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Adaptivni znac¢aj unutarpopulacione varijabilnosti mitohondrijskog
genoma Drosophila subobscura i D. obscura

Rezime

Mitohondrijska DNK (mtDNK) kodira gene ukljucene u fundamentalne bioloske procese
¢elijske respiracije i proizvodnje energije. Mitohondrijski genom je haploidan, nasleduje se uglavnom
materinski, gotovo nikad se ne rekombinuje i odlikuje ga relativno mala efektivna veli¢ina populacije.
Zbog navedenih odlika mtDNK, uslovi koji predvidaju postojanje i1 odrzavanje adaptivne
varijabilnosti mtDNK unutar populacija su restriktivni.

Analiziran je adaptivni znacaj simpatricke mtDNK varijabilnosti, prisustvo mito-jedarnih
interakcija, kao 1 selekcioni mehanizmi koji je odrzavaju: polno specifi¢na selekcija, kao i selekcija
u varijabilnim sredinskim uslovima. KoriS¢ene su dve Siroko zastupljene palearkticke vrste roda
Drosophila (iz Obscura grupe vrsta), D. subobscura i D. obscura. Prva vrsta je ve¢ ustaljeni model
u ovom vidu evoluciono genetickih istrazivanja, i odlikuje se prisustvom dva ucestala haplotipa u
svim populacijama. Druga vrsta je kao model razvijena u ovoj disertaciji. Odredena je njena geneticka
varijabilnost 1 izuena populaciona istorija kod nekoliko evropskih populacija. Izabrane su linije
reprezentativnih haplotipova obe vrste 1 povratnim ukrStanjima su konstruisane eksperimentalne linije
sa svim kombinacijama simpatri¢kih mtDNK haplotipova i jedarnih pozadina (nuDNK). Na dve
eksperimentalne postavke koje su podrazumevale razlike u temperaturi 1 svetlosnom reZzimu
analizirane su komponente Zivotne istorije svih konstruisanih linija: otpornost na desikaciju, duZina
razvica, preadultna vijabilnost, kao 1 procenat muzjaka (odnos polova).

Rezultati su pokazali postojanje znacajne geneticke varijabilnosti kako unutar tako i izmedu
populacija D. obscura. Kod ove vrste je uocena geografska struktuiranost i smanjenje genetickog
diverziteta u pravcu od zapada ka istoku. Pokazan je adaptivni zna€aj simpatricke mtDNK
varijabilnosti obe vrste. Kod D. subobscura je on bio prisutan na nivou dva glavna haplotipa jedino
za vijabilitet, a kod ostalih komponenti na nivou pretpostavljenih dodatnih nukleotidnih razlika
karakteristi¢nih za pojedinacne linije. Pokazano je da su mito-jedarni genotipovi primarne jedinice
na koje deluje prirodna selekcija, a efekat ovih interakcija na fitnes je bio izrazeniji kod D. obscura.
Pecat polno specifi¢ne selekcije nije zabelezen kod D. subobscura, dok je kod D. obscura efekat ovog
vida balansne selekcije bio umeren. Naposletku, eksperimenti su pokazali umeren efekat interakcija
sredine 1 mito-jedarnog genotipa na fitnes kod D. subobscura, dok su kod D. obscura pokazali jaci
uticaj ovog vida balansne selekcije. Uz to kod D. obscura primecen je i efekat interakcija samog
mitohondrijskog haplotipa 1 sredinskih faktora na fitnes jedinki. Posmatrajuci obe vrste, analizirana
sredinska varijabilnost se pokazala vaznijom u odrZzavanju mtDNK varijabilnosti u poredenju sa
polno specificnom selekcijom.

Upotreba dve vrste sa razliitim obrascima mtDNK varijabilnosti omogucila je uvid u
adaptivne razlike na barem dva razlicita stupnja funkcionalne povezanosti mitohondrijskog i jedarnog



genoma. Mali je broj eksperimentalnih radova koji ispituju mehanizme odrzavanja simpatricke
varijabilnosti mtDNK, a rezultati ove studije umnogome doprinose njthovom boljem razumevanju.

Kljuéne redi: Drosophila subobscura, Drosophila obscura, mtDNK, mito-jedarne koadaptacije,
odrzavanje geneticke varijabilnosti, komponente Zivotne istorije

Naucna oblast: Biologija
UZa naucna oblast: Populaciona i evoluciona genetika
UDK broj: [575.22+575.153]:575.827



Adaptive significance of intrapopulational variation in the
mitochondrial genomes of Drosophila subobscura and D. obscura

Summary

Mitochondrial DNA (mtDNA) encodes genes involved in fundamental biological processes
of cellular respiration and energy production. The mitochondrial genome is haploid, usually
maternally inherited, rarely undergoes recombination, and is characterised by a relatively small
effective population size. Due to these characteristics of mtDNA, conditions predicting the existence
and maintenance of adaptive mtDNA variation within populations are restrictive.

The adaptive significance of sympatric mtDNA variability, the presence of mito-nuclear
interactions, and selective mechanisms maintaining it were analysed, including sex-specific selection
and selection in variable environmental conditions. Two widely distributed Palearctic species from
the Drosophila genus (Obscura group species), D. subobscura and D. obscura, were used. The first
species, a well-established model in evolutionary genetic research, features two common haplotypes
in all populations. The second species was developed as a model in this dissertation. Genetic
variability and population history of several European populations were determined as part of this
thesis. Lines of representative haplotypes of both species were selected, and experimental lines with
all combinations of sympatric mtDNA haplotypes and nuclear backgrounds (nuDNA) were
constructed through backcrossing. All constructed lines of both species were subjected to life history
experiments: desiccation resistance, developmental time, preadult viability, and sex ratio. Life history
assays were conducted with two experimental setups involving differences in temperature and light
regime.

The results showed significant genetic variability both within and between populations of D.
obscura. In this species, geographic structuring and a reduction in genetic diversity from west to east
was observed. The adaptive significance of sympatric mtDNA variation was demonstrated in both
species. In D. subobscura, this significance was not present at the level of two main haplotypes except
in viability experiment, and in other components it was assumed to involve additional, line specific
nucleotide differences. Mito-nuclear genotypes were identified as primary units affected by natural
selection, with a more pronounced effect of these interactions on fitness observed in D. obscura.
Regarding sex-specific selection, its impact was not observed in D. subobscura, while in D. obscura,
the effect of this type of balancing selection was moderate. Finally, experiments showed a moderate



effect of interactions between the environment and mito-nuclear genotype on fitness in D.
subobscura, while in D. obscura showed a stronger influence of this type of balancing selection.
Additionally, in D. obscura, an effect of interactions between the mitochondrial haplotype itself and
environmental factors on the fitness of individuals was observed. Considering both species,
environmental variability proved more important in maintaining mtDNA variation compared to sex-
specific selection.

The use of two species with different patterns of mtDNA variability provided insight into
adaptive differences at least two different levels of functional connectivity between the mitochondrial
and nuclear genomes. Few experimental studies have examined the mechanisms sustaining sympatric
mtDNA variability, and the results of this study significantly contribute to a better understanding of
these mechanisms.

Key words: Drosophila subobscura, Drosophila obscura, mtDNA, mito-nuclear co-adaptations,
maintenance of genetic variation, life history traits

Scientific field: Biology
Specific scientific field: Population and Evolutionary Genetics
UDC number: [575.22+575.153]:575.827
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1. UVOD

1.1. Mitohondrije

Mitohondrije su celijske organele sa dve membrane koje poseduju sopstveni genom,
mitohondrijsku DNK (mtDNK). Njihova glavna uloga jeste proizvodnja ¢elijske energije u formi
adenozin trifosfata (ATP), i one su najznacajnije organele kada je Celijski metabolizam u pitanju.
Regulacija procesa ¢elijskog disanja odnosno serije bioloskih procesa oksido-redukcije 1 regulacije
proizvodnje i potroSenje ATP-a lezi u osnovi Citavog procesa zZivota i smrti kako u ¢elijama tako i u
organizmima.

Eukariotske ¢elije sadrze veliki broj mitohondrija, od nekoliko stotina do ¢ak par hiljada, 1
one mogu zauzimati ¢ak ¢etvrtinu zapremine citoplazme u ¢eliji (Ballard 2004). U sastavu unutrasnje
mitohondrijske membrane, nalazi se elektron-transportni lanac (engl. Electron Transport Chain,
ETC), koji predstavlja niz proteinskih kompleksa koji oksido-redukcijom energiju sadrZzanu u
hemijskim vezama molekula hrane koriste za proizvodnju adenozin trifosfata (ATP), u procesu koji
nazivamo oksidativna fosforilacija (OXPHOS). U seriji oksido-redukcija elektroni se prenose ETC-
om sve do kiseonika, stvarajuc¢i vodu kao nusprodukt reakcije. Energija koja se oslobada prilikom
prenosa elektrona, koristi se za upumpavanje protona u mitohondrijski matriks. Ovako dobijeni
elektrohemijski gradijent dalje se koristi za pretvaranje adenozin difosfata (ADP) u ATP uz pomo¢
ATP sintaze (Wallace 2005). Mitohondrije su toliko specijalizovane za proizvodnju energije, da su
popularno nazvane ,,elektranama celije* (Siekevitz 1957). Energijom koja se oslobodi sagorevanjem
jednog molekula glukoze u procesu oksidativne fosforilacije, mitohondrije proizvedu cak 30
molekula ATP-a, dok se u procesu glikolize, kojim posreduju iskljuc¢ivo jedarni produkti dobiju samo
dva molekula ATP-a (Ballard 2004).

Pored produkcije ATP-a, ETC endotermnih Zivotinja je zaduZen i za stvaranje toplote. Van
energetskog metabolizma najvaznija uloga mitohondrija jeste iniciranje procesa regulisane celijske
smrti (Bossy-Wetzel 1 sar. 1998). Izmedu ostalog, mitohondrije imaju znacajnu ulogu u ¢elijskoj
signalizaciji zavisnoj od jona kalcijuma, posto su vazan depo ovih jona, produkciji reaktivnih vrsta
kiseonika (engl. Reactive Oxygen Species), kao 1 u procesima urodeneg imuniteta 1 starenja (Rizzuto
i sar. 2012; Hirst i sar. 2008; Wang 1 sar. 2017; Trifunovi¢ 1 sar. 2004).

Danas je poznato da mitohondrije vode poreklo od slobodnoZzive¢ih aerobnih alfa
proteobakterija, srodnih rodu Rickettsia (Gray i sar. 1999). Smatra se da je pre oko dve milijarde
godina, u uslovima kada je atmosfera pocela da se puni kiseonikom, doSlo do unosa bakterije sa
efikasnim OXPHOS sistemom, od koje mitohondrije vode poreklo, u heterotrofnu eukariotsku ¢eliju
sa jedrom (Sagan 1967). Ovaj endosimbiotski dogadaj, okarakterisan je kao klju¢ni u evoluciji
kompleksnog Zivota, i smatra se zasluznim za nastanak ogromnog broja Zivotnih formi medu
eukariotima (Wolff i sar. 2016a). Stavide, nemoguée je definisati eukariote bez spominjanja ove
endosimbioze i1 koevolucije genoma domacina i endosimbionta tj, mitohondrije (Rand i sar. 2004).
Nakon ovog endosimbiotskog dogadaja, 1 posledi¢no nastanka visecelijskih organizama evolucija
eukariota je i$la u pravcu usloznjavanja geneticke arhitekture razvica. Diferencijacijom velikog broja
razli¢itih tipova cCelija bilo je moguce osvojiti veci broj ekoloskih niSa, dok su se mitohondrije u
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stabilnim uslovima unutar ¢éelije specijalizovale za sve efikasniju proizvodnju energije procesom
oksidativne fosforilacije.

1.2. Odlike mtDNK

Mitohondrije, zajedno sa plastidima, jedine su citoplazmatske organele u eukariotskoj ¢eliji
koje nose geneti¢ke informacije (Zelji¢ i sar. 2021). Tipi¢ni mitohondrijalni genom metazoa je mali
kruzni molekul koji se majc¢inski nasleduje, prisutan u vise kopija - od oko desetak kopija u humanim
eritrocitima i spermatozoidima do 500.000 kopija u oocitima (Reynier i sar. 2001; Wai i sar. 2010).

Tokom evolucije eukariota, doSlo je do redukcije broja mitohondrijskih gena koji postaju
suvisni eukariotskoj ¢eliji u novom simbiotskom nacinu zivota. Uporedo sa tim veliki broj
mitohondrijskih gena se prebacuje iz mitohondrija u jedro, ¢ime Celija preuzima kontrolu nad
mitohondrijama. Takode, veliki broj jedarnih gena sti¢e nove funkcije u procesu oksidativne
fosforilacije u mitohondrijama (Clergeot i Olson 2021). Tako broj gena koji se danas nalaze u mtDNK
razlicitih vrsta, varira od oko 100 kod nekih protozoa do samo tri strukturna gena (gena koja kodiraju
proteine) kod Plasmodium falciparum, parazita koji izaziva malariju (Ballard i Rand 2005). Najveci
broj zivotinja ipak ima relativno uniformnu veli¢inu mitohondrijskog genoma, oko 16kb, kao i
uniforman broj gena. Tako mtDNK Zivotinja najceS¢e sadrze 13 strukturnih gena, dva gena za
mitohondrijske ribozomalne RNK (12S rRNK, 16S rRNK), 22 za transportne RNK (tRNK), kao 1
nekodirajuci, AT bogat region, koji se joS naziva kontrolni ili region D petlje. Sa druge strane, preko
500 jedarno kodiranih proteina se transportuje u mitohondrije gde ostvaruju funkciju (Gregersen i
sar. 2012). Poredenja sekvenci izmedu gena i odgovarajuc¢ih polipeptida pokazala su i1 zapanjujucu
¢injenicu da se geneticki kod mtDNK neznatno, ali zna€ajno razlikuje od genetickog koda jedarne
DNK (nuDNK). Tako je npr. kodon UGA u nukleusu ,,stop* kodon, ali u mtDNK vecine vrsta
predstavlja kodon za triptofan, dok su AGA 1 AGG kodoni za arginin u nukleusu, a u mtDNK vecine
beski¢menjaka kodiraju serin dok u mtDNK ki¢menjaka predstavljaju ,,stop* kodon (Ohira i sar.
2013).

Osnovne odlike mtDNK je jasno odvajaju od jedarne DNK, kako je mtDNK uglavnom
cirkularna, haploidna, replikuje se kao jedna celina, 1 kod vecine Zivotinjskih vrsta gotovo da se
nikada ne rekombinuje (Birky 2001). Takode, budu¢i da je mtDNK haploidna, ne postoje heterozigoti
(osim ako se ne razmatra heteroplazmija) u kojima bi recesivni aleli bili zamaskirani dominantnim,
Sto za posledicu ima da su svi aleli koji utiu na razlike u adaptivnoj vrednosti izloZeni selekciji.

Dugo se smatralo da je varijabilnost prisutna u mtDNK sekevenci selektivno neutralna.
Racunajuéi da su mitohondrijski geni krucijalni za efikasno funkcionisanje ¢elija, s obzirom na
njihovu ulogu u metabolizmu eukariotskih ¢elija, prvenstveno u produkciji ATP-a, zbog odsustva
dominanse smatrano je da se sve adaptivne mutacije brzo Sire kroz populaciju pozitivnom selekcijom,
dok sa druge strane negativna selekcija efikasno odstranjuje sve Stetne mutacije (Avise 1 sar. 1987;
Ballard i Kreitman 1995). Zbog odsustva rekombinacija i klonalne prirode, ceo mitohondrijski genom
ima jedinstvenu genealoSku istoriju (Galtier 2009). Svi evolucioni pritisci koji deluju na jedan lokus,
delovace posredno i na sve ostale lokuse, pa se tako fiksacijom povoljnog alela, fiksiraju i svi ostali
polimorfizmi procesom genetickog prevozenja (engl. genetic hitchhiking), (Ballard 1 Kreitman 1995).
Imajuéi u vidu gore pomenute odlike mtDNK, bilo je prihva¢eno opste misljenje da su adaptivne i
Stetne mutacije jako retke u populacijama, i da daleko najve¢i deo varijabilnosti predstavljaju
selektivno neutralne i blago Stetne mutacije, ¢iji efekat nije dovoljno Stetan, da bi ih selekcija efikasno
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prepoznala i uklonila iz populacije (Takahata 1984), u skladu sa neutralistiCkom teorijom
molekularne evolucije (Kimura 1983).

Na pretpostavei selektivne neutralnosti, po¢iva i hipoteza molekularnog sata kojom se u
evolucionoj biologiji odreduje vreme razdvajanja vrsta i populacija (Dos Reis 1 sar. 2016). Uzimajuéi
u obzir da je materinsko nasledivanje mtDNK prisutno kod veéine eukariota, mtDNK postaje mocan
molekularni marker za izuCavanje genetiCke istorije populacija preko majcinske linije. Tome
doprinosi i Cinjenica da je sadrzaj i polozaj gena u mtDNK evoluciono jako dobro o€uvan, ¢ak i
izmedu udaljenih taksona (Wolstenholme 1992). Pored toga, mitohondrijska DNK je prisutna u
velikom broju kopija u svakoj ¢eliji, Sto u mnogome olakSava njenu amplifikaciju za potrebe
genetickih istrazivanja, ¢ak 1 u slucaju degradiranih uzoraka. Posledica prokariotskog porekla
mitohondrija jesu kratki intergenski regioni, odsustvo introna, kao i niska ucestalost duplikacija (Gissi
1 sar. 2008). Hipervarijabilni regioni su okruzeni evoluciono o¢uvanim (konzerviranim) regionima
(npr. ribozomalna DNK) §to omoguéava dizajniranje univerzalnih prajmera (Galtier 2019). Sve ovo
¢ini mtDNK veoma pogodnim i najc¢esc¢e koris¢enim molekularnim markerom u populacionim,
evolucionim i filogenetskim studijama sve do danasnjih dana. Ipak moze se argumentovati da je zbog
svih ovih tehnickih prednosti mtDNK kao molekularnog markera, nauc¢na zajednica u Zelji za
savrSenim molekularnim alatom, previSe olako prihvatila hipotezu o selektivnoj neutralnosti mtDNK.

1.3. Promena paradigme neutralnosti mtDNK

Dugo se smatralo da se neobi¢no visok stepen varijabilnosti mtDNK eukariota moze objasniti
daleko viSom stopom mutacija molekula mtDNK u odnosu na jedarnu DNK. Kasnije su ipak, teorijski
modeli pokazali da je zapaZeni nivo varijabilnosti mtDNK, dosta viSi od ocekivanog po modelu
ravnoteze selekcije 1 mutacija (Charlesworth 1 Hughes 2000).

Jedan od prvih nagovestaja da ¢e se paradigma o neutralnosti mtDNK promeniti, bio je rad
Whittam-a 1 saradnika (1986) koji su poredili geneti¢ku varijabilnost, tj. broj haplotipova dobijenih
restrikcijom 28 lokusa ljudske mtDNK sa vrednostima koje predvida neutralisticka teorija
molekularne evolucije. Pokazali su da je u znacajnom broju poredenja izmedu populacija zabelezeno
odstupanje od neutralnosti 1 to najviSe u strukturnim genima, dok u nekodiraju¢oj D petlji nije
zabeleZeno odstupanje od neutralnosti. Veci broj radova je ubrzo osporio pretpostavku neutralnosti
mtDNK kod sve veceg broja taksona, koriS¢enjem novorazvijenih testova koji se baziraju na
razli¢itim pretpostavkama neutralnosti, pa sve bolje diferenciraju efekte varijabilnosti koji rezultuju
1z selekcionih pritisaka ili populacione istorije (Ramirez-Soriano 1 sar. 2008; Achaz 2009).

Medu prvim radovima koji su osporavali pretpostavku neutralnosti mtDNK bio je rad (Ballard
1 Kreitman 1994) u kome je koris¢en Mekdonald Krajtmanov test (McDonald 1 Kreitman 1991) na tri
vrste roda Drosophila. Ovaj test se zasniva na poredenju odnosa sinonimnih i nesinonimnih zamena
izmedu vrsta sa odnosom sinonimnih i nesinonimnih zamena unutar tih istih vrsta. Analizom sekvenci
Cyt b 1 COI (Citohrom oksidaza I) gena zabelezili su relativno veéi broj nesinonimnih nukleotidnih
promena unutar vrsta od oCekivanog ili relativnu oskudnost nesinonimnih mutacija izmedu vrsta u
poredenju sa sinonimnim mutacijama. Nachman (1994) koriste¢i sekvence ND3 (NADH
dehidrogenaza 3) gena kod tri vrste miSa, pokazuje odstupanje od neutralistickog modela, 1 dobija
sli¢ne rezultate poredeéi sekvence ovog gena izmedu ljudi i Simpanza (1996). Rand i saradnici (1994),
poredenjem varijabilnosti sekvence mtDNK kod D. melanogaster 1 D. simulans pronalaze pecat
selekcije u ND5 genu. Veliki broj radova u narednim godinama pronalazi tragove selekcionih procesa
u mtDNK sekvencama sisara, prvenstveno kod ¢oveka i misa (Pesole 1 sar. 1999; Ruiz-Pesini 2004).
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Meta-analiza (Bazin i sar. 2006), u kojoj je poredena varijabilnost mtDNK sekvence kod preko 1600
zivotinjskih vrsta, dosla je do rezultata koji se ne poklapaju sa ocekivanjima koja proizilaze iz teze
selektivne neutralnosti mtDNK. Teorija neutralisticke molekularne evolucije predvida viSe vrednosti
genetickog diverziteta za vrste sa ve¢om efektivnom veli¢inom populacije, zbog smanjenog uticaja
genetickog drifta (Kimura 1983). Generalno je pravilo da Zivotinje manjih dimenzija imaju vecée
efektivne veliCine populacija od Zzivotinja ve¢ih dimenzija, pa tako beski¢menjaci imaju vece
populacije od ki¢menjaka. Takode, i morski taksoni se odlikuju veéim efektivnim veli¢inama
populacije od srodnih re¢nih ili kopnenih taksona. Studija (Bazin i sar. 2006), nije pronasla razlike u
mitohondrijskom diverzitetu izmedu ki¢menjaka i1 beskicmenjaka, morskih i re¢nih zivotinja, kao ni
izmedu vrsta manjih i ve¢ih dimenzija. Rezultati su pokazali neverovatno sli¢ne nivoe intraspecijskog
diverziteta mtDNK Sirom razli¢itih kola (filuma). Sa druge strane u istoj studiji, poredenja
varijabilnosti jedarne DNK bila su u skladu sa pretpostavkom odnosa veli¢ine populacija i genetickog
diverziteta. Autori diskutuju da se nepostojanje veze izmedu veliCine populacije 1 genetickog
diverziteta kada je mtDNK u pitanju, moze objasniti samo ucestalim selektivnim otklonima (engl.
selective sweeps), to jest efektom genetickog prevozenja (Gillespie 2000). Zbog odsustva
rekombinacija mtDNK je viSe podloZzna efektu genetickog prevozenja, pa ucestali selektivni otkloni
u velikim populacijama dovode do Cestog smanjenja genetickog diverziteta celokupnog molekula
mtDNK (Galtier 1 sar. 2009). Isto tako u velikim populacijama adaptivne mutacije se javljaju cesce,
pri ¢emu se onda fiksiranjem ovih alela, fiksiraju i sve ostale varijante prisutne na mtDNK molekulu
1time se smanjuje geneticka varijabilnost. Geneti¢ko prevozenje koje se u odredenom kontekstu moze
razmatrati kao stohasticki proces, ostvaruje efekte istog smera kao geneticki drift u velikim
populacijama, kada je mtDNK u pitanju.

1.4. Uskladenost mitohondrijskog i jedarnog genoma

Kako b1 ETC bio visoko efikasan, neophodna je funkcionalna i strukturna integrisanost oba
genoma eukariotske celije, 1 ona se ostvaruje na dva osnovna nivoa. Prvi nivo podrazumeva
interakcije proteinskih produkata dva genoma (protein-protein interakcije) pri sklapanju, formiranju
1 funkcionisanju ETC kompleksa. Drugi nivo su regulatorne interakcije dva genoma: s jedne strane
protein-DNK interakcije pri transkripciji mtDNK gena (koji direktno ili indirektno uticu na
OXPHOS) i replikaciji mtDNK (od kojeg zavisi ukupni broj mitohondrija u ¢eliji, pa posledi¢no i
ukupni respiratorni kapacitet Celije) (Hill 2019), 1 s druge strane protein-RNK interakcije, pri
translaciji mtDNK kodiranih proteina. Smanjena kompatibilnost izmedu komponenti kodiranih sa
dva genoma, na bilo kojem od ovih nivoa nivoa moze direktno ili indirektno uticati na efikasnost
ETC-a i ugroziti normalno funkcionisanje ¢elije. Zanimljivo je da je pored dva navedena osnovna
nivoa interakcija, nedavno otkriven jo$ jedan nivo specifi¢an za odredene vrste klase Bivalvia, koji
podrazumeva kontrolu ekspresije jedarnih gena regulatornim elementima iz mitohondrija.

1.4.1. Protein-protein interakcije

Oksidativna fosforilacija predstavlja jedan od najvaznijih bioloSkih mehanizama proizvodnje
energije. Stoga je uskladenost dva genoma potpuno razli¢itih genealogija klju¢na, kako bi se
obezbedila energetska efikasnost koju iziskuje kompleksni nacin zivota eukariota. Proteinske
subjedinice mitohondrijskog ETC-a, moraju biti visoko kompatibilne, analogno principu kljuca i
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brave, kako bi odrzali strukturnu i biohemijsku konfiguraciju, neophodnu za odvijanje enzimske
funkcije (Wolff i sar. 2014). Ova uskladenost je pod selekcionim pritiskom kako bi se minimizovalo
curenje elektrona (engl. electron leakage), 1 posledi¢no oksidativni stres. Promene u aminokiselinskoj
sekvenci bilo mitohondrijski ili jedarno kodiranih proteina, mogu da naruse trodimenzionalnu
strukturu subjedinica, ili dinamiku interakcija izmedu subjedinica, Sto posledicno moze narusiti
protok elektrona ili transfer elektrona izmedu kompleksa (Lane 2011, 2015).

Proteinski produkti 13 mtDNK gena deo su Cetiri od pet kompleksa ETC-a (I, III, IV, V), dok
je ujedru kodirano preko 70 subjedinica ovih pet kompleksa. Uprkos Cinjenici da mtDNK sadrzi mali
broj kodirajuéih sekvenci, njihovo delovanje u kooperaciji sa jedarno kodiranim genima koji se uvoze
u mitohondrije, je neizmerno vazno za odrzavanje visokih energetskih potreba, i normalnog
funkcionisanja eukariotskih ¢elija. Pored direktnih interakcija u subjedinicama respiratornog lanca
mitohondrija, jo$ jedan nivo koadaptiranosti predstavljaju jedarno kodirani pomo¢ni proteini ETC-a.
Postoji veliki broj razli¢itih proteina, koji se uvozi u mitohondrije i ne ucestvuje direktno u procesima
OXPHOS-a, ali su neophodni za njegovo pravilno funkcionisanje. To su pre svega ,,montazni
proteini Saperoni (engl. Assembly proteins), koji su zaduzeni za sklapanje slozenih konformacija
ovih kompleksa. Svaka aminokiselinska promena u ovim proteinima, moze dovesti do suboptimalnog
interagovanja sa mtDNK kodiranim proteinima, $to posledi¢no moze narusiti funkcionalnost ETC
kompleksa, ¢ak ga i potpuno inhibirati. Pored sklapanja samih kompleksa, odredeni jedarno kodirani
Saperoni imaju ulogu u sastavljanju respiratornog superkompleksa (tzv. respirazoma), ogromne
proteinske strukture koja povezuje komplekse I, III 1 IV u jednu slozenu celinu koja olakSava rad
ETC-a (Hill 2019).

