZjaka koji nisu
ozraceni. Na ovaj naCin su formirane dve grupe linija. Jedna grupa je sacinjena od
“neozracenih” linija, a druga od tzv. “ozracenih” linija (jer su muZjaci podvrgnuti
zraCenju). Potomci uspostavljenih grupa linija su koris¢eni u daljoj eksperimentalnoj

proceduri.
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3.4. Reproduktivno ponasanje D. subobscura

[zlegli muZjaci i Zenke D. subobscura su izdvajani na svaka 24h. Ova vrsta se ne
pari u mraku (Andjelkovic i Marinkovic 1983; Krimbas 1993), pa su flakoni iz kojih su
izdvajane musSice Cuvani sve vreme u mraku. Izdvajanje po polovima je radeno bez
eterizacije i bilo kog drugog tipa anestezije, da bi se izbegao njihov uticaj na ponaSanje
i parenje musSica (Barron 2000). Pojedina¢ni muZjaci su stavljani u flakone zbog
uticaja drzanja u grupi na kasnije ponaSanje (Ellis i Kessler 1975), dok su Zenke
stavljane u grupama od 15-20 jedinki. Nakon dostizanja starosti musica od pet dana

zapoceta su ukrStanja po shemi (Slika 1).

UkrStanja su radena po tzv. ,no-choice“ dizajnu (bez izbora), stavljanjem po
jednog muZjaka i jedne Zenke u pojedinacne flakone. S obzirom na upotrebu 10 linija,

bilo je moguce napraviti ukupno 100 kombinacija (Slika 1).

1x2 1x3 1x4 1x5 1x6 1x7 1x8 1x9 1x10
2x2 2x3 2x4 2x5 2X6 2x7 2x8 2x9 2x10
R).¢ 3x3 3x4 3x5 3x6 3x7 3x8 3x9 3x10
4x2 4x3 4x4 4x5 4x6 4x7 4x8 4x9 4x10
5x2 5x3 5x4 5x5 5x6 5x7 5x8 5x9 5x10
6x2 6x3 6x4 6X5 6x6 6x7 6x8 6x9 6x10
7x2 7x3 7x4 7x5 7X6 7x7 7x8 7x9 7x10
8x2 8x3 8x4 8x5 8x6 8x7 8x8 8x9 8x10
9x2 9x3 9x4 9x5 9x6 9x7 9x8 9x9 9x10

10x2 10x3 10x4 10x5 10x6 10x7 10x8 10x9 10x10

Slika 1. Sematski prikaz svih moguéih kombinacija ukrstanja deset visoko

inbridingovanih linija koriS¢enih u eksperimentu
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Svaka kombinacija linija koja je napravljena unutar ,neozracene“ grupe je
napravljena i unutar ,ozracene“ grupe. Svaka kombinacija je ponovljena u proseku
deset puta. Broj replika je varirao izmedu kombinacija, zbog nedostatka
odgovarajuceg broja izdvojenih muZjaka i Zenki iz odredenih linija, ali je opseg
variranja broja replika iznosio izmedu 7 i 11. Krajnji bilans za broj ukrStanja je iznosio
1003, kako za ,neozracenu”, tako i za ,ozraCenu” grupu, $to je iznosilo ukupno 2006
ukrstanja. Svaka kombinacija ukrstanja izmedu linija u ,neozracenoj“ grupi je radena

simultano sa istom kombinacijom u ,,0zracenoj“ grupi.

UKkrstanja su sprovodena uvek u istom intervalu dana, u jutarnjim ¢asovima od
7 do 11h i pod konstantnim laboratorijskim uslovima. D. subobscura ima dva pika
dnevne aktivnosti u prirodi u letnjim mesecima (jutarnji i vecernji) (Andjelkovic i sar.
1985; Kekic 2002). Prvo su u flakone stavljane Zenke, pa potom i muzjaci. Svako
parenje je posmatrano do zavrSetka kopulacije ukoliko je do nje doslo, ili do isteka 2h

od momenta stavljanja muzjaka i Zenke u isti flakon.

Tokom posmatranja ponasanja D. subobscura je praceno nekoliko faza kao
karakteristika parenja muSica: odigravanje udvaranja, latenca udvaranja, intenzitet

udvaranja, odigravanje kopulacije, latenca kopulacije i trajanje kopulacije.

Odigravanje udvaranja i odigravanje kopulacije (ili uspeh u parenju) su
diskretne promenljive sa dva moguca ishoda: udvaranje se desilo ili nije, odnosno
kopulacija se desila ili nije (0-1 sistem). Latenca udvaranja je merena kao vreme koje
je proteklo od stavljanja muZjaka u flakon do pocetka njegovog udvaranja. Intenzitet
udvaranja je zabeleZen kao broj svakog kontakta muZjaka sa Zenkom koji je opisan
kao udvaranje muZjaka kod ove vrste. Radi dalje lakSe analize intenzitet udvaranja je
rangiran u 6 klasa u zavisnosti od broja udvaranja muzjaka (0: bez udvaranja; 1: od 1-
5; 2: od 6-10; 3: od 11-15; 4: od 16-20; 5: viSe od 20 pokuS$aja udvaranja). Latenca
kopulacije je merena kao vreme koje je proteklo od trenutka stavljanja musSica u
flakon do pocetka kopulacije. Trajanje kopulacije je mereno kao vreme od pocetka do

kraja kopulacije, odnosno do razdvajanja muzjaka i Zenke.
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3.5. Statisticka analiza reproduktivnog ponasanja

Primena odgovarajuce statisticke analize je zavisila od tipa podataka. Diskretne
promenljive (odigravanje udvaranja i uspeh u parenju) su analizirane binomnom
logistickom regresijom u programu SPSS 12.0. Ostali podaci (za latencu udvaranja,
intenzitet udvaranja, latencu kopulacije, trajanje kopulacije) nisu mogli bi ti
normalizovani nijednom postojeCom transformacijom koja se uobicajeno Koristi za
posmatrane osobine (log, In, Box cox). Stoga su te ponaSajne osobine analizirane
neparametarskom statistikom. Za poredenje dve grupe podataka je koriS¢ena Mann-
Withney neparametarska statistika, dok je za poredenje viSe grupa podataka
koris¢ena Kruskal-Wallis neparametarska statistika. Korelacija izmedu odredenih
osobina je uradena neparametarskom Spearman korelacijom. Sve analize su radene u

PAST (Hammer, 2001) ili SPSS 17.0 statisticCkom programu.

37



3.6. Komponente adaptivne vrednosti i odnos polova

U daljem eksperimentalnom radu upotrebljeno je potomstvo posmatranih
ukstanja tokom nekoliko generacija. Svako ukrStanje prethodnog eksperimentalnog
dela je bilo obeleZeno brojevima linija iz kojih potiu Zenka i muzjak (Slika 1). Na
primer kombinacija 25 je oznacavala da Zenka vodi poreklo iz linije 2, a muzjak iz
linije 5. Kombinacija 25* je oznacavala takode poreklo Zenke iz linije 2, ali muzjaka

poreklom iz linije 5* (linije 5 €iji su o¢evi ozraceni).

U okviru svake od ove dve formirane "neozracene” i “ozracene” grupe su
radena dva tipa ukrstanja. Jedan tip ukrstanja je bio “bez izbora” u kome su stavljani
za ukrStanje po jedan muZjak i jedna Zenka. Drugi tip je bio dizajn “viSestrukog
izbora”, u kome su stavljeni za ukrStanje po 5 muZjaka i 5 Zenki. Prvi tip ukstanja je
oznacen kao S-, a drugi kao S+. Na ovaj nacin su napravljene eksperimentalne grupe sa
razli¢itim nivoima seksualne selekcije, tj. u prvom tipu ukrsStanja “bez seksualne
selekcije”, a u drugom tipu ukrstanja “sa delovanjem seksualne selekcije”, jer su i
Zenke i muZjaci imali moguénost biranja jedinki za parenja. Sve kombinacije, i za S- i
za S+ ukrStanja, koja su napravljene u “neozraCenoj” grupi su istovremeno
napravljene, analogno po linijama, i u “ozracenoj” grupi. Primer ovakvih ukrstanja je

dat na Slici 2.

Unutar svake eksperimentalne grupe, za svaki tip ukrstanja, i S- i S+, je uradeno
po 100 ukrStanja. Za ovu eksperimentalnu generaciju je uradeno ukupno 400
ukrstanja, po 200 za svaku eksperimentalnu grupu. S obzirom da je u grupama sa
viSestrukim izborom bilo pet Zenki po parenju, fekunditet je utvrden za 500 Zenki u

“neozracenoj” i 500 u “ozracenoj” grupi.
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“bez izbora” “bez izbora”
15x28 15*x 28*
24x97 24*x97*
63x72 63*x 72*

“viSestruki izbor” “viSestruki izbor”
18,35,28,65,78 18%*,35%,28%,65%78*
X X
29,73,62,83,55 29%73%,62%,83*55*

Slika 2. Sematski prikaz parenja unutar svake eksperimentalne grupe, “neozracene” I

“ozracene” (*), “bez izbora” (S-) i “sa viSestrukim izborom “(S+).

Sva ukrstanja su radena sa jedinkama iste starosti (5 dana), koje su izdvajane
nakon izleganja po istom principu kao i u prvom eksperimentalnom delu. Cetvtog
dana nakon ukrstanja (kad su jedinke bile stare 9 dana), Zenke su stavljane na
pojedinacne podloge da polazu jaja. Stavljana je pojedinacno svaka Zenka iz S- i iz S+
ukrstanja. Podloga na kojoj su Zenke polagale jaja je bio standardni medijum sa
razmazanom kapi kvasca. Fekunditet Zenki je pra¢en ukupno 3 dana (Cetvrtog, petog i
Sestog dana nakon ukrstanja), prebacivanjem svake Zenke na svaka 24 sata na novu
podlogu. Jaja su brojana pod binokularnom lupom. Za svaku Zenku je izracunata

ukupna vrednost fekunditeta na osnovu broja jaja poloZenih tokom ova tri dana. Za
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ove podatke nije bila potrebna transformacija, pa su u analizi koriS¢ene originalne

vrednosti (broj jaja).

Nakon prebrojavanja jaja, flakoni su ostavljeni da bi se izlegle jedinke. Razvice
kod vrste D. subobscura traje oko 20 dana u optimalnim uslovima. Izleganje jedinki je
praceno nakon petnaest dana od pocetka izleganja da bi se prebrojale i sve kasnije
izleZene jedinke. Na osnovu izleglih jedinki i prebrojanih jaja je izracunato
prezivljavanje potomstva za svaku Zenku. PreZivljavanje od jaja do adulta predstavlja
procentualni odnos izleZenih jedinki u odnosu na ukupan broj poloZenih jaja. Za svaku
Zenku je izracunato prezivljavanje na osnovu tri dana polaganja jaja koja su pracena.
Za ovu osobinu podaci nisu imali normalnu raspodelu, pa je izvrSena njihova
transformacija. Za procentualne podatke je koriS¢ena arcsin transformacija (p’ =

arcsin Vp).

Prebrojavanjem izleZenih jedinki je uradeno i odvajanje po polovima. Na taj
nacin je dobijen i odnos polova izlezenih muSica. Odnos polova (eng. sex ratio) se

najcesce izrazava kao procentualni udeo muzjaka u ukupnom potomstvu.

Paralelno sa ovim ukrstanjima je uradeno i po 100 parenja po sistemu ,bez
izbora“ unutar ,ozracene“ i ,neozracene” grupe. Nakon toga su, po istom sistemu,
uradena i parenja joS dve generacije. Posle ukupno tri generacije ukrStanja ,bez
izbora“ ponovo su u okviru svake eksperimentalne grupe sparivane jedinke istim
tipovima ukrstanja kao u prvoj generaciji: S- (,bez izbora“) ili S+ (,viSestruki izbor").
Ponovo je praden fekunditet Zenki, preZivljavanje jedinki, kao i odredivanje odnosa
polova. Broj ukrstanja za svaku eksperimentalnu grupu i tip ukrStanja je iznosio po

100, tako da je i u ovoj eksperimentalnoj generaciji uradeno ukupno 400 ukrstanja.
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3.7.Statisticka analiza komponenti adaptivne vrednosti i odnosa polova

Podaci za sve komponente adaptivne vrednosti su prvo testirane na

normalnost neparametarskim Jarque-Berra testom.