1.4.2. Regulatorne interakcije

Pored funkcionalne uskladenosti produkata dva genoma u mitohondrijskom ETC, celije
eukariota moraju koordinisati ekspresiju jedarno kodiranih gena (Burton i Barreto 2012a), koji su po
pravilu prisutni u dve kopije po ¢eliji, kao 1 ekspresiju mitohondrijski kodiranih gena koji su prisutni
u nekoliko hiljada kopija u svakoj ¢celiji. Prekomerna produkcija mtDNK kodiranih OXPHOS
subjedinica, u odnosu na jedarne, predstavljala bi ogromno rasipanje ¢elijskih resursa. Sa druge strane
ako bi njihova produkcija bila niska, ¢elije ne bi mogle odgovoriti energetskim zahtevima. Stoga je
vazno razmatrati koevoluciju dva genoma 1 u kontekstu regulatornih interakcija, koje se mogu
ostvariti na dva nivoa, preko protein-DNK i protein-RNK interakcija.

1.4.2.1. Protein-DNK interakcije

Pored OXPHOS-a, koji predstavlja najproucavaniji i verovatno najilustrativniji nivo mito-
jedarnih interakcija, procesi replikacije i transkripcije mtDNK, takode zavise od oba genoma, pa se
koadaptacije izmedu dva genoma mogu razmatrati i u okviru ovih procesa (Meiklejohn i sar. 2013).
Replikacija 1 transkripcija mtDNK potpuno su regulisane jedrom, posto su svi polipeptidi ukljuceni
u ova dva procesa, jedarno kodirane sekvence. Njihova translacija se odigrava u citoplazmi odakle se
uvoze u mitohondrije (Ellison 1 Burton 2010; Shadel 1 Clayton, 1997). Proces transkripcije mtDNK
je kontrolisan sa dva transkripciona faktora (TFAM i TFBM) i mitohondrijskom RNK polimerazom
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(POLRMT). Za razliku od jedarnih RNK polimeraza koje su sastavljene od velikog broja subjedinica,
POLRMT je sastavljena od samo jedne subjedinice, pa je zaduzena kako za jaCinu tako i za
specifi¢nost vezivanja promoterskih sekvenci (Gaspari i sar. 2004). Prema Elison i Burton (2010),
interakcija izmedu POLRMT 1 kontrolnog regiona mtDNK predstavlja osnov transkripcionih mito-
jedarnih interakcija. Ovaj jedarni protein mora biti strukturno komplementaran mitohondrijskom
kontrolnom regionu, kako bi se odrzala optimalna regulacija mtDNK transkripcije. In vitro
eksperimenti su pokazali da se kod hibridnih kombinacija (onih koje nisu bile prisutne zajedno u
prirodnim populacijama) POLRMT 1 mitohondrijskih promoter sekvenci, smanjuje efikasnost
transkripcije (Gaspari i sar. 2004; Ellison i Burton 2008; Chou i sar. 2010). Koris¢enjem POLRMT-
a poreklom iz drugih vrsta, pokazano je da Sto su taksoni evoluciono udaljeniji to je transkripcija
nefunkcionalnija, ili ¢ak potpuno odsustvuje (Gaspari i sar. 2004). Autori ovo objasnjavaju
koevolucijom izmedu vezuju¢ih motiva na POLRMT i mesta prepoznavanja kontrolnog regiona
mtDNK kod svake vrste.

POLRMT takode ucestvuje u replikaciji mtDNK. Ovaj enzim je zaduzen za sintezu RNK
prajmera, nakon ¢ega kompleks mtDNK polimeraze (Pol y) pocinje proces replikacije. POLRMT je,
stoga, neophodan za inicijaciju replikacije, pa smanjena specifi¢nost vezivanja izmedu ovog jedarno
kodiranog proteina i mtDNK promoterskih sekvenci ima dvostruki uticaj, kako na mtDNK
transkripciju, tako 1 na replikaciju (Clayton 2000; Falkenberg i sar. 2007). Ova uloga POLRMT, kao
i uloga drugih proteina uvezenih iz citoplazme u replikaciji mtDNK, postavlja osnovu jos jednog vrlo
vaznog Celijskog procesa, koji zavisi od mito-jedarnih interakcija. Elison i Burton (2010) su
eksperimentalno pokazali da kod medupopulacionih hibrida Tigriopus californicus dolazi do
smanjenja adaptivne vrednosti, upravo zbog mito-jedarnog konflikta na nivou POLRMT 1 mtDNK
promotera. Odsustvo koadaptiranosti izmedu dva genoma usled porekla iz dve populacije, za
posledicu ima smanjenu efikasnost transkripcije i replikacije.

1.4.2.2. Protein-RNK interakcije

Translacija mtDNK kodiranih proteina je jo§ jedan od procesa, koji zavisi od bliske
povezanosti dva genoma. Mitohondrijski ribozomi (mito-ribozomi) predstavljaju strukture koje
sadrze veliki broj jedarno kodiranih proteina koji se funkcionalno uklapaju sa mtDNK kodiranim,
125 1 16S rRNK (Burton 1 Barreto 2012b). ZaduZeni su za translaciju 13 mitohondrijski kodiranih
OXPHOS proteina. Dakle, kada su mito-ribozomi u pitanju, mito-jedarne interakcije se deSavaju kako
na nivou rRNK i jedarno kodiranih proteina sa kojima zajedno €ine mito-ribozom, kao 1 tih istih
proteina 1 mitohondrijskih iRNK, u ¢€ijoj translaciji ribozomi ucestvuju. Translacija proteina u
mitohondrijama zavisi i od visoko specificne kooperacije izmedu tRNK, kodiranih od strane mtDNK,
1 mitohondrijskih aminoacil-tRNK sintetaza (mt-aaRSs) transportovanih iz citoplazme (Meiklejohn 1
sar. 2013). Slozen proces translacije mtDNK, voden je velikim brojem drugih jedarnih proteina kao
Sto su faktori inicijacije 1 elongacije. Pored toga, efikasna translacija mtDNK proteina zavisi 1 od post-
translacionih faktora modifikacije tRNK. Ovi proteini, uvezeni iz citoplazme, vrSe modifikacije
sirovih tRNK transkripta, koje omogucavaju sklapanje i zauzimanje pravilne konfiguracije tRNK,
neophodne za njihovu funkciju (Lai i sar. 2010; Suzuki i Suzuki 2014).



1.4.3. Ekspresija jedarnih gena posredovana mitohondrijskim transkriptima

Pored prethodno navedenih nivoa interakcije dva genoma, nedavno je otkriven jedan
specifi¢an oblik interakcije karakteristican za odredene vrste klase Bivalvia. Ovde se radi o kontroli
ekspresije jedarnih gena od strane mitohondrijskih transkripata, specificne grupe malih nekodirajuc¢ih
mitohondrijskih RNK (engl. small mitochondrial highly-transcribed RNAs, smithRNK), koji se
transportuju iz mitohondrija u jedro. Ove Skoljke nemaju polne hromozome, ve¢ u njihovim
gonadama smithRNK mehanizmom RNK interferencije uticu na ekspresiju jedarnih gena, i time
posledi¢no uti¢u na razvice pola (Pozzi i sar. 2017; Passamonti i sar. 2020). Ovo je prvi slucaj
zabeleZene kontrole jedarnih lokusa, produktima mitohondrija, metodom RNK interferencije.

1.5. Varijabilnost mtDNK na razli¢itim nivoima organizacije Zivih sistema

Geneticka varijabilnost mtDNK se moze razmatrati na nekoliko nivoa. Pre svega postoji
unutarindividualni nivo mtDNK varijabilnosti koji predstavlja razlike u mtDNK sekvencama prisutnu
unutar jedinke, a ova pojava se naziva heteroplazmija. Takode, mozemo govoriti o simpatri¢koj
mtDNK varijabilnost koja predstavlja varijabilnost mtDNK sekvence izmedu jedinki iste populacije.
Slede¢i nivo razmatranja predstavlja medupopulaciona mtDNK varijabilnost, koja obuhvata razlike
mtDNK sekvence izmedu razli¢itih populacija odredene vrste. Finalni nivo predstavlja mtDNK
varijabilnost izmedu razliCitih vrsta i viSih taksonomskih kategorija. Teorijski postulati o
mehanizmima koji mogu odrzavati stabilne funkcinalne polimorfizme mtDNK na razli¢itim nivoima
su doprineli promeni paradigme selektivne neutralnosti. Ipak kljuéno je bilo prikupljanje
eksperimentalnih potvrda adaptivne mtDNK varijabilnosti. Za to su bili neophodni odgovarajuci
markeri kod razli¢itih model sistema 1 izvodenje eksperimentalne evolucije.

NajlaksSe je bilo objasniti postojanje unutarindividualne adaptivno znacajne varijabilnosti
sekvence mtDNK, jer je odavno poznato da je njena stopa mutacija oko 10 puta veca od stope
mutacija jedarne DNK (Brown i sar. 1979; Ballard i Whitlock 2004). Kako svaka ¢elija sadrzi veliki
broj mitohondrija, uzimaju¢i u obzir visoku mutacionu stopu, moze se pretpostaviti da je
heteroplazmija, u okviru jedne ¢elije ili organizma, relativno Cesta pojava. Pojava ovakvih mutacija
u gametima znaci da ¢e se one po principu slucajnosti preneti u ve¢em ili manjem broju na potomstvo.
Stepen ispoljavanja fenotipa mutirane mtDNK, zavisi od tipa mutacije, tkiva, ali i udela mutiranih
mitohondrija u potomstvu (Hartwell 1 sar. 2018). Stoga 1 Stetne mutacije mogu opstajati u individuama
ako se javljaju u malom broju, jer ne izazivaju znacajne posledice po adaptivnu vrednost nosilaca.

Takode, uocenu medupopulacionu adaptivnu varijabilnost nije bilo teSko objasniti. Naime,
do tada opste prihvacena neutralisticka teorija evolucije mtDNK, nije iskljucivala prisustvo adaptivne
varijabilnosti, samo je smatrala da je njen udeo jako mali. RazliCite populacije obi¢no imaju
specificne pocetne genofondove, koji su dalje oblikovani, kako adaptivnim tako i neutralnim
procesima. Razliciti selekcioni pritisci u populacijama koje naseljavaju razli¢ita stanisSta mogu dovesti
do favorizovanja ili fiksacije razli¢itih mtDNK varijanti. Takode, slu¢ajni procesi mogu dovesti do
divergencije populacija u mtDNK varijantama. Poznati su primeri gde razliite populacije, koje se
generalno znacajno razlikuju u ucestalostima razli¢itth mtDNK haplogrupa, ¢esto imaju razlicite
prevalence prema odredenim bolestima. Utvrdene su povezanosti izmedu ljudskih mitohondrijskih
haplogrupa sa predispozicijom na razlicite bolesti, kao $to su odredeni kanceri (Booker i sar. 2006),
kardiovaskularne bolesti (Nishigaki i sar. 2007), dijabetes (Mohlke i sar. 2005), ali i sa dugovecnoscu
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(Ivanova i sar. 1998; Tanaka i sar. 2000) kao 1 atletskim performansama (Scott i sar. 2005; 2009).
Uporedo sa otkri¢cima medicinske genetike 1 povezivanja mtDNK varijanti sa patofizioloSkim
stanjima, sve veci broj autora se bavio povezanoscu sredinskih faktora i distribucije mitohondrijskih
haplotipova. Dokazi o klinalnim rasprostranjenostima mtDNK haplotipova menjali su opste
prihvaéeno misljenje da je varijabilnost mtDNK oblikovana gotovo iskljucivo stohastiCkim
procesima, isticu¢i daleko vecu ulogu selekcije nego Sto se ranije smatralo (Ruiz-Pesini 2004;
Mishmar i sar. 2003; Grant 20006).

Koriste¢i ovaj princip, razlike u varijabilnosti mtDNK izmedu srodnih vrsta je joS lakSe
objasniti. Kako su razli¢ite vrste medusobno udaljenije od razlicitih populacija odredene vrste,
reproduktivno su izolovane, zauzimaju razli¢ite ekoloSke niSe, i podlezu razliCitim selekcionim
priticima 1 razli¢itim stohastickim procesima, prili¢no je jasno da ¢e postojati stabilna mtDNK
divergencija izmedu ovih vrsta. Odsustvo protoka gena koji homogenizuje varijabilnost omogucava
selekciji u razliCitim vrstama da oblikuje varijabilnost prema specificnim selektivnim pritiscima
(Wolff i sar. 2014).

U razmatranju odrzavanja adaptivne varijabillnosti posebnu paznju treba obratiti na
unutarpopulacionu (simpatricku) varijabilnost. Teorijske pretpostavke zasnovane na odlikama
mtDNK i njenog nasledivanja ukazuju da je odrzavanje ovog vida varijabilnosti tesko i zahteva
specifi¢ne uslove (Clark 1984; Gregorius i Ross 1984; Babcock 1 Asmussen 1996; 1998; Dowling i
sar. 2007b.) Pored toga, razlike u mtDNK sekvencama dve jedinke iz iste populacije su daleko manje
od razlika u sekvencama dve jedinke razli¢itih vrsta. Manji stepen varijabilnosti znaci da je daleko
teze eksperimentalno dobiti statisticki znacajne rezultate koji potkrepljuju adaptivni znacaj
simpatri¢ke mtDNK varijabilnosti.

1.6. Odrzavanje mtDNK varijabilnosti

Kako se tokom devedesetih godina proslog veka pojavio veliki broj radova (Rand i sar. 1994;
Ballard 1 Kreitman 1994; Nachman 1 sar. 1996; Templeton 1996; Rand 1 Kann 1998) koji je kod
razli¢itih taksona opisivao znatno vecu varijabilnost mtDNK od ocekivane u skladu sa
neutralistickom teorijom evolucije mtDNK, sve veci broj autora je pokusavao da je teorijski objasni
razli¢itim mehanizmima. Kada govorimo o simpatri¢koj mtDNK varijabilnosti, zbog haploidnosti,
uniparentalnog nasledivanja i drugih specifi¢nosti mtDNK, uslovi neophodni da bi se odrzao stabilan
mtDNK polimorfizam su dosta strogi. Teorijska 1 eksperimentalna razmatranja podrazumevaju da
odrzavanje mtDNK varijabilnosti podrazumeva nekoliko mehanizama koje se mogu dopunjavati 1
preplitati. To su pojava mito-jedarnih interakcija, selekcija negativno zavisna od ucestalosti, polno
specifi¢na selekcija, X-vezane mito-jedarne interakcije, interakcije mito-jedarnog genotipa i sredine.

1.6.1. Mito-jedarne interakcije

Prve teorijske studije jedarno citoplazmatskih interakcija i njihovih posledica na fitnes (Clark
1984; Gregorius i Ross 1984) postulirale su da je za odrzavanje citoplazmatskog polimorfizma
neophodna veza sa jedarnim polimorfizmom. Autori obe studije su teorijski dosli do zakljucka da su
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za odrzavanje stabilne interakcije izmedu jedarnog lokusa i citoplazmatskog lokusa (lokusa na
mtDNK ili hloroplastnoj DNK), potrebni dodatni uslovi kao S§to je delovanje selekcije negativno
zavisne od ucestalosti ili postojanje seksualne asimetrije, odnosno razlika u fitnesu izmedu polova.

Eksperimentalne analize mito-jedarnih interakcija ipak nisu bile tako usaglasene. Naucnici
dugo nisu bili u moguénosti da potvrde njihovo odrzavanje unutar populacija. U pocetku su imali vise
uspeha u objasnjavanju odrzavanja medupopulacione varijabilnosti mehanizmom uzajamnog mito-
jedarnog polimorfizma. Eksperimentalna studija zavisnosti fitnesa od mito-jedarnih interakcija kod
D. melanogaster potvrdila je ovu teorijsku pretpostavku, koriste¢i linije poreklom iz Sest razlicitih
populacija (Clark 1985). Ipak eksperimenti u kojima je analizirano odrzavanje unutarpopulacione
varijabilnosti nisu bili tako dosledni. Tako su Clark i Lyckegaard (1988) detektovali mito-jedarne
interakcije samo u eksperimentima u kojima su ukrStali linije D. melanogaster iz udaljenih
geografskih regija, dok ukrStanja linija iz iste populacije nisu pokazala znake postojanja mito-jedarnih
interakcija.

Veliki broj radova na ovu temu je kao model organizam koristio kopepodu meduplimne zone
Tigriopus californicus. Rawson i Burton (2002) su pokazali da medupopulacioni hibridi imaju
znaajno snizene efikasnosti funkcionisanja COX-a (Citohrom C oksidaza kompleks) iz jedne
populacije, sa citohromom C (Cyt ¢) iz druge populacije. Autori objaSnjavaju ovaj fenomen vaznoscéu
mito-jedarnih interakcija u funkcionisanju elektron-transportnog lanca. Kako je COX sastavljen iz
velikog broja subjedinica, izmedu ostalih mtDNK kodirane COI i COII kod kojih su zabelezili visok
stepen varijabilnosti izmedu ove dve populacije, dok je Cyt ¢ jedarno kodiran, kod medupopulacionih
hibrida dolazi do interakcije subjedinica dva genoma koje nisu koevoluirale zajedno pa je efikasnost
elektron-transportnog lanca smanjena. Drugi rad na istoj model vrsti potvrdio je ove nalaze
pronasavsi i polno specifi¢ni efekat u nekoliko medupopulacionih poredenja (Willett i Burton 2001).

Do danas, eksperimentalni radovi, koji su se bavili odrzavanjem unutarpopulacione, odnosno
simpatri¢ke varijabilnosti mito-jedarnim interakcijama, davali su oprec¢ne rezultate. Neki autori nisu
nalazili dokaz odrzivosti unutarpopulacione mtDNK varijabilnosti posredstvom mito-jedarne
epistaze (interakcije) (Kurbalija Novici¢ 1 sar. 2015), dok su drugi koristeci sli€ne eksperimentalne
postavke dokazivali upravo suprotno (Dowling 1 sar. 2008).

1.6.2. Selekcija negativno zavisna od ucestalosti

Gregorious 1 Ross (1984) predlazu model selekcije negativno zavisne od ucestalosti (engl.
Negative Frequency-Dependant Selection, NFDS), koja odrZava varijabilnost u citoplazmatskim i
jedarnim genima ciji su produkti funkcionalno povezani. Kod ovog tipa balansne selekcije, fitnes
odredenog alela inverzno je proporcionalan ucestalosti istog alela u populaciji. Ukratko, selekcija
negativno zavisna od ucestalosti (NFDS) favorizuje retke alele, dok se fitnes nosilaca alela smanjuje
kako mu se ucestalost u populaciji povecava. Prema Lewontin-u (1974), kad god je je odredeni
haplotip najgori neprijatelj samom sebi, njegov fitnes ¢e se smanjiti kako genotip postaje ucestaliji.
Najlaksi nacin da se odrze jedarni i mtDNK polimorfizam u populaciji jeste da jedarni aleli imaju
suprotne efekte na fitnes u svakoj citoplazmi. Po ovom modelu svaka od jedarnih varijanti bila bi
fiksirana u populaciji da je prisutna samo jedna ili druga mtDNK varijanta.

MacRae 1 Anderson (1988) su sproveli niz eksperimenata na D. pseudobscura, kojima su
potvrdili odrzivost mtDNK polimorfizama u populaciji, i empirijski pokazali da je prirodna selekcija
ta koja odrzava mtDNK varijabilnost. Iako su u ovim eksperimentima koristili musSice poreklom iz
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dve razli¢ite populacije, ove linije su tokom velikog broja generacija, zajedno evoluirale u istim
eksperimentalnim uslovima. Tokom generacija ucestalosti haplotipova su fluktuirale, ali nijedan
haplotip nije bio fiksiran ni u jednom od populacionih kaveza. Autori su pokazali da su i
mitohondrijski 1 jedarni genom uklju¢eni u promene ucestalosti mtDNK haplotipa u ovom
eksperimentu i kao najverovatniji mehanizam koji odrzava uzajamni mito-jedarni polimorfizam
predlozili selekciju negativno zavisnu od ucestalosti. Vazno je naglasiti da su autori ovaj eksperiment
ponovili viSe puta, i da nisu u svakoj iteraciji dobili rezultate konzistentne sa NFDS.

Funkcija NFDS u odrzavanju iskljucivo jedarnih polimorfizama na primeru hromozomskih
rearanzmana kod Drosophila ananassae je odavno poznata i dobro opisana (Kojima i Tobari 1969).
Kada su biljke u pitanju, opisana je funkcija NFDS u odrzavanju jedarnih polimorfizama kod
oCuvanja auto-inkompatibilnosti (Charlesworth 2006). Uloga NFDS poznata je i u jedarnim genima
ukljucenim u funkciju imunskog sistema kod ki¢menjaka (Loisel i sar. 2006). Ipak kada su mito-
jedarni polimorfizmi u pitanju, proslo je puno vremena od postulacije ove teorije do prvih
eksperimentalnih nagovestaja (Arnqvist i sar. 2010). Pomenuti autori su merenjem metabolicke stope
kod kombinacija mito-nukleusnih linija Callosobruchus maculatus, vrste ziska koji napada odredene
leguminoze, pokazali diferencijalni fitnes mtDNK haplotipova zavisan od jedarne pozadine, ali i
sredinskih faktora. Tumaceci dobijene rezultate, autori diskutuju da je bas NFDS tip balansne
selekcije koji odrzava unutarpopulacioni polimorfizam mtDNK kod ove vrste, kao 1 da varijabilni
sredinski uslovi potpomazu postojanje ovog vida selekcije. U cilju eksperimentalnog potvrdivanja
NFDS kao mehanizma odgovornog za odrZavanje mito-jedarnih koadaptacija u populaciji pomenute
vrste, Kazancioglu i Arnqvist (2013) su postavili eksperiment prema teorijskim pretpostavkama koje
je predlozio Lewontin (1974). Prva pretpostavka jeste postojanje heterogenosti sredinskih uslova, $to
su oni obezbedili svojim eksperimentalnim populacijama kada su resursi i temperatura u pitanju.
Druga pretpostavka jeste postojanje interakcije genotipa i sredinskih uslova §to im je poznato iz
prethodnih radova (Dowling i1 sar. 2007b; Arnqvist i sar. 2010; Dowling i sar. 2010). Treca
pretpostavka jeste postojanje kompeticije za resursima, gde su njihove eksperimentalne populacije
evoluirale u uslovima povecane juvenilne kompeticije. Mere¢i promene ucestalosti dva haplotipa u
populacionim kavezima dobili su rezultate koji se nedvosmisleno poklapaju sa teorijskim
predvidanjima, postuliranim za ovaj mehanizam, ¢ime su prvi put eksperimentalno potvrdili ulogu
NFDS u odrzavanju mito-jedarnih koadaptacija u populaciji.

1.6.3. Polno specifi¢na selekcija

Inspirisani teorijskim postulatima koji su proizasli iz radova objavljenih sredinom 80-tih
godina proslog veka (Clark 1985; Gregorious i Ross 1984), odnosno tezom da je za odrZavanje
uzajamnog mito-jedarnog polimorfizma neophodno postojanje ,,seksualne asimetrije*, Babcock i
Asmussen su deceniju kasnije razvili seriju modela koji testiraju uticaj polno specificne selekcije na
odrzavanje simpatricke mtDNK varijabilnosti (Babcock i Asmussen 1996; 1998). Teorija predvida
da su odredene mito-jedarne kombinacije boljeg fitnesa kod jedinki jednog pola dok su druge
kombinacije favorizovane kod drugog pola. Autori su u pomenuta dva rada definisali uslove, 1
teorijskim razmatranjima i numeri¢kim simulacijama pokazali da razlike u fitnesu izmedu polova,
bilo u juvenilnom ili adultnom stadijumu mogu odrzavati stabilne mito-jedarne polimorfizme.
Neophodno je da uticaj mito-jedarne interakcije nije multiplikativan na fitnes individue, odnosno
fitnes mito-jedarne interakcije ne moze biti jednak prostom proizvodu fitnesa jedarnog lokusa i
mitohondrijskog.
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Muzjaci i Zenke imaju razlicite reproduktivne strategije, polno specifi¢ne Zivotne istorije, kao
1 obrasce ponaSanja, §to za posledicu ima razliite selektivne pritiske (Trivers 1972; Parker 1979).
Kako se mitohondrije kod vecine vrsta nasleduju samo majcinskom linijom, selekcija deluje na njih
samo kod zenki. Ako je mutacija Stetna iskljuc¢ivo za muzjake, selekcija je ,,slepa® za takvu mutaciju,
i ona se genetickim driftom moze proSiriti do znacajne ucestalosti u populaciji, drasticno smanjujuci
fitnes muZjaka. StaviSe, odredena mutacija koja je korisna kod Zenki moZe imati $tetan uticaj kod
muzjaka, a selekcija ¢e je favorizovati u celoj populaciji. Ovu hipotezu postulirali su Frank i Hurst
(1996), a Gemmell i saradnici (2004) su je nazvali materinska kletva (engl. mother’s curse).
Materinska kletva je jedan od razloga za generalno duzi zivotni vek zenki (Austad 2006; Camus i sar.
2012), takode ona je razlog vise stope bolesti izazvanih mitohondrijskim mutacijama u muskom delu
populacije (Martikainen i sar. 2017). Eksperimentalni rezultati radova koji su ispitivali ovu hipotezu
imali su opreCne rezultate. Potpora za ovu hipotezu dobijena je u studijama komponenti Zivotne
istorije (Rand i sar. 2006; Camus i sar. 2012; Yee i sar. 2013; Camus i sar. 2015; Pordevi¢ i sar. 2015;
2017; Drummond 1 sar. 2019) ali 1 enzimske aktivnosti (Sackton i sar. 2003). Ipak znacajan broj
radova koji je analizirao osobine Zzivotne istorije dobio je rezultate koji nisu u skladu sa
pretpostavkama ove hipoteze (Mossman i sar. 2016; Vaught i sar. 2019; Healy i sar. 2022; Watson 1
sar. 2022).

Pretpostavlja se da se muzjaci ,odupiru”“ poveanom geneticCkom opterecenju,
kompenzatornim mutacijama u mitohondrijskim proteinima kodiranim u jedru, koje su adaptivne
samo za muzjake (Maklakov i Lummaa 2013). Analize ekspresije gena po tkivima, kod vrsta roda
Drosophila, pokazale su da je ekspresija dupliranih OXPHOS gena u jedru znacajno povecana u
testisima (Tripoli i sar. 2005; Innocenti 1 sar. 2011). Autori objasnjavaju ovaj nalaz kao upravo jedan
od mehanizama koji ,,oslobada“ muzjake materinske kletve, gde se zbog nepostojanja selektivnog
pritiska, koji deluje na originalni OXPHOS gen na novonastalom paralogu, selekciji daje prostor da
nadoknadi smanjeni fitnes, kroz polno specifi¢nu ekspresiju ovih gena. Kompenzatornim mutacijama
u novim dupliranim genima, muZzjaci se prilagodavaju novom biohemijskom i strukturnom balansu
mitohondrija, 1 tako odrzavaju metabolicku efikasnost (Connallon 1 sar. 2018). Pored toga ovim
mehanizmom je ograni¢ena divergencija mitohondrijski kodiranih proteina kako ne bi narusili ovaj
kooperativni balans, ograni¢avaju¢i adaptivnu vrednost novih mutacija mtDNK koje bi smanjile
kompatibilnost mitohondrijskih proteina poreklom iz dva genoma. Eksperimentalna potvrda
kompenzatornih mutacija dobijena je ukrStanjem interpopulacionih i interspecijskih hibrida D.
simulans klade (Sackton 1 sar. 2003), gde su hibridni muZjaci sa stranim jedarnim pozadinama imali
znacajno smanjenu aktivnost COX-a, jer viSe nisu imali populaciono specifi¢ne jedarne kontra-
adaptacije kojima bi vracali izgubljeni fitnes.

Eksperimenti analize fitnesa na vrstama roda Drosophila pokazali su polno specificne efekte
mito-jedarnih interakcija na odredene osobine Zivotne istorije. Dowling 1 saradnici (2007a), su
analizirali linije poreklom iz jedne populacije D. melanogaster, 1 pronasli polno specifican efekat
kada je juvenilni vijabilitet u pitanju. Eksperimenti analize duZine zivota kod D. melanogaster
(Drummond i sar. 2019; Vaught i sar. 2020) pokazali su da je 1 ova komponenta zivotne istorije pod
uticajem epistatickih interakcija dva genoma. Takode, rezultati ovih studija, nedvosmisleno pokazuju
polno specificni efekat mito-jedarnih interakcija na duzinu zivota. Kod D. subobscura, Jeli¢ i
saradnici (2015) su pronasli znacajnu interakciju pola i mito-jedarnog genotipa za istu osobinu. Ovo
pokazuje da se ishodi mito-jedarnih interakcija razlikuju izmedu polova kod ove vrste. Indirektnu
potvrdu ovog nalaza autori su dobili analizom jo§ jedne fitnes komponente, naime analiza odnosa
polova adultnih jedinki je pokazala razlike u prezivljavanju od jajeta do adulta. Odnosno, u jednom
od dva eksperimentalna modula, autori su zabeleZili statisti¢ki znaCajan uticaj mito-jedarne
interakcije. Sli¢na serija analiza fitnes komponenti (Pordevi¢ 1 sar. 2015, 2017) sprovedena je i na
pasuljevom ZiSku (Acanthoscelides obtectus). Ispitujuéi prezivljavanje i duzinu razvica od jajeta do
adulta, autori su pronasli znacajan uticaj mito-jedarnih interakcija na obe fitnes komponente. Kod
duZine razvica postojala je i varijabla pola u modelu, koja je bila znacajna sama po sebi, ali njena
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interakcija sa kombinacijom genotipa nije bila znacajna. Iste rezultate su dobili 1 kada su analizirali
uticaj ovih faktora na telesnu tezinu adulta (Pordevi¢ i sar. 2015). Autori su pronasli polno specifi¢ne
efekte mito-jedarnih adaptacija kada su analizirali duzinu zZivota kod ove vrste, dok to nije bio slucaj
kada je prezivljavanje u pitanju, ali jeste interakcija mtDNK haplotipa i jedarnog genotipa. U ovom
radu su analizirali i varijabilnost u aktivnosti mitohondrijskih ETC kompleksa I, II, III, IV.
Ocekivano, dobili su znaCajnu interakciju mitohondrijskog genotipa i1 jedarne pozadine kod svih
ispitivanih ETC kompleksa sem ETC kompleksa II, koji se sastoji isklju¢ivo iz jedarno kodiranih
subjedinica. Zanimljvo, interakcija mtDNK:nuDNK:pol pokazala je statistiCi znacajan uticaj na
aktivnost ETC kompleksa I i II (Pordevi¢ i sar. 2017), dok je osnovni efekat mtDNK bio statisticki
znacajan jedino u ETC II. Navedena kolekcija radova eksperimentalno je naznacila ulogu polno
specificne selekcije u promovisanju mito-nukleusnih interakcija koje posledi¢no omogucavaju
egzistiranje simpatricke mtDNK varijabilnosti.

1.6.4. Interakcije X vezanih lokusa i mtDNK

Rand i saradnici (2001) su razvili model mito-nukleusnih interakcija gde se jedarni lokusi
nalaze na X hromozomu. Cinj enica, da se dve tre¢ine X hromozoma nalaze u zenkama, odnosno da
se dve tre¢ine kopija X hromozoma segregiraju zajedno sa mitohondrijama, olakSava uslove
neophodne za odrzavanje udruzenog mito-jedarnog polimorfizma. Simulacijama su pokazali da su
uslovi potrebni za odrzavanje intrapopulacionog polimorfizma na mtDNK lokusu koji interaguje sa
haploidnim lokusom na X hromozomu, dosta manje restriktivni nego u sluc¢aju autozoma. Takode,
poredeéi dobijene rezultate sa rezultatima Clark i Lyckegaard (1988), pokazali su da se znatno veéi
udeo mito-jedarne varijabilnosti moze odrzati unutar populacije, kada je re¢ o X vezanim jedarnim
genima. Analizirane mito-jedarne koadaptacije bile su polno specificne, odnosno pokazalo se da
selekcija ne favorizuje iste genotipove u oba pola. Rezultati dobijeni simulacijama su potvrdeni
eksperimentalno, merenjem fitnesa linija D. melanogaster (Rand i sar. 2001).

1.6.5. Interakcije mito-jedarnog genotipa i sredine

Pored dva gore razmatrana mehanizma selekcije (selekcija negativno zavisna od ucestalosti i
polno specificna selekcija), koje mogu odrzavati mito-jedarnu varijabilnost unutar populacija,
predlozen je joS jedan model balansne selekcije, koji podrazumeva interakcije mitohondrijskog 1
mito-jedarnog genotipa sa sredinskim faktorima (Dowling 2007b). Po ovom modelu jedinka
odredenog genotipa u populaciji koja se suocava sa varijabilnim uslovima sredine, imace relativan
fitnes u zavisnosti od sredinskih faktora. Ovi faktori mogu varirati prostorno ili vremenski gde ¢e
suprotne mito-jedarne kombinacije davati prednost u krajevima distribucije variranja sredinskih
uslova. Dok je odavno teorijski postulirano da heterogenost sredine moze biti zasluzna za odrzavanje
jedarnih polimorfizama unutar populacija (Hedrick 1986), gotovo da nema teorijskih radova koji su
se bavili uticajem variranja sredine na odrZzavanje mitohondrijske varijabilnosti.

Sve vec¢i broj eksperimentalnih radova pokazuje ulogu variranja sredinskih uslova u
odrzavanju mito-jedarnih interakcija, ipak gotovo svi radovi analiziraju osobine zivotnih istorija u
linjjama poreklom iz razli¢itih populacija, dok su radovi koji analiziraju linije poreklom iz iste
populacije retki. Ve¢ina ovih radova koncentrisala se na ulogu temperature (Ballard i Whitlock 2004;
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Somero 2002; Blier i Lemieux 2001; Rawson i Burton 2002; Doi i sar. 1999) zbog Cinjenice da su
enzimski kompleksi, kao oni ukljuceni u elektron-transportni lanac u mitohondrijama, veoma osetljivi
na temperaturne promene. Radeéi na interpopulacionim hibridima Tigriopus californicus, Willett i
Burton (2003) su pokazali da je adaptivna vrednost mito-jedarnih kombinacija visoko korelisana sa
temperaturom i svetlosnim rezimom u eksperimentu analize fitnesa. Ovaj nalaz ukazuje da upravo
variranja sredinskih faktora mogu biti zasluzna za odzavanje mito-jedarne varijabilnosti. Harrison i
Burton (2006) su potvrdili ove nalaze izazivajuci de novo mutacije u sekvenci Cyt ¢ gena i testirajuci
efikasnost COX-a kod nekoliko populacija Tigriopus californicus. Ovaj eksperiment je pokazao da
efikasnost ovog enzima zavisi od spoljasnje temperature, tj. pokazalo se da jedinke odredene mito-
jedarne kombinacije preferiraju nizu ili viSu temperaturu na kojoj imaju vecu efikasnost ETC-a.
Autori diskutuju da su dva genoma koevoulirala da fizicke interakcije njihovih produkata budu
najefikasnije u odredenom temperaturnom spektru, i da je to razlog zasto su odredene kombinacije
bolje na odredenim temperaturama (Willett i Burton 2003). Eksperiment na C. maculatus (Dowling i
sar. 2007b) je takode pokazao razlike u fitnesu izmedu kombinacija mito-jedarnih genotipova u
zavisnosti od sredinskih uslova, tacnije temperature. Eksperimentom u kom su pratili duzine razvica,
autori su pokazali da odredeni mito-jedarni genotipovi imaju brze relativno razvice na nizoj, a drugi
na vi$oj temperaturi. lako su autori koristili linije poreklom iz razli¢itih populacija, ove linije su
odrzavane u laboratorijskim uslovima preko pet godina. Nase razumevanje uticaja temperature na
fitnes mito-jedarnih genotipova, prosireno je radovima na istoj model vrsti (Arnqvist i sar. 2010;
Immonen 2020). Autori su pokazali da je epistaza izmedu dva genoma zavisna od sredinskih faktora,
kao 1 da je interakcija sredine sa mito-jedarnim genotipom najzasluznija za odrzavanje
mitohondrijskih polimorfizama u laboratorijskoj populaciji. Eksperiment na D. melanogaster (Camus
i sar. 2020) je proucavao vezu izmedu mtDNK i ishrane i fitnesa. Autori ovde nisu proucavali mito-
jedarne interakcije, ve¢ su analizirali uticaj ishrane 1 mitohondrijskih haplotipova na istoj jedarnoj
pozadini. Eksperiment je pokazao statistiCki znacajnu interakciju mtDNK i sredinskih faktora, u
ovom slucaju nutritivne vrednosti hrane, ¢ime je pokazano da mtDNK haplotipovi moduliraju fitnes
u zavisnosti od rezima ishrane. Drummond i saradnici (2019) su pokazali statisticki znacajnu
interakciju sredine (tip hrane) i kombinacije mtDNK:nuDNK genotipa na dugovecnost kod D.
melanogaster.

Kada su intrapopulacioni eksperimenti u pitanju, grupa autora (Dowling 2007a) je poredeci
fitnes mito-jedarnih genotipova kod D. melanogaster, pokazala da je relativni fitnes intergenomskih
kombinacija genotipova zavisan od sredine u kojoj se ispoljava.

Poznata je i korelisanost ljudskih mtDNK haplotipova 1 geografske Sirine, odnosno klime.
Funkcionalne mutacije mtDNK koje menjaju mitohondrijsku efikasnost vezivanja kiseonika u
procesu proizvodnje ATP-a (engl. mitochondrial coupling efficiency) imale su veliki znacaj za Sirenje
1 adaptaciju ljudskih populacija. Menjajuci preraspodelu troSenja kalorija izmedu stvaranja ATP za
rad 1 stvaranja toplote, selekcija je favorizovala odredene haplotipove u odredenim regionima sveta,
$to je pomoglo naSim precima da osvoje gotovo ¢itavu planetu (Wallace 2010, Mishmar i sar. 2003).
Niz drugih studija je takode pronaSao povezanost ucestalosti mtDNK haplotipova kod razli¢itih vrsta
i sredinskih faktora kao $to su nadmorska visina (Fontanillas i sar. 2005), geografska §irina (Camus 1
sar. 2017) 1 temperaturne kline (Quintela i1 sar. 2014). Prema hipotezi mitohondrijske klimatske
adaptacije (Camus 1 sar. 2017), polimorfizmi koji se akumuliraju u mtDNK haplotipovima poreklom
iz razli¢itih krajeva su posledica selekcije na preovladujuce klimatske uslove. Lajbner 1 saradnici
(2018) su eksperimentalno potvrdili ovu hipotezu, termalnom selekcijom na dve populacije D.
melanogaster, za koje je od ranije bilo poznato da su ucestalosti njthovih mtDNK haplotipova
klinalno rasporedene. ReZimima termalne selekcije oni su zabelezili promene ucestalosti dva
haplotipa u eksperimentalnim populacijama koje odgovaraju ocekivanim ucestalostima prirodnih
populacija iz odgovarajuce termalne kline.
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1.7. Model vrste

Dva model organizma koris¢ena u ovoj disertaciji u ispitivanju adaptivnog znacaja
varijabilnosti mtDNK su Drosophila subobscura Collin (1936), 1 D. obscura Fallen (1823). Obe vrste
pripadaju Sophophora podrodu, u okviru kog predstavljaju nominalne vrste svojih podgrupa.
Simpatricke su vrste u najveéem delu svojih areala, sa originalno palearktickim rasprostranjenjem.
D. subobscura je preneta 1 u juznu Ameriku 70ih godina prosSlog veka, odakle se za kratko vreme
prosirila juznoameri¢kim kontinentom, a odatle i severnoamerickim kontinentom (Ayala i sar. 1989;
Pascual 1 sar. 2007). Iako su zajedno prisutne u kolekcijama Drosophila u ve¢em delu Evrope, ipak
postoje odredene razlike u njihovom rasprostranjenju. Na osnovu pregleda literature moze se
zakljuciti da je areal D. obscura pomeren severnije, odnosno D. subobscura juznije. Takode, zbog
opseznih istrazivanja koja su radena na D. subobscura njen areal je znatno bolje opisan. D.
subobscura se javlja od centralne Skandinavije do severnih delova Afrike. Na zapadu od Portugala
pa sve do Bliskog istoka, pa cak i Irana (Lakovaara i Saura, 1971; Brehm i Krimbas, 1991). D.
subobscura je zabeleZena jo§ isto¢nije u Kazahstanu 1 Uzbekistanu pa ¢ak i1 severozapadnom delu
Kine (Watabe i sar. 1993). D. subobscura se izvorno javlja i na atlanskim ostrvima, kao $to su
Kanarska, Azorska 1 Madeira. U najve¢em delu areala, D. subobscura je brojnija vrsta, sem u
Skandinaviji gde D. obscura preovladava. D. obscura je najucestalija vrsta roda Drosophila u juznoj
Finskoj, a izolovane populacije ove vrste se mogu pronaci duz Norveske obale pa ¢ak i u severnim
delovima Laponije (Lakovaara i Saura 1971). U Velikoj Britaniji ove dve vrste predstavljaju dve
najucestalije vrste roda Drosophila sa sliénim ucestalostima, sa tim da je D. subobscura brojnija
tokom veceg dela godine (Shorrocks 1975; Begon 1978). Na Balkanskom poluostrvu D. subobscura
je dosta brojnija od srodne D. obscura (Stani€ i sar. 2002; Pavkovi¢-Luci€ 1 sar. 2012), sem na viSim
nadmorskim visinama, gde su im brojnosti sline (opservacija kolega sa Odeljenja za genetiku
populacija i ekogenotoksikologiju na osnovu dugogodisnjih terenskih istrazivanja).

Kada su geneticka istrazivanja u pitanju, vrste roda Drosophila su medu zivotinjama
verovatno u samom vrhu najizu¢avanijih vrsta. Mali broj hromozoma koji su dobro opisani, kratko
vreme generacija, veliki broj potomaka, mala veli¢ina 1 jednostavnost odrzavanja samo su neke od
prednosti, zbog kojih su se naucnici jo§ pre vise od 100 godina odabrali vinske musSice kao model
organizme za geneti¢ka istraZzivanja. Otkrice velikih politenih hromozoma u pljuva¢nim zlezdama
larvi samo je doprinelo da se zacementira centralno mesto ovih Zivotnja kao model organizama. Vrste
roda Drosophila intenzivno se koriste 1 u fizioloSkim, citogenetickim, etoloskim, biogeografskim,
genotoksikoloSkim istraZivanjima, pa sa pravom moZzemo re¢i da su jedan od najizuc¢avanijih model
sistema u biologiji. Iz obscura grupe populacionim genetiarima i evolucionim biolozima iz Evrope
omiljena je bas D. subobscura, dok je u Americi to D. pseudoobscura. D. subobscura je Cesto
koris¢en model 1 u ekoloskim istrazivanjima, zbog njene Siroke rasprostranjenosti. Moguénost ove
vrste da osvaja nove predele, i da se prilagodi Sirokom spektru godi$njih klimatskih ciklusa, pokazala
se jako interesantnom i ekolozima.

Od dve vrste koriS¢ene u ovom radu, geneticka varijabilnost prirodnih populacija D.
subobscura je znaCajno vise istrazena. Prirodne populacije D. subobscura se jako dugo izucavaju pa
je njihova geneticka varijabilnost jako dobro opisana na nivou kako fenotipskih tako i hromozomskih
ali 1 molekularnih markera (Krimbas 1993; Pascual 1 sar. 2001; Fragata i sar. 2010; Savi¢ Veselinovi¢
i sar. 2019). U prvim populaciono genetickim istrazivanjima ove vrste, kao marker kori§¢eni su
alozimi (Lakovaara i1 Saura 1971; Loukas i sar. 1979; Pinsker 1 Sperlich 1979). Zatim, istrazivanja
inverzionih polimorfizama, koja su dugi niz godina bila u fokusu populacionih geneticara, (Loukas i
sar. 1979; 1980; Prevosti 1 sar. 1984; 1988), obzirom na brojnost i ucestalost hromozomskih
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rearanzmana, kao i pre svega klinalnu rasprostranjenost njihovih ucestalosti. Nakon toga Zziza
interesovanja je prebacena na varijabilnost mtDNK kod D. subobscura. Prirodne populacije ove vrste
odlikuju se opste prisutnom homogenos¢u varijabilnosti mtDNK sekvence gotovo Sirom areala ove
vrste. Naime, jo§ odavno je poznato prisustvo dva gotovo podjednako ucestala haplotipa nazvana I i
IT i veceg broja izvedenih haplotipova koji se javljaju sporadi¢no (Afonso i sar. 1990; Castro i sar.
1999; Savi¢ Veselinovi¢ i sar. 2019). U celom arealu vrste, sa izuzetkom Kanarskih ostrva, gde je
jedan od endemicnih haplotipova (VIII) dominantan (Pinto i sar. 1997), ova dva haplotipa
preovladavaju sa zajednickom ucestalos¢u od preko 90%. Haplotipovi su definisani analizom duzine
restrikcionih fragmenata (engl. Restriction Fragment Length Polymorphism RFLP). Ova metoda se
sastoji od digestije celog molekula mtDNK sa serijom restriktivnih endonukleaza (Afonso i sar.
1990). Moya i saradnici (1993) su sekvencirali 2300 bp dug region mtDNK dva haplotipa i utvrdili
da je restrikciono mesto enzima Haelll koje razdvaja haplotipove I i II, sinonimna zamena u okviru
ND5 gena. Nasuprot tome sekvenciranje citohroma b (Eri¢ i sar. 2019), nije pokazalo konzistentne
razlike izmedu dva haplotipa. Uocen je jedan dominantan haplotip i1 veliki broj izvedenih, koji su
zabelezeni samo jednom. Sekvenciranjem celokupne mtDNK kod veéeg broja jedinki oba haplotipa
(Kurbalija Novici¢ i sar. 2020), utvrdeno je postojanje jos$ jedne obligatne nukleotidne razlike izmedu
dva najucestalija mtDNK haplotipa. U pitanju nije protein kodiraju¢a sekvenca, ve¢ gen za 12S
rRNK, parazlike u njegovoj sekvenci, uti¢u na sekundarnu strukturu rRNK. Budu¢i da mitohondrijski
kodirana rRNK strukturno mora pristajati kompleksu jedarno kodiranih proteina, da bi ispunjavala
svoju funkciju u sintezi proteina, razlike izmedu dva haplotipa kod ove vrste predstavljaju vise nego
obecavajuc¢i model izucavanja mito-jedarnih koadaptacija. Mutacija u okviru 12S rRNK gena ¢ini se
primarnim mestom na koje deluje odredeni vid balansne selekcije, stoga $to ova sekvenca ¢ini
kompleks mitoribozoma, njena uloga u translaciji mtDNK proteina na kojima pocivaju metabolicki
procesi mitohondrije, mora imati uticaja na fitnes jedinki. Sa druge strane, nije moguce iskljuciti ni
uticaj mutacije u okviru ND5 gena, koja je doduSe sinonimna, ali je poznato da je proteinski product
NDS gena vazan ucesnik mitohondrijskog ETC-a.

Dosadasnja istrazivanja na ovoj vrsti, ukazuju pre svega na kompleksnost mehanizama koji
odrZavaju unutarpopulacionu varijabilnost mtDNK kod D. subobscura, impliciraju¢i ukljucenost
kako adaptivno neutralnih procesa, tako 1 selekcije. Eksperimentalne analize koje su ukljucivale dva
haplotipa pokazala su razli¢ite rezultate. Jedna studija (Garcia-Martinez i sar. 1998) pokazala je da u
laboratorijskim uslovima haplotip II postajao fiksiran u svim populacionim kavezima, nezavisno od
pocetne ucestalosti ova dva haplotipa. Sa druge strane, kada su mtDNK haplotipovi I 1 VIII na
razli¢itim jedarnim pozadinama stavljeni u kompeticiju u populacionim kavezima, uvek je
preovladavao haplotip na sopstvenoj jedarnoj pozadini, impliciraju¢i efekat mito-jedarnih interakcija
(Fos 1 sar. 1990). Nekoliko radova je ispitivalo postojanje neravnoteze vezanosti (engl. Linkage
Disequilibrium, LD) izmedu jedarnih i1 mitohondrijskih lokusa. Castro i1 sar. (1999), pronasli su
neravnoteZzu vezanosti izmedu mtDNK 1 odredenih alozima. Isto tako ispitivanjem neravnoteze
vezanosti izmedu mitohondrijskih haplotipova 1 hromozomskih aranZmana (Oliver i sar. 2002), su
pronasli asocijaciju izmedu haplotipa I 1 inverzije Js kao 1 haplotipa Il 1 inverzije J1, Drugi eksperiment
ove grupe autora (Oliver i sar. 2005), nije pronaSao asocijacije izmedu mitohondrijskih haplotipova i
hromozomskih aranzmana. U ovom radu autori su pokazali i da oba haplotipa opstaju u populacionim
kavezima kada su uslovi neSto manje kompetitivni, suprotno studiji Garcia-Martinez i sar. (1998).
Povezanost mtDNK i1 hromozomske varijabilnosti pokazala je 1 studija (Savi¢ Veselinovi¢ i sar. 2019)
koja je ispitivala prisustvo LD kod osam populacija iz Srbije. Sa druge strane, pri analizi tri populacije
poreklom iz razlicitih kanjona iz Srbije (Jeli¢ 1 sar. 2012a, Jeli¢ 1 sar. 2012b), nije utvrdena
neravnoteza vezanosti izmedu mtDNK i hromozomskih aranzmana.

Eksperimenti analize fitnes komponenti pokazali su dvosmislene rezultate, gde su odredene
fitnes komponente ukazivale na adaptivnu prednost haplotipa I u laboratorijskim uslovima (Castro i
sar. 2003), dok su drugi eksperimenti indikovali adaptivnu prednost haplotipa II u laboratorijskoj
sredini (Christie i sar. 2003). Ovi eksperimenti su ipak merili komponente adaptivne vrednosti dva
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haplotipa na sopstvenim jedarnim pozadinama. Poredenje fitnesa nekoliko mtDNK haplotipova na
uniformnoj jedarnoj pozadini (poreklom iz jednog retkog haplotipa), nije pokazalo razlike u
komponentama adaptivne vrednosti izmedu dva haplotipa (Christie i sar. 2011). Fitnes vrednosti
haplotipova I i II nisu bili znacajno razliciti jedan od drugog, dok su se razliciti retki haplotipovi
pokazali kao znacajno losiji ili bolji u odnosu na dva glavna. Ovakvi rezultati sugeriSu da je za
odrzavanje simpatricke mtDNK varijabilnosti kod ove vrste najveci uticaj ima delovanje selekcije na
mito-jedarne koadaptacije. Testovi neutralnosti kao 1 distribucije ocekivanih i uoc¢enih nukleotidnih
razlika, ukazuju na stohasticke mehanizme, pre svega sezonska uska grla pracena naglim
ekspanzijama populacije, ali i veliku ekspanziju populacija nakon poslednjeg ledenog doba, kao
glavne uzroke za obrazac varijabilnosti mtDNK (Castro 1 sar. 2010; Christi 1 sar. 2010, Eri¢ 1 sar.
2019). Sa druge strane Christie i saradnici (2010) ne iskljucuju ni uticaj selekcije, jer su pokazali da
ucestalosti dva haplotipa u prirodnim populacijama fluktuiraju tokom godine, gde je haplotip I
ucestaliji u prolece, dok je haplotip II brojniji tokom ostatka godine. Ovakve fluktuacije mogu biti
povezane sa promenama u sredinskim uslovima tokom godine.

Gotovo jednake ucestalosti dva glavna haplotipa skoro svuda u prirodi, ipak najvise upucuju
na delovanje nekog oblika balansne selekcije. Kurbalija Novici¢ i saradnici (2015) predlazu NFDS
kao mehanizam zasluzan za odrzavanje ravnoteze ucestalosti dva haplotipa u prirodi. Prvo je
teorijskim simulacijama pokazano da je zabeleZzena dinamika ucestalosti haplotipova I i I u prirodi
u skladu sa mehanizmom NFDS (Arnquist i sar. 2016), da bi ova hipoteza bila i eksperimentalno
potvrdena, par godina kasnije (Kurbalija Novici¢ i sar. 2020). Dejstvo polno specificne selekcije je
analizirano kod D. subobcura (Jeli¢ i sar. 2015), ali je nije bilo moguce analizirati izmedu haplotipova
I'1 I zbog nepotpunosti modela. Prisustvo ovog tipa selekcije ispitivano je i potvrdeno iskljucivo u
poredenju glavnih haplotipova sa retkim D haplotipom. Zbog prisustva dva podjednako ucestala
haplotipa u prirodi, D. subobscura je izvanredan model sistem za proucavanje mehanizama koji
oblikuju i odrzavaju unutarpopulacionu mtDNK varijabilnost (Castro i sar. 2010; Kurbalija Novici¢
i sar. 2015; Jeli¢ 1 sar. 2015; Savi¢ Veselinovi¢ i sar. 2019; Kurbalija Novici€ i sar. 2020).

Geneticka varijabilnost D. obscura je znaajno manje istrazena. Lakovara 1 Saura (1971), prvi
su istrazivali varijabilnost kod Skandinavskih populacija na primeru 33 enzimska lokusa. Analiza
hromozomskog inverzionog polimorfizma, na relativno malom uzorku, je pokazala slican nivo
varijabilnost kao kod D. subobscura (Brehm i Krimbas 1991), ali naknadnih i dugoro¢nijih
istrazivanja varijabilnosti hromozomskih rearanzmana nije bilo.

1.8. Komponente adaptivne vrednosti i njihova procena

Adaptivna vrednost, odnosno fitnes, odredenog genotipa predstavlja ostvareni Zivotni
reproduktivni uspeh tog genotipa (Charlesworth 1994). Posto je ovaj koncept neto adaptivne
vrednosti, tesko proceniti, kako je gotovo nemoguce imati informacije o fekunditetu i fertilitetu tokom
¢itavog zivota (Charlesworth 1 Hughes 2000), istrazivanja se uglavnom svode na analiziranje
komponenti zivotne istorije odnosno fenotipskih osobina koje uticu na prezivljavanje i reprodukciju
organizama. Stoga Cesto govorimo o relativnom fitnesu nekog genotipa u okviru odredene
komponente ili osobine Zivotne istorije. Osobina ili komponenta Zivotne istorije moze se definisati
kao fenotipski karakter Cije povecanje vrednosti uzrokuje povecanje ukupnog fitnesa, dok se sve
druge osobine drze konstantnim (Charlesworth 1 Hughes, 2000). Komponente Zivotne istorije poput
veliCine tela, fekunditeta i vijabiliteta u odredenim zivotnim stadijumima, duzine zivota, procenta
muzjaka, otpornosti na razlicite sredinske stresore kao $to su uslovi suse, visoka i niska temperatutra
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predstavljaju vrlo znacajne fenotipske odrednice fitnesa. Geneticke i evolucione analize ovih
fenotipskih komponenti su klju¢ne za razumevanje adaptacija (Flatt 2020).