Nakon S$to su svi podaci uspesSno transformisani uradena je analiza varijanse
(ANOVA) za svaku od komponenti adaptivne vrednosti. Ova analiza je bila moguc¢a
nakon izraCunavanja prosecnih vrednosti za svaku komponentu pojedinacno, u svim
S+ grupama. Na taj nacin je omoguceno dobijanje balansiranih nizova podataka s

kojima je i ANOVA bila moguca.

S obzirom da je unutar S+ ukrStanja bilo slucajeva da se Zenka ulepi za podlogu,
ili da ugine tokom polaganja jaja, u analizama je koriS¢ena prosecna vrednost za Cetiri
Zenke umesto za pet. Sva ukrstanja u kojima su podaci bili dostupni, zbog navedenih

razloga, za manje od Cetiri Zenke, nisu uklju¢ena u dalju analizu.

Za svaku komponentu adaptivne vrednosti je prvo uradena dvofaktorska
analiza varijanse, da bi se video uticaj primenjenih sistema parenja i tretmana unutar
svake eksperimentalne generacije. Da bi se utvrdile razlike izmedu generacija, uveden

je i faktor generacija.

Anova statistika je radena u softverskom programu SPSS 17.0.
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4. REZULTATI
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4.1. Reproduktivno ponasanje D. subobscura

Eksperimentalni dizajn u kome je analizirano reproduktivno ponaSanje D.
subobscura je bio skoro u potpunosti balansiran, sa izuzetkom nekih od kombinacija
ukrstanja IF linija. Neka ukrStanja nisu imala dovoljan broj replika, tj. broj replika je
bio manji od 10 usled nedovoljnog broja muSica odredenih linija, dok je za neke
kombinacije bilo 11 replika. Broj replika ni za jednu kombinaciju nije bio manji od
sedam. Ukupan broj posmatranih parenja je iznosio 2006 (po 1003 za svaku
eksperimentalnu grupu, ,neozracenu” i ,ozracenu“). Ali, i pored balansiranosti

dizajna, ukupan broj uspesnih parenja je iznosio 804, ili izraZeno procentualno 40,2%.

0d svih osobina reproduktivnhog ponaSanja analizirane su komponente
udvaranja (u slucaju da se udvaranje odigralo), kao Sto su latenca udvaranja i
intenzitet udvaranja, dok su u samo u 40% postavljenih parenja, u kojima se desila

kopulacija, analizirani i latenca kopulacije i trajanje kopulacije.

Prvi deo prikaza rezultata se odnosi samo na razlike u tretmanu, tj. razlike koje

proisticu usled uvodenja mutacija putem jonizujuceg zracenja.

Deskriptivna statistika za promenljive diskretnog tipa, tj. za odigravanje
udvaranja i uspeSnost u parenju je prikazana u Tabeli 1. Medu potomcima
neozracenih muZjaka se 90,43% jedinki muskog pola udvaralo, dok je medu
potomcima ozracenih muzjaka taj procenat iznosio 88,2. Ako se analizira uspesnost u
parenju, opet je ucestalost bila ve¢a medu muZzZjacima c¢iji oCevi nisu zraceni. Od
“neozraCenih” muzjaka 42,02% je bilo uspeSno u parenju, naspram 38,22%
“ozraCenih” muzjaka. Dobijene razlike su znacajne samo za uspeSnost u parenju
(x2=3,415, p<0,05) (Tabela 6). Kod jednog broja jedinki je postojala uspesnost u

parenju, iako je izostajao ritual udvaranja.
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Tabela 1. Deskriptivna statistika za promenljive diskretnog tipa (odigravanje

udvaranja i uspeSnost u parenju)

Tip muzjaka N N N; N; N4 Ns Ne
“neozraceni” | 1003 | 907 | 90,43 | 421 42,02 366 40,35
“ozraceni” | 1003 | 885 | 88,24 | 383 38,22 338 38,19

(Ukupan broj posmatranih parenja N; broj muzjaka (N1) i procenat muZjaka (N2) koji
su se udvarali; broj muzjaka (N3) i procenat muZjaka (N4) koji su se parili; broj
sparenih muZjaka (Ns) i procenat sparenih muZjaka (Ns) od ukupnog broja muzjaka

koji su se udvarali)

Deskriptivna statistika za latencu udvaranja je prikazana u Tabeli 2. Muzjacima
iz “neozracene” grupe je trebalo, u proseku, viSe vremena da zapoc¢nu ritual udvaranja.
Dobijene razlike izmedu “neozracenih” i “ozracenih” muZjaka su znacajne (Mann-

Whitney, U=382600, p<0.05) (Tabela 6).

Tabela 2. Deskriptivna statistika za latencu udvaranja izraZene u sekundama (s)

Tip muzjaka N X +S.E. \' SD opseg variranja
"neozraceni" 906 704,98+39,44 1409290 1187,14 0-6942
"ozraceni" 886 808,27 +42,44 1595950 1263,31 12-7184

N - ukupan broj; X- srednja vrednost; S.E. - standardna greSka; V - varijansa; SD

standardna devijacija
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Intenzitet udvaranja je ovoj studiji prikazan kao promenljiva ordinalnog tipa,
pa je i prikaz rezultata dat u skladu sa tim. Deskriptivna statistika je data u Tabeli 3.

[ste vrednosti medijane i opsega variranja su karakteristicne za obe eksperimentalne

grupe.

Tabela 3. Deskriptivna statistika za intenzitet udvaranja

Tip muzjaka N medijana opseg variranja
"neozraceni” 1002 1 0-5
"ozraceni" 1002 1 0-5

N - ukupan broj

(0: bez udvaranja; 1: od 1- 5; 2: od 6-10; 3: od 11-15; 4: od 16-20; 5: viSe od 20

pokusaja udvaranja).

Podaci koji su dobijeni za latencu kopulacije i trajanje kopulacije ne pokazuju
statisticki znacajne razlike izmedu tretmana (Tabela 6). Na osnovu desKkriptivne
statistike se moze uociti trend da kopulacija pocinje Kkasnije kod “neozracenih”
muzjaka, kao i da kopulacija traje krace, u poredenju sa “ozracenim” (Tabela 4 i Tabela

5).

Tabela 4. Deskriptivna statistika za latencu kopulacije izrazene u sekundama (s)

Tip muzjaka N X +S.E. \' SD opseg variranja
"neozraceni" 419 1917,51+94,43 3736590 1933,03 28 - 8381
"ozraceni" 385 1891,62+9597 3546070 1883,1 35-7540

N - ukupan broj; X- srednja vrednost; S.E. - standardna gre$ka; V - varijansa; SD

standardna devijacija
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Tabela 5. Deskriptivna statistika za trajanje kopulacije izrazene u sekundama (s)

Tip muzjaka N X £ S.E. \% SD opseg variranja
"neozraceni” 419 712,866+ 1891 149851 387,106 66-2584
"ozraceni" 385 718,075+ 19,20 141965 376,782 63 - 2413

Tabela 6. Efekti genotipa muzjaka, genotipa Zenki i tretmana muzjaka na komponente

reproduktivnog ponasanja. Odigravanje udvaranja i uspesnost u parenju su analizirani

binomnom logisticCkom regresijom. Intenzitet udvaranja, latenca udvaranja, latenca

kopulacije i trajanje kopulacije su analizirani neparametrijskom statistitkom, Mann-

Whitney testom za tretmane, i Kruskal-Wallis testom za genotipove

Genotip 0,058 42,756*** | H=47,89*** | H=47,72*** | H=42,76*** | H=10,46
Zenke

Genotip 1,374 11,955%** H=65*** | H=219,1*** | H=52,27*** | H=266***

muzjaka

Tretman x2=1,893 | x2=3,415* | T=485500 | T=382600* | T=79420 T=79210

p<0,05%; p<0,01**; p<0,001***
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Drugi deo prikaza rezultata se odnosi na razlike izmedu deset inbridingovanih

linija, muZjaka i Zenki, za iste osobine reproduktivnog ponasanja.

a) genotip muzjaka
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Slika 3. Prikaz razlika medu linijama u udvaranju i prihvatanju parenja muzjaka (a) i

zenki (b)

Udvaranje muZjaka je osobina koja se ne razlikuje medu linijama, muzjaci svih

linija se ve¢inom udvaraju (Tabela 6; Slika 3). Njihovo udvaranje je bilo prisutno kod
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svih linija Zenki, pa ni medu genotipovima Zenki nije bilo razlika u tome da li je bilo ili

nije udvaranja muzjaka (Tabela 6; Slika 3).

Iz analize druge diskretne promenljive, tj. uspeSnosti u parenju, dobijeni su
drugaciji rezultati. Postoji efekat genotipa i muzjaka i Zenki na ovu osobinu
(x2=11,955, p < 0,001 za muZjake, i x2= 42,756, p < 0,001 za Zenke (Tabela 6)).
Razlike medu linijama muzjaka i Zenki su takode predstavljene na Slici 3. Na primer,
muZjaci iz linija 2 i 6 su uspes$niji u parenju od drugih, dok su muzZjaci iz linije 9
najmanje uspesni od svih linija. Razlike su jo$ izraZenije izmedu genotipova Zenki, jer
su se Zenke iz linije 7 parile veoma retko, a Zenke iz linija 5, 6 i 9 u manjem procentu u

poredenju sa svim ostalim linijama.

Znacajan efekat genotipa muZjaka i genotipa Zenki je dobijen i za latencu
udvaranja i latencu kopulacije (Tabela 6). Za latencu udvaranja je utvrdena
znacajnost uticaja genotipa Zenki (H=47,72, p < 0,001) i genotipa muzjaka (H=219,1, p
< 0,001). Za latencu kopulacije su dobijene takode znacajne razlike (p < 0,001) izmedu
genotipova muzjaka (H=52,27) i izmedu genotipova Zenki (H=42,76). Na Slici 4 su
predstavljene razlike izmedu linija Zenki i muZjaka. Za ove dve osobine se moZe videti
da su muZzjaci nekih linija aktivniji, kao npr. muZjaci iz linija 2 i 6, kojima, u proseku,

treba najmanje vremena da zapo¢nu udvaranje, kao i da se spare sa Zenkama.

Utvrdena je pozitivna korelacija izmedu latence udvaranja i latence kopulacije
(r =0,41493, N= 702, p<0,0001), iako za latencu kopulacije nisu dobijene znacajne

razlike izmedu tretmana (Tabela 6).
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b) genotip Zenki
m 3000
§ 2500
2 2000
= __ 1500
2% 1000 X = = e
2 500 [l e *
=3 o
=5
s 2 1 23 456 7 8 9 10
=
=
z =—0—LATENCA UDVARANJA "neozraceni"
15
g LATENCA UDVARANJA "ozraceni”
3]
== LATENCA PARENJA "neozraceni"”
=>e=LATENCA PAREN]JA "ozraceni"
a) genotip muzjaka
5 3000
g 2500
= 2000
= —~ 1500 -
22 1000 | /‘ A
_% = 500 |O—= Qv’—"’ —~—v
- B
B 123 456 7 8 9 10
=5
8 —6—LATENCA UDVARAN]JA "neozraceni"
=
..‘Lc; LATENCA UDVARAN]JA "ozraceni"
=f=—LATENCA PARENJA "neozraceni"
=>¢=LATENCA PARENJA "ozraceni"

Slika 4. Prikaz razlika medu linijama u latenci udvaranja i latenci kopulacije muZjaka
(a) i zenki (b)
Za osobinu intenzitet udvaranja je takode dobijen znacajan efekat genotipa, i
muZjaka i Zenki (Tabela 6). Na Slici 5 se vide jasne razlike izmedu genotipova. Medu
najaktivnijim su muzjaci iz linija 5 i 6, a medu najmanje aktivnim su muZjaci iz linija 3 i

10. Na osnovu grafika se moze zakljuciti i da je najve¢a aktivnost muzjaka bila u
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slucaju parenja sa Zenkama iz linije 7, koje su se retko sparivale (Slika 3b).
Poredenjem Slike 3b i Slike 5b se moZe videti da su sparivanja Zenki u obrnuto
proporcionalnom odnosu sa intenzitetom udvaranja muZjaka, ako se posmatra po
linijama Zenki. Odnosno, udvaranje Zenkama poreklom iz linija koje su imale najmanju

uspesnost u parenju je bilo najintenzivnije.
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Slika 5. Razlike medu linijama u intenzitetu udvaranja muzjaka (a) i Zenki (b).