Fitnes bi o€ito bio maksimalan ukoliko bi prezivljavanje i reprodukcija bili maksimalni tokom
Citavog zivotnog ciklusa, ali ipak sve osobine zivotne istorije ne mogu biti maksimizovane procesom
prirodne selekcije. Resursi u prirodi su limitirani, same osobine zivotne istorije se medusobno
ogranicavaju (engl. trade-off), a postoje i drugi sredinski ograni¢avajuci faktori kao S§to su npr.
predatori (Fabian i Flatt 2012). Ova evoluciona ograni¢enja su razlog zbog kojeg u prirodi ne postoje
takozvani Darvinovi demoni (Law 1979), organizmi koji bi bili reproduktivno aktivni od rodenja,
proizvodili beskonacan broj potomaka i bili besmrtni. Jedinke ulaganjem u jednu komponentu
smanjuju resurse raspolozive za ulaganje u ostale osobine zivotne istorije (Roff, 2001; Partridge 1 sar.
2005). Ove preraspodele resursa takode mogu biti 1 vremenske, recimo vece ulaganje u juvenilne
osobine zivotne istorije tokom razvica ostavlja manje resursa za neke adultne osobine. Pa tako veca
veli¢ina tela pri izleganju rezultuje smanjenim kasnim fekunditetom (Stearns i sar. 2000). Medusobna
ogranicenja predstavljaju negativne fenotipske, fizioloske ili geneticke korelacije izmedu komponenti
zivotne istorije izmedu jedinki u populaciji. Ako je osnova ovih ograni¢enja geneticka, negativna
korelacija izmedu komponenti ograni¢ava evoluciju osobina o kojima je re¢. Jer iako povecanje
fitnesa u odredenoj komponenti generalno rezultuje povecanjem ukupnog fitnesa, ono ipak rezultuje
smanjenjem fitnesa u drugoj komponenti i1 posledicno ukupnog fitnesa. Studije eksperimentalne
evolucije na D. melanogaster su pokazale da je cena vestacke selekcije za duzi zivotni vek, smanjena
reprodukcija u ranom adultnom stadijumu (Zwaan i sar. 1995a; b; Flatt 2011). Uzrok ovih negativnih
korelacija moze biti slucaj da jedan gen uti¢e na obe uklju¢ene osobine, gde govorimo o alelima sa
antagonistickim plejotropnim dejstvom. Drugi slucaj je kada razliciti, ali vezani lokusi utiu na
ukljucene komponente zivotne istorije, i tada govorimo o neravnotezi vezanosti ovih lokusa. Pored
negativnih korelacija postoje i pozitivne, gde povecanje vrednosti jedne komponente doprinosi
povecanje i u drugoj komponenti. Jedan od primera jeste pozitivna korelacija izmedu duzine razvi¢a
1 veli¢ine tela, ali isto tako ove dve osobine su negativno korelisane sa recimo kasnim fekunditetom
(Fabian 1 Flatt 2012).

Zbog relativno jednostavnog 1 kratkog zivotnog ciklusa koji omogucava dugoro¢ne
eksperimente selekcije, kao 1 jednostavnog odrZzavanja u laboratorijskim uslovima, globalnog
rasprostranjenja, 1 dobro izucene genetike, sekvenciranih genoma (Kim 1 sar. 2021) vrste roda
Drosophila zauzimaju centralno mesto u studijama evolucije Zivotnih osobina (Prasad 1 sar. 2000).
Drosophila predstavljaju holometabolne insekte kod kojih postoji vremenski aspekt podele Zivota na
razli¢ite stadijume (jaje, larva, lutka i adult). Zbog toga se 1 mnoge komponente Zivotne istorije mogu
podeliti po ovom kriterijumu, na preadultne i adultne. NajceSce ispitivane osobine Zivotne istorije
kod Drosophila su: duzina razvi¢a, vijabilnost od jajeta do adulta, fekunditet, duzina razvica,
dugovecnost, velicina krila i tela, otpornost na desikaciju i temperaturni stres (Dowling 1 sar. 2007a;
Kurbalija Novici¢ 1 sar. 2012; Camus 1 sar. 2012; Savi¢ Veselinovi¢ i sar. 2013; Patenkovi€ 1 sar.
2015; Tanaskovi¢ i sar. 2015; Jeli¢ i sar. 2015; Mossman i sar. 2016; Camus i Dowling 2018; Beribaka
i sar. 2021; Eri€ 1 sar. 2022).

Prva ispitivana komponenta fitnesa jeste otpornost na desikaciju ili uslove suSe, koja
predstavlja jedan od najvecih sredinskih stresora sa kojim se vrste sre¢u u prirodnom staniStu. Danas,
kada je globalno zagrevanje u fokusu istrazivanja viSe nego ikad, otpornost jedinki da se odupru
ekstremno suSnim uslovima, predstavlja zna¢ajnu komponentu adaptivne vrednosti. Parametar koji
se meri je vreme u satima koje su jedinke sposobne da prezive u suSnim uslovima bez hrane i vode.
Iako se otpornost na desikaciju i druge stresove ne mogu smatrati kao osobine Zivotne istorije u uskom
smislu, one ipak znacajno doprinose prezivljavanju jedinki (Flatt 2020). Balans vode u organizmu je
jako bitan za prezivljavanje, ovipoziciju 1 stopu razvoja kod insekata (Clark 1 Doane 1983), pa je
otpornost na desikaciju jedna od standardno ispitivanih komponenti Zivotne istorije u studijama
adaptacija kod Drosophila. Poznato je da kod Drosophila nivo otpornosti na desikacioni stres varira
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izmedu i unutar populacija (Hoffmann i sar. 2001), i da postoji geneticka varijabilnost za toleranciju
desikacionog stresa (Parsons 1970; 1980; Da Lage 1 sar. 1990; Gibbs i sar. 1997; Kang i sar. 2016).
Ovo variranje je Stavise klinalno (Karan i sar. 1998). Ovi nalazi ukazuju da je ova komponenta zivotne
istorije pod selekcionim pritiskom, Sto je €ini idealnom za ispitivanje u okviru ove teze. Istrazivanja
su pokazala da je otpornost na desikaciju visoko korelisana sa dugovecnoscu ali i drugim osobinama
otpornosti na stres kao Sto je gladovanje ili visoka temperatura (Service 1 sar. 1985; Service 1987;
Hoffmann i Parsons 1993; Rose i sar. 1992; Graves i sar. 1992; Hoffmann i Harshman 1999). Smatra
se da je otpornost na desikaciju povezana sa sadrzajem lipida 1 glikogena, ¢ime je posledi¢no
povezana sa kompromisom izmedu reprodukcije i prezivljavanja (Prasad i Joshi 2003). Procenjuje se
da je desikacija znacajan uzrok smrtnosti u divljim populacijama Drosophila, pa je jedan od razloga
analiziranja ove komponente zivotne istorije u mnogim radovima upravo zelja da se razume uloga
sredinskih stresora u ekoloskoj adaptaciji (Gibbs i sar. 1997; Hoffmann i Harshman 1999; Hoffmann
i sar. 2001). Jedan od razloga zasto je ba$ ova komponenta izabrana bio je i prakti¢ne prirode, posto
eksperiment otpornosti na desikaciju krace traje od gladovanja i dugovecnosti, vaznih komponenti
zivotne istorije sa kojima je u korelaciji.

Slede¢a odabrana komponenta Zivotne istorije jeste duZina razvi¢a i ona predstavlja broj dana
potreban da se od polaganja jaja izlegne odrasla jedinka. Duzina razviéa je posebno vazna
komponenta fitnesa kod vrsta sa preklapaju¢im generacijama (Mukai 1 Yamazaki 1971). Kod vrsta
roda Drosophila smatra se da je brze razvice adaptivna prednost posto u prirodi one polazu jaja u
fermentisano voce, koje predstavlja efemerno staniSte, ograni¢enog trajanja (Clarke 1 sar. 1961;
Partridge i Fowler 1992). Pored toga $to su vocke u kojima se razvijaju jedinke u procesu raspadanja,
one mogu biti pojedene od strane herbivora, pa se smatra da su jedinke sa brzim razvi¢em u prednosti.
Kako zivotni ciklus Drosophila v ve¢em delu areala zavisi od sezone, brze razvi¢e znaci ranije
razmnozavanje i time pruza prednost jedinkama na pocetku sezone u periodu ekspanzije populacije
(Santos 1 sar. 1994; Cole 1954; Lewontin 1965). Ipak, sa druge strane rani fekunditet zenki je
pozitivno korelisan sa veli¢inom tela, dok je veli¢ina tela jako korelisana sa duZinom razvica (Alpatov
1929; Robertson 1960; Partridge 1 Fowler 1993). Veliki broj radova je pokazao da postoji velika
fenotipska varijabilnost kada je duZina razvi¢a i pitanju, i znac¢ajan udeo ove varijabilnosti je zasnovan
na geneti¢kim razlikama (Flatt 2020).

Treca ispitivana komponenta je preZivljavanje, odnosno vijabilitet, i ono predstavlja udeo
jedinki koje prezive od jednog razvojnog stadijuma do drugog. Preadultni vijabilitet, odnosno stopa
prezivljavanja predstavlja jo$ jednu Siroko koriS¢enu komponentu u eksperimentima Zivotne istorije
kod Drosophila 1 smatra se jednom od najznaajnih fitnes komponenti (Mukai 1964). Geneticka
pozadina kao i znacajan uticaj koji interakcije genotipa i sredine imaju na ovu komponentu zivotne
istorije (Dobzansky i1 Spassky 1944) dobro su poznati ve¢ decenijama. Novija istrazivanja su pokazala
latitudinalnu 1 altitudinalnu klinalnu rasprostranjenost varijabilnosti za ovu osobinu (Folguera i sar,
2008). Razlicite studije korelacija izmedu preadultnog vijabiliteta 1 drugih komponenti Zivotne
istorije pokazale su dosta razliCite rezultate. Neke studije su pokazale negativnu korelisanost izmedu
duZzine razvica i vijabilnosti (Sang 1962; Mukai 1 Yamazaki 1971; Durmaz i sar. 2019), dok neke
studije nisu pronasle povezanost izmedu ove dve komponente (Chippindale i sar. 1994; Santos i sar.
1994; Zwaan 1 sar. 1995a; Buck 1 sar. 2000). Analiza fenotipskih efekata specificnih mutacija
pokazala je efekat ovih mutacija na nekoliko komponenti Zivotne istorije izmedu ostalih 1 veli¢inu
tela 1 vijabilnost od jajeta do adulta (Durmaz i sar. 2019). U ovoj tezi je mereno prezivljavanje od
jajeta do lutke (Egg to Pupa EtP), kao i prezivljavanje od lutke do adulta (Pupa to Adult PtA). Ipak,
najvaznija stavka ovog eksperimenta jeste prezivljavanje celokupnog razvica, odnosno od jajeta do
adulta (Egg fo Adult EtA).

Poslednja analizirana osobina jeste procenat muzjaka, medu svim izleglim adultima. Zbog
jednake verovatnoée kojom muZzjaci prenose potomstvu X i Y hromozom, pretpostavlja se da je
normalan odnos polova 1:1 i kod ove komponente se meri odstupanje od ovog odnosa. Ova

18



komponenta omogucava analiziranje polno specificnog efekta vijabilnosti, odnosno juvenilnog
fitnesa kod model vrsta. Kako jedinke istog genotipa mogu ostvariti razli¢it fitnes u zavisnosti od
pola, ova komponenta je jako bitna za ovu tezu u kontekstu interakcija izmedu genotipa i pola u cilju
ispitivanja uticaja polno specificne selekcije na odrzavanja mtDNK varijabilnosti. Odnos polova
takode predstavlja standardnu komponentu koriS¢enu u analizama zivotne istorije kod Drosophila
(Santos 1 sar. 1994; van ‘t Land 1 sar. 1999; Flatt i Kawecki 2007; Bono 1 Markow 2009; Jeli¢ 1 sar.
2015; Le Bourg 2021).

1.9. Mikroorganizmi od znacaja u analizi osobina Zivotne istorije Drosophila i
mtDNK varijabilnosti

Kod mnogih vrsta artropoda karakteristi¢ne su infekcije unutarcelijskim mikroorganizmima.
Priroda odnosa ovih mikroorganizama i arthropoda obuhvata Sirok spektar interakcija od parazitizma
do mutualisticke simbioze. Bakterije iz roda Wolbachia, Spiroplasma Rickettsia, gljive iz roda
Microsporidia, 1 odredeni virusi su od posebnog znacaja za ovu tezu jer se karakteriSu infektivnim
nasledivanjem i spektrom efekata na inficirane individue.

Svakako najznacajniji unutarcelijski simbionti kod Drosophila predstavljaju vrste roda
Wolbachia. Ove intracelularne bakterije inficiraju prevashodno reproduktivna tkiva, uglavnom
artropoda, uklju€ujuci ¢ak do 70% svih vrsta insekata (Kozek i Rao 2007). Bakterije roda Wolbachia
smatraju se najces¢im reproduktivnim endosimbiontom u biosferi, i poSto se prenose citoplazmom
jajnih Celija na potomstvo, razvile su mnogobrojne mehanizme manipulacije reprodukcije svojih
domacina (Werren 1997). Wolbachia sa domacinom moze imati Sirok spektar ekoloskih odnosa, od
mutualizma do parazitizma. Za ovaj rad najznacajniji je efekat Wolbachia na reproduktivnu biologiju,
tacnije izazivanje citoplazmatske inkompatibilnosti (Breeuwer 1 sar. 1992; Hoffmann 1 Turelli 1995;
Poinsot 1 sar. 2003), koja predstavlja smanjeni vijabilitet jaja poreklom od nezaraZene zenke,
oplodenih spermom zaraZenog muzjaka, ili ¢ak izmedu jedinki zaraZenih razliitim sojevima ove
bakterije. Izuzev direktnog efekta citoplazmatske inkompatibilnosti, za ovaj rad znacajan je jos jedan
fenomen povezan sa infekcijom ovim endosimbiontom. Naime, kako se infekcija ovom bakterijom
najcesce nasleduje preko majke, kao 1 mitohondrije, ocekuje se da se mtDNK varijante inficiranih
zenki proSire kroz populaciju, procesom analognim genetickom prevozenju, poSto je poznato da
Wolbachia mehanizmom citoplazmatske inkompatibilnosti menja reprodukciju zaraZenih jedinki
kako bi maksimizovala svoju reprodukciju (Dean 1 sar. 2003). Pored toga bakterije roda Wolbachia
se povezuju sa pojavom partenogeneze (Stouthamer i sar. 1993), feminizacijom muzjaka (Rousset i
sar. 1992; Hiroki 1 sar. 2002) kao 1 smanjenim prezivljavanjem muZzjaka (Jiggins i sar. 2001). Poznati
su mnogi efekti koje ove bakterije mogu imati na fitnes kod Drosophila, izmedu ostalog, odredeni
sojevi Wolbachia skra¢uju (Kyung-Tai i Seymour 1997) ili produzuju (Fry i Rand 2002) Zivotni vek
svojih domacina, uticu na duzinu razviéa (Bakula 1969), vradaju fertilitet sterilnim Zenkama
supresijom Sex-lethal fenotipa (Starr 1 Cline 2002) ili smanjuju otpornost svojih domacina na olovo
(Wang i sar. 2012). Dokumentovana je i otpornost na razli¢ite RNK viruse izazvana prisustvom ovih
endosimbionata kod Drosophila (Hedges 1 sar. 2008; Teixeira 1 sar. 2008).

Pored Wolbachia poznato je da se 1 bakterije iz roda Spiroplasma mogu na¢i kao
endosimbionti kod Drosophila, gde je takode ustanovljeno da mogu izazivati smrtnost muzjaka u
toku embriogeneze (Montenegro i sar. 2005). Bakterije iz roda Rickettsia, inace jako srodne rodu
Wolbachia, su povezane sa citoplazmatskom inkompatibilno$¢u kod razli€itih insekatskih vrsta (Yen
i Barr 1971; Hsiao i Hsiao 1985). Sli¢no, jednocelijske gljive iz roda Microsporidia koje takode
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predstavljaju vertikalno prenosive endoparazite velikog broja zglavkara, mogu da izazovu smrtnost
(Terry 1 sar. 2004) muskih embriona domac¢ina kao i1 njihovu feminizaciju (Terry i1 sar. 1998).
Endoparaziti iz roda Microsporidia mogu povecati smrtnost u pupalnom stadijumu Drosophila, za
preko 70%, smanjiti fekunditet, ovipoziciju i duzinu Zivota, kao 1 izazvati odstupanje od oc¢ekivanog
odnosa polova u korist zenki, jednim od prethodno navedenih mehanizama (Futerman 2005, Biganski
2021).

Analiza statusa inficiranosti majcinski prenosivim endosimbiontima, znacajna je za ovu tezu.
Kako ovi mikroorganizmi, prvenstveno Wolbachia, imaju uniparentalno nasledivanje, identi¢no sa
mitohondrijama, u inficiranim populacijama varijabilnost mtDNK je pod uticajem prirodne selekcije
koja deluje na simbionte (Hurst 1 Jiggins 2005). Ovi mikroorganizmi mogu smanjiti diverzitet
mtDNK i pomeriti distribuciju u€estalosti alela u korist retkih varijanti (Maynard-Smith i Haigh 1974;
Tajima 1989a), Sto se u potpunosti poklapa sa obrascima varijabilnosti uzrokovanih odredenim
demografskim procesima (uska grla pracena populacionim ekspanzijama). Pozitivna selekcija na
simbionta imace identiCan pecat kao i1 pozitivna selekcija na same mtDNK varijante, pa je stoga jako
bitno iskljuciti uticaj ovih mikroorganizama pre donosSenja zakljucaka o selektivnoj neutralnosti i
demografskoj istoriji populacija.

Za neke vrste Drosophila je pored vertikalno prenosivih mikroorganizama, karakteristi¢no
postojanje vertikalno prenosivog virusa (Longdon 1 sar. 2012). Sigma virus specifican za D. obscura
(DObsSV), odavno je poznat nauci. Ova grupa rabdovirusa je Cesta kod odredenih vrsta roda
Drosophila. Karakteristi¢no je da se vertikalno prenose preko oba roditelja, uz to da je stopa infekcije
preko muzjaka znatno niza. Muzjak zarazen od strane oca, ne moZze preneti virus na svoje potomstvo
(Brun i Plus 1980). Poznato je da izlaganje inficiranih jedinki CO> anesteziji izaziva paralizu ili smrt
(Longdon 2011). Kada je re¢ o D. subobscura, sigma virus karakteristian za ovu vrstu nije poznat
nauci. Kod ove vrste do sada nije zabelezZen fenotip karakteristi¢an za njegovo prisustvo.

Kako je eksperimentalni deo ove teze ukljucivao i seriju eksperimenata analize fitnesa, od
velikog je znacaja za ovaj eksperimentalni deo bilo iskljuciti sve moguce faktore koji bi na bilo koji
nacin mogli da uticu na prezivljavanje jedinki koje ucestvuju u eksperimentima analize komponenti
Zivotne istorije, pa 1 infekciju ovim virusom. Takode, kako se ispitivala mtDNK varijabilnost D.
obscura bitno je bilo iskljuciti efekat koji bi mikroorganizmi sa infektivnim nasledivanjem mogli da
imaju.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

U okviru ove doktorske disertacije ispituje se postojanje adaptivnih razlika izmedu nosilaca
simpatrickih mtDNK haplotipova. Pored toga ova teza nastoji da razgraniCi uticaje selektivnih
mehanizama koji odrzavaju unutarpopulacionu varijabilnost mtDNK. Model organizmi su dve vrste
vinske musice Drosophila subobscura i D. obscura. Odredeni ciljevi su bili isti kod obe model vrste,
dok su drugi bili specifi¢ni za datu model vrstu u zavisnosti od karakteristika kao 1 prethodne
opisanosti mtDNK varijabilnosti.

Kod model vrste D. subobscura ciljevi su bili sledeci:
e utvrdivanje postojanja adaptivnih razlika izmedu nosilaca dva najucestalija mtDNK haplotipa

e utvrdivanje adaptivnog znacaja mtDNK variranja koje ne podrazumeva razlike izmedu dva
glavna haplotipa, ve¢ je specifi¢no za svaku od jedanaest replikovanih eksperimentalnih grupa

e ispitivanje postojanja mito-jedarnih interakcija, odnosno diferencijalnog fitnesa nosilaca
razli¢itth mtDNK haplotipa u zavisnosti od jedarne pozadine

e ispitivanje prisustva interakcija pola i genotipa, odnosno ispitivanje uticaja polno specifi¢ne
selekcije na odrzavanje mtDNK varijabilnosti

e utvdivanje signala karakteristicnog za hipotezu materinske kletve

e ispitivanje prisustva interakcija sredinskih faktora (temperature i duzine dana) i genotipa,
odnosno ispitivanje uticaja selekcije zavisne od sredinskih uslova na odrZzavanje mtDNK
varijabilnosti

Kod model vrste D. obscura ciljevi su bili sledeci:

e opisivanje geneticke varijabilnosti Cyr b gena 1 odredivanje osnovnih parametara
molekularnog diverziteta

e odredivanje filogeografske strukture, demografske istorije i prostorne distribucije geneticke
varijabilnosti vrste D. obscura

e utvrdivanje postojanja adaptivnih razlika izmedu nosilaca odabranih mtDNK haplotipova u
eksperimentalnim uslovima
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e utvrdivanje da li geneticka udaljenost (broj nukleotidnih razlika izmedu nosilaca razlic¢itih
haplotipova) kao 1 tip razlika (sinonimne i nesinonimne) uti¢e na razlike u ostvarenoj
adaptivnoj vrednosti

® ispitivanje postojanja mito-jedarnih interakcija, odnosno diferencijalnog fitnesa nosilaca
mtDNK haplotipa u zavisnosti od jedarne pozadine

e ispitivanje prisustva interakcija pola i genotipa odnosno ispitivanje uticaja polno specificne
selekcije na odrzavanje mtDNK varijabilnosti

e utvdivanje signala karakteristicnog za hipotezu materinske kletve

® ispitivanje prisustva interakcija sredinskih faktora (temperature i duzine dana) i genotipa,
odnosno ispitivanje uticaja selekcije zavisne od sredinskih uslova na odrzavanje mtDNK
varijabilnosti

Eksperimenti analize Zivotnih istorija kod dve model vrste kod kojih je analizirana simpatricka
varijabilnost u razli¢itim mtDNK genima, omogucavaju uvid u adaptivne razlike na dva razlicita
stupnja funkcionalne povezanosti mitohondrijskog i jedarnog genoma. Kod D. subobscura, na nivou
interakcije izmedu rRNK i ribozomalnih proteina, a kod D. obscura na nivou elektron-transportnog
kompleksa III, ¢iji je Cyt b deo. Haplotipovi su odredeni analizama koje ne pokrivaju sekvencu
mitohondrijskog genoma u potpunosti. U slu€aju D. subobscura, to je RFLP mtDNK molekula 1
sekvenca Cyt b gena, a u slucaju D. obscura samo sekvenca Cyt b gena. Stoga potencijalni efekti koji
se mogu uociti, ne moraju biti ogranic¢eni na funkcionalnu povezanost koja je ciljana. Takode, zbog
zabeleZenih razlicitih obrazaca varijabilnosti kod dve model vrste kao i dostupnosti eksperimentalnih
linija (EL), iako su ispitivane iste komponente Zivotnih istorija, eksperimenti su postavljeni nesto
drugacije. Kod D. subobscura, specifi¢nost je §to su u okviru jedanaest kvarteta poredena dva
najucestalija mtDNK haplotipa. Budu¢i da su isti haplotipovi poreklom iz razli€itih iso-female linija
(IFL), gotovo sigurno da neki od njih poseduju i dodatne razlike, kako u mtDNK sekvenci tako i u
jedarnoj pozadini. Ovakve bioloske replike ne samo da omogucéavaju donoSenje Cvrstih zakljucaka
vezanih za klju¢ne nukleotidne razlike dva glavna haplotipa, ve¢ dodatno ispituju 1 efekat neutvrdenih
genetickih razlika na adaptivnu vrednost. Sa druge strane, specifi¢nost eksperimentalne postavke kod
D. obscura je to §to je zbog veée mtDNK varijabilnosti koja je pokazana, moguce porediti vise
haplotipova razli¢ite udaljenosti i1 tipa nukleotidnih razlika u okviru razli¢itih eksperimentalnih
blokova. Svi eksperimenti su sprovedeni na dve eksperimentalne temperature, kako bi se ispitao uticaj
temperature na fitnes genotipa. Takode, zbog ¢injenice da model vrste zauzimaju razlicite ekoloske
niSe, 1 imaju donekle razli¢ito geografsko rasprostranjenje, u eksperimentima su koriS¢ene razlicite
temperature za dve model vrste.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Uzorkovanje jedinki iz prirode

3.1.1. Uzorkovanje Drosophila subobscura

Jedinke D. subobscura suuzorkovane u junu 2015. godine u podnozju Stare Planine u isto¢noj
Srbiji. Jedinke su hvatane zamkama sa fermentisanim vo¢em, kvascem 1 pivom na dva lokaliteta
udaljena oko 3 kilometra: Stara Kalna (SK) i Gabrovnica (G). Formirano je 30 IFL iz SK populacije
149 IFL iz G populacije. Ove linije D. subobscura su ranije genotipizirane RFLP metodom celokupne
mitohondrijske DNK, kojom se odreduje mitohondrijski haplotip kod ove vrste. Tom prilikom je
izabrano 41 linija (20 linija iz SK 1 21 iz G populacije) kod kojih je pored RFLP metode sekvenciran
i analiziran Cyt b gen, a rezultati su publikovani u Eri¢ i saradnici (2019).

3.1.2. Uzorkovanje Drosophila obscura

Uzorci D. obscura koris¢eni za geneticke analize 1 uspostavljanje IFL sakupljani su u periodu
od 2015. do 2019. godine. Uzorci iz Srbije su skupljani na nekoliko planinskih lokaliteta izmedu
2015. i 2017. godine. Cetiri planine na kojima je uzorkovana D. obscura su: Go¢ (SG), Tara (ST),
Stara Planina (SS), 1 Maljen (SM). Na svakoj planini postojala su dva lokaliteta na kojima su se
postavljali trapovi, izuzev Maljena, koji je imao samo jedan lokalitet. Od uhvacenih jedinki iz
populacije sa Goca formirano je 24 IFL, sa Tare 34 IFL, sa Stare Planine 20 IFL dok su od jedinki sa
Maljena formirane dve IFL D. obscura. F1 potomstvo ovih IFL je genotipizirano analizom sekvence
Cyt b gena, kao $to je prethodno uradeno za D. subobscura, i od njih su kasnije formirane
eksperimentalne linije (EL). Pored uzoraka iz Srbije, u genotipizaciju D. obscura su uklju€eni i uzorci
iz tri evropske populacije: Finska (FA), Nemacka (GF) i Skotska (SC), da bi se ispitala geneti¢ka
varijabilnost jedinki veceg dela areala ove vrste. Posto su jedinke ovih populacija ¢uvane u alkoholu,
DNK je direktno ekstrakovana iz njih, i one nisu ucestvovale u pravljenju eksperimentalnih linija.
Podaci o broju uzoraka, lokacijama i vremenu uzorkovanja predstavljeni su u tabeli M1, dok je karta
sa lokalitetima uzorkovanja predstavljena na slici M1.
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Tabela M1. Detalji uzorkovanja prirodnih populacija obe vrste. Podaci za D. obscura su objavljeni u Eri¢ 2022a,

modifikovano, a podaci za D. subobscura u Eri¢ i sar. 2019.