Skala za ukupan broj udvaranja muzjaka- 0: bez udvaranja; 1: 1-5; 2: 6-10; 3: 11-15;
4:16-20; 5:>20

50



Za trajanje kopulacije je dobijen znacajan efekat genotipova muzjaka (H=266, p
<0.001), dok efekat genotipova Zenki nije uocen za trajanje kopulacije (Tabela 6; Slika
6b). Medu muZjacima se vide jasne razlike u trajanju kopulacije, sa najduzim

trajanjem za genotip 7, i najmanjim za genotip 1 (Grafik 4a).
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Slika 6. Prikaz razlika medu linijama za trajanje kopulacije muzjaka (a) i Zenki (b).
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4.2. Analiza komponenti adaptivne vrednosti

4.2.1. Fekunditet

Pregled deskriptivne statistike i variranja fekunditeta u prvoj eksperimentalnoj

generaciji je dat u Tabeli 7.

Tabela 7. Deskriptivna statistika za osobinu fekunditet u prvoj eksperimentalnoj

generaciji
Eksperimentalna grupa | min-max X +S.E. SD Cv
S- neozracene 1-168 103,33 £ 5,14 37,10 35,906
S-ozracene 50-165 103,75 + 4,02 29,01 27,962
S* neozracene 2-159 91,3+2,13 33,03 36,183
S* ozracCene 8-180 94,07 + 2,25 35,39 37,618

S- - bez izbora; S+ - viSestruki izbor; X - srednja vrednost; S.E. - standardna greska; SD

- standardna devijacija; CV - koeficijent varijacije

Za ispitivanje razlika u variranju ove osobine u zavisnosti od tipa parenja, kao i

eksperimentalnih grupa posebno (zavisnost od tretmana), koriS¢ena je dvofaktorska

ANOVA. Rezultati analize su prikazani u Tabeli 8.

Tabela 8. Dvofaktorska ANOVA za osobinu fekunditet u prvoj eksperimentalnoj

generaciji

Izvor varijabilnosti df MS F p
parenje 1 6050,892 7,804 0,006**
tretman 1 132,356 0,171 0,68
parenje x tretman 1 71,717 0,092 0,761

p<0,05%; p<0,01**; p<0,001***
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Dobijeni rezultati pokazuju znacajan efekat parenja na vrednosti fekunditeta.
lako je Levenov test homogenosti varijanse pokazao znacajno odstupanje (F=18,7,
p<0,001), tzv. Welch analiza varijanse je pokazala isti nivo znacajnosti efekta parenja
na variranje fekunditeta kao i ANOVA (p=0,005). LSD Post hoc analiza je pokazala
znacajnu razliku izmedu S- i S+ neozracenih grupa (p=0,03), kao i postojanje istog
trenda izmedu S- i S+ ozracCenih grupa (p=0,06). Na Slici 7 su predstavljene vrednosti
fekunditeta u eksperimentalnim grupama u prvoj generaciji. Zenke eksperimentalnih
grupa u kojima nije postojao izbor partnera za parenje (tzv. S- grupe) imaju znacajno

vece vrednosti fekunditeta u odnosu na Zenke kojima je bio dozvoljen izbor muZzjaka.

tretman

102,50 m—"nepzrafene” jedinke
"ozrafene jedinke

100,00

a7.50

fekunditet

95.00

92,50

90,00~

parenje

Slika 7. Fekunditet za S- i S+ ukrStanja “neozracCene” i “ozracene” grupe u prvoj

eksperimentalnoj generaciji

Pregled deskriptivne statistike i variranja za istu osobinu, po istom sistemu
parenja, ali nakon tri generacije ukrstanja bez seksualne selekcije, je prikazan u Tabeli

0.
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Tabela 9. Deskriptivna statistika za osobinu fekunditet u cCetvrtoj eksperimentalnoj

generaciji
Eksperimentalna grupa | min-max X +S.E. SD Ccv
S- neozracene 8-131 83,902 + 3,58 25,59 30,499
S- ozracene 4-119 70 + 3,63 25,90 37,003
S* neozracene 1-154 81,89 + 1,86 29,32 35,802
S* ozracene 6-145 80,08 + 1,90 30,05 37,522

S- - bez izbora; S+ - vi$estruki izbor; X - srednja vrednost; S.E. - standardna greska; SD

- standardna devijacija; CV - koeficijent varijacije

Rezultati dvofaktorske analize varijanse fekunditeta nakon tri generacije su prikazani

u Tabeli 10.

Tabela 10. Dvofaktorska ANOVA za osobinu fekunditet u ¢etvrtoj eksperimentalnoj

generaciji

Izvor varijabilnosti df MS F p
parenje 1 824,02 1,697 0,194
tretman 1 3207,447 6,607 0,011**
parenje x tretman 1 1818,641 3,746 0,05*

p<0,05%; p<0,01**; p<0,001***

U ovoj eksperimentalnoj generaciji se zapaZa znacajan uticaj tretmana,
odnosno zracenja na fekunditet Zenki, kao i interakcije tretmana i tipa parenja. Razlike

u vrednostima fekunditeta izmedu grupa sa razliitim sistemom parenja se menjaju u
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zavisnosti od tretmana. LSD Post hoc analiza varijanse pokazuje znacajne razlike
izmedu grupe u kojoj Zenke nisu imale izbor pri parenju (S-) i grupe u kojoj su imale

izbor (S+), ali samo u okviru potomacke generacije tretiranih muzjaka (p=0,023).

Na Slici 8 su predstavljene srednje vrednosti fekunditeta koriS¢enih
eksperimentalnih grupa. Na osnovu grafika se vidi jasan uticaj tipa parenja u
,o0zracenoj“ eksperimentalnoj grupi, odnosno kod potomaka ozracenih jedinki.
Moguénost izbora partnera za parenje kod ove grupe znacajno povecava fekunditet
zenki, odnosno, vidi se efekat seksualne selekcije na povecanje fekunditeta kao

komponente adaptivne vrednosti.

82,50 \7

20,007 ) ==='neozracene” jedinke
"ozradene" jedinke

tretman

77.50

fekunditet

75.007

7250

70,00

parenje

Slika 8. Fekunditet za S- i S+ ukrStanja ,neozracene”i “ozracene” grupe u cetvrtoj

eksperimentalnoj generaciji.
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Rezultati analize varijanse fekunditeta, u koju je ukljucen i efekat generacije, su

prikazani u Tabeli 11.

Tabela 11. Trofaktorska analiza varijanse za osobinu fekunditet

generacija 1 37616,7 59,601 Q***
parenje 1 1191,91 1,888 0,17
tretman 1 1025,78 1,625 0,203
generacija x parenje 1 5657,75 8,964 0,003**
generacija x tretman 1 2328,88 3,69 0,055*
parenje x tretman 1 1310,54 2,076 0,15
generacija x parenje x tretman 1 588,255 0,932 0,335

p<0,05%; p<0,01**; p<0,001***

Rezultati pokazuju znacajan efekat generacije, interakcije generacije i parenja,
kao i interakcije generacije i tretmana na fekunditet Zenki. Na Slici 9 se vidi da su
vrednosti fekunditeta manje nakon tri generacije, u poredenju sa prvom

eksperimentalnom generacijom.
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Slika 9. Fekunditet u obe eksperimentalne generacije.

Post hoc analiza varijanse interakcije generacije i parenja je pokazala znacajne
razlike izmedu generacija i za svaki tip parenja, izuzev S- i S+ parenja u okviru Cetvrte
eksperimentalne generacije. U prvoj generaciji je fekunditet Zenki, koje su pripadale S-
grupama, bio veci u poredenju sa Zenkama S+ grupa (p=0,002). Vrednosti fekunditeta
su bile znacajno vece u prvoj eksperimentalnoj generaciji za svaki tip parenja

(p<0,001).

Post hoc analiza varijanse interakcije generacije i tretmana pokazuje isti efekat
u okviru kontrolnih grupa, kao i u okviru ,ozracenih“ grupa, odnosno smanjenje
fekunditeta u cetvrtoj eksperimentalnoj generaciji (p<0,001). Dobijena je i znacajna
razlika izmedu neozracenih i ozracenih grupa u okviru cetvrte generacije, sa vecom

prose¢nom vrednos$¢u fekunditeta u ,neozracenim” grupama (p=0,02).

Grafiki prikaz ove osobine, za sve eksperimentalne generacije, i svaki tip

parenja i tretmana je predstavljen na Slici 10.
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Slika 10. Variranje fekunditeta u svim eksperimentalnim grupama.
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4.2.2. Prezivljavanje od stadijuma jaja do adulta

U Tabeli 12 je prikazan pregled deskriptivne statistike i variranja za osobinu

prezivljavanje od jaja do adulta.

Tabela 12. Deskriptivna statistika za osobinu preZivljavanje u prvoj eksperimentalnoj

generaciji
Eksperimentalna grupa | min-max X +S.E. SD Ccv
S- neozracene 0,51-1 0,79 + 0,01 0,1 12,939
S- ozracene 0,34-0,95 0,78 £ 0,02 0,13 16,187
S* neozracene 0,02-1 0,73 +0,01 0,17 23,026
S* ozraCene 0,04-1 0,71+0,01 0,17 23,86

S- - bez izbora; S+ - vi$estruki izbor; X - srednja vrednost; S.E. - standardna greska; SD

- standardna devijacija; CV - koeficijent varijacije

Rezultati dvofaktorske analize varijanse za preZivljavanje su prikazani u Tabeli

13.

Tabela 13. Dvofaktorska ANOVA za osobinu preZivljavanje u prvoj eksperimentalnoj

generaciji

Izvor varijabilnosti df MS F p
parenje 1 0,664 27,423 Q***
tretman 1 0,043 1,756 0,187
parenje x tretman 1 0,001 0,034 0,853

p<0,05%; p<0,01**; p<0,001***
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Kao i za fekunditet, u prvoj generaciji se uocava znacajan efekat sistema
parenja na vijabilitet jedinki. Fisher-ova LSD post hoc analiza pokazuje znacajne
razlike izmedu jedinki ,neozracenih” S- i S+ grupa (p=0,0004), kao i izmedu jedinki
“ozraCenih” S- i S+ grupa (p=0,0002). U poredenju sa fekunditetom, preZivljavanje

pokazuje izraZenije razlike izmedu koris¢enih sistema parenja.

Na Slici 11 je dat graficki prikaz srednjih vrednosti preZivljavanja za
eksperimentalne grupe. Vidljiv je isti obrazac kao i za prethodno analiziranu
komponentu adaptivne vrednosti. Prose¢no prezivljavanje je vece kod

eksperimentalnih grupa u kojima nije bilo mogu¢nosti izbora muzjaka za parenje.

0,957

tretman

= "negzracene” jedinke
"pzrafene” jedinke

0.907

0.85-

0,80

prezivljavanje od stadijuma jaja do adulta

0,757

parenje

Slika 11. PreZivljavanje od stadijuma jaja do adulta za S- i S+ ukrStanja kontrolne i

,0zracene" grupe u prvoj eksperimentalnoj generaciji.

Pregled podataka koji su dobijeni za preZivljavanje nakon tri generacije ukrstanja bez

izbora partnera za parenje su prikazani u Tabeli 14.

60



Tabela 14. Deskriptivna statistika za osobinu preZivljavanje u cetvrtoj

eksperimentalnoj generaciji

Eksperimentalna grupa min-max X+S.E. SD Cv
S- neozracene 0,48-0,95 0,78+ 0,02 0,11 14,213
S- ozracene 0,41-0,99 0,76 £ 0,02 0,15 19,607
S* neozracene 0,007-1 0,76 + 0,01 017 |21,952
S* ozracene 0,09-1 0,75 0,01 0,16 20,543

S- - bez izbora; S+ - viSestruki izbor; X - srednja vrednost; S.E. - standardna greska; SD

- standardna devijacija; CV - koeficijent varijacije

U Tabeli 15 su prikazani rezultati dvofaktorske analize varijanse za
preZivljavanje ,neozracenih i ,ozracenih“ eksperimentalnih grupa, sa istim sistemima
parenja, nakon tri generacije ukrStanja jedinki bez mogucnosti izbora partnera za

parenje.

Tabela 15. Dvofaktorska ANOVA za osobinu prezivljavanje u cetvrtoj

eksperimentalnoj generaciji

Izvor varijabilnosti df MS F p

parenje 1 0,105 3,437 0,065
tretman 1 0,002 0,07 0,791
parenje x tretman 1 0,001 0,018 0,894

p<0,05%; p<0,01**; p<0,001***
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Rezultati ne pokazuju znacajne efekte nijednog faktora KkoriS¢enog u
eksperimentu. Jedino je uocen isti trend kao i u prethodnoj eksperimentalnoj
generaciji, da je preZivljavanje potomaka vece kod grupa u kojima jedinke nisu imale
mogucnost izbora za parenje (odnosno kod S- grupa). Na Slici 12 je dat prikaz srednjih

vrednosti prezivljavanja na osnovu kojih se vidi navedeni trend.

0,91 tretman

==='neozradene” jedinke
"ozradene" jedinke
0,907

0.897

0.887

0.877

0.867]

prezivljavanje od stadijuma jaja do adulta

0.857

parenje

Slika 12. PreZivljavanje od stadijuma jaja do adulta za S- i S+ ukrStanja kontrolne i

,ozraCene" grupe u Cetvrtoj eksperimentalnoj generaciji.

Variranje prezivljavanja izmedu razliCitih generacija, sa istim sistemima
parenja i tretmanima, analizirano je trofaktorskom analizom varijanse. Rezultati su
prikazani u Tabeli 16. Oni pokazuju znacajan efekat tipa parenja (F=24,442,
p<0,001***) na variranje vijabiliteta, kao i znacajan efekat interakcije tipa parenja i

generacije (F=4,055, p=0,045%).
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Tabela 16. Trofaktorska analiza varijanse za osobinu preZivljavanje jaje-adult

generacija 1 0,008 0,282 0,596
parenje 1 0,667 24,442 Q***
tretman 1 0,041 1,485 0,224
generacija x parenje 1 0,111 4,055 0,045*
generacija x tretman 1 0,008 0,294 0,588
parenje x tretman 1 0,001 0,055 0,815
generacija x parenje x tretman 1 0,00006 O 0,99

p<0,05%; p<0,01**; p<0,001***

Da bi se utvrdilo koje se eksperimentalne grupe znacajno razlikuju
ukljuc¢ivanjem u analizu i generacije kao izvora variranja prezivljavanja, uradena je
LSD post hoc analiza. Za interakciju generacije i parenja su dobijene znacajne razlike
izmedu S- i S+ parenja u prvoj generaciji (p<0,001), i razlike sa manjim nivoom
znacajnosti u Cetvrtoj eksperimentalnoj generaciji (p=0,04). Prezivljavanje je veée kod
S- grupa u obe generacije. Prose¢na vrednost prezivljavanja je veca kod S- grupa u
prvoj generaciji u poredenju sa Cetvrtom generacijom, za razliku od S+ grupa cija je

prosecna vrednost veca u Cetvrtoj generaciji.
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4.2.3. Odnos polova

U Tabeli 17 je dat prikaz deskriptivne statistike i variranja procentualne

zastupljenosti muZjaka u prvoj eksperimentalnoj generaciji.

Tabela 17. Deskriptivna statistika za odnos polova u prvoj eksperimentalnoj

generaciji
Eksperimentalna grupa min-max X +S.E. SD Ccv
S- neozracene 0,29-0,61 0,48 £ 0,01 0,06 13,085
S- ozracene 0,35-0,62 0,48 +0,01 0,06 12,602
S* neozracene 0,17-0,68 0,47 £ 0,005 0,08 16,375
S+ ozraCene 0,25-0,68 0,48 £ 0,005 0,07 15,682

S- - bez izbora; S+ - vi$estruki izbor; X - srednja vrednost; S.E. - standardna gre$ka; SD

- standardna devijacija; CV - koeficijent varijacije

Rezultati dvofaktorske analize varijanse uticaja tipa parenja i tretmana na

variranje odnosa polova kod potomaka su predstavljeni u Tabeli 18.

Tabela 18. Dvofaktorska analiza varijanse za odnos polova u prvoj eksperimentalnoj

generaciji

Izvor varijabilnosti df MS F p
parenje 1 0,001 0,377 0,54
tretman 1 0,00 0,003 0,956
parenje x tretman 1 0,001 0,48 0,489

p<0,05%; p<0,01**; p<0,001***
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Nijedan od faktora kontrolisanih u eksperimentu (ni sistem parenja, ni

uvodenje mutacionih opterecenja) nema efekat na odnos polova. Nisu dobijene

znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa.

Deskriptivna statistika procentulne zastupljenosti muzjaka u potomstvu, sa

parametrima kojima se opisuje i variranje iste osobine, za cetvrtu eksperimentalnu

generaciju je prikazana u Tabeli 19.

Tabela 19. Deskriptivna statistika za odnos polova u cetvrtoj eksperimentalnoj

generaciji
Eksperimentalna grupa | min-max X +S.E. SD Cv
S- neozracene 0,34-0,75 0,50+0,01 0,07 15,01
S- ozracene 0,31-0,8 0,50 +£0,01 0,09 18,451
S* neozracene 0,08-1 0,49 + 0,006 0,09 18,764
S* ozracene 0,17-1 0,48 + 0,005 0,08 17,23

S- - bez izbora; S+ - viSestruki izbor; X - srednja vrednost; S.E. - standardna greska; SD

- standardna devijacija; CV - koeficijent varijacije

Kao i za ostale analizirane osobine, i za odnos polova je uradena dvofaktorska

analiza varijanse. Rezultati su predstavljeni u Tabeli 20.

Tabela 20. Dvofaktorska ANOVA za odnos polova u cetvroj eksperimentalnoj

generaciji

Izvor varijabilnosti df MS F p
parenje 1 0,007 1,66 0,199
tretman 1 0,00 0,043 0,836
parenje x tretman 1 0,002 0,388 0,534

p<0,05%; p<0,01**; p<0,001***
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Znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa nisu dobijene, kao i u

prethodnoj eksperimentalnoj generaciji.

Uvodenjem i generacije kao faktora u variranju analizirane osobine uradena je

trofaktorska analiza varijanse. Rezultati su prikazani u Tabeli 21.

Tabela 21. Trofaktorska analiza varijanse za odnos polova

generacija 1 0,021 6,44 0,012*
parenje 1 0,006 1,932 0,165
tretman 1 0,00005306 0,016 0,898
generacija x parenje 1 0,001 0,399 0,528
generacija x tretman 1 0 0,039 0,844
parenje x tretman 1 0,00001175 0,004 0,952
generacija x parenje x tretman 1 0,003 0,84 0,36

p<0,05%; p<0,01**; p<0,001***

Analiza varijanse pokazuje znacajne razlike izmedu analiziranih

eksperimentalnih generacija (Tabela 21). Na Slici 13 se vidi da je odnos polova

.....

eksperimentalnoj generaciji procentualni udeo muZjaka poveéao u odnosu na

prethodnu eksperimentalnu generaciju.
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Slika 13. Procentualni udeo muzjaka u eksperimentalnim generacijama.
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5. DISKUSIJA
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5.1. Reproduktivno ponasanje D. subobscura

Rezultati prvog eksperimentalnog dela ukazuju da potencijalno nasledene
heterozigotne mutacije kod muZzjaka D. subobscura imaju relativno mali efekat na
opSte stanje indivudua koje je mereno razli¢itim komponentama ponasSanja muzjaka
tokom parenja. lako je u eksperimentalnom dizajnu koriS¢eno 10 visoko
inbridingovanih linija, sa 10 replika po svakoj kombinaciji linija, nisu detektovane
znacajne razlike izmedu “neozracenih” i “ozraenih” linija za svaku kombinaciju
ukrstanja. Ipak, detektovane su male razlike izmedu ove dve eksperimentalne grupe, u
koje su ukljucena sva ukrstanja svih moguéih kombinacija. Ovakav rezultat ukazuje na
kompleksnost osobine koju nazivamo “stanje” (eng. condition) muzZjaka. Ova osobina
je najverovatnije determinisana velikim brojem gena (Rowe i Houle 1996), ali je
Cinjenica i da indukovane mutacije u heterozigotnom stanju nemaju samo efekat na
parenje i ponasanje tokom parenja. Vetina mutacija je Stetna u odnosu na opste
zdravlje/stanje i sve glavne komponente adaptivne vrednosti zavise, bar delimicno,
od opsteg stanja individue (Rowe i Houle 1996). Vecina Stetnih mutacija je recesivna i
moZe biti maskirana u heterozigotnom stanju. Efekat mutacija zavisi od tipa mutacija,
i njihovih razli¢ith epistatickih interakcija sa drugim genima, kao i plejotropnih
efekata, koji se ne mogu predvideti (Pepin i sar. 2006). Uprkos svemu ovome,
detektovana je slabija uspeSnost u parenju “ozracenih” muZzjaka u poredenju sa
“neozracenim” muZjacima, Sto sugeriSe da geneticki kvalitet, koji je manipulisan
indukovanjem mutacija, ima odredeni efekat na uspeSnost u parenju. Ovi rezultati

ukazuju da opSte stanje muZjaka moze da bude indikator genetickog kvaliteta.

Analizirane osobine u eksperimentu su u razli¢itoj meri zavisne od opSteg
stanja, i predstavljaju vazan aspekt reproduktivnog ponasanja, znacajan za uspeSnost
u parenju. Veoma aktivni ritual udvaranja muZjaka, specifiCan za ovu vrstu, je
energetski zahtevan. U naSoj studiji mutacije nisu pokazale efekat na odigravanje

udvaranja, intenzitet udvaranja, latencu parenja i trajanje parenja. Ipak, “ozraceni”
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muzjaci pokazuju duzu latencu udvaranja u poredenju sa “neozracenim” muZjacima
$to ukazuje na ulogu aktivnosti muzjaka u seksualnoj selekciji za geneticki kvalitet kod

D. subobscura.

Primenjenim eksperimentalnim dizajnom je bilo moguée meriti samo nekoliko
osobina koji odreduju atraktivnost muZjaka. Ipak, treba uzeti u obzir da je i
atraktivnost veoma kompleksna osobina, koja predstavlja skup svih fizickih,
morfolosSkih i hemijskih signala koje muZjak nudi. Iako najverovatnije nijedna od
osobina nije presudna za uspesSnost u parenju, ne moZe se iskljuciti seksualna selekcija
za geneticki kvalitet preko aktivnosti muzjaka. PocCetak udvaranja je sigurno veoma
vaZzan korak u prirodnim uslovima, gde se muZjaci nalaze u kompeticiji sa drugim

muzjacima.

D. subobscura je monandri¢na vrsta, ali po nekim podacima (Loukas i sar.
1981) mali procenat Zenki se ponovo pari. Zbog monandrije, latenca parenja moze biti
od posebnog znacaja kod muzjaka i njihovog uspeha u parenju (Monclus i Prevosti
1971). Iako rezultati u ovom eksperimentu ne pruzaju direktan dokaz da muzjaci,
potencijalni nosioci heterozigotnih mutacija, imaju duZu latencu parenja, u nasim
rezultatima je detektovana pozitivna korelacija izmedu latence udvaranja i latence
parenja kod “ozraCenih” muzjaka. Duza latenca parenja verovatno smanjuje ukupnu
uspesnost u parenju muzjaka, jer moZe redukovati broj parenja koje muzjak realizuje
tokom svog celog Zivota (Shackleton i sar. 2005; McGhee i sar. 2007). Kod
monogamnih vrsta seksualna selekcija moze postojati usled variranja u genetickom
kvalitetu, kompeticije muzjaka ili asortativnim parenjima (Parker 1983; Johnstone i
sar. 1996). Seksualna selekcija takode moZe biti jaka kod monogamnih vrsta
(Andersson 1994). O seksualnoj selekciji kod D. subobscura nema puno literaturnih
podataka. Nisu dobijeni konzistentni rezultati za morfoloske osobine, kao npr. za
veli¢inu krila ili veliCinu tela, kao signala na osnovu koga Zenka bira (Monclus i
Prevosti 1971; Steele 1986; Steele i Partridge 1988). Za ovu vrstu je karakteristicno

specificno ponaSanje muzjaka koji daruje tecne kapljice Zenki tokom udvaranja (Steele
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1986; Immonen i sar. 2009). Zenke sigurno biraju muZjake na osnovu nekoliko
vrednosnih Kriterijuma, jer se uglavnom pare samo jednom tokom celog Zivota.
Preference parenja koje su merene u ovom eksperimentu reflektuju izbirljivost Zenki
na osnovu atraktivnosti muZjaka, kojoj doprinose viSe osobina, izmedu ostalog i
merena aktivnost muZjaka prilikom udvaranja. Merenje preferenci Zenki parenjima
bez mogu¢nosti izbora muZjaka predstavlja standardni naCin merenja (Narraway i sar.
2010). Na taj nacin se eliminiSe potencijalni uticaj kompeticije na uspesnost u parenju
(Gowaty i sar. 2002; Shackleton i sar. 2005; Tregenza i sar. 2006b). Dobijeni rezultati
naSeg eksperimenta ukazuju da Zenke imaju slabije preference prema muZjacima
losijeg genetickog kvaliteta, Sto se vidi kroz znacCajno manju uspeSnost u parenju
“ozracenih” muzjaka. Takode, muZjaci loSijeg geneti¢kog kvaliteta se udvaraju kasnije,
Sto ukazuje da pocetak udvaranja kao mera aktivnosti, odnosno atraktivnosti, moze da

utice na preference Zenki.