Vrsta Drzava/ Lokalitet Oznaka Koordinate Godina Broj
Populacij lokaliteta uzorkovanja muZjaka/Zenki
a
D. Srbija Stara Planina/ G 43°26°54,07'N 2015 49 Zenki
subobscura Gabrovnica 22°25°34,93"E
D. Srbija Stara Planina/ SK 43°25'5,78'N 2015 30 zenki
subobscura Stara Kalna 22°25°42,74"E
D.obscura Srbija Go¢ SG 43°33729,10"N 2015 24 7enke
20°45°17,40'E
43°32°54,00"N
20°47°11,30"E
D.obscura Srbija Tara ST 43°56°58,09"N 2016 34 zenke
19°21°27,18"E
43°55'04,37'N
19°25°13,19"E
D.obscura Srbija Stara Planina SS 43°22°27,34"N 2016 20 Zenke
22°37°02,28'E
43°20°12,76'N
22°41°42,99'E
D.obscura Srbija Maljen MS 44°06°18,31"N 2017 2 zenke
19°58°56,55"E
D.obscura Finska Akaa FA 61°08'58,69"N 2018 30 muzjaka/ 6
23°31"26,33"E zenki
D.obscura Nemacka Fohrberg GF 48°13°04,43"N 2015 17 muzjaka/4
07°49°09,10"E zenke
D.obscura Skotska, Edinburg SC 55°55723,13"N | 2017-2019 35 muzjaka/ 13
UK 03°10°24,02"W zenki
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Slika M1. Karta sa lokalitetima na kojima su uzorkovane jedinke D. subobscura (plavo) i D. obscura (crveno)
koris¢ene u izradi ove disertacije. U donjem desnom uglu je uveli¢ana karta Srbije, posto je vise uzorkovanih lokacija
prisutno u neposrednoj blizini. Preuzeto sa Google mapa 2021.
[https://www.google.com/maps/@51.0375553.24.7087047.4037510m/data=!3m1!1e3!5m1!1e4], June 8. 2021.
Objavljeno u (Eri¢ i sar. 2022a), modifikovano.

3.2. Sakupljanje uzoraka i formiranje iso-female linija

Musice su sakupljane u kasne popodnevne sate, koriS¢éenjem zamki sa fermentisanim vocem,
kvascem i pivom, upotrebom entomoloskih mrezica. Gravidne zenke uhvacene u prirodi izdvajene su
u pojedinacne flakone sa standardnim kukuruznim supstratom da polazu jaja u cilju formiranja IFL.

Po formiranju, IFL su odrzavane na standardnom supstratu od kukuruznog griza tokom
nekoliko generacija. Standardni supstrat se sastoji od 7,88% kukuruznog griza, 7,12% Secera, 0,76%
kvasca, 0,52% agara sa dodatkom alkoholnog rastvora metil-4-hidroksibenzoata (Nipagin®), kao
fungicidom. Flakoni sa formiranim IFL c¢uvani su u kontrolisanim, laboratorijskim uslovima
optimalnim za vrste D. subobscura i D. obscura. Temperatura je podesena na 19°C £ 0,5°C, dok se
relativna vlaznost vazduha kretala oko 60%. Intenzitet svetlosti u komori u kojoj su IFL odrzavane
iznosio je 300 lux-a, a svetlosni rezim je podesen na 12h svetlost/ 12h mrak.

25



3.3. Analiza Cyt b gena kod D. obscura

Posto je prethodno ve¢ bila izvrSena genotipizacija vrste D. subobscura (Eri¢ 1 sar. 2019), u
okviru ove doktorske teze izvrSena je analiza Cyt b gena samo kod D. obscura. Takode isti gen je
sekvenciran 1 kod laboratorijske linije D. ambigua IFL R42, koja je uzorkovana na planini Rtanj 2014.
godine. Ova vrsta predstavlja najsrodniju vrstu D. obscura, te je pogodna kao outgroup-a analizi
njene varijabilnosti.

3.3.1. Izolacija mtDNK kod D. obscura

Ekstrakcija DNK je radena po protokolu koji su opisali Martinez i saradnici (1992). Ovim
protokolom se dobija visoki udeo mitohondrijske DNK u rastvoru. Kako bismo dobili §to vecu
koli¢inu DNK, izolacija je vrSena zbirno iz veceg broja jedinki iz iste IFL. Ovo je moguce jer je re¢
o mitohondrijskoj DNK koja se nasleduje po majc¢inskoj liniji pa sve jednike iz iste IFL dele istu
mtDNK. Po 10 adulta iz svake IFL homogenizovano je na ledu sa 320ul Rastvora I (10mM Tris-HCI,
5% rastvor saharoze, 60mM NaCl i 10mM EDTA, pH 7,8). Potom se u mikrotube sa uzorcima doda
320p Rastvora II (300mM TRIS-HCIl, 1,25% SDS, 5% rastvor saharoze, 10mM EDTA, pH 9,0) uz
lagano meSanje. Uzorci se onda ostave u vodenom kupatilu na 65°C da se 30 minuta inkubiraju.
Natrijum dodecil sulfat (SDS) razgraduje membrane i denaturiSe proteine. Uz pomo¢ visoke
temperature 1 jako bazne pH sredine, denaturiSu se DNK molekuli raskidanjem vodoni¢nih veza
izmedu komplementarnih baza. Smesi se potom dodaje 120ul hladnog 3M kalijum acetata (pH 4,8).
Sadrzaj se promeSa do nestanka dva sloja, nakon ¢ega se uzorci hlade 15 minuta na -20°C. Naglo
smanjenje pH vrednosti ali 1 temperature ispravno renaturiS$e DNK male veliine, ali ne 1 dugacke
DNK molekule, odnosno jedarnu DNK koja se reasocira nepravilno na slucajan nacin. Uzorci se
potom centrifugiraju na maksimalnom broju obrtaja u trajanju od 10 minuta, supernatant se prebacuje
u nove tubice, dok se talog odbacuje. Ispravno renaturisani kratki DNK molekuli (mtDNK) se
centrifugiranjem rastvaraju u vodenom rastvoru i ostaju u supernatantnu, dok veliki DNK fragmenti,
koji su se nepravilno povezali formiraju¢i mrezu velike molekulske tezine, nisu rastvorljvi pa padaju
na dno tube 1 formiraju talog zajedno sa kompleksima SDS-proteina. 1zdvojenom supernatantu se
dodaje ista zapremina hladnog izopropanola, i posle inkubacije rastvora na sobnoj temperaturi u
trajanju od 5 minuta, sledi 5 minuta centrifugiranja na maksimalnom broju obrtaja (14650), nakon
Cega se supernatant odstranjuje. Nukleinske kiseline su nerastvorljive u alkoholu pa prilikom
centrifugiranja precipitiraju na dno tube. Talog se potom ispira sa 700ul 70% etanola 1 vorteksuje
nakon ¢ega se centrifugira 5 minuta. Nakon ponovnog odstranjivanja supernatanta, percipitat se susi,
da bi se konac¢no resuspendovao u TE puferu (Tris-HCI 10mM, EDTA 10mM, pH 8,0). Nakon ovoga
sledi drugi korak alkalne lize, u kojem se prvo uzorcima doda Alkalni rastvor (SDS 0,1%, 2N NaOH,
pH 12.5), pa se uzorci posle mesanja inkubiraju 8 minuta na 65°C, u cilju ponovne denaturacije DNK
molekula. Dodavanjem 225ul hladnog 3M natrijum acetata (pH 5,2) i inkubiranjem 15 minuta na -
20°C, ponovo se pravilno renaturiSu mali cirkularni molekuli mtDNK, dok se fragmenti jedarne DNK
nasumicno reasociraju i formiraju nerastvorni agregat. Uzorci se centrifugiraju 5 minuta, nakon ¢ega
se iz tuba sakupljenih na ledu prebacuje supernatant u nove tubice. Supernatantu se nakon toga dodaje
ista zapremina hladnog izopropanola. Uzorci se nakon 5 minuta inkubacije na sobnoj temperaturi
centrifugiraju 5 minuta, da bi im se onda odbacio supernatant. Talog se ponovo ispira sa 70%
etanolom, pa se uzorci vorteksuju i ponovo centrifugiraju. Na kraju se odbacuje supernatant, dok se
precipitat susi 1 konacno rastvara u TE puferu.
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Kada je re¢ o jedinkama iz Srbije, za ekstrakciju DNK koriS¢ena je F1 generacija zenki
uhvacenih u prirodi, uzimajuci 10 jedinki po IFL, kako bi prinos po reakciji bio bolji. Kod jedinki D.
obscura, koje nisu sa teritorije Srbije, izolacija DNK je vrSena direktno iz jedinki koje su uhvacene u
prirodi. PoSto su se ovi uzorci sastojali od pojedinacnih jedinki, tokom ekstrakcije je preskocen drugi
korak alkalne lize kako bi se skupila dovoljna koli¢ina DNK.

3.3.2. Odredivanje koncentracije izolovane DNK

Koncentracija izolovane DNK odredivana je koris¢enjem NanoPhotometer (IMPLEN,
Germany) spektrofotometra merenjem apsorbance rastvora izolovane DNK na 260nm talasne duZine.
Kao negativna kontrola koris¢en je samo TE pufer, u kojem je inae rastvorena izolovana DNK. Udeo
proteina i drugih necisto¢a racunat je merenjem odnosa apsorbanci na 230 1 260nm kao i odnosa na
230 i 280nm. Koris¢enjem ovih podataka pravljena su razblazenja finalne koncentracije od 50 oko
ng/pl za svaki uzorak.

3.3.3. PCR umnoZzavanje Cyt b gena

Kod jedinki D. obscura je lan¢anom reakcijom polimeraze (PCR-om) umnozen 893 bp
dugacak mitohondrijski Citohrom b gen (Cyt b). Za umnozavanje su koriS¢eni prajmeri koriS¢eni u
Gao 1 saradnici (2007). Sekvence prajmera kori§¢enih za umnozavanje gena predstavljeni su u tabeli
M2.

Tabela M2. Prajmeri kori$¢eni za umnozavanje Cyt b gena iz linija D. obscura
Cytb F 5’-TTATG GTTGA TTATT ACGAA-3’
Cytb R 5’- CAAAA CATAT GCTTA TTCAA-3’

PCR umnozavanje izvrSeno je uz pomo¢ MiniAmp Plus Thermal Cycler (Applied Biosystems,
Thermo Fisher Scientific). Zapremine i sastojci PCR reakcije predstavljeni su u tabeli M3. dok su
uslovi PCR protokola prikazani u tabeli M4.

Tabela M3. Sastojci i njihove zapremine kod PCR reakcije umnozavanja Cyt b gena kod D. obscura

H,O (dejonizovana, bez nukleaza 13,04
Qiagen) ul
10xTaq Buffer +(NH4)>SO» 2 ul
dNTP mix (10mM) 0,4 ul
MgCl; (25mM) 1,6 ul
prajmer F (10uM) 1 pul
prajmer R (10uM) 1 ul
Taq DNK polimeraza (5U/ul) 0,16 pl
mtDNK 0,8 ul
Ukupno 20 pl
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Tabela M4. Uslovi PCR reakcije umnozavanja Cyt b gena kod D. obscura

Korak Temperatura Trajanje Broj ciklusa
Inicijalna denaturacija 94°C 180s 1
Denaturacija 94°C 50s

Vezivanje prajmera 51,5°C 60s 35
Sinteza DNK 72°C 60s

Finalna elongacija 72°C 180s 1

3.3.4. Vizualizacija i pre¢iS¢avanje PCR produkata

UspesSnost umnoZzavanja Cyt b gena proveravana je elektroforezom na 1,5% agaroznom gelu
koris¢enjem 1xTBE. Prilikom pravljenja gelova u smesu je dodavan i etidijum bromid u koncentraciji
od 0,1pg/ml, radi vizualizacije DNK. Veli¢ina dobijenih DNK produkata poredena je sa markerom
za duzinu DNK fragmenata 100bp GeneRuler DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, EU). Gelovi
su vizualizovani i slikani pod UV svetlom na Bio-Rad Gel Doc 1000 (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, California, USA). Amplifikati su precis¢eni koris¢enjem QIAquick PCR kit-a za
precis¢avanje DNK (QIAGEN, Hilden, Germany), i resuspendovani u 50ul TE pufera. Nakon toga
koncentracija DNK je merena koriS¢enjem NanoPhotometer (IMPLEN, Germany) spektrofotometra
merenjem apsorbance rastvora PCR produkta na 260nm talasne duZine. Kao negativna kontrola je
koris¢en TE pufer u kojem je resuspedovana preciS¢ena DNK. Udeo proteina i drugih necistoc¢a
racunat je merenjem odnosa apsorbanci na 230 1 260nm kao 1 odnosa na 230 i 280nm. Kori$¢enjem
ovih podataka pravljena su razblazenja finalne koncentracije od oko 50 ng/ul za svaki uzorak.

3.3.5. Sekvenciranje Cyt b gena

Ovako razblaZeni uzorci poslati su na sekvenciranje Cyt b gena (Macrogen inc. Amsterdam,
The Netherlands) koriS¢enjem istih prajmera, koji su upotrebljeni i za PCR umnozavanje.
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3.3.6. Statisticka obrada rezultata sekvenciranja

3.3.6.1. Obrada sekvenci Cyt b gena i definisanje haplotipova

Provera kvaliteta dobijenih sekvenci Cyt b gena izvrSena je pregledanjem hromatogramskih
zapisa 1 svaka sekvenca kod koje nije bilo moguce nedvosmisleno odredivanje svake nukleotidne
pozicije u okviru 893 bp dugog gena, vracana je na resekvenciranje. Inspekcija hromatogramskih
zapisa, proverom vrednosti kvaliteta (quality scores), kao i ru¢no ispravljanje pogresno dodeljenih
baza vrseno je pomoc¢u BioEdit softvera v.7.2.5 (Hall 2011). Nakon toga isti programski paket
kori$¢en je za poravnavanje sekvenci, koriS¢enjem ClustalW algoritma sa standardnim parametrima
(Thompson 1 sar. 1994). KoriS¢enjem DnaSP v6.0 programskog paketa (Librado i Rozas 2009)
definisani su haplotipovi.

3.3.6.2. Odredivanje parametara molekularnog diverziteta D. obscura

Parametri molekularnog diverziteta kao Sto su nukleotidni i1 haplotipski diverzitet, broj
varijabilnih mesta i prosecan broj nukleotidnih razlika racunati su kori§¢enjem DnaSP v.6.0 (Librado
i Rozas 2009) i Arlequin (v.3.5.1.2) (Excoffier i Lischer 2010) programskih paketa. Analiza
molekularne varijanse AMOVA je koriS¢ena u cilju raS¢lanjivanja izvora geneti¢ke varijabilnosti,
kako izmedu tako i unutar &etiri geografska regiona (Srbija, Nemacka, Finska i Skotska). AMOVA
je takode uradena i samo na uzorcima iz Srbije, gde je poredena varijabilnost izmedu i unutar tri
populacije iz Srbije (Go¢, Tara i Stara Planina, poSto populacija sa Maljena ima samo dve uzorkovane
jedinke, te one nisu usle u analizu kao zasebna populacija).

3.3.6.3. Konstruisanje haplotipske mrezZe

Median-joining (MJ) haplotipska mreza (Bandelt i sar. 1999) je izracunata i konstruisana u R
v.4.1.0 (R Core Team 2021) programskoj platformi, koriS¢enjem pegas paketa (Paradis 2010).
Vrednost epsilon parametra je nameStena na nula kako bi dobijena mreza imala minimalan broj
pretpostavljenih medijarnih haplotipova. Za potrebe konstruisanja MJ mreze, kao autgrupa koris¢ena
je Cyt b sekvenca D. ambigua. Finalna mreZa je podeSena tako da su na grafiku prikazane alternativne
veze koje se sastoje samo od pojedinacnih mutacionih koraka.
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3.3.6.4. Testovi neutralnosti

Testovi neutralnosti, implementirani u DnaSP programski paket, su radeni u cilju ispitivanja
selektivne neutralnosti distribucije Cyt b haplotipova. KoriS¢eno je vise razliCitih testova kao $to su
Tadzimin D test (Tajima 1989b), Fuov Fs test (Fu 1997), Fu i Lijev D-F (Fu i Li 1993), kao i Fej i
Vuov H test (Fay i Wu 2000). Svi ovi testovi su kori§¢eni zbog njihove razlic¢ite mo¢i da razlikuju
razlicite vidove selekcije od neutralnih procesa. Ovi testovi, iako su na prvi pogled jako sli¢ni, imaju
razlicite statisticke pristupe, 1 na razlicite nacine porede distribucije alela ili haplotipova, pa neki daju
bolju sliku kod malih ili velikih populacija, kao i donekle jasnije razgrani¢avanje selekcionih od
demografskih procesa u populacijama (Ramos-Onsins i Rozas 2002).

Direkciona selekcija, bilo ona pozitivna ili negativna, smanjuje heterozigotnost i dovodi do
pojave vece ucestalosti retkih varijanti od ocekivane 1 negativnih vrednosti ovih testova, dok balansna
selekcija povecava ucestalosti najzastupljenijih alela u populaciji i daje pozitivne vrednosti ovih
testova. Pozitivne ili negativne vrednosti testova neutralnosti ne moraju nuzno biti posledica
selekcionih pritisaka, ve¢ i razlicitih neutralnih procesa poput uskog grla ili populacione ekspanzije.

Za Fu i Lijev D-F 1 Fej 1 Vuov H test, kao autgrupa ponovo je koris¢ena D. ambigua.
MekDonald Krajtmanov test (McDonald i Kreitman 1991) je koris¢en da uporedi broj sinonimnih i
nesinonimnih mutacija unutar sekvenci D. obscura, kao 1 izmedu D. obscura 1 D. ambigua.

Analiza grafika parova nukleotidnih razlika (engl. pairwise mismatch distribution graphs)
poredi dobijene i pretpostavljene razlike izmedu parova sekvenci sa ciljem utvrdivanja populacione
istorije (Rogers i Harpending 1992). Ova analiza, kao i racunanje parovnih Fg vrednosti izmedu
populacija, uradeni su u Arlequin programskom paketu (v.3.5.1.2) (Excoffier i Lischer 2010).

3.3.6.5. Ispitivanje izolacije distancom primenom Mantelovog testa

Mantelov test (Mantel 1967), implementiran u Arlequin programski paket, je kori§¢en u cilju
otkrivanja izolacije distancom (engl. isolation by distance). Ovaj test poredi Fs vrednosti koje opisuju
geneti¢ku distancu sa prethodno logaritmovanim euklidskim prostornim distancama u kilometrima.
Pored ovog standardnog tipa Mantelovog testa, uraden je 1 Mantelov test koji poredi Fy; vrednosti sa
matricom logaritmovanih koordinata geografske Sirine 1 duZine.

3.3.6.6. Bajesova analiza filogenetskih odnosa

Bajesovo filogenetsko stablo evolucionih odnosa izmedu haplotipova Cyt b gena kod D.
obscura je radeno u okviru BEAST v2.6.2 paketa (Bouckaert i sar. 2019). Kao autgrupe koriS¢ene su
sekvence dve najsrodnije vrste D. ambigua 1 D. tristis (NCBI pristupni broj: EF216284.1).
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Zbog nedostatka podataka o model vrsti, uzeta je stopa supstitucija kod vise izucavane vrste
D. melanogaster pronadena u literaturi (HaagLiautard i sar. 2008). Pod pretpostavkom da D. obscura
ima Cetiri generacije godiSnje u prirodi (Begon 1978), izraunata je stopa molekularnog ¢asovnika od
0,248 mutacija po nukleotidnom mestu na milion godina. Duzina Markovljevih lanaca je podesena
na 10° u program BEAUty 2 u kojem se podes$avaju parametri filogenetske analize za BEAST 2
softver.

Model nukleotidne supstitucije koji najbolje odgovara analiziranim podacima, je odreden u
jModelTest v.2 softveru (Darriba i sar. 2012) koriS¢enjem Akaike kriterijuma (AIC) (Akaike 1973).
Model koji je najvise odgovarao sekvencama D. obscura, jeste Tamura-Nei model sa znacajnim
udelom nepromenljivih mesta (I) i gama distribucijom (G) stope supstitucija (TnR + I+ G), i on je
koriS¢en u Bajesovim analizama.

Markovljev lanac Monte Karlo (MCMC) pretraga je zapoceta od nasumic¢nog stabla, i puStena
daradi 5 x 10% generacija, dok je stablo beleZeno na svakih 1000 generacija. Ovim je dobijeno ukupno
5 x 10° stabala. Kada je 20% iteracija odstranjeno kao ,,Burn-in‘, ostatak uzorka je sumiran sa
pravilom vecine od preko 50%, u konsenzusno stablo sa posteriornim verovatno¢ama za svaku kladu,
koriS¢enjem TreeAnnotator v.2.1.2 (BEAST paket). Stabla su vizualizovana i1 sredena u FigTree
programu (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree). Takozvano meSanje i konvergencija lanaca kao i
stabilizacija verovatnoc¢a i drugih parametarskih vrednosti su proveravani uz pomo¢ kriterijuma
efektivne velicine uzorka (engl. Effective Sampling Size criterion, ESS) gde su vrednosti ESS >200
smatrane prihvatljivim. Ove provere su analizirane u Tracer v.1.7 (Rambaut i sar. 2018) programu iz
BEAST paketa.

U cilju dodatne inferencije demografske istorije populacija, koriS¢en je proSireni Bajesov
grafik horizonta (engl. Extended Bayesian Skyline Plot, EBSP) (Heled i Drummond 2008) takode
implementiran u BEAST 2 paketu. I za ovu metodu je koriS¢ena stopa molekularnog ¢asovnika od
0,248 mutacija po mestu na milion godina. DuZina Markovljevih lanaca je namestena na 10°, sa
zapisivanjem parametara na svakih 3000 iteracija, u BEAUty 2 programu u kojem se podeSavaju
parametri za filogenetske analize u BEAST 2 softveru. ,,Burn-in ““ je podeSen da odbaci 25% uzoraka.
Tracer softver je koriS¢en za proveravanje konvergencije lanaca.

3.4. Testiranje na mikroorganizme koji mogu uticati na obrasce varijabilnosti
mtDNK i adaptivnu vrednost domacina

3.4.1. Testiranje prisustva endosimbionata iz roda Wolbachia

Jedinke D. subobscura koriS¢ene u eksperimentima analize komponenti Zivotne istorije
testirane su na prisustvo roda Wolbachia pre izrade ove teze (Eri¢ 1 sar. 2019) 1 stoga je ovde bilo
neophodno testirati iskljucivo linije D. obscura. Sve IFL D. obscura kao i jedinke ¢uvane u etanolu
poreklom iz Nemacke, Finske i Skotske testirane su na prisustvo endosimbionata roda Wolbachia,
kako bi iskljucili citoplazmatsku inkompatibilnost koju ove bakterije mogu da izazovu (Hoffmann 1
Turelli 1995).

Prisustvo ove proteobakterije je testirano PCR metodom koris¢enjem 16S rDNK prajmera
(O'Neill 1 sar. 1992) iz jedinki F1 generacije IFL, kao 1 iz izolovane DNK uzoraka od kojih nisu
pravljene IFL. Iz svih testiranih uzoraka je prethodno uspesno umnozen fragment Cyt b gena, §to je
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potvrda prisustva DNK odgovarajuéeg kvaliteta za PCR reakciju, kako bi se odbacili lazno negativni
rezultati. Za PCR je koris¢eno 15ul genomske DNK, izdvojene za potrebe ove analize pre finalnog
koraka u ekstrakciji mtDNK. Kao pozitivna kontrola statusa infekcije koriS¢ena je IFL D. tristis sa
Stare Planine, sa poznatim statusom infekcije.

Tabela MS5. Sadrzaj i zapremina PCR reakcije umnozavanja 16S rDNK roda Wolbachia

H>0 (dejonizovana, bez nukleaza

Qiagen) 12,24l
10xTaq Buffer +(NH4)>SO, 2ul
dNTP mix (10mM) 0,4pl
MgCl, (25mM) 2ul
prajmer F (10uM) 0,8ul
prajmer R (10uM) 0,8ul
Taq DNK polimeraza (5U/pl) 0,16ul
mtDNK 1,6pul
Ukupno 20ul

SadrzZaj 1 zapremina PCR reakcije predstavljeni su u tabeli M5, a trajanje, temperatura kao 1
broj ciklusa svakog koraka PCR reakcije predstavljeni su u tabeli M6, dok su tip i sekvence prajmera
koriS¢enih u PCR reakciji testiranja linija na prisustvo proteobakterija iz roda Wolbachia dati u tabeli
M?7. Finalno, uspesnost PCR reakcija, odnosno prisustvo umnozenog gena karakteristi¢nog za rod
Wolbachia, vizualizovano je elektroforezom na 1,5% agaroznom gelu.

Tabela M6. Uslovi PCR reakcije umnozavanja 16S rDNK roda Wolbachia

Korak Temperatura Trajanje Broj ciklusa
Inicijalna denaturacija 94°C 300s 1
Denaturacija 94°C 60s

Vezivanje prajmera 55°C 60s 30
Sinteza DNK 72°C 120s

Finalna elongacija 72°C 300s 1

Tabela M7. Prajmeri (O 'Neill i sar. 1992) kori$¢eni za testiranje prisustva endosimbionata roda Wolbachia u linijama D.
obscura

16S rDNK 5'-TTGTA GCCTG CTATG GTATA ACT-3'
16StDNK | R 5'-GAATA GGTAT GATTT TCATG T-3'

S|
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3.4.2. Sekvenciranje mikrobioma kod D. obscura

U cilju isklju¢ivanja drugih mikroorganizama koji bi materinskim nasledivanjem mogli da
uti¢u kako na obrazac variranja mitohondrijskih haplotipova kod D. obscura, tako i na fitnes vrednosti
linija u eksperimentima zivotne istorije, sprovedeno je sekvenciranje mikrobioma odabranih linija iz
Srbije medu kojima su bile i linije koje su koriS¢ene u ispitivanju osobina zivotne istorije. Dva uzorka
od po deset zdruzenih linija, od kojih svaki predstavlja po jednu od dve glavne haplogrupe (O1 i O2)
poslati su na sekvenciranje u Fisabio (Valencia, Spain), korisS¢enjem MiSeq uredaja i MiSeq reagens
kita (Illumina).