Odsustva razlika izmedu “neozracenih” i “ozracenih” muzjaka u intenzitetu
udvaranja moze biti objasnjeno ¢injenicom da je mozZda, kod vrsta kod kojih osobine
zenki uti¢u na intenzitet udvaranja muZzjaka, samo udvaranje manje informativno kao
atribut muzjaka, koji reflektuje stanje organizma ili geneticki kvalitet (Lehtonen i sar.
2011). Takode, odnos izmedu preference Zenke i aktivnosti muZjaka tokom udvaranja,
nije uvek jasan. Naime, Zenke koriste viSestruke signale prilikom odabira muzjaka
(Petrie i Jennions 1997). One mogu biti “nedosledne” u svom izboru potencijalnih
partnera za parenje, a u zavisnosti od mnogih sredinskih uslova, koja odreduju
njihovo opSte stanje. Iako rezultati ovog eksperimenta pokazuju da se linije Zenki
razlikuju u njihovim preferencama, moZzda intenzitet udvaranja nije vaZan signal za
zenke, bar u navedenim eksperimentalnim uslovima. MacLellan i saradnici (2009) su
u svom eksperimentu utvrdili da je seksualna selekcija protiv muzZjaka sa mutacijama
bila intenzivnija kad je u eksperiment ukljuCena i potraga za Zenkama radi parenja.
Menjanjem uslova u kojima se parenja odigravaju se moZe uticati na nivoe napora koji

muzjaci ulazu u potrazi za Zenkama i njihovom pronalaZenju. Sve je veci broj
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istraZivanja koji ukazuju na plasti¢nost izbora Zenki kod velikog broja vrsta (Jennions i
Petrie 1997; Cotton i sar. 2006; Hosken i House 2011; Ingleby i sar. 2013). Zenke nece
imati iste preference u razli¢itim uslovima sredine, a geneticka osnova plasti¢nosti
preference je potvrdena za neke vrste preko genotipsko sredinskih interakcija

(Greenfield i Rodruguez 2004, Narraway i sar. 2010; Ingleby i sar.2013)

Intenzitet udvaranja i napor koji se ulaze u potrazi za Zenkom najverovatnije
zavise od stanja muZjaka. Stanje muZjaka se najceSce definiSe i kao zdravlje i kao vigor
muZjaka, i ne postoji njegova jasna mera (Whitlock i Agrawal 2009). Osim udvaranja i
razli¢itih mera intenziteta udvaranja, i neke druge osobine, kao Sto su kompeticija
muZjaka, ili veli¢ina tela, mogu biti pokazatelji stanja muzjaka (Andersson 1994;
Whitlock i Agrawal 2009). S obzirom na kompleksnost ove osobine, koja ne ukljucuje
samo geneticku pozadinu jedinki, nego i spoljasnje uslove, ne samo biotic¢ke, vec¢ i
uslove fizicke prirode, veoma je tesko uspostaviti eksperimentalne uslove kojima bi
se predvidela ispoljavanja moguéih razlika odredenih osobina. S obzirom na vrlo
intenzivnu igru udvaranja koja postoji kod ove vrste moZe se smatrati da merene
osobine reproduktivnog ponasanja, u koriS¢enim uslovima, mogu, bar delimi¢no, da

impliciraju ulogu mutacija u ispoljavanju stanja i zdravlja muZjaka.

NaSi rezultati ukazuju na znacajan efekat genotipova i muZjaka i Zenki na
latencu udvaranja, intenzitet udvaranja (tj. aktivnost), latencu parenja i uspesnost u
parenju. Odigravanje udvaranja nije pokazalo znacajne razlike kako izmedu
genotipova muZjaka, tako ni izmedu genotipova Zenki, Sto ukazuje na nepostojanje
varijabilnosti za ovu osobinu. Jedino je za trajanje kopulacije dobijen uticaj muskog
genotipa kao jedini izvor varijabilnosti za ovu osobinu, s obzirom da nije ustanovljen
efekat genotipa Zenki. Ovi rezultati ukazuju da je trajanje kopulacije osobina koju
kontroliSu jedino muZjaci. Trajanje kopulacije je uglavnom pod kontrolom muzjaka
kod velikog broja vrsta roda Drosophila, $to je potvrdeno kod D. melanogaster, D.

simulans, D. mojavensis and D. athabasca (Mac Bean i sar. 1967; Parsons i sar. 1966;
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Krebs 1991; Patty 1975). Literaturni podaci ukazuju da trajanje kopulacije moZe biti
karakteristika oba pola. Zenke mogu da kontroliu duzinu kopulaciju i da imaju korist
od duzih kopulacija (Arnqvist 1989; Schneider i sar. 2006), kao Sto i duZe kopulacije
mogu biti “skupe” za Zenke u odredenim uslovima, kao $to je npr. rizik od predatora
(Barbosa 2011). Moguce su i razlicite optimalne vrednosti duzine kopulacija za
muZzjake i Zenke zbog kojih moZe da proistekne seksualni konflikt (Arnqvist i Rowe

2005).

Izbor muZjaka, od strane Zenki koje su u visokom stepenu inbridingovane, je
retko analizirano. Individualna heterozigotnost ili inbriding mogu imati znatan uticaj
na reproduktivni uspeh i izbirljivost jedinki (Kempenaers 2007). Nizak procenat
kopulacija koji je dobijen u ovom eksperimentu moZe biti uzrokovan upravo
koriS¢enjem visoko inbridingovanih linija. I rezultati Maynarda Smitha (1956)
potvrduju da se Zenke ceSCe pare sa outbridingovanim muZjacima, nego sa
inbridingovanim. Verovatno kod D. subobscura inbriding ima veliki uticaj na
ucestalost kopulacija, bar u ograniCenim vremenskim periodima (dva sata po
stavljanju za parenje). OgraniCavanje vremena za parenje je neophodno za
odredivanje preference Zenki, a upotreba ovakvih linija je Cesta u merenju preferenci
Zenki, u dizajnu “bez izbora” (Narraway i sar. 2010). Inbredingovane Zenke mogu biti
izbirljivije, i viSe diskriminiraju¢e tokom odabiranja muZjaka za parenje, nego
outbredovane (Mazzi 2004; Ilmonen i sar. 2009). Inbridingovane jedinke su
generalno loSeg stanja, i kao takve mogu imati snaZnije preference, iako je to suprotno
nekim ocekivanjima (Cotton i sar. 2006). To moZe biti od velikog znacaja za

detektovanje veoma malih razlika izmedu ,neozracenih“i,ozrac¢enih“ muzjaka.

Ako se uzme u obzir veliki broj replika, u isto vreme za obe eksperimentalne
grupe i za svaku kombinaciju linija, svaka razlika izmedu “neozraCene” i “ozracene”
grupe jedinki moze biti pripisana mutacijama. U istraZivanju Pekkala i saradnika

(2009) se diskutuje da su moZda dobijeni rezultati artefakt eksperimentalnog dizajna
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jer su Zenke prihvatale parenja sa bilo kojim muZjacima u odsustvu drugih, pa nisu
mogle da izaberu boljeg. U pomenutom radu su merene osobine reproduktivnog
ponasanja, u uslovima bez izbora i sa izborom. Efekat mutacija je dobijen jedino u
uslovima bez izbora. Kako se kod D. subobscura Zenke pare uglavnom samo jednom u
Zivotu, izbirljivost Zenki je sigurno evoluirala u ovakvom sistemu. Nasi rezultati za
uspesnost u parenju pokazuju preferencu Zenki prema odredenom genotipu muzjaka,
i ako bi pretpostavka o artefaktu dizajna “bez izbora” bila ta¢na, ne bi bilo razlika u

preferenci Zenki medu linijama, kao ni u atraktivnosti muzjaka.

Ako Zenke biraju da se pare sa muZjacima dobrog stanja, onda se mozZe
zakljuciti da seksualna selekcija moZe da doprinese adaptivnim evolutivnim
promenama. Jedan od modela seksualne selekcije, tzv. teorija “dobrih gena” i veliki
broj sli¢nih istraZivanja isti¢u ulogu Zenki u izboru muzjaka dobrog kvaliteta sa kojim
se pare (Zahavi 1975; 1977; Pomiankowski 1988; Maynard Smith 1991; Andersson
1994; Kokko i sar. 2003). Neka teorijska istrazivanja su pokazala da seksualna
selekcija moZe ubrzati Sirenje korisnih mutacija (Proulx 1999; Whitlock 2000) i da

doprinese smanjenju genetickih opterecenja .

Dobijeni rezultati pruZaju odredeni dokaz da seksualna selekcija za geneticki
kvalitet moZe da deluje putem uspeSnosti u parenju i aktivnosti muzZjaka tokom

udvaranja i parenja.
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5.2. Komponente adaptivne vrednosti i odnos polova

Drugi deo ove doktorske disertacije se odnosi na ispitivanje uloge seksualne
selekcije u smanjivanju genetickih opterecenja, ali preko analize fekunditeta i
preZivljavanja kao komponenti adaptivne vrednosti. Simultana ukrStanja
“neozracenih” i “ozracenih” grupa, formiranih od istog genetickog pula u
eksperimentu, daju precizniju informaciju o efektima indukovanih naslednih mutacija
na celokupnu adaptivnu vrednost, u zavisnosti od moguc¢nosti izbora partnera za
parenje. Dobijeni rezultati ne mogu da potvrde ulogu seksualne selekcije u eliminaciji
genetickih opterecenja za obe komponente adaptivne vrednosti. SloZena geneticka
osnova adaptivne vrednosti, postojanje razlicitih odnosa medu komponentama, kao i
kompleksnost delovanja seksualne selekcije, su samo neki od faktora koji ne mogu da
daju jasnu sliku o celokupnom efektu ("net efektu”) na ukupnu adaptivnu vrednost
populacija, prirodne selekcije s jedne, i seksualne selekcije sa druge strane. Kod veéine
vrsta sa polnim razmnozavanjem tok i pravac evolucije zavisi i od prisustva
seksualnog konflikta. Ponekad njegovo postojanje moZe da prikrije ulogu seksualne
selekcije u eliminaciji Stetnih alela. Seksualni konflikt i njegov efekat se moZe opisati
Cinjenicom da neke mutacije mogu imati isti smer delovanja na adaptivnu vrednost
kod muzjaka i Zenki, ali za neke vazne lokuse mogu imati i suprotan (Arnqvist i Rowe
2005). Potencijalnog povecanja adaptivne vrednosti usled seksualne selekcije, u tom
slucaju ne bi bilo, ili bi se adaptivna vrednost smanjila. Odnosno dobit seksualne
selekcije, bi u tom slucaju, mogla biti “nadvladana” suprotnim efektima seksualnog
konflikta. Treba uzeti u obzir i razli¢ito delovanje mutacija na adaptivne vrednosti
muZzjaka i Zenki, ali i sa aspekta njihovog merenja. Razlog tome jeste ¢injenica da se
smatra da je, na populacionom nivou, adaptivha vrednost odredena primarno

adaptivnom vrednoS$cu Zenki kod vecine vrsta (Sharp i Agrawal 2008).