DNK je ekstrahovana prema protokolu koji prethodi mikrobiomnom sekvenciranju kod
Drosophila (Kapun i sar. 2020), iz zdruZenih uzoraka od po 10 odabranih linija iz grupe O1 i 10 iz
grupe O2. Medu izabranim linijama su bile sve linije kori$¢ene u ispitivanju osobina zivotne istorije.
Protokol je podrazumevao pripremu 16S V3-V4 amplikonskih biblioteka i MiSeq sekvenciranje
uparenih krajeva duzine 300 bp. Na ovaj nacin dobijeno je oko 100 000 ridova (engl. reads) po
uzorku. Analiza MiSeq reziltata uradena je u R-u v.4.1.0 (R Core Team 2021), koriste¢i dada2
metodologiju (Callahan 1 sar. 2016). Uz pomo¢ BBDuk softvera (https://jgi.doe.gov/data-and-
tools/software-tools/bbtools/bb-tools-user-guide/)  odstranjene su sekvence prajmera (F:
CCTACGGGNGGCNGCAG, R: GACTACHVGGGTATCTAATCC) koris¢enjem k-mer-a duZine
15 i dozvoljavaju¢i dva nepodudaranja (engl. mismatchs) (Klindworth i sar. 2013). Takode, svi ridovi
kod kojih nisu detektovani prajmeri su odstranjeni iz daljih analiza. Potom su forward ridovi skraceni
na 240 baza, dok su reverse skrac¢eni na 210 baza na osnovu FASTQ ocene kvaliteta. Kontrola
kvaliteta sirovih sekvenci vrSena je koris¢enjem FASTQC alata (Andrews 2010). Svi ridovi koji su
imali o¢ekivanu gresku vecu od 2 za forward i veéu od 4 za reverse su odbaceni. Ocekivana greska

se racuna po formuli ( Zi 101_81 ), gde je Q ocena kvaliteta. Takode, ridovi sa viSesmislenim bazama
(N), kao 1 svi ridovi kra¢i od 50 bp su odbaceni. Potom su parovi sekvenci spojeni koris¢enjem
minimalnog preklapanja od 20 baznih parova bez nepodudaranja. Sve sekvence krace od 400 bp 1
duZe od 428 bp su odbacene. Nakon §to su himerne sekvence odstranjene, ostalo je oko 70% prvobitno
sekvenciranih ridova.

Taksonomska identifikacija do nivoa roda je izvedena koriS¢enjem Silva v.132 baze
(https://www.arb-silva.de/documentation/release-132/) sa RDP naivnim Bajesovim algoritmom za
klasifikaciju (Wang 1 sar. 2007), uz metodu laZznog uzorkovanja sa vracanjem (engl. bootstrap).
KoriS¢ena je k-mer-a duzina 8, 1 100 bootstrap ponavljanja. Minimalni bootstrap interval poverenja
za dodeljivanje taksonomskoj grupi je podeSen na 50.

Kada je druga model vrsta, D. subobscura u pitanju, na linijama kori§¢enim u okviru ove teze
nije sprovedeno sekvenciranje mikrobioma. Prethodni eksperimenti sekvenciranja jedinki ove vrste
sakupljenih u prirodi sa istog lokaliteta, kao ni laboratorijske IFL poreklom sa istog (Kalna) ili drugih
lokaliteta iz Srbije nisu pokazali prisustvo bakterijskih organizama koji bi materinskim nasledivanjem
mogli da uticu na obrazac variranja mitohondrijskih haplotipova (Beribaka i sar. 2020; Beribaka 1 sar.
2021a).
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3.4.3. Testiranje linija na prisustvo sigma virusa specificnog za D. obscura

Svi uzorci D. obscura poreklom iz Srbije su dodatno testirani na prisustvo sigma virusa
specificnog za D. obscura (DObsSV). Deset jedinki iz svake IFL izlozene su CO» gasu na temperaturi
od 12°C u trajanju od 15 minuta, da bi nakon 30 minuta iste jedinke bile pregledane, da li daju znake
zivota ili paralize, po metodi koris¢enoj u (Longdon i sar. 2010).

3.5. Odabir i formiranje eksperimentalnih linija

3.5.1. Odabir linija D. subobscura za analize osobina Zivotne istorije

U skladu sa rezultatima prethodnog opisivanja mtDNK varijabilnosti linijja D. subobscura
(Eri¢ i sar. 2019), plan je bio porediti adaptivne vrednosti isklju¢ivo dva najcesca haplotipa. Kako bi
potvrdili prisustvo mito-jedarnih koadaptacija, dva haplotipa su poredena kako na svojoj tako 1 na
jedarnoj pozadini suprotnog haplotipa. Posto je fokus bio samo na razlikama izmedu haplotipova I i
I1, koji se razlikuju jednom sinonimnom mutacijom u ND5 genu, kao i mutacijom u okviru 12S rRNK,
za eksperimente su odabrane linije koje pored posedovanja restrikcionog obrasca jednog od dva
najucestalija mtDNK haplotipa, takode pripadaju naj¢eS¢em Cyt b haplotipu. Na ovaj nalin,
uzimajuéi u obzir rezoluciju metoda delimi¢no su iskljucene razlike koje se mogu javiti kod retkih,
endemicnih haplotipova, i eksperimenti su usredsredeni na merenje fenotipskih razlika samo izmedu
mitohondrijskih haplotipova I 1 II. Izabrano je 11 linija haplotipa I i svakoj je nasumi¢no dodeljena
po jedna linija haplotipa II.

Povratnim ukr$tanjima od svakog para IFL napravljeno je po Cetiri mito-jedarne linije sa svim
kombinacijama jedarnih pozadina i mitohondrijskih haplotipova (kvartet). Na ovaj na¢in dobijeno je
ukupno 44 eksperimentalne linije (11 kvarteta) vrste Drosophila subobscura, Ciji je fitnes poreden
serijom eksperimenata. Nakon 14 generacija povratnih ukrStanja ove linije su ponovo testirane
analizom duZine restrikcionih fragmenata, kako bi se pre eksperimenata analize fitnes komponenti
iskljuc¢ila moguénost rada na linijama pogreSnog genotipa. GreSke ovog tipa potencijalno mogu

nastati usled greSke u manipulaciji muSicama ili mutacija.

Radi preglednijeg prikaza, i smanjenja mogucénosti greske u povratnim ukrStanjima
haplotipovi I 1 II su preimenovani malim slovima a i ¢, po nomenklaturi nazivanja restrikcionih
obrazaca koji se dobijaju koriS¢enjem Haelll enzima. Jedarne pozadine obelezavane su velikim
slovima 4 1 C 1 pisane u eksponentu radi izbegavanja konfuzije. U okviru svakog od jedanaest
poredenja postojale su &etiri mito-jedarne kombinacije haplotipova: a* a® c* i ¢©. Ovakvim dizajnom
omogucava se poredenje fitnes komponenti kod dva najucestalija mtDNK haplotipa, kako na
sopstvenoj, tako i na jedarnoj pozadini recipro¢nog haplotipa, i to u 11 nezavisnih grupa, ili kvarteta.
Takode, ovakav dizajn omogucava i utvrdivanje efekta svake varijable 1 njihovih interakcija na
adaptivnu vrednost kako u okviru svakog od 11 kvarteta tako 1 sveobuhvatno u celom setu podataka.
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3.5.2. Odabir linija D. obscura za analize osobina Zivotne istorije

Odabrana su Cetiri mesta uzorkovanja (dva sa Tare, po jedan sa Goca i Stare Planine) sa kojih
su od skupljenih jedinki formirane IFL, a haplotipovi u okviru njih se mogu smatrati simpatrickim.
Na osnovu specificnih svojstava haplotipova, iz svakog od Cetiri mesta uzorkovanja izabrane su po
tri specificne IFL. Svih dvanaest odabranih linija bile su deo dva zdruzena uzorka kojima je
sekvenciran mikrobiom. Tako su inicirana Cetiri eksperimentalna bloka (EB), gde su u svakom bloku
haplotipovi simpatricki. Lista poredenih haplotipova u okviru svakog bloka data je u tabeli M8. U
okviru svakog eksperimentalnog bloka, metodom povratnog ukrstanja od tri pocetne linije dobijeno
je devet EL sa svim kombinacijama mitohondrijskih haplotipova i jedarnih pozadina pocetnih linija.
Kod D. obscura je ukupno bilo 36 EL, Cetiri bloka sa po devet linija.

Tabela M8. Cyt b haplotipovi D. obscura kori$¢eni u eksperimentima analize komponenti Zivotne istorije (levo) i njihova
odgovarajuca IFL imena po eksperimentalnom bloku (desno). Objavljeno u Eri¢ i sar. 2022b.

1EB 11 EB III EB IV EB
Populacija ST Populacija ST Populacija SS Populacija SG
(Tara) Lokalitet 1. | (Tara) Lokalitet 2. (Stara Planina) (Go?d)

02 A 09 D 02 L 02
Ol B 02 E 04 M 03
08 C 010 F 03 N 018

U okviru svakog bloka, polazni haplotipovi su birani tako da se obuhvati $to Siri dijapazon
svojstava haplotipova koji bi bili poredeni. U nekim blokovima cilj je bio porediti najcesSce
haplotipove, u drugim one sa razlikama u broju mutacija, a negde razli¢ite sinonimne i nesinonimne
promene. Najces¢i haplotip O2 bio je prisutan u okviru svakog tripleta. U prvom EB su poredena dva
globalno naj¢esc¢a haplotipa O1 i O2 koje deli samo jedna nesinonimna nukleotidna razlika na 828.
mestu, sa haplotipom O8 koji deli ovo mesto sa O1, ali ima jos Sest sinonimnih promena u odnosu na
O1. Linije iz prvog EB poticu sa Tare sa lokaliteta broj 1. U okviru drugog eksperimentalnog bloka
poredene su linije koje takode poticu sa Tare, ali sa lokaliteta broj 2. Ovde su, pored u svim EB
standardnog 02, izabrana dva haplotipa O9 1 O10, koja su izvedena iz O2 i od njega se razlikuju za
po jednu nesinonimnu mutaciju. U treCem EB, O2 je poreden sa dva haplotipa (O3 i O4) izvedena iz
haplotipa O1, koji pored nesinonimne zamene na 828. poziciji (koja razdvaja dve grupe haplotipova
011 02), imaju po dve nezavisne tihe mutacije. Tre¢i eksperimentalni blok nastao je od IFL sa Stare
Planine. U ¢etvrtom EB poredimo O2 sa O3 haplotipom kao i u prethodnom EB, i sa O18 koji je iz
njega izveden, s tim da ove linije poti¢u sa Goca. Linije u okviru svakog eksperimentalnog bloka su
preimenovane u odnosu na haplotipove koje poseduju, kako bi se izbegla zabuna, budu¢i da se neki
haplotipovi javljaju u viSe blokova. Nova imena eksperimentalnih linija, kao njithove medusobne
razlike su prikazane na slici M2.
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Slika M2. Haplotipovi A, BiCizEBL;D,EiFizEBII; L, MiN iz EBIII; O, P i Q iz EB IV; Identi¢ni haplotipovi su
obojeni istom bojom. S- sinonimna mutacija; N-nesinonimna mutacija; 828 A>G — specifi¢na nesinonimna zamena koja
razdvaja dve grupe haplotipova. Objavljeno u Eri¢ i sar. 2022b.

Eksperimentalne linije koriS¢ene su za poredenja razlika u fitnesu izmedu razliitih
kombinacija mitohondrijskih haplotipova 1 jedarnih pozadina, kod oba pola u dva velika
eksperimenta, u kojima je obuhvacen veci broj fitnes komponenti. Svi eksperimenti sprovedeni su na
dve eksperimentalne temperature, sa ciljem da se razgrani¢i efekat faktora i njihovih interakcija na
fitnes. U okviru svakog eksperimentalnog bloka postojala su tri parovna poredenja kombinacija
haplotipova 1 jedarnih genoma (primer parovnog poredenja bi bio: AA, AB, BA i BB ili npr. AA,
AC, CA, CC). Takode su postojala poredenja celih eksperimentalnih blokova gde je svih 9 linija u
okviru bloka poredeno zajedno (AA, AB, AC, BA, BB, BC, CA, CB, CC). Nakon 14 generacija
eksperimentalne linije D. obscura su ponovo sekvencirane da bi se proverilo da svaka od 36
eksperimentalnih linija ima Zeljeni Cyt b haplotip.

3.5.3. Formiranje eksperimentalnih linija

Kod D. subobscura, od ranije je poznato da se tek izleZene jedinke nece pariti prva 24h po
izleganju ako su u potpunom mraku (Andelkovi¢ i Marinkovi¢ 1983; Krimbas 1993). Usled
nedostataka radova na temu reproduktivne biologije D. obscura, koristec¢i se poznatim informacijama
o vrsti D. subobscura, isprobana je metoda sakupljanja nevinih Zenki, koris¢ena kod D. subobscura,
1 pratilo se da li ¢e ostaviti potomstvo. U ovom pilot eksperimentu zakljuc¢eno je da se jedinke D.
obscura kao 1 D. subobscura nece pariti tokom prva 24 ¢asa po izleganju ako su u potpunom mraku.
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Tokom pilot eksperimenta ni jedna Zenka koja je bila u uslovima apsolutnog mraka tokom 24 sata od
izleganja (i potencijalno u prisustvu jedinki suprotnog pola) nije nakon toga polagala oplodena jaja.
Tako da je za obe model vrste, svakoj generaciji tokom serije povratnih ukrstanja, koja su prethodila
eksperimentima komponenti zivotne istorije, flakoni sa jedinkama u stadijumu lutke drzani su u
mraku. Svakog jutra iz ovih eksperimentalnih linija eterizovanjem izlezenih jedinki razdvajani su
polovi. Za svaku generaciju povratnih ukrstanja sparivano je 10 zenki odredenog mitohondrijskog
haplotipa, sa 20 muzjaka specifi¢ne jedarne pozadine.

Kako se mitohondrije nasleduju samo preko majke, a jedarni genom od oba roditelja, Zenke
specificnog mitohondrijskog haplotipa sparivane su sa muzjacima Zeljene jedarne pozadine.
Ukrstajuci zenke 1z odabranih eksperimentalnih linija tokom minimuma od 14 uzastopnih generacija
sa muzjacima jedne iste IFL, zadrzan je mitohondrijski haplotip koji je imala Zenka, dok je njena
jedarna pozadina postepeno menjana pozadinom muzjaka tokom 14 generacija. Nakon takvog
postupka bi udeo izvornog jedarnog genoma Zenke bio oko 0,006%. Dizajn povratnih ukrsStanja
kojima su konstruisane eksperimentalne linije D. subobscura dat je na slici M3, dok je dizajn
povratnih ukrstanja kod D. obscura prikazan na slici M4.
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Slika M3. Sema povratnih ukritanja kod D. subobscura.
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Slika M4. Sema povratnih ukritanja kod D. obscura. Objavljeno u Erié i sar. 2022b.

3.6. Analize osobina Zivotne istorije

Eksperimentalne temperature su kod obe vrste birane tako da jedna bude optimalna
temperatura za datu vrstu, dok bi druga bila van optimuma. Kako je ve¢ u uvodu navedeno, iako se
areali vrsta preklapaju, D. obscura je prilagodenija neSto hladnijim uslovima, pa su za njene
eksperimente birane nesto nize temperature u odnosu na D. subobscura. Svi eksperimenti analize
komponenti zivotne istorije sprovedeni su na obe model vrste.

Broj replika po jedinstvenim linijama je bio veéi u eksperimentima na D. obscura u odnosu
na D. subobscura. Kod D. subobscura haplotipovi (11 II) bili su u startu replikovani 11 puta, ¢ime je
dobijeno 11 kvarteta u kojima poredimo iste mtDNK haplotipove. Kod D. obscura, sa izuzetkom
pojedinih haplotipova koji se ponavljaju u viSe blokova, svaki od blokova je jedinstvena
eksperimentalna jedinica u okviru koje su praceni efekti specificnih mito-jedarnih kombinacija na
ostvareni fitnes. Iz tog razloga je kod vrste D. obscura analiziran generalno ve¢i broj jedinki, kako bi
uzorak u okviru svakog bloka bio dovoljno veliki za adekvatnu statisti¢ku analizu.

Prva ispitivana komponenta fitnesa jeste otpornost na desikaciju ili uslove suSe, koja
predstavlja jedan od najvecih sredinskih stresora sa kojim se vrste srecu u prirodnom stanistu. Danas,
kada je globalno zagrevanje u fokusu istrazivanja viSe nego ikad, otpornost jedinki da se odupru
ekstremno suSnim uslovima, predstavlja zna¢ajnu komponentu adaptivne vrednosti. Parametar koji
se meri je vreme u satima koje su jedinke sposobne da prezive u suSnim uslovima bez hrane i vode.
Slede¢a odabrana komponenta Zivotne istorije jeste duZina razvica i ona predstavlja broj dana
potreban da se od polaganja jaja izlegne odrasla jedinka. Kod vrsta roda Drosophila smatra se da je
brze razvice adaptivna prednost posto u prirodi one polazu jaja u fermentisano voce, koje predstavlja
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efemerno staniSte, ogranicenog trajanja. Pored toga $to su vocke u kojima se razvijaju jedinke u
procesu raspadanja, one mogu biti pojedene od strane herbivora, pa se smatra da su jedinke sa brzim
razvicem u prednosti. Treca ispitivana komponenta je prezivljavanje, odnosno vijabilitet, i ono
predstavlja udeo jedinki koje prezive od jednog razvojnog stadijuma do drugog. U ovoj tezi je mereno
prezivljavanje od jajeta do lutke (engl. Egg fo Pupa EtP), kao i prezivljavanje od lutke do odrasle
jedinke (engl. Pupa to Adult PtA). Ipak, najvaznija stavka ovog eksperimenta jeste prezivljavanje
celokupnog razvi¢a, odnosno od jajeta do adulta (engl. Egg to Adult EtA). Poslednja odabrana
komponenta Zivotne istorije jeste procenat muzjaka, medu svim izleglim adultima. Ova komponenta
fakticki analizira odnos polova i omoguéava analiziranje polno specificnog efekta vijabilnosti,
odnosno juvenilnog fitnesa kod model vrsta.

3.6.1. Eksperiment otpornosti na desikaciju (isuSivanje)

U ovom eksperimentu pracena je otpornost mito-jedarnih linija na uslove suse, tako §to je
mereno vreme koje su jedinke sposobne da prezive bez hrane i vode. Eksperiment otpornosti na
desikaciju uraden je odmah posle 14. generacije povratnih ukrStanja eksperimentalnih linija.
Eksperiment je raden na dve eksperimentalne temperature, koje su se razlikovale kod dve model vrste,
dok je vlaZnost vazduha bila ograni¢ena na 30% kod obe vrste. Musice kori$¢ene za eksperiment bile
su nevine 1 stare izmedu 5 1 7 dana, kako bi se iskljucio uticaj reprodukcije 1 starosti na varijabilnost
njihovog prezivljavanja u uslovima suSe. Jedinke su aspiratorom ubacivane u male modularne
plasti¢ne tubice, gde se svaka tubica zatvara sledeCom. Na svakoj tubici su iglom napravljena dva
otvora za vazduh promera 0,5mm (slika M5). Tubice su slagane u kolone od po 20 tubica sa
musSicama, zarad lakSeg pregledanja (slika M6). Kolone sa tubicama su postavljene u dve razli¢ite
prostorije, sa regulisanom temperaturom i vlaznos$¢u vazduha. Jedinke koje su uginule u prva 2 sata
nisu ukljuc¢ene u eksperiment, zbog pretpostavke da su uginule usled povreda koje mogu nastati pri
izdvajanju 1 postavljanju u tubice, a ne zbog uslova suse. Po postavljanju eksperimenta, musice su
pregledane sve dok poslednja jedinka nije uginula. MusSica je smatrana mrtvom kada nije vise bila u
stanju da se zadrZi ekstremitetima za zid tubice, niti da se uspravi nakon rotacije i blagog drmanja
kolone tubica.
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Slika MS. Izgled pojedinacne tubice sa naznacenim otvorom za vazduh.

Slika M6. Kolona tubica kori$¢enih za eksperiment otpornosti na desikaciju.
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3.6.1.1. Eksperiment otpornosti na desikaciju kod D. subobscura

Eksperiment otpornosti na isusivanje kod D. subobscura je prvi u nizu eksperimenata analize
komponenti Zivotne istorije u okviru ove teze. Analizirane su dve eksperimentalne grupe: jedna na
19°C 1 jedna na 24°C, dok je vlaznost vazduha u obe grupe bila podesena na 30%. Ove dve
temperature su izabrane, zbog Cinjenice da je haplotip I ucestaliji tokom kasnog proleca, a haplotip II
tokom jeseni, kao i pretpostavke da je razlog tome prilagodenost dva haplotipa na razlicite
temperaturne optimume (Christie 1 sar. 2010). U toku postavke eksperimenta sakupljeno je po 20
nevinih muzjaka i zenki starosti od 5 do 7 dana, iz svake eksperimentalne linije, za svaku od
eksperimentalnih temperatura. Zbog ¢injenice da neke jedinke nisu prezivele proces prebacivanja u
eksperimentalne tubice, u eksperimentu je praceno u proseku 17,75 zenki i 16,88 muzjaka iz svake
grupe po temperaturi. Sa ukupno 11 kvarteta ili grupa, svaki sa po 4 EL, na dve temperature, dva pola
i oko 20 jedinki, eksperiment desikacije je uraden na preko 3000 jedinki Drosophila subobscura.

3.6.1.2. Eksperiment otpornosti na desikaciju kod D. obscura

Postavka eksperimenta je bila takva, da se za svaku eksperimentalnu liniju sakupi po 40
nevinih individua svakog pola starosti od 5 do 7 dana, po eksperimentalnoj temperaturi. U nekim
linijjama bilo je poteskoc¢a sa sakupljanjem 40 muzjaka planirane starosti, dok su u drugim neke
jedinke pobegle, ili su povredene tokom postavljanja eksperimenta. Vlaznost vazduha je ogranic¢ena
na 30%, dok su dve eksperimentalne temperature bile 16°C i 19°C, pri ¢emu je 19°C standardna
temperatura na kojoj se musice ove vrste odrzavaju u laboratorijskim uslovima, a 16°C je nesto niza
temperatura od optimalne. U proseku, za eksperiment otpornosti za desikaciju kod D. obscura
analizirano je 38,8 Zenki i 37,6 muzjaka svake linije po eksperimentalnoj temperaturi. Sve ukupno,
sa Cetiri eksperimentalna bloka od kojih je svaki sa po 9 EL, dva pola, na dve temperature i do 40
jedinki, eksperiment otpornosti na desikaciju kod D. obscura uraden je na oko 5500 jedinki.

3.6.2. Duzina razvi¢a od jajeta do adulta, preZivljavanje i procenat muzZjaka

U ovom delu eksperimenta su poredene duzine razvica od stadijuma jajeta preko lutke do
adulta, kod razli¢itih eksperimentalnih linija (EL). Takode, racunato je i preZivljavanje u svakom
pojedinacnom flakonu, brojanjem jedinki koje su dostigle svaki razvojni stupanj. U ovom
eksperimentu mereno je prezivljavanje postavljenih jaja po flakonu, kako do stadijuma lutke tako 1
do adulta. Posmatran je i procenat muZzjaka medu jedinkama koje su dostigle stadijum adulta, radi
analiziranja polno specificnog prezivljavanja juvenilnog stadijuma. Odstupanje od jednakog odnosa
polova ukazuje na diferencijalno prezivljavanje jedinki razli¢itog pola.

Za svaku eksperimentalnu liniju, sakupljeno je po 40 nevinih Zenki 1 60 nevinih muzjaka
starosti 5-7 dana. Flakoni iz kojih su se ove jedinke izlegale su drzani u mraku kako bi se izbeglo
parenje. Izdvojene musSice stavljene su u teglice zapremine 330ml sa standardnim medijumom od
kukurznog griza da se pare 5 dana. Svaka linija je imala po jednu dodatnu teglicu sa muSicama u
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rezervi ukoliko bi se jedinke ulepile, uginule, ili ukoliko nisu polagale dovoljan broj jaja za
eksperiment. Nakon 5 dana musSice su prebacene u novu praznu teglicu koja je umesto ¢epa od vate
imala petri Solju kao poklopac. U petri Solje je prethodno izliven standardni kukuruzni medijum koji
je premazan rastvorom tecnog kvasca. Petri Solje su zatim, uz pomo¢ samolepljive trake prilepljene
za grli¢ teglice kao ¢ep. Nove teglice su okretane naopacke, da stoje na petri Soljama sa medijumom
u koji bi musSice polagale jaja (slika M7). Svakog jutra prilikom postavke eksperimenta, stare petri
Solje su skidane i zamenjene novim. Posto su bile zatvorene lepljivom trakom, a ne pamu¢nom vatom,
u teglicama se stvarala manja koli¢ina kondenza, pa su neke jedinke bile ulepljene u kapljicama vode
na obodima teglica. Kod takvih tegli, kao i kod onih gde su jedinke polagale premali broj jaja,
koriS¢ene su 1 rezervne tegle, kako bi eksperiment bio postavljen u §to kracem roku, to jest da nijedna
grupa ne zaostaje previse za drugima u pogledu postavljanja jaja, a sve u cilju Sto ujednacenijih
eksperimentalnih uslova. Sa podloge iz petri Solja, koje su skidane svakog jutra, pod binokularom su
skupljana poloZena jaja i prebacivana u eksperimentalne flakone sa kukuruznim medijumom i
kvascem da se razvijaju. Dnevno je maksimalno postavljano do 15 flakona svake linije.

Slika M7. Tegle sa petri Soljama u kojima se nalazi supstrat u koji musSice polazu jaja.

Eksperimentalni flakoni sa postavljenim jajima su u okviru komora rotirani na svaka dva dana,
kako bi se obezbedila Sto homogenija temperatura i Sto ujednaceniji uslovi za sve flakone tokom 36
dana trajanja eksperimenta. Za eksperiment pracenja dinamike razvi¢a nasumicno je odabrana tre¢ina
flakona od ukupno postavljenih u ovom eksperimentu. Ovi flakoni su svakoga dana tokom trajanja
eksperimenta pregledani u klimatizovanim prostorijama podeSenim na eksperimentalne temperature,
kako razlika u temperaturi ne bi uticala na duZinu razvica. Sve izlezene musice su prebrojane uz
eterizaciju 1 pod binokularom im je odreden pol. Takode, broj lutki je beleZzen u svakom flakonu na
dnevnom nivou. Ostale dve tre¢ine replika, koje nisu pracene u eksperimentu dinamike razvica, nakon
36 dana od postavljanja su pregledane, i u okviru svakog flakona prebrojan je broj lutki i adulta, 1
izraCunat procenat muZzjaka.
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3.6.2.1. Duzina razviéa od jajeta do adulta, prezivljavanje i procenat muzZjaka kod D.
subobscura

Posle Sesnaeste generacije povratnih ukrStanja kod D. subobscura je uraden 1 drugi veliki
eksperiment analize fitnesa. Za potrebe merenja prezivljavanja, za svaku od 44 eksperimentalnih
linijja (Cetiri kombinacije mito-jedarnih haplotipova u svakom od 11 kvarteta) napravljene su 24
replike sa po 24 jajeta za obe eksperimentalne temperature. Komore u kojima su drzani flakoni sa
eksperimentalnim jajima, bile su podesene na 19°C i 24°C. Svetlosni rezimi koji su pratili ove dve
eksperimentalne temperature su dizajnirani tako da simuliraju razli¢ita godisnja doba. Na 19°C bilo
je 12h svetla i 12h mraka, dok je na 24°C bilo 16h svetla 1 8h mraka. Za potrebe ovog eksperimenta
konstruisane su 44 eksperimentalne linije, na dve eksperimentalne temperature, gde je za svaku
postavljeno 24 flakona sa po 24 jajeta, Sto ukupno ¢ini preko 50 000 postavljenih jaja. Iz svake grupe
nasumicno je izabrano 8 od 24 replika za merenje duZzine razvica.

3.6.2.2. Duzina razvic¢a od jajeta do adulta, prezivljavanje i procenat muzjaka kod D. obscura

Drugi eksperiment na model vrsti D. obscura, sproveden je posle 15. generacije, kako bi se
obezbedio dovoljan broj jedinki. Iz svake od 36 eksperimentalnih linija izdvajano je po 30 flakona sa
po 20 jaja, za svaku od dve eksperimentalne temperature. Flakoni sa jajima su smesteni u dve razlicito
temperaturno regulisane komore sa podeSenim svetlosnim reZimom. Polovina flakona bila je na 15°C
sa 12h svetla i 12 sati mraka, dok je druga polovina bila smestena na 20°C, 16h svetla i 8h mraka,
kako bi se donekle simulirali efekti razli¢itih godi$njih doba. Za ovaj deo eksperimenta, sa 36
eksperimentalnih linija (4 eksperimentalna bloka sa po 9 linija), dve temperature, 30 replika po
temperaturi za svaku liniju, 1 po 20 jaja po flakonu, postavljeno je preko 43000 jaja. Iz svake grupe
nasumicno je izabrano 10 od 30 replika za merenje duZine razvica.