NasSi rezultati pokazuju razlic¢iti efekat sistema parenja koriS¢enih u
eksperimentu (bez izbora i sa viSestrukim izborom), kao i razli¢it efekat tretmana

(bez i sa indukcijom mutacionih opterecenja) na merene komponente adaptivne

75



vrednosti. Jedino je za fekunditet, ali tek nakon pet generacija nakon uvodenja
mutacionih opterecenja i odrzavanja bez izbora, jasno vidljiv efekat indukovanih
mutacija. Tretman je pokazao znacajne razlike u fekunditetu, i to znacajno smanjene
vrednosti kod “ozracenih” grupa u poredenju sa “neozracenim”. Interakcija tretmana i
parenja za datu osobinu, samo u okviru “ozracenih” grupa, predstavlja direktan
pokazatelj da seksualna selekcija moZe da ima ulogu u eliminaciji Stetnih mutacija. U
prisustvu seksualne selekcije je fekunditet jedinki bio znacajno veci u poredenju sa

fekunditetom jedinki koje nisu imale izbor muzjaka za parenje.

Ako se fekunditet kao komponenta adaptivne vrednosti posmatra u okviru
svake eksperimentalne generacije posebno, uocavaju se razlike u efektima
primenjenih faktora na variranje ove osobine. U prvoj generaciji postoji efekat sistema
parenja, dok u cetvrtoj eksperimentalnoj generaciji nema tog efekta, ve¢ postoji efekat
tretmana i njegova interakcija sa sistemom parenja. U poslednjoj generaciji nema
posebnog efekta parenja jer se on ,izgubio“ usled drastitnog sniZenja prosecnog

fekunditeta u tretiranoj grupi, kod parenja bez izbora.

Dalje se kao pitanje namece zasto efekat tretmana nije bio vidljiv u prvoj
eksperimentalnoj generaciji. Eksperiment je zapocCet koriS¢enjem visoko
inbridingovanih linija, homozigotnih za vec¢i deo genskih lokusa (F=0,96). Nove
mutacije, indukovane jonizuju¢im zracenjem, su bile jedini izvor genetickih razlika
izmedu tretiranih i netretiranih grupa. Tokom mutageneze moZe da se poveca
neravnoteza vezanosti, jer ¢e svaka nova mutacija u populaciji biti u asocijaciji sa
susednim alelima hromozoma na kom je i nastala. Do smanjenja neravnoteZe
vezanosti moZe doc¢i usled rekombinacija. Iako je generalno uticaj mutacija na ukupnu
neravnotezu vezanosti umeren ako se uzme u obzir niska stopa spontanih mutacija, u
ovom slucaju, sa indukovanjem mutacija, ne treba zanemariti povecanje stope
mutacija i posledice toga. Nakon tri generacije tzv. “relaksirajuce” selekcije (bez
izbora, ukrStanjem po jedne Zenke i jednog muZjaka) eksperimentalna postavka je

ponovljena. Na taj nacin je eliminisana moguca, slucajno uspostavljena pozitivna
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gametska neravnoteZa izmedu lokusa koji imaju samo uticaj na seksualnu selekciju, i
lokusa koji uti¢u na druge komponente adaptivne vrednosti (Whitlock i Agrawal

2009).

Ponovljeno merenje fekunditeta i prezivljavanja nakon nekoliko generacija u
ovom eksperimentu eliminiSe i potencijalne uticaje pocetnih ukrStanja. Naime,
ukrStanjem visoko inbridingovanih linija se oCekuje potomstvo sa visokim nivoom
heterozigotnosti, a poznato je da se mozZe dobiti hibridni vigor (heterozis) za razlicite
komponente adaptivne vrednosti (Falconer 1981; Charlesworth i Charlesworth 1987;

1999).

U prvoj generaciji merenja komponenti adaptivne vrednosti ukrStene su
heterozigotne jedinke. lako je postojala i kontrolna grupa, efekat tretmana mozda nije
bio vidljiv usled postojanja heteroti¢cnog efekta. U prilog ovoj pretpostavci ide i
dobijena znacajnost faktora generacija u analizi varijanse fekunditeta. Naime,
ukljuivanjem obe generacije u zajedni¢ku analizu uocava se efekat generacije na
varijansu analizirane osobine. U prvoj eksperimentalnoj generaciji je prosecna
vrednost fekunditeta bila veca u odnosu na Cetvrtu eksperimentalnu generaciju.
Fekunditet je bio znaCajno veli u prvoj generaciji poredenjem bilo kojih
eksperimentalnih grupa izmedu generacija. Heteroti¢ni efekat za ovu osobinu je
dobijen i kod Drosophila melanogaster ukrstanjem heterozigotnih linija dobijenih od
visoko inbridingovanih linija, kao i analognim ukrStanjem linija u kojima su

akumulirane mutacije tokom viSe generacija (Fry i saradnici 1998).

Dobijene razlike za interakciju generacije i parenja su dobijene usled razlike
izmedu generacija u primenjenim sistemima parenja. Naime, obrazac da je fekunditet
manji kod grupa sa mogucnosc¢u izbora u prvoj generaciji, nije isti kao u cetvrtoj, gde
nisu ni utvrdene razlike medu parenjima. Dobijene razlike za interakciju generacije i
tretmana su dobijene usled generacijskih razlika u tretmanima izmedu “neozracenih” i
“ozraCenih” grupa. U prvoj generaciji nisu utvrdene razlike medu njima, dok je u

Cetvrtoj dobijena znacajna razlika, fekunditet je bio ve¢i kod neozraCenih grupa. Svi
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ovi rezultati trofaktorske analize varijanse odrazavaju u stvari efekat tretmana u
interakciji sa sistemom parenja koji je dobijen u trecoj generaciji, kao i

medugeneracijske razlike.

Rezultati ovog eksperimenta, kao i drugih eksperimenata, ukazuju na uticaj
velikog broja faktora u ispoljavanju fekunditeta kao osobine. Slican nacin uvodenja
mutacionih opterefenja u populacije, tj. indukovanje mutageneze pokazuje da
zracenje smanjuje fekunditet (Radwan 2004), ali i da primena hemijskih mutagena
nema takav efekat (Hollis i Houle 2011). Seksualna selekcija moZe smanjivati
fekunditet, ali samo u slucaju odrzavanja populacija pod pritiskom seksualne selekcije

(Hollis i Houle 2011).

Vece vrednosti fekunditeta kod grupa bez moguc¢nosti izbora, u “neozracenoj”,
kao i u “ozracenoj “ grupi u prvoj generaciji, i sa istim trendom u “neozracenoj” grupi
Cetvrte eksperimentalne generacije sugeriSu na postojanje seksualnog konflikta kod D.
subobscura. Naime, ako seksualna selekcija generalno deluje protiv Stetnih mutacija,
ocCekuje se da ¢e u prisustvu seksualne selekcije mutaciona opterecenja biti niza
(odnosno bice veca adaptivna vrednost), kao Sto ¢e bez seksualne selekcije mutaciona
opterecenja biti visa, a adaptivna vrednost manja. Postojanje seksualne selekcije utice
i na moguénost postojanja seksualnog konflikta, koji takode moZe imati uticaj na
prose¢nu adaptivnu vrednost (Chapman i sar. 1995; Pitnick i Garcia-Gonzalez 2002;
Prasad i sar. 2007). U zavisnosti od komponenti adaptivne vrednosti koje se prate,
seksualni konflikt moZe imati razlic¢ite efekte, pa i negativni uticaj na adaptivnu
vrednost. NaSi rezultati ukazuju na mogucnost postojanja seksualnog konflikta i
njegovog negativnog efekta. Adaptivne vrednosti Zenki kod kojih je onemogucen
izbor muZjaka reflektuju iskljuc¢ivo slu¢ajnost u odnosu na sparivanje muzjaka i Zenki.
Zenke Kkojima je omoguéena moguénost izbora imaju manje vrednosti fekunditeta, i
reflektuju izbor Zenke. S obzirom da je seksualna selekcija omogucena postavljanjem

pet Zenki i pet muZjaka, moZe se razmatrati i uticaj kompeticije medu muZjacima na
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uspesnost u parenju, pored izbora Zenki. Ako se uzme u obzir i biologija ove vrste, bar

Sto se tice parenja, dobijene rezultate treba sagledati i u tom kontekstu.

Kao Sto je ve¢ napomenuto, kod ove vrste je najceS¢e zastupljena monandrija,
odnosno parenje Zenki samo jednom tokom Zivotnog ciklusa, dok je poliandrija
registrovana u nekim populacijama (Loukas i saradnici 1981; Markow i O’Grady
2005). Monandrija u nekim populacijama drugih vrsta moZe biti zastupljena usled
odredenih nepovoljnih abiotickih faktora (Valimaki i sar. 2006), ¢ak i sa primerima
klinalne varijabilnosti (Gaston 2000; Corley i Fjerdingstad 2011). U prirodi je za druge
vrste monandrija veoma retko zastupljena, iako se zna da postoji za odredene vrste
insekata (Arnqvist i Nilsson 2000; Hosken i sar. 2009). Kod Drosophila je poliandrija
Cesta (Singh i sar. 2002). Monandrija moZe postojati usled koristi koju ona donosi
Zenkama (Sto bi predstavljalo veoma retku pojavu) ili verovatno kao posledica
supresije muzjaka na ponovna parenja Zenki (pregled u publikaciji Hoskena i sar.
2009). U slucaju da je monandrija nametnuta od strane muskog pola postojao bi i
seksualni konflikt usled razlicith strategija muZjaka i Zenki koji se odnose na tipove
parenja. Jedini sigurni nacin kojim bi mogla da se proveri ova hipoteza jeste poredenje
adaptivnih vrednosti Zenki koje su se parile samo jednom i Zenki koje su se parile viSe
puta. Dosadas$nji literaturni podaci ukazuju na nemoguc¢nost viSestrukog parenja Zenki
Drosophila subobscura u laboratorijskim uslovima (Holman i sar. 2008; Lize i sar.
2011), pa je i ovu hipotezu, teSko proveriti. Dobijeni rezultati za druge vrste ukazuju
na postojanje seksualnog konflikta usled poliandrije za neke komponete adaptivne

vrednosti (pregled u Gowaty i sar. 2010).

Dosadasnja istraZivanja sugeriSu da je kod D. subobscura monandrija pre
rezultat supresije muZjaka na ponovno parenje Zenki, nego rezultat koristi koje ona
daje Zenkama. S obzirom da Zenke mogu da uzimaju nutritivne darove i bez parenja,
najverovatnije seminalni proteini suprimiraju ponovno parenje kod ove vrste
(Immonen i sar. 2009). Zenke bi trebalo da su izbirljive s obzirom da se pare samo

jednom, ali postoje i podaci koji ukazuju i na znacajnost kompeticije muZjaka u
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parenju. Naime, pokazano je da kopulacije kod ove vrste traju duze, kao i da je latenca
kopulacije duZa, ukoliko je muZjak pre parenja bio u kontaktu sa drugim muZjakom
(Lize i sar. 2011). S obzirom da su naS$i podaci rezultat isklju¢ivo ukrStanja u kojima
zenka nije imala izbor, i da je muZjak pre toga ¢uvan u izolaciji pojedina¢no, dobijene
razlike su iskljucivo zbog izbora Zenke, a ne efekta kompeticije. MuZjaci ne bi trebalo
da su uopste izbirljivi, zbog malog broja receptivnih Zenki usled monandrije, ali zbog

¢ega su sigurno kompetitivniji.

Smanjen fekunditet Zenki koje su imale moguénost izbora muZjaka je rezultat
istovremenog delovanja seksualne selekcije (izbora Zenki i kompeticije muZjaka), i
seksualnog konflikta. Medutim, kod ove vrste se uoceni seksualni konflikt ne moze
pripisati viSestrukom parenju Zenki kao kod drugih vrsta, koris¢enih u svrhu provere
hipoteze o ulozi seksualne selekcije u smanjivanju opterec¢enja (Hollis i sar. 2009;

Hollis i Houle 2011).