3.7. Statisticka obrada eksperimentalnih podataka osobina Zivotne istorije

Svi rezultati iz fitnes eksperimenata statisticki su analizirani u R v.4.1.0 (R Core Team 2021).

3.7.1. Statisticka obrada rezultata eksperimenta otpornosti na desikaciju

Podaci iz eksperimenata otpornosti na desikaciju kod obe model vrste analizirani su pomocu
Koksovog modela proporcionalnih hazard-a (engl. Cox proportional hazards model), (Cox 1972),
implementiranog u survival paket v.3.2-13 (Therneau i sar. 2020). Podaci nisu bili cenzurisani (engl.
censored), $to znacCi da je dogadaj koji pratimo zabelezen kod svake jedinke koja je ucestvovala u
eksperimentu, jer su eksperimenti trajali dok prakti¢no poslednja jedinka nije uginula.
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Kod obe vrste, postojala su Cetiri fiksna faktora u modelima: mitohondrijski haplotip (MT),
jedarna pozadina (NU), pol i temperatura (T). Bitno je napomenuti da se pod faktorom temperatura
(T), svuda u daljem tekstu pored same eksperimentalne temperature podrazumeva i svetlosni rezim
koji je iSao uz nju. Kao najadekvatniji model u vecini slucajeva kod obe vrste, pokazao se kompletni
(engl. full model) koji pored ova Cetiri faktora sadrzi i sve interakcije prvog, drugog i tre¢eg reda.
Radi poredivosti podataka izmedu razli¢itih eksperimentalnih blokova i parovnih poredenja, svi
podaci kod obe model vrste su modelovani sa svim interakcijama ova Cetiri faktora. Problem sa Cox
modelima jeste da, ukoliko jedan od faktora nema takozvane hazard-e, proporcionalne ostalim
faktorima, model se mora stratifikovati prema tom faktoru ¢ime se gubi informacija o samom faktoru.
U velikom broju modela kod obe model vrste bilo je poredenja u kojima pretpostavka o
proporcionalnim hazard-ima nije bila ispunjena, pa je model stratifikovan po faktoru ¢ija hazard
funkcija nije bila proporcionalna ostalim faktorima. Ovo se po pravilu desava kada jedan faktor ima
daleko veci uticaj na nezavisnu promenljivu od ostalih faktora, cak toliko da ostali faktori mogu
izgledati zanemarljivo pored nje. Ceo skup podataka se onda mora podeliti na onoliko modela koliko
ta promenljiva ima nivoa. U slucaju ove d to je uvek dva, jer svi faktori imaju po dva nivoa. Ovom
procedurom se dobijaju dva modela, po jedan za svaku vrednost promenljive po kojoj stratifikujemo
model i onda na ta dva modela pravi prosek uticaja ostalih promenljivih na nezavisnu, dok se
promenljiva po kojoj su podaci stratifikovani ne moze meriti. Ovo se deSavalo u razli¢itim modelima
za razliCite faktore, pa u nekim sluc¢ajevima odsustvuje informacija o znacajnosti ovih faktora, ili
interakcije dva stratifikovana faktora. Pretpostavka proporcionalnosti hazard-a je proveravana uz
pomo¢ cox.zph funkcije i oni faktori, ¢ija hazard funkcija nije bila proporcionalna ostalim faktorima
modela, su stratifikovani.

3.7.1.1. Statisticka obrada rezulatata eksperimenta otpornosti na desikaciju kod D.
subobscura

Kod vrste D. subobscura, svaki kvartet je modelovan posebno, ¢ime je dobijeno 11 replika
poredenja istih mito-nukleusnih kombinacija tj. 11 modela. Temperatura, kao najznacajniji faktor
kada je preZivljavanje uslova suSe u pitanju, u Cetiri modela nije imala proporcionalan hazard sa
ostalim faktorima, pa je u ovim modelima stratifikovana. Kod ove model vrste postojao je 1 ukupni
model gde su analizirani podaci iz svih 11 kvarteta zajedno. Ovaj model je pored Cetiri fiksna faktora
imao 1 takozvani slucajni efekat - kvartet (engl. random effect). Kvartet, tj. pripadnost jednoj od 11
grupa poredenja haplotipova I i 11, je u ovom ukupnom modelu bila takozvani frailty, jedan od nacina
definisanja nasumicnih efekata kod Cox modela. Na ovaj nacin se u statistickom modelovanju uzima
u obzir heterogenost nemerljivih kovarijata. Kako Cox modeli pretpostavljaju homogenu
eksperimentalnu populaciju, uvodenjem frailty-ja definiSe se koji uzorci nisu medusobno nezavisni,
1 ovom varijablom ih na jedan nacin grupiSemo zajedno. P vrednosti fiksiranih efekata za ukupni
model kod D. subobscura dobijene su koriSCenjem joint tests funkcionalnosti u okviru emmeans
paketa v.1.7.2 zbog postojanja frailty-ja kao 1 stratifikovanih varijabli (Lenth i sar. 2022).
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3.7.1.2. Statisticka obrada rezulatata eksperimenta otpornosti na desikaciju kod D. obscura

Kada je re¢ o D. obscura, podaci iz celih eksperimentalnih blokova su modelovani zajedno
(svaki od 4 bloka posebno). Pored toga, u okviru svakog EB, postojala su po tri parovna poredenja
koja su modelovana. Npr. OP, OQ 1 PQ u okviru Cetvrtog EB, gde su u OP paru poredene OO, OP,
PO i PP kombinacije mito-nukleusnih genotipova. Tako postoje 4 ukupna modela koja predstavljaju
4 bloka, kao i po 3 parna poredenja u okviru svakog bloka (12 “parovnih’> modela).

3.7.2. Statisticka obrada rezultata eksperimenta duZine razvic¢a

Duzina razvi¢a je analizirana koriS¢enjem meSovitih linearnih modela, pozivanjem I/mer
funkcije implementirane u /me4 paketu v.1.1-25 (Bates i sar. 2015) u okviru R okruZenja. Kod ove
komponente su takode koris¢eni kompletni modeli, koji uzimaju u obzir sve interakcije Cetiri fiksna
faktora (mtDNK, nuDNK, pol i temperatura), ali i broj replike kao nasumicni ili random efekat.
Ovakav pristup je primenjen stoga Sto uticaj sredine svakog pojedina¢nog flakona moze uticati na
duzinu razvica, te se moze ocekivati da jedinke koje se izlegu unutar jednog flakona budu medusobno
sli¢nije u odnosu na jedinke izlezene iz drugih flakona. Parametri modela koriS¢enih za ovu
komponentu, podrazumevali su REML procenu (engl. Reduced Estimated Maximum Likelihood) kao
i koris¢enje tip IIl ANOVE (engl. Type Il sum of squares) za poredenje grupa. p vrednosti ANOVA
testova dobijene su koriS¢enjem LmerTest paketa (Kuznetsova i sar. 2017) u okviru R okruzenja.

Kod model vrste D. subobscura postojalo je 11 klasi¢nih linearnih meSovitih modela za svaki
od 11 kvarteta, kao 1 jedan zbirni model koji je obuhvatao sve podatke. U zbirnom modelu postojao
je slozen nasumicni efekat, gde je broj replike bio ,,ugnjezden* (engl. nested) u kvartet.

Kod D. obscura, modelovan je svaki od blokova zasebno, ali i u okviru svakog EB, postojala
su po 3 para poredenja mito-nukleusnih haplotipova koji su modelovani za sebe.

3.7.3. Statisticka obrada rezultata eksperimenta preZivljavanja

Prezivljavanje po flakonu je analizirano generalizovanim linearnim modelima (GLM) uz
pomo¢ glm funkcije u R-u. U svakoj grupi belezeno je prezivljavanje od jajeta do lutke (EtP), od lutke
do adulta (PtA), kao i prezivljavanje od jajeta do adulta (EtA). Tri osnovna faktora u ovim modelima
su mitohondrijski haplotip (MT), jedarna pozadina (NU) i temperatura (T). Za sve tri komponente
(EtP, EtA, PtA) koriS¢ena je binomna raspodela greske, dok je broj jaja odnosno lutki u zavisnosti o
kojoj se komponenti radi, koriS¢en kao imenilac.

Kao i u prethodnim komponentama kod vrste D. subobscura, postojalo je 11 modela u kojima
su kvarteti analizirani pojedinacno, kao 1 jedan zbirni koji je obuhvatao svih 11 kvarteta zajedno.
Zbirni model, koje je generalizovan linearni meSoviti model, napravljen uz pomo¢ g/mer funkcije iz
Ime4 paketa (Bates 1 sar. 2015). Pripadnost kvartetu je definisana kao nasumicni efekat u ovom
zbirnom modelu. Funkcija ANOVA nije kompatibilna sa g/mer funkcijom, pa su p vrednosti dobijene
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koriS¢enjem funkcije joint tests iz emmeans paketa (Lenth 1 sar. 2022). U ovoj komponenti su kod
vrste D. obscura modelovana poredenja parova kao i celih blokova.

3.7.4. Statisticka obrada rezultata procenta muzjaka

Procenat muzjaka u ukupnom broju izlezenih jediniki po flakonu je racunat radi analiziranja
odnosa polova. Ova komponenta je modelovana koris¢enjem istih generalizovanih linearnih modela
kao 1 prezivljavanje, gde su svi parovi u okviru bloka modelovani posebno, kao i1 celi blokovi.
Koris¢ena je ista distribucija greske i ukupni broj izlezenih jedinki po flakonu kao imenilac pri
rac¢unanju.

Kod D. subobsura, kao i kod prezivljavanja, za ukupni model koris¢ena je glmer funkcija,
gde je pripadnost kvartetu definisana kao nasumicni efekat, p vrednosti su dobijene funkcijom
joint tests iz emmeans paketa (Lenth i sar. 2022).

3.7.5. Statisticka obrada rezultata eksperimenata Zivotne istorije u cilju analiziranja signala
materinske kletve

Kada su komponente Zivotne istorije kod kojih je u modelima dobijen znacajan polno
specificni efekat mtDNK haplotipa u pitanju (interakcija MT:Pol), u cilju utvrdivanja signala
karakteristicnog za hipotezu materinske kletve (Frank i Hurst 1996; Gemmel i1 sar. 2004) ove
komponente su dodatno odvojeno modelovane po polovima, radi utvrdivanja relativne jacine efekta
mtDNK haplotipova kod oba pola. Kod svake komponente, oba pola su modelovana identi¢nim
modelom kao i celokupna komponenta sa izuzetkom faktora pola. Merenjem koli€ine varijabilnosti
koju faktor MT opisuje za svaku od komponenti (F vrednost) i njenu statisticku znacajnost (p
vrednost) u okviru modela, utvrduje se signal karakteristiCan za materinsku kletvu.

46



4. REZULTATI

4.1. Varijabilnost prirodnih populacija D. obscura

4.1.1. Osnovni parametri geneticke varijabilnosti D. obscura

Prilikom sekvenciranja citohrom b (Cyt b) gena kod 185 linija D. obscura, zabelezena su 72
razli¢ita haplotipa na osnovu 73 varijabilne pozicije (NCBI pristupni brojevi: MZ337620.1—
MZ337804.1). Od evidentirana 73 polimorfna mesta u okviru ovog gena, na dva su zabelezene po tri
nukleotidne varijante. Znacajna veéina uocenih supstitucija je sinonimna, njih ¢ak 59, dok je 16
supstitucija uzrokuje nesinonimne aminokiselinske zamene. Kod vise sekvenciranih linija zabelezene
su 32 promene, dok su 43 mutacije uocene samo jednom u uzorku. Jedna promena (G u A na poziciji
828), koja izaziva promenu aminokiseline iz valina u izoleucin, posebno je zanimljiva iz razloga da
je prisutna kod 73 jedinke iz uzorka. Varijanta sa G na poziciji 828 veoma je ucestala u Srbiji (0,875),
kao i Finskoj (0,75). U populaciji Nemacke je njena uéestalost nesto niza (0,524), dok je u Skotskoj
ova varijanta retka (0,083). Sekvence koje imaju A na poziciji 828, u najvecem broju slu€ajeva, imaju
i veci broj drugih supstitucija u Cyt b genu.

Parametri nukleotidnog i haplotipskog diverziteta najniZi su za populaciju iz Srbije (nm =
0,0146: hd = 0,546), dok su najvisi za Skotsku (m=0,0387; hd = 0,964). Parametri diverziteta kao i
rezultati testova neutralnosti (Tadzima D, Fuov Fs, Fu i Lijev D-F i Fej 1 Vuov H test) predstavljeni
suu tabeli R1. Svi testovi su rezultirali negativnim vrednostima, za sve ispitivane populacije, a ve¢ina
je bila statisti¢ki znacajna. U svim testovima najmanje odstupanje od neutralnosti pokazala je
populacija iz Nemacke.

Tabela R1. Parametri genetickog diverziteta i rezultati testova koji mere odstupanje od ravnoteze pod pretpostavkom
neutralnosti

Nemacka GF | 0,00279 0,816 | -1,661 ns | —2,429 ns | -1,860 ns -1,514 ns | -7,316
Skotska, UK SC | 0,00387 0,964 | 2,273 ** | —42,140 *** | 2322 ns —1,684 ns | -15,638

. Diverzitet TadZima Fu FuilLi FejiVu
Populacija
n a | o [p| m [p| F lp[l p [p] u [y
Srbija SR | 0,00146 0,546 | —2,451 ** [ -23,208 *** | -3,846 * 3,673 * | -13,839 **
Finska FA | 0,00178 0,56 | -2,110 * | —6,241 * | 2,670 * 2277 ns | -9305 **

*

*

= — nukleotidni diverzitet; hd — haplotipski diverzitet; ns — nije znacajno; *p < 0,05; **p < 0,02; ***p < 0,001, pragovi p
vrednosti su dati na osnovu DNASP softvera; statisticki znacajne vrednosti su podebljane. Objavljeno u (Eri¢ i sar. 2022a).

Mekdonald-Krajtmanov test je pokazao da je odnos nesinonimnih prema sinonimnim
promenama veci unutar vrste nego izmedu vrsta, dok je statisticki znac¢ajno odstupanje od neutralnosti
zabeleZeno za populacije iz Srbije i Nemacke (tabela R2).
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Tabela R2. Rezultati MekDonald Krajtmanovog testa za Cetiri evropske populacije D. obscura

Populacija N F.p G P G(W) P G(Y) P
Srbija SR 8,826 ns 5,756 * 5,411 * 3,851 *
Finska FA 1,824 ns 0,68 ns 0,133 ns 0,116 ns

Nemacka GF 10,714 * 5,956 * 5,457 * 3,879 *
Skotska, UK SC 4,55 ns 2,581 ns 2,412 ns 1,335 ns

N — indeks neutralnosti; F.p — p-vrednost izracunata na osnovu Fiserovog testa; G — G test; G(W), G(Y) — G test sa
Vilijamsovom i Jejtsovom korekcijom; ns — neznacajan; *p < 0,05; **p <0,01; ***p < 0,001, pragovi p vrednosti su dati
na osnovu DNASP softvera; statisticki znacajne vrednosti su podebljane. Objavljeno u (Eri¢ i sar. 2022a).

Median-joining mreza haplotipova predstavljena je na slici R1. O2 haplotip je najcesci u
Srbiji, kao 1 u celom uzorku. Jedan od razloga za to je §to je najveci broj uzoraka iz Srbije. Vecina
ostalih uzoraka iz Srbije deli varijantu haplotipa O2 na poziciji 828 i od njega se razlikuje uglavnom
jednim mutacionim korakom. O1 haplotip, koji se od O2 razlikuje ve¢ pomenutom nesinonimnom
mutacijom, najéeséi je u Skotskoj zajedno sa veéim brojem veoma raznovrsnih haplotipova, koji dele
O1 varijantu na poziciji 828. O1 haplotip 1 haplotipovi izvedeni iz njega pokazali su se kao predacki
1 blizi vrsti D. ambigua koja je koris¢ena kao autgrupa prilikom racunanja median-joining mreze.
Treci po ucestalosti haplotip, O3 zabelezen je u sve Cetiri ispitivane populacije i na 828 nukleotidnom
mestu deli varijantu sa O1 haplotipom.
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Slika R1. Median-joining mreza haplotipova. Veli¢ina kruga proporcionalna je broju jedinki kod kojih je taj haplotip
zabelezen. Crtice na linijama predstavljaju broj nukleotidnih zamena, dok isprekidane linije predstavljaju alternativne
retikulacije od po jednog mutacionog koraka. Razli¢ite populacije su predstavljene razli¢itim bojama. Objavljeno u Eri¢
i sar. 2022a, modifikovano.

lako je median-joining mreza razdvojila uo€ene haplotipove u dve velike grupe izvedene iz
O1 1 O2, Bajesova filogenija nije mogla to da potvrdi sa sigurnos¢u. Bajesovo filogenetsko stablo
prikazano na slici R2, koje je koriS¢eno da razjasni evolucione odnose kod ove vrste, nije sa
sigurno$¢u moglo da razdvoji veéinu grana. Osim S§to je sestrinske vrste D. ambigua 1 D. tristis
razdvojio kao posebne klade, Bajesovo stablo razdvaja i haplotip 065 poreklom iz Skotske kao
monofiletsku kladu (PP=1). Ostatak filogenetskih odnosa nije bilo moguce utvrditi sa dovoljnom
posteriornom verovatno¢om (PP < 0,5), sem malog broja plitkih grananja sestrinskih haplotipova (PP
>0,7).
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Slika R2. Bajesovo filogenetsko stablo sa posteriornim verovatno¢ama datim za svako grananje. Isprekidanim linijama
su predstavljene dugacke spoljne grane koje su skracene radi preglednosti slike. Objavljeno u (Eric i sar. 2022a).

50



Grafici raspodele broja nukleotidnih razlika u parovnim poredenjima sekvenci (engl.
mismatch distribution graphs) pokazuju odredene razlike izmedu ispitivanih populacija, kao Sto je
prikazano na slici R3. Populacije poreklom iz Srbije i Skotske pokazale su gotovo unimodalne
obrasce distribucije. Kod populacije iz Srbije, vrh distribucije (engl. peak) na grafiku je na vrednosti
od 0 parovnih razlika, uz jos jedno malo uzvisenje na 3 parovne razlike koje odgovara malom broju
sekvenci iz O1 grupe u ovoj populaciji. Sa druge strane populacija poreklom iz Skotske se odlikuje
dominantnim pikom izmedu 2 1 3 parovne razlike, manjim pikom na 6 razlika, ali 1 jo§ jednim malim
uzviSenjem izmedu 9 i 11 parovnih razlika. Bimodalna distribucija parova nukleotidnih razlika
uocena je u populacijama iz Finske, Nemacke, kao 1 u celokupnom uzorku. Populacije iz Nemacke i
Finske pokazale su bimodalne distribucije. Populacija poreklom iz Finske odlikuje se najve¢im vrhom
distribucije na 0 supstitucija, i drugim manjim na 3 parovne razlike. Grafik distribucije broja
nukleotidnih razlika za populaciju iz Nemacke se odlikuje sa dva vrha iste veli¢ine na jednoj i tri
supstitucije.
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Slika R3. Grafici raspodele broja nukleotidnih razlika u parovnim poredenjima sekvenci citohrom b gena kod prirodnih
populacija D. obscura. Puna linija predstavlja uo¢ene parovne razlike, tackasta linija predstavlja ocekivanu distribuciju
razlika pri konstantnoj veli¢ini populacije, dok isprekidana linija predstavlja ocekivane vrednosti pri modelu rasta i pada
veli¢ine populacije. Objavljeno u Eri¢ i sar. 2022a, modifikovano.
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4.1.2. ProSireni Bajesovi grafici horizonta - EBSP

ProSireni Bajesovi grafici horizonta napravljeni na osnovu varijabilnosti sekvenci
mitohondrijskog Cyt b gena, za celokupni uzorak, ali i po populacijama predstavljeni su na slikama
R4-R8. Kod celokupnog uzorka, grafik pokazuje pocetak populacione ekspanzije pre oko 3000
godina. Kada se analiziraju samo sekvence iz Srbije, grafik pokazuje znake skorasnje ekspanzije koja
pocinje pre oko 1200 godina, ali su intervali poverenja dosta Siroki i time nepouzdani. Kada je
populacija iz Skotske u pitanju, grafik nam ukazuje da je ona tokom prethodnih 7000 godina bila u
blagom porastu dok je ekspanziju dozivela pre oko 8000 godina, s tim da se intervali poverenja
intenzivno Sire vracanjem u proslost. ESBP pokazuje da je populacija iz Finske dozivela blagu
ekspanziju izmedu 3000 i 2000 godina u proslosti, uz jako Siroke intervale poverenja. Sto se
populacije iz Nemacke tice nije zabelezen obrazac populacione ekspanzije, kako Markovljevi lanci
nisu uspeli da konvergiraju, ¢ak i sa podeSavanjem jako velikog broja iteracija, najverovatnije zbog
malog broja uzoraka iz ove populacije.
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Slika R4. Procenjivanje demografske istorije populacija D. obscura za celokupni uzorak kori§¢enjem prosirenog
Bajesovog grafika horizonta (EBSP). Intervali poverenja su dati kao osencani deo na grafiku. Vreme je iskazano u
milionima godina. Objavljeno u Eri¢ i sar. 2022a, modifikovano.
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Slika RS. Procenjivanje demografske istorije populacije D. obscura iz Srbije koris¢enjem prosirenog Bajesovog grafika
horizonta (EBSP). Intervali poverenja su dati kao osencani deo na grafiku. Vreme je iskazano u milionima godina.
Objavljeno u Eri¢ i sar. 2022a, modifikovano.
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Slika R6. Procenjivanje demografske istorije populacije D. obscura iz Skotske koriiéenjem progirenog Bajesovog grafika

horizonta (EBSP). Intervali poverenja su dati kao osencani deo na grafiku. Vreme je iskazano u milionima godina.
Objavljeno u Eri¢ i sar. 2022a, modifikovano.
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Slika R7. Procenjivanje demografske istorije populacije D. obscura iz Nemacke koris¢enjem prosirenog Bajesovog

grafika horizonta (EBSP). Intervali poverenja su dati kao osencani deo na grafiku. Vreme je iskazano u milionima godina.
Objavljeno u Eri¢ i sar. 2022a, modifikovano.
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Slika R8. Procenjivanje demografske istorije populacije D. obscura iz Finske koris¢enjem prosirenog Bajesovog grafika
horizonta (EBSP). Intervali poverenja su dati kao osencani deo na grafiku. Vreme je iskazano u milionima godina.
Objavljeno u Eri¢ i sar. 2022a, modifikovano.
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4.1.3. Analiza molekularne varijanse - AMOVA

Analizom molekularne varijanse pokazano je da postoje male razlike izmedu populacija, samo
13,24% varijabilnosti posledica je razlika izmedu populacija, a da je 86,76% razlika sadrzano unutar
populacija (Fst=0,1324; p <0,001). Parovne vrednosti Fs izmedu populacija pokazuju da su geneticki
najudaljenije populacije iz Srbije i Skotske, dok je najmanji nivo genetitke diferencijacije zabeleZen
izmedu populacija poreklom iz Srbije i Finske. Populacija iz Nemacke gotovo je podjednako
diferencirana od svih ostalih populacija. Fs; vrednosti izmedu parova populacija i njihove znacajnosti
prikazane su u tabeli R3.

Tabela R3. Parovna diferencijacija populacija izracunata preko Fy vrednosti

Srbija Finska Nemacka
Finska 0,0017 ns
Nemacka 0,0848 ek 0,0294 *
Skotska 0,2371 Tk 0,1412 *kk 0,0584 wkk

ns -nije zna¢ajno, *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001; Statisti¢ki znacajne vrednosti su predstavljene boldom. Objavljeno
u (Eri¢ i sar. 2022a)

Kada se analiziraju geografski lokaliteti na kojima su jedinke D. obscura uzorkovane u Srbiji,
AMOVA pokazuje joS manji stepen diferenciranosti ovih lokaliteta. Samo 2,27% uocene
varijabilnosti se pripisuje varijabilnosti izmedu lokaliteta (Fs = 0,02269; p < 0,05).

4.1.4. Mantelov test izolacije distancom

Mantelov test nije pokazao znacCajan efekat izolacije distancom. KoriS¢enjem geografskih
distanci u Mantelovom testu, iako statisticki neznacajna, dobijena je pozitivna korelacija (r =
0,304757; p = 0,330740). KoriS¢enjem geografske Sirine, dobija se negativna korelacija koja takode
nije znacajna (r = -0,234862; p = 0,6678). Najveca korelacija, kao 1 p vrednost najbliza pragu
statisticke znacajnosti, dobijena je koriS¢enjem geografske duzine (r = 0,735025; p = 0,0828). Ova
vrednost bi mogla ukazivati na postojanje klinalnog rasprostranjenja mitohondrijskih haplotipova kod
ove vrste u pravcu istok-zapad.

4.1.5. Prisustvo mikroorganizama u uzorkovanim jedinkama

Svih 185 uzoraka D. obscura bili su negativni na prisustvo endosimbionata iz roda Wolbachia
koriS¢enjem PCR testa. Sekvenciranje mikrobioma kod dva zdruzena uzorka (sastavljena od po 10
grupisanih linija iz Srbije koje dele istu varijantu na 828 nukleotidnoj poziciji) pokazalo je potpuno
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odsustvo rodova Wolbachia, Ricketsia i Spiroplasma. Analizom mikrobiote je utvrdeno da u oba
uzorka rodovi Acetobacter i Lactobacillus predstavljaju vise od 99% mikrobiote, dok Ralstonia
predstavlja 0,5%, a svi ostali rodovi manje od 0,1% mikrobiote. Na slici R9 su predstavljeni
najzastupljeniji rodovi bakterija pronadeni sekvenciranjem mikrobiote.

Eksperimentalnom proverom statusa infekcije sigma virusom nije potvrdeno prisustvo ovog
virusa, ni u jednoj liniji ove vrste poreklom iz Srbije, kako kod jedinki 80 testiranih linija nisu
zapazeni efekti paralize ni smrti posle kratkotrajnog izlaganja CO, gasu.

100%+
75% 1+
Rod:
. Lactobacillus
50% + Acetobacter
. Ralstonia
- Rod zastupljen sa <0.1%
25%1
0% +
02-828var 01-828var

Slika R9. Najzastupljeniji rodovi zabelezeni sekvenciranjem mikrobiote u dva zdruzena uzorka D. obscura. Objavljeno
u (Eri¢ i sar. 2022a), modifikovano.
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4.2. Rezultati eksperimenata komponenti Zivotne istorije
4.2.1. Rezultati eksperimenata otpornosti na desikaciju

4.2.1.1. Otpornost na desikaciju kod D. subobscura

Kod D. subobscura u eksperimentima analize fitnes komponenti, postojalo je 11 replika
poredenja mito-nukleusnih kombinacija genotipova I i II, iz ¢ega je proisteklo 11 pojedinacnih
modela kao 1 jedan ukupni gde je analiziran ceo skup podataka. Ukupni model je pored osnovnih
faktora imao i dodatni takozvani nasumicni (engl. random) efekat kvarteta po kom su merenja iz
jednog kvarteta bila grupisana.