U ovom slucaju je konflikt proistekao iz razlicitih strategija u parenju muZzjaka i
Zenki. Naime, u grupi bez moguc¢nosti izbora se vecina parenja odigrala, pa nametanje
muzjaka za parenja nije uticalo na odluku o prihvatanju parenja. U grupi sa
mogucénoscu izbora je jedan isti muZjak mogao da oplodi viSe od jedne Zenke, kako se
muzjaci ove vrste pare vise puta. Na taj nacin Zenkama s kojim bi se pario kasnije ne bi
obezbedio dovoljno sperme za oplodenje jaja. Poznato je da se kod mnogih vrsta
koli¢ina ejakulata smanjuje sa brojem kopulacija, Sto ukazuje na ogranicenost broja
spermatozoida i njihove zamene (Elzinga i sar. 2011). Time muZjaci i dalje imaju
koristi da se pare viSe puta, i sa razli¢itim Zenkama, jer na taj nacin povecavaju broj
svojih potomaka. Nasuprot tome, za Zenke, parenje sa ve¢ sparenim muzjakom moze
biti Stetno iz viSe razloga: manje sperme, produzeno trajanje kopulacije, povecan rizik
od neuspesnih fertilizacija, ili kra¢i Zivotni vek (Kaitala i Wiklund 1995; Watanabe i

sar. 1998; Hughes i sar. 2000; Jones i sar. 2006; Lauwers i Van Dyck 2006).
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Dobijeni rezultati ukazuju da seksualna selekcija uspeva da “nadvlada”
seksualni konflikt, odnosno cenu seksualne selekcije koja se ogleda u smanjenju
adaptivne vrednosti, i to samo u slu¢aju povecanih mutacionih opterecenja. Postojanje
kontrolnih, odnosno “neozraenih” grupa, i ukrStanja u okviru njih, dokazuju
navedenu tvrdnju. Potpuno razli¢it trend za vrednosti fekunditeta u okviru
,neozracCenih“i,ozraCenih” grupa, za parenja bez i sa izborom, ukazuje na razlike koje
zavise iskljuivo od veliCine genetickih opteretanja po kojima se ove dve
eksperimentalne grupe i razlikuju. Ako je fekunditet smanjen u prisustvu seksualne
selekcije zbog uspe$nosti u parenju samo nekih muZjaka, suprotni rezultati kod
,0zracenih“ grupa mogu jedino biti objasnjeni smanjenjem adaptivne vrednosti
muZjaka u S- grupi, koje je vete u odnosu na smanjenje adaptivne vrednosti

uzrokovano potencijalnim sukcesivnim parenjima muZzjaka u S+ grupi.

lako bi dobijeni efekat koriS¢enih sistema parenja mogao biti izbegnut
upotrebom razlicitih operativnih odnosa polova, ¢ak bi i veéi broj muzjaka u odnosu
na broj Zenki podrazumevao povecanu kompeticiju muzjaka, koja dalje moZe voditi do
konflikta. Pokazano je da se reproduktivna komponenta adaptivne vrednosti smanjuje
sa povecanjem aktivnosti udvaranja u slucaju pojacane kompeticije muzZjaka kod
Drosophila melanogaster (Holland i Rice 1999; Friberg i Arnqvist 2003). Izgleda da je

seksualni konflikt neminovan u slucaju delovanja seksualne selekcije.

lako je vec diskutovano o razlikama koje su dobijene izmedu generacija, kao i
razlic¢itim efektima u okviru njih, rezultati se mogu tumaciti i poredenjem sa drugim
eksperimentima i njihovim dizajnima. Hollis i saradnici (2009) su na D. melanogaster
merili adaptivne vrednosti tokom nekoliko generacija kontinualno, i isti¢u znacajnost
toga u poredenju sa samo jednim merenjem posle nekoliko generacija, ili sa
naizmeni¢nim merenjima (merenjima sa pauzama od nekoliko generacija). Seksualna
selekcija, sa potencijalnom ulogom u adaptaciji populacija, najverovatnije donosi
korist populacijama ve¢ u prvim generacijama u novoj sredini, pre postizanja

ravnoteZe (Lorch i sar. 2003; Fricke i Arngvist 2007). Ukoliko se populacije analiziraju
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nakon velikog broja generacija rizikuje se uocavanje prvih promena, iako je, i
merenjima koja ukljucuju i prve i kasnije generacije, moguce ispratiti dinamiku
evolucionih procesa. U naSem eksperimentu su iste komponente adaptivne vrednosti
merene u razmaku od samo tri generacije, i moZe se re¢i da su sigurno sa njima
detektovane neke od prvih promena. Odrzavanjem linija ukrStanjem slucajno
odabranih po jedne Zenke i jednog muZzjaka pre svakog merenja komponenti
adaptivne vrednosti, eliminiSe se uticaj seksualne selekcije, a samim tim i seksualnog
konflikta, koji bi eventualno mogao da smanji vrednosti fekunditeta posle nekoliko

generacija.

Pored prili¢no velike raznolikosti u radovima koji se odnose na kratkorocne ili
dugorocne eksperimente, uocavaju se i razlike u merenju uticaja seksualne selekcije u
eliminaciji mutacionih opterecenja. Kod D. melanogaster su CeSce pracene promene
ucestalosti odredenih mutiranih alela kroz generacije (Hollis i sar. 2009; Arbuthnott i
Rundle 2012), dok su kod pomenute vrste, ali i drugih model organizama, uglavnom
pracene promene odredenih komponenti adaptivne vrednosti (McGuigan i sar. 2011;
Radwan 2004; Radwan i sar. 2004; Hollis i Houle 2011). Iako bi bilo idealno meriti
ukupnu adaptivnu vrednost tokom celog Zivotnog veka organizama, najceS¢e preko
adultnog Zivotnog reproduktivnog uspeha (eng. adult lifetime reproductive success -
adult LRS), eksperimentalna ograni¢enost uslovljava merenje fekunditeta i
preZivljavanja kao komponenti adaptivne vrednosti tokom jednog perioda Zivotnog
veka jedinki. Neka istrazivanja ukazuju na mogucnost nereprezentativnosti
kratkotrajnog merenja komponenti adaptivne vrednosti, a u zavisnosti od samog
trajanja merenja, kao i od duzine Zivota (Pekkala i sar. 2011). Sigurno je da od same
vrste i njene biologije zavisi reprezentativnost merenja komponenti adaptivne
vrednosti jedinki u razli¢itom delu Zivotnog ciklusa, ali u vecini pomenutih
eksperimenata je raspon merenja bio uglavnom kratak, od dva dana do dve nedelje,
¢ime se nasa merenja uklapaju u dati opseg. Stoga, dobijeni rezultati ne bi trebalo da
budu posledica nereprezentativnosti primenjenih merenja komponenti adaptivne

vrednosti.
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Za razliku od fekunditeta, indukovana mutaciona opterecenja nisu imala efekat
na prezivljavanje od stadijuma jaja do adulta. Razlike u preZzivljavanju su uocljive za
primenjene sistema parenja, kako u ,neozracenoj“, tako i u ,ozracenoj“ grupi. Trend
smanjenja adaptivne vrednosti u grupi sa moguc¢nosc¢u izbora je karakteristi¢an i za
ovu komponentu adaptivne vrednosti, Sto takode ukazuje na moguénost seksualnog
konflikta, kao i za fekunditet. NasSi rezultati nisu pokazali da seksualna selekcija
povecava preZivljavanje jedinki u slucaju povecanih mutacionih opterecenja usled
jonizujuceg zraCenja, za razliku od rezultata Radwana (2004). U tom radu
prezivljavanje je mereno na vrsti Rhizoglyphus robini, ali u prvoj generaciji nakon
uvodenja mutacija. Moguce je da su u naSem eksperimentu mutacije, koje su imale
efekat na prezZivljavanje, uklonjene u prethodnoj generaciji, kao u pomenutom
eksperimentu. Takva moguénost postoji usled Sirokog spektra mutacija koje
jonizujuce zracenje moze da izazove, od tackastih mutacija do hromozomskih
aberacija (Evans i DeMarini 1999). Neke od mutacija mogu biti veoma Stetne i shodno
tome brzo elimisane iz populacije. Druge mutacije mogu ostajati u populaciji, ali ako
one ne uticu i na uspesnost u parenju i na tzv. neseksualnu adaptivnu vrednost, uticaj

seksualne selekcije na smanjenje mutacionih opterecenja ne moze biti detektovan.

Mutacije mogu biti Stetne u razlicitom stepenu u odnosu na razlicite
komponente adaptivne vrednosti. Kakav ¢e biti efekat veoma Stetnih mutacija na
populaciju u velikoj meri zavisi i od veliCine populacije. Veoma Stetne mutacije se
“Ciste” kroz mali broj generacija ¢ak i u malim populacijama, pa se moze re¢i da
nemaju efekat ako se posmatra dugoro¢no prezivljavanje populacije (Wang i sar.
1999; Theodorou i Couvet 2006). Za njih je karakteristicno smanjenje adaptivne
vrednosti u prvim generacijama, posle ¢ega populacije mogu brzo da se vrate u
ravnoteZzu. Mnogo veci efekat na male populacije imaju srednje Stetne mutacije, jer
one uglavnom opstaju u populacijama, i dovode do konstantnog smanjivanja
adaptivne vrednosti, Sto predstavlja veliki rizik za preZivljavanje malih populacija

(Lande 1994).
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Mutacije koje uti¢u na razli¢ite komponente adaptivne vrednosti mogu da se
razlikuju u stepenu dominantnosti u svom ispoljavanju. Ako su veoma Stetne mutacije
eliminisane pre naSih analiza, sigurno je i da su takve mutacije ispoljavale
dominantnost. Indukovane mutacije koje su opstale u “ozracenoj” populaciji su
verovatno ostale skrivene, u heterozigotnom stanju, i mali broj generacija mozda nije
dozvolio ispoljavanje recesivnosti. To moZe biti razlog zaSto nije uocen efekat

tretmana za ovu osobinu.

Za preZivljavanje nisu dobijene razlike medu generacijama. U eksperimentu
nije uocen heteroticni efekat za ovu osobinu, Sto se delimi¢no uklapa u rezultate Fry-a
i saradnika (1998). Genofond populacije u ovom eksperimentu ¢ini deset
inbridingovanih linija, pa je moguce da se one nisu ni razlikovale u lokusima koji
determiniSu ovu komponentu adaptivne vrednosti. U tom slucaju ne bi bilo moguce

dobiti efekat heterozisa.

Obrazac smanjenog preZivljavanja u svim eksperimentalnim grupama sa
mogucénos$c¢u izbora, u odnosu na grupe bez mogucénosti izbora, moze biti posledica
primenjenih sistema parenja, i koriS¢enog genofonda populacije. U grupi sa
mogucnos$c¢u izbora je bilo moguce dobiti efekat inbridinga za neke lokuse, jer je i bila
veca mogucnost sparivanja jedinki u nekom stepenu srodstva usled postavljanja pet

Zenki i pet muzjaka koji su poreklom od pocetnih deset linija.

lako je pretpostavljen uticaj tretmana na odnos polova bio u pravcu smanjenog
broja muZjaka u potomstvu, dobijeni rezultati za odnos polova su u skladu sa
rezultatima efekta tretmana na prezivljavanje. Kako prezivljavanje nije smanjeno,
dobijen je priblizno jednak broj muzjaka i Zenki, kako u kontrolnoj tako i u

eksperimentalnoj grupi.
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6. ZAKLJUCCI
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1. Seksualna selekcija moZe imati ulogu u smanjivanju mutacionih opterecenja
populacija. Efekat seksualne selekcije zavisi od obima mutacionih genetickih

opterecenja, kao i od toga na koju komponentu adaptivne vrednosti utice.

2. Potencijalno nasledene heterozigotne mutacije kod muzjaka D. subobscura
imaju relativno mali efekat na opSte stanje indivudua koje je mereno razlicitim
komponentama ponasSanja muzjaka tokom parenja. Ovakav rezultat ukazuje na

kompleksnost osobine koju nazivamo stanje muzjaka.

3. Seksualna selekcija moZe da utice na smanjivanje mutacionih genetickih
opterecCenja preko uspeSnosti u parenju muzjaka i aktivnosti muZjaka. Heterozigotni
nosioci indukovanih mutacija su pokazali manju uspeSnost u parenju, i kasniji pocetak
udvaranja. Kako je uspesSnost u parenju sloZzena komponenta adaptivne vrednosti,
determinisana velikim brojem gena, ona reflektuje veliki broj osobina koje su vaZzne za

reproduktivni uspeh muzjaka.

4. Dobijeni rezultati ne mogu da potvrde ulogu seksualne selekcije u eliminaciji
mutacionih opterecenja za obe komponente adaptivne vrednosti. SloZena geneticka
osnova adaptivne vrednosti, postojanje razli¢itih odnosa medu komponentama, kao i
kompleksnost delovanja seksualne selekcije, samo su neki od faktora koji ne mogu da
daju jasnu sliku o celokupnom efektu na ukupnu adaptivnu vrednost populacija,

prirodne selekcije s jedne strane, i seksualne selekcije sa druge strane.

5. Indukovane mutacije imaju razli¢it efekat na komponente adaptivne
vrednosti. Efekat mutacija na adaptivhu vrednost je detektovan za njegovu
komponentu fekunditet, Sto se ispoljilo smanjenim fekunditetom Zenki. Efekat
indukovanih mutacija nije detektovan za prezivljavanje od stadijuma jaja do adulta.
Kako prezivljavanje nije smanjeno u uslovima povecanih mutacionih opterecenja, isti

odnos polova u potomstvu u obe eksperimentalne grupe je ocekivan.
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6. NasSi rezultati pokazuju razli¢iti efekat sistema parenja KkoriS¢enih u
eksperimentu (bez izbora i sa izborom), kao i razli¢it efekat tretmana (bez i sa
indukcijom mutacionih opterecenja) na analizirane komponente adaptivne vrednosti.
Pozitivna uloga seksualne selekcije u eliminaciji Stetnih alela je potvrdena za
fekunditet, ali samo u uslovima povec¢anih mutacionih opterecenja. Sa seksualnom
selekcijom potencijalni negativni efekti seksualnog konflikta mogu biti prevazideni, u

slu¢aju smanjenog fekunditeta usled povecanog broja mutacija.

7. Dobijene vece vrednosti fekunditeta i prezivljavanja u grupama bez
mogucnosti izbora, u poredenju sa moguénoscu izbora, u veéini eksperimentalnih
grupa, ukazuju na postojanje seksualnog konflikta. Adaptivna vrednost grupa sa
mogucnos$c¢u izbora predstavlja rezultat istovremenog postojanja seksualne selekcije i

seksualnog konflikta, odnosno rezultat njihovih korisnih i Stetnih efekata.

8. Uticaj seksualne selekcije na adaptivnu vrednost moZe varirati u zavisnosti
od velic¢ine opterecenja Sto se ogleda u tipovima i broju mutacija, nacina odrzavanja
eksperimentalnih grupa, i broja generacija u kojima se promene prate. Seksualna
selekcija moze ispoljavati razliCite efekte na adaptivnu vrednost, a pravac delovanja

zavisi od velikog broja faktora koji definiSu populaciju i koji tek treba da se ispitaju.
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ITpusior 1.

H3jaBa 0 ayTOpPCTBY

[Tornucanu-a Mapuja Casuh Beceannosuh
6poj uHeKca ['1 060093
H3sjaB/byjeM

Ja je JOKTOpCKa AucepTaluja 1o HacJa0BOM

YTUUaj MHAYKOBaHe MyTareHe3e Ha pelpoAyKTUBHO NoHawawe Drosophila subobscura n

yJiora CeKcyaJiHe Cef[e}(U,I/Ije Y OAHOCY Ha 0OMM reHETUYKUX OHTEthEI—ba

® DPE3YyJITAT COINICTBEHOT UCTPaXHMBAYKOTI pajia,

e Ja npejJioXeHa AucepTalyja y LeJIMHU HU y JieJlIOBUMa HHUje O6UJa NpesJsoXKeHa 3a
Jobujakbe OWJIO KOje [AUIJIOME TNpeMa CTYAUjCKUM NOporpamMuMma JApyrux
BUCOKOILIKOJICKUX YCTaHOBA,

e J1a Cy pe3yJITaTH KOPEKTHO HaBEJIEHH U

e Jla HMCAM KpLIMO/Ja ayTOpCKa NpaBa U KOPUCTUO UHTEJIEKTYaJHy CBOjUHY APYTrUX
JIMLa.

IoTnuc foKTOpaHAa

Y Beorpaay, 12.08.2013.

‘\J\;\C‘.{v—j_s} (.x_’\,-lr—h ’&Li_\_l_l..'xi_.j: L}/"’
LB\




IIpuior 2.

H3jaBa 0 HCTOBETHOCTHU LITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3uje

JOKTOPCKOT paja

Wme v npe3uMe ayTopa Mapuja CaBuh BecesitHoBuh

Bpoj unaekca ['l] 060093

Ctynujcku nporpam ['eHeTHKa momnyJianyja ¥ 3aliTUTA CpeJUHE
HacsioB paga

YTunaj uHAYKOBaHe MyTareHe3e Ha PeNpPOJYKTUBHO MMoHallamke Drosophila subobscura v

yJiora ceKcyaJjiHe ceJieKIdje Y 0JHOCY Ha 0OMM reHeTUYKUX onTepehemna

MeHTOD akajgeMUK Mapko Aubesnkosuh, gou. ap Coduja [laBkosuh-Jlyyuh

[Tornucanu/a Mapwja Capuh BecennHoBuh

HsjaBbyjeM [a je wTaMnaHa Bep3uja MOI JOKTOPCKOI paZla MCTOBETHA eJIEKTPOHCKO]
BEP3UjU KOjy caM mpezao/sa 3a objaB/bUBalbe Ha MopTasy JUruTaJHOT peno3uTopujyma

YHuBepsureTtay beorpaay.

Jlo3Bo/baBaM fa ce o6jaBe MOjU JIMYHHU TOAALM Be3aHU 3a JoOHjamhe aKaJeMCKOT 3Bamba

AOKTOPA HAYK4, Kao IITO Cy UMe U IIpe3ruMe, roAnHa U MeCTO pobel-ba " JaTyM o,zL6paHe panaa.

OBM JINYHU NOJAALM MOTY ce 06jaBUTH Ha MPEXHUM CTpaHULlaMa AUrHUTalHe OGUOJIUOTEKE, Y

eJIEKTPOHCKOM KaTaJIory U y ny6/iMkanyjamMa YHuBep3uTeTa y beorpaay.

IloTnuc JoKTOpaHaa

Y Beorpany, 12.08.2013.
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IIpuor 3.

U3jaBa 0 kopumhemwy

OpnamhyjeM YHuBepsuteTcky 6ubanoreky ,CBeTtozap MapkoBuh pga y JlururanHu
peno3uTopujyM YHuUBep3uTeTa y beorpasy yHece MOjy AOKTOPCKY JAuCepTalujy IHOZ,

HaCJIOBOM:

YTuiaj uHAyKoBaHe MyTareHe3e Ha PeNpoAYKTHUBHO NMoHawmamwe Drosophila subobscura n

yJI0Ta CEKCYaJIHE ceJieKIHje y OJHOCY Ha 0OUM reHeTUUKUX onTepehema
KOja je MOje ayTOpPCKO JeJIo0.

JlvcepTanujy ca CBUM NpHUJI03MMa MpeJao/a caM y eJeKTPOHCKOM GpopMaTy MOTroAHOM 3a

TpajHO apXUBUpaHE.

Mojy BOKTOpPCKY AucepTalujy NoxpakbeHy y [UTrUTajHU pPeno3uTOpUjyM YHUBep3UTeTa y
Beorpasy Mory fAa KOpucTe CBM KOjU NOWITYjy ofpefbe cajpxaHe y 04abpaHOM THIY

gunieHlle KpeatuBHe 3ajeguulie (Creative Commons) 3a Kojy caMm ce o/Iy4uno/Jia.
1. AytopcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMepLHjaJIHO
@AyTopCTBo - HEKOMepIHjaJHo — 6e3 mpepa/ie
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIHjaJIHO — AeJUTH MO UCTUM yCJA0BUMA
5. AyTopcTBO - 6€3 npepaje
6. AyTOpCTBO — JAEJUTHU 0] UCTUM YCIOBUMA

(MosiuMo Jja 320KpY»KUTe CaMo je[IHY O/ HIeCT NOHyDheHUX JUIeHIM, KpaTaK ONKC JIUIEeHIU

JlaT je Ha nosiehuHU UCTA).
IloTnuc JoKTOpaHaa

Y Beorpaay, 12.08.2013.
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1. AytopcTBo - /lo3BOJ/baBaTe yMHOXaBake, AUCTPUOYIHjy U jaBHO caoIllITaBame Jesa, U
npepajie, ako ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HAa4yWMH ojpeheH oJ; cTpaHe ayTopa WM JaBaona

JIMIeHIIe, YaK U Y KoMepIidjasHe cBpxe. OBO je Hajcs1060HMja 0/ CBUX JIMILIEHIIH.

2. AyTopcTBO - HeKoMepliyjajHO. /lo3BO/baBaTe yMHOXKaBakbe, AUCTPUOYIUjY W jaBHO
caolllTaBake JieJia, U Ipepajie, ako ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HayWH oJijpeheH of cTpaHe

ayTopa Wiy JlaBaoria jsinieHne. OBa JiMlleHIla He 103B0J/baBa KOMEPILIHjaJHY YIIOTPeby aeJa.

3. AyTopcTBO - HEKOMepIiMjaaHo — 6e3 npepaze. Jlo3Bo/baBaTe YMHOXKaBakbe, JUCTPUOYIIU]Y U
jaBHO caomllTaBamwe JeJa, 6e3 MpoMeHa, Npeob/IMKOBama WU ynoTpebe Jiesia y CBOM JeJy,
aKo ce HaBe/le MMe ayTopa Ha Ha4MH oZApebheH o cTpaHe ayTopa WM AaBaola JjuneHue. OBa
JIMLeHIla He [03B0/baBa KOMepLUja/lHy YyNoTpebdy Jesa. Y 0JHOCY Ha CBe OCTaJle JIMLEeHIE,

OBOM JIMLIEHLIOM Ce orpaHMYaBa Hajsehr o6UM NpaBa Kopulhemwa Jea.

4. AyTOopcTBO - HEKOMepLHjaJJHO - [eJUTU IOoJ UCTUM ycaoBuMa. Jlo3BoJbaBaTe
YMHOXaBakbe, JUCTPUOYLMjy U jaBHO CaolILTaBamwe Jiesa, U Ipepajie, ako ce HaBeJe MMe
ayTopa Ha HauuH ojpebeH oJ cTpaHe ayTopa WJHM JaBaolia JIMLEHIle U ako ce mpepaja
JUCTpUOyUpa MOJ HCTOM WJIM CJIWYHOM JiMLeHHoM. OBa JiMIeHLIA He /[03B0OJbaBa

KOMepLHjaIHy yIoTpeoy Jiesia ¥ mpepaja.

5. AyrtopctBo - 6e3 mnpepaze. /[lo3Bo/baBaTe yMHOXaBake, AUCTPUOYIU)Y U jaBHO
caomniiTaBame Jiesa, 6e3 MpoMeHa, MpeobIMKOBakba UK yroTpeode Jieia y CBOM JieJsly, ako ce
HaBeJile UMe ayTopa Ha HauyuH oJijpeheH oJ] cTpaHe ayTopa WJIM JAaBaola JuieHie. OBa

JIIIEHIIA J103BO/baBa KOMEPLUjaIHY YIIOTPeOY AeJa.

6. AyTOPCTBO - JIeJIUTH MO/, UCTUM yCJ0BUMa. Jl03BO/baBaTe YMHOXaBakbe, JUCTPUOYLU]Y U
jaBHO caomIlITaBake /iesa, U Npepajie, aKO Ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HAuYMWH ofpeheH of
CTpaHe ayTopa WJM JlaBaolia JIMIEeHIle U aKo Ce Mpepajia AUCTPUOYUpa I0J, UCTOM WU
CIMYHOM JivueHUoM. OBa JIMLEHIA [03B0/baBa KOMepLHjalHy ynoTpeby jAesa W mpepaja.

Ciiv4yHa je copTBEPCKUM JIMIEHIIAMa, OZJHOCHO JIMIleHIlaMa OTBOPEHOT KOo/ia.