Srednje vrednosti vremena prezivljavanja uslova desikacije jedinki vrste D. subobscura iz
svih 11 eksperimentalnih kvarteta zajedno su predstavljene na slici R10, dok su srednje vrednosti
jeste razlika u prezivljavanju izmedu dve eksperimentalne temperature, gde se moze uociti da jedinke
na nizoj temperaturi u proseku prezivljavaju oko 70% duze nego jedinke na viSoj eksperimentalnoj
temperaturi.
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MT x NU x pol

Slika R10. Srednja vremena prezivljavanja D. subobscura u satima za eksperiment desikacije za sve kombinacije
genotipova i pola iz svih 11 kvarteta na dve eksperimentalne temperature. Malo slovo ozna¢ava mtDNK haplotip (MT)
gde je ,,a* haplotip I, dok je ,.c* haplotip II. Velika slova ozna¢avaju odgovarajuéu jedarnu pozadinu (NU)), Z i M
oznacavaju zenke odnosno muzjake (pol). Tacke predstavljaju vremena prezivljavanja pojedinacnih jedniki. Predstavljeni
su intervali poverenja od 95%.
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Takode se moze uociti da su Zenke prezivljavale u proseku oko 6 sati (14%) duze (p<0,0001).
Gledajuc¢i ukupan skup podataka, moze se uociti blagi trend favorizovanja jedarne pozadine C na
nizoj temperaturi i jedarne pozadine A na vi$oj temperaturi, Sto se moze videti 1 u tabeli RS gde je
interakcija NU:T statisticki znac¢ajna u ukupnom modelu. Kada je re¢ o mito-jedarnim kombinacijama
ne mogu se uociti znacajne razlike, posmatrajuci ceo skup podataka, dok su u razli¢itim kvartetima
favorizovane razliCite kombinacije genotipova. Eksperiment nije pokazao prednost odredenog
mitohondrijskog haplotipa u nekom od temperaturnih rezima, Sto se vidi iz slicnih vremena
prezivljavanja haplotipova. Kada se posmatraju pojedina¢ni kvarteti, moze se primetiti da se u nekim
od njih kao bolje prilagoden na susne uslove pokazao haplotip I (a) dok se u drugim kvartetima kao
otporniji u ovim uslovima pokazao haplotip II (¢). Ipak analiziranjem celog skupa podataka, ne moze
se izvesti validan zakljucak, o tome koja haplogrupa ili genotip je bolje prilagodena na susne uslove.

Rezultati ANOVA-e 11 kvartetnih modela za vremena prezivljavanja desikacionog stresa kod
D. subobscura predstavljeni su u tabeli R4.

Rezultati pokazuju da je temperatura najznacajniji faktor u odredivanju duzine prezivljavanja
uslova suse. Cetiri modela su morala biti stratifikovana po temperaturi zbog toga $to njena hazard
funkcija nije ispunjavala pretpostavku proporcionalnosti sa ostalim faktorima, dok se u ostalih 7
modela temperatura pokazala kao najuticajniji faktor, sa najve¢om statistickom znacajnos¢u. Pored
temperature, pol se izdvojio kao drugi po uticajnosti faktor, pokazavsi se statisticki znac¢ajnim u 10
od 11 modela. Jedarna pozadina se pokazala kao statisti¢ki znacajan prediktor prezivljavanja uslova
desikacije u 6 od 11 modela, dok je mitohondrijski haplotip bio znac¢ajan samo u 3.

Od interakcija prvog reda treba izdvojiti kombinaciju genotipa (MT:NU), koja je bila
statisticki znacajna u 3 modela, dok se interakcija jedarne pozadine i pola (NU:pol) pokazala
zna¢ajnom u 5 modela. Kombinacije temperature sa polom i jedarnom pozadinom (NU:T i pol:T)
bile znacajne u 2 modela. Ostale interakcije prvog reda bile su znac¢ajne samo u po jednom modelu
(MT:pol i MT:T). Od interakcija drugog reda vazno je napomenuti da su interakcije genotipa sa polom
1 temperaturom (MT:NU:T 1 MT:NU:pol) bile znacajne u po tri kvartetna modela.

U ukupnom modelu u kome su analizirani svi kvarteti zajedno postojao je i random efekat
pripadnosti kvartetu (engl. frailty). Ukupni model je morao biti stratifikovan po temperaturi, jer njena
hazard funkcija nije bila proporcionalna ostalim. U odsustvu temperature najve¢i uticaj je imao pol,
pa zatim interakcija NU:T 1 sama jedarna pozadina. U ukupnom modelu kao statisticki znacajne
pokazale su se jos i interakcije: NU:pol, pol:T i MT:NU:T. Rezultati ANOVA-e ukupnog modela
vremena prezivljavanja desikacionog stresa kod D. subobscura predstavljeni su u tabeli RS5.
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Tabela R4. Uticaj mitohondrijskog haplotipa (MT), jedarne pozadine (NU), temperature (T), pola i njihovih interakcija
na otpornost na desikaciju kod model vrste D. subobscura. Predstavljeni su rezultati 11 kvartetnih modela (Q1-Q11).
Loglik -Logaritmovana verovatnoc¢a; Chisq — Hi kvadratna vrednost; df - stepeni slobode; strata — model je stratifikovan
po toj promenljivoj; p vrednosti koje su znacajne na p <0,05 predstavljene su boldom.

Q1 Q2 Q3
loglik Chisq df P loglik Chisq df p loglik Chisq df p

MT -1148,19 4,8803 1 0,0272 | -1159,8 0,5528 1 04572 | -1189,46 0,0343 1 0,853
NU -1143,51 9,3656 1 0,0022 -1149,2 21,3178 1 <0,0001 | -1181,05 16,8154 1 <0,0001

pol -1141,16 4,6976 1 0,0302 -1116,2 65,9859 1 <0,0001 | -1178,67 4,7588 1 0,0291
T -1012,25 2578278 1 <0,0001 strata -1015,66  326,0198 1  <0,0001
MT:NU -1010,51 3,4829 1 0,062 -1114,3 3,7613 1 0,0524 -1004,6 22,1343 1 <0,0001
MT:pol -1009,8 1,413 1 0,2346 | -1113,7 1,1981 1 02737 | -1003,45 2,2894 1 0,1303
NU:pol -1008,93 1,7341 1 0,1879 | -1104,1 19,1948 1 <0,0001 | -1002,11 2,6767 1 0,1018
MT:T -1003,17 11,5261 1 0,0007 | -1103,5 1,2358 1 0,2663 -1001,5 1,2239 1 0,2686
NU:T -1002,11 2,122 1 0,1452 | -1102,1 2,8702 1 0,0902 -999,75 3,5015 1 0,0613
pol:T -1000,6 3,0165 1 0,0824 -1101 2,1064 1 0,1467 -999,75 0,0082 1 0,9278
MT:NU:pol -1000,58 0,0429 1 0,8358 | -1098,4 5,2707 1 0,0217 -999,66 0,1791 1 0,6722

MT:NU:T -998,17 48132 1 0,0282 | -1098,4 0,0042 1 0,9483 -997,46 4,3989 1 0,036
MT:pol:T -997,7 0,935 1 0,3336 | -1098,3 0,1394 1 0,7088 -997,09 0,7316 1 0,3924
NU:pol:T -997,69 0,0202 1 0,8869 | -1098,1 0,3369 1 0,5616 -996,34 1,4953 1 0,2214
MT:NU:pol:T | -996,96 1,4783 1 0,224 -1095,4 5,4394 1 0,0197 -995,59 1,5061 1 0,2197

Q4 Q5 Q6
loglik Chisq df P loglik Chisq df p loglik Chisq df p
MT -1313,2 10,3326 0,0013 | -1250,9 0,0565 0,8121 -1138,19 2,7669 0,0962

1 1 1

NU -1310,5 5,4985 1 0,019 -1250,1 1,5183 1 02179 | -1137,86 0,656 1 0,418

pol -1305,9 9,1364 1 0,0025 -1247,9 4,4387 1 0,0351 -1132,59 10,5357 1 0,0012
T -1134,3 3433287 1 <0,0001 | -1088,5 318,7242 1  <0,0001 | -998,94 267,3056 1 <0,0001
MT:NU -1132,9 2,7134 1 0,0995 | -1087,3 2,4265 1 0,1193 -996,17 5,5454 1 0,0185
MT:pol -1132,3 1,2293 1 02675 | -1084,1 6,3354 1 0,0118 -996,05 0,2371 1 0,6263
NU:pol -1131,8 0,9489 1 0,33 -1073,2 21,8891 1 <0,0001 | -995,81 0,4653 1 0,4951
MT:T -1131,4 0,8734 1 0,35 -1071,9 2,5354 1 0,1113 -995,43 0,7653 1 0,3817
NU:T -1131,2 0,3108 1 0,5772 | -1070,2 3,5676 1 0,0589 -995,4 0,0663 1 0,7968
pol:T -1131,1 0,1961 1 0,6579 | -1067,7 4,9505 1 0,0261 -994.42 1,9549 1 0,1621
MT:NU:pol -1131,1 0,0787 1 0,7791 -1065,6 4,169 1 0,0412 -994,13 0,5917 1 0,4418
MT:NU:T -1130,7 0,7019 1 0,4022 | -1064,4 2,4008 1 0,1213 -993,76 0,7364 1 0,3908
MT:pol:T -1129,8 1,8217 1 0,1771 -1061,9 4,963 1 0,0259 -992.,88 1,7559 1 0,1851
NU:pol:T -1129,5 0,5949 1 0,4405 -1061 1,7083 1 0,1912 -991,8 2,1631 1 0,1414
MT:NU:pol:T | -1127,8 3,3377 1 0,0677 -1061 0,0487 1 0,8253 -991,41 0,7705 1 0,3801

Q7 Q8 Q9
loglik Chisq df P loglik Chisq df p loglik Chisq df p

MT -1200 0,2367 1 0,6266 | -1095,8 19,6151 1 <0,0001 | -1329,5 0,309 1 0,5783
NU -1199,7 0,5925 1 0,4414 | -1095,8 0,0247 1 0,8752 -1329,4 0,3315 1 0,5648

pol -1164,6 70,1205 1 <0,0001 | -1086,6 18,4691 1 <0,0001 | -1329,4 0,0216 1 0,883
T strata strata -1170,9 316,9546 1 <0,0001
MT:NU -1164,6 0,0743 1 0,7852 -1086,6 0,0022 1 0,9627 -1170,5 0,7292 1 0,3931
MT:pol -1164,5 0,0846 1 0,7711 -1086,5 0,2363 1 0,6269 -1170,3 0,3765 1 0,5395
NU:pol -1161,2 6,7146 1 0,0096 -1084,3 4,2372 1 0,0396 -1166,8 6,9931 1 0,0082
MT:T -1161,2 0,0038 1 0,9509 | -1083,4 1,9403 1 0,1636 -1166,8 0,017 1 0,8961
NU:T -1160,3 1,6376 1 0,2007 | -1083,4 0,011 1 0,9165 -1165,2 3,3354 1 0,0678
pol:T -1160,1 0,4188 1 0,5175 | -1082,2 2,3557 1 0,1248 -1162,3 5,7705 1 0,0163
MT:NU:pol -1160,1 0,0349 1 0,8518 | -1082,2 0,014 1 0,9059 -1159,5 5,6216 1 0,0177
MT:NU:T -1155 10,3328 1 0,0013 -1081,8 0,6822 1 0,4088 -1158,9 1,0722 1 0,3004
MT:pol:T -1154,9 0,0795 1 0,778 -1081,7 0,3684 1 0,5438 -1155,5 6,9442 1 0,0084
NU:pol: T -1153,2 3,3669 1 0,0665 | -1081,6 0,0517 1 0,8201 -1155,3 0,2481 1 0,6184
MT:NU:pol:T | -1152,5 1,451 1 02284 | -1081,6 0,0104 1 0,9187 -1155,3 0,0087 1 0,9257
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Tabela R4 nastavak.

Q10 Q11
loglik Chisq df p loglik Chisq  df P

MT -1284,4  0,2943 10,5875 | -1209,8 0,7311 1 03925

NU -1279,7  9,5585 1 0,002 | -1200,5 18,5688 1  <0,0001

pol -1263,2 32,9892 1 <0,0001 | -1178,2 44,498 I <0,0001

T -1142,1  242,0688 1 <0,0001 strata

MT:NU -1134,8 14,6483 1 0,0001 | -1177,2  2,0752 1 0,1497
MT:pol -1134,7  0,1403 10,7079 -1177 03678 10,5442
NU:pol -11343  0,9127 1 03394 | -1176,6 0,8225 1  0,3644
MT:T -1134 0,6498 1 04202 | -1176,2 09272 1 03356
NU:T -1128,9 10,1564 10,0014 | -1163,4 255359 1  <0,0001
pol:T -1127,2 3,355 1 0,067 | -1162,5 1,7882 1  0,1811
MT:NU:pol | -1126,3 1,7725 1 0,1831 | -1161,4  2,2491 1 0,1337
MT:NU:T -1125,8 1,0604 1 0,3031 | -1161,4 0,0024 1 0,9606
MT:pol:T -1125,7  0,1736 1 06769 | -1161,3 0,1994 1 06552
NU:pol: T -1125,1 1,1011 1 0,294 | -11589 46568 1  0,0309
MT:NU:pol:T | -1124,8 0,783 1 0,3762 -1158,6  0,6739 1 0,4117

Tabela RS. Uticaj mitohondrijskog haplotipa (MT), jedarne pozadine (NU), pola, temperature (T) i njihovih interakcija
na otpornost na desikaciju kod model vrste D. subobscura. Predstavljeni su rezultati ukupnog modela koji je obuhvatao
ceo skup podataka. df - stepeni slobode; F.ratio - F statistika; Chisq — Hi kvadratna vrednost; strata — model je stratifikovan
po toj promenljivoj; p vrednosti koje su znacajne na p <0,05 predstavljene su boldom.

Ukupni model
dft df2 F.ratio Chisq P
MT 1 Inf 0,123 0,123 0,7261
NU 1 Inf 15 15 0,0001
pol 1 Inf 228 228 <0,0001
T strata

MT:NU 1 Inf 0,011 0,011 0,9148
MT:pol 1 Inf 0444 0444  0,5051
MT:T 1 Inf 1 1 0,2261
NU:pol 1 Inf 5 5 0,0214
NU:T 1 Inf 18 18 <0,0001
pol:T 1 Inf 7 7 0,0086
MT:NU:pol 1 Inf 0,011 0,011 0,9149
MT:NU:T 1 Inf 7 7 0,0075

MT:pol:T 1 Inf 0,108 0,108 0,742
NU:pol:T 1 Inf 0,789 0,789  0,3744

MT:NU:pol: T 1 Inf 2 2 0,188
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4.2.1.2. Otpornost na desikaciju kod D. obscura

Svaki od Cetiri eksperimentalna bloka, imao je tri poredenja kombinacija haplotipova (parovna
poredenja), kao i po jedan ukupni model po bloku, koji je obuhvatao sva tri haplotipa. Srednja
vremena (sa intervalima poverenja) prezivljavanja uslova desikacije svih grupa iz cetiri EB
predstavljena su na slikama R11-R14. Rezultati ANOVA-e Cox modela za parovna i blokovska
poredenja u Cetiri EB su dati u tabelama R6-R9.

Otpornost na desikaciju (h)
‘

el e
S,
eforet
eﬂ%n;gag
b4
§—ﬂ;)—vn4ﬂa ¢
g fesw|Soibist
H BA—E%_*D_‘

- | 0] o || = o (| @

o

P e« ofe
d s &b - & e 9
D H = ] s ® . 3
o a8 . ® o 28 o o
£ s 55 o & s sqs 3
- o ale - s || s a 5 B
o sls  ole ® I ®
s es || e i 3y
- - ) s | = . s || - s
50 - | I s - g h sa || &'
. 0o
. - .
.

WAZ BAZ CAZ ABZ BBZ CBIZ ACZ BCZ CCZ AAM BAM CAM ABMN BEM CBM ACM BCM CCM  AAZ BAZ CAZ ABZ BBZ CBZ ACZ BCZ CCZ

AAN BAM CAM ABM BBM CBM ACM BCM CCHM
MT x NU x pol

Slika R11. Srednja vremena prezivljavanja D. obscura u satima za eksperiment desikacije za sve kombinacije genotipova
ipola iz EB I na dve eksperimentalne temperature. Oznake A, B i C ozna¢avaju EL (prvo slovo ozna¢ava mtDNK haplotip
(MT), drugo slovo oznacava jedarnu pozadinu (NU)), dok Z i M oznaéavaju zenke odnosno muzjake (pol). Tacke

predstavljaju vremena prezivljavanja pojedinacnih jedniki. Predstavljeni su intervali poverenja od 95%. Objavljeno u
(Eri¢ i sar. 2022b), modifikovano.

U prvom bloku MT je znacajno uticala na prezivljavanje u uslovima desikacije u dva parovna
poredenja, dok u tre€em paru nije, kao i ukupnom modelu gde je p vrednost bila jako blizu grani¢ne
0,05 (p=0,05684). U drugom eksperimentalnom bloku MT bila je znacajna u dva parovna poredenja
kao 1 ukupnom modelu. U EB III samo kod jednog parovnog poredenja MT je bila znacajna, dok je
u ukupnom modelu ta vrednost bila blizu granice statisticke znacajnosti (p=0,0609). U cetvrtom EB
se MT pokazala kao znacajna za duZinu preZivljavanja u uslovima su$e u jednom parovnom poredenju
kao 1 ukupnom modelu koji je ukljucivao sva tri haplotipa iz ¢etvrtog bloka. Zbirno gledano, MT je
u parovnim poredenjima bila znac¢ajna u 6 od 12 modela, dok je u ukupnim modelima statisticki
znacajno uticala na duzinu prezivljavanja susnih uslova u 2 od 4 modela.
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Slika R12. Srednja vremena preZivljavanja D. obscura u satima za eksperiment desikacije za sve kombinacije genotipova
ipola iz EB I na dve eksperimentalne temperature. Oznake D, E i F oznacavaju EL (prvo slovo oznacava mtDNK haplotip
(MT), drugo slovo ozna¢ava jedarnu pozadinu (NU)), dok Z i M oznaavaju Zenke odnosno muzjake (pol). Tacke
predstavljaju vremena prezivljavanja pojedinacnih jedniki. Predstavljeni su intervali poverenja od 95%. Objavljeno u
(Eri¢ i sar. 2022b), modifikovano.

U EB I dva od tri parovna modela morala su biti stratifikovana po NU, kao i u ukupnom
modelu, dok je u tre€em parovnom poredenju NU visoko znacajna. U EB II NU je znacajna u dva
parovna poredenja i ukupnom modelu. U EB III u sva tri parovna poredenja jedarna DNK je
visokoznacajna, dok je ukupni model morao biti stratifikovan prema ovoj promenljivoj. Svi modeli
EB IV su morali biti stratifikovani po NU sem jednog parovnog poredenja, gde ova promenljiva nije
bila zna¢ajna. Ukupno jedarna pozadina se pokazala kao znacajna u 5 od 7 parovnih poredenja, dok
je ostalih 5 modela moralo biti stratifikovano po ovom faktoru. Kada je re¢ o ukupnim modelima, u
tri EB je model bio stratifikovan po NU, dok je u preostalom EB uticaj NU na prezivljavanje u
uslovima desikacije bio statisti¢ki znacajan sa veoma niskom p vrednosc¢u (p < 0,0001).

Pol se pokazao kao veoma znacajan faktor za prezivljavanje u uslovima suse u ve¢ini modela.
U prvom EB pol je bio znacajan u sva tri parovna poredenja. U ostala tri eksperimentalna bloka pol
je bio znac¢ajan u po jednom od tri parovna poredenja i uz to je u EB IV u jednom parovnom poredenju
model bio stratifikovan po polu. Kada je re¢ o ukupnim modelima, u EB II ne moZemo govoritio
neospornom znacaju pola na prezivljavanje, posto je model stratifikovan po polu, dok je u EB I, EB
IIT 1 EB IV pol bio najznacajniji faktor u ukupnim modelima. Zbirno, pol se pokazao znac¢ajnim u 6
od 11 parovnih modela, dok je dvanaesti model stratifikovan prema polu.

Temperatura je u ovom eksperimentu bila verovatno najznacajniji faktor u prezivljavanju
uslova suSe u gotovo svim modelima Sirom svih eksperimentalnih blokova. Temperatura je bila
znacajna (7/7 parovnih modela), ili je model morao biti stratifikovan po njoj zbog prevelikog
odskakanja njene hazard funkcije od ostalih promenljivih. Kada je re¢ o ukupnim modelima, samo
ukupni model u EB III nije imao temperaturu kao statisticki znacajan faktor. U EB 11 EB IV su modeli
stratifikovani po temperaturi. Jedinke oba pola su znacajno duze izdrzavale desikacioni stres na nizoj
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temperaturi (16°C) u svim eksperimentalnim blokovima. Takode, uoc¢eno je da su razlike izmedu
grupa vece na nizoj temperaturi.
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Slika R13. Srednja vremena preZivljavanja D. obscura u satima za eksperiment desikacije za sve kombinacije genotipova
i pola iz EB I na dve eksperimentalne temperature. Oznake L, M i N oznacavaju EL (prvo slovo oznatava mtDNK
haplotip (MT), drugo slovo ozna¢ava jedarnu pozadinu (NU)), dok Z i M oznadavaju Zzenke odnosno muZjake (pol). Tacke
predstavljaju vremena prezivljavanja pojedina¢nih jedniki. Predstavljeni su intervali poverenja od 95%. Objavljeno u
(Eri¢ i sar. 2022b), modifikovano.

Kada su interakcije prvog reda u pitanju, kombinacije MT:NU 1 MT:T su se pokazale kao
najuticajnije. Kombinacija jedarnog 1 mitohondrijskog haplotipa bila je znacajna u 8 od 12 parovnih
modela 1 sva Cetiri ukupna modela, dok je mitohondrijski haplotip u interakciji sa temperaturom
statisticki zna€ajno uticao na duZinu prezivljavanja u uslovima suse u 9 od 12 parovnih modela 1 tri
ukupna modela. Kombinacija temperature i pola pokazala se statisti¢ki zna¢ajnom u 8 od 12 parovnih
12 od 4 ukupna poredenja. Mitohondrijski haplotip u interakciji sa polom znacajno je uticao na vreme
prezivljavanja uslova desikacije u 7 od 12 parovnih poredenja i 3 od 4 ukupna modela, dok je
interakcija jedarnog haplotipa i pola bila znacajna u polovini parovnih poredenja (6/12), kao 1 2 od 3
ukupna poredenja u kojima model nije bio stratifikovan prema ova dva faktora. Kada govorimo o
interakciji jedarnog genoma i temperature, dva parovna modela su morala biti stratifikovana po ova
dva faktora, dok je u 5 od preostalih 10 ova interakcija bila znac¢ajna. U ukupnim modelima, takode
je jedan EB morao biti stratifikovan po ova dva faktora, dok je u 2 od preostala 3 ova interakcija bila
znacajna.
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Slika R14. Srednja vremena preZivljavanja D. obscura u satima za eksperiment desikacije za sve kombinacije genotipova
ipola iz EB I na dve eksperimentalne temperature. Oznake O, P i Q oznacavaju EL (prvo slovo oznacava mtDNK haplotip
(MT), drugo slovo ozna¢ava jedarnu pozadinu (NU)), dok Z i M oznaavaju Zenke odnosno muzjake (pol). Tacke
predstavljaju vremena prezivljavanja pojedinacnih jedniki. Predstavljeni su intervali poverenja od 95%. Objavljeno u
(Eri¢ i sar. 2022b), modifikovano.

Interakcije drugog reda pokazale su manji procenat znacajnosti u eksperimentalnim
modelima. NajviSe se izdvaja kombinacija MT:NU:T koja se pokazala znacajnom u predvidanju
duZine prezivljavanja uslova suse u 8 od 12 parovnih modela i samo u 1 od 4 ukupna modela.
Kombinacija genotipa 1 pola (MT:NU:pol) bila je znacajna u samo 2 parovna poredenja, dok,
zanimljivo, ukupni modeli u sva Cetiri EB pokazuju statisticki zna¢ajan uticaj na prezivljavanje suse.
Interakcija MT:T:pol bila je znacajna u 4 od 12 parovnih poredenja i 3 od 4 ukupna modela.
Kombinacija NU:T:pol bila je znacajna u 5 od 12 parovnih poredenja i 2 od 4 ukupna modela.

Interakcija tre¢eg stepena tj. kombinacija sva Cetiri faktora, zna€ajno je uticala na duzinu
prezivljavanja uslova suSe u 5 od 12 parovnih poredenja i tri od 4 ukupna modela.
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Tabela R6. Efekat mitohondrijskog haplotipa (MT), jedarne pozadine (NU), pola, temperature (T) i njihovih interakcija
na otpornost na desikaciju EB I kod D. obscura. Loglik -Logaritmovana verovatnoc¢a; Chisq — Hi kvadratna vrednost; df
- stepeni slobode; Strata — model je stratifikovan po toj promenljivoj; Vrednosti koje su znacajne na p <0,05 date su
podebljane. Objavljeno u (Eri¢ i sar. 2022b), modifikovano.

EBI AB AC BC ABC
loglik  Chisq df p loglik Chisq df p loglik  Chisq df P loglik Chisq df p
MT -2531,4 9,240 1 0,0024 | -2966,2 13,56 1 0,0002 | -2994,8 2,284 1 0,1307 | -6307,2 5,74 2 0,0568
NU strata -2955,7 21,16 1 <0,0001 strata strata
pol -2521,6 19,570 1 <0,0001 | -29499 11,54 1 0,0007 | -2989,2 11,348 1 0,0008 | -6294,2 26,03 1 <0,0001
T strata strata -2952,2 73989 1 <0,0001 strata
MT:NU -2506,3 30,534 1 <0,0001 | -2941,9 16,07 1 <0,0001 | -2949,7 4,846 1 0,0277 | -6264,9 58,51 4  <0,0001
MT:pol -2503,6 1,352 1 0,245 -2936,6 10,55 1 0,0012 | -2943,6 12,341 1 0,0004 -6264 1,79 2 0,4084
NU:pol -2503,5 0,104 1 0,7473 | -2936,6 0,00 1 0,951 -2942.6 1,997 1 0,1577 strata
MT:T -2504,2 4,209 1 0,0402 -2934 5,24 1 0,0221 | -2938,1 8,856 1 0,0029 | -6255,5 17,14 2 0,0002
NU:T strata -2934 0,01 1 0,9371 | -2930,1 16,104 1 <0,0001 | -6254,9 1,09 2 0,5789
T:pol -2498,3 10,356 1 0,0013 | -2927,2 1343 1 0,0003 | -2916,3 27,490 1 <0,0001 | -6233 43,86 1 <0,0001
MT:NU:pol | -2477,9 0,056 1 0,8122 | -2926,4 1,61 1 0,2044 | -2916,3 0,004 1 0,9498 | -6202,2 61,54 4  <0,0001
MT:NU:T | -2477,9 40,789 1 <0,0001 | -2925,7 1,43 1 0,2311 | -2913,7 5,255 1 0,0219 | -6200,9 2,60 4 0,6269
MT:T:pol | -2476,7 2,378 1 0,123 -29254 0,59 1 0,4414 | -2912,2 3,115 1 0,0776 | -6200,6 0,56 2 0,754
NU:T:pol | -2476,6 0,151 1 0,6972 | -2925,1 0,62 1 0,4307 | -2911,7 0,856 1 0,3548 | -6200,1 0,99 2 0,611
MT:NU:T:pol| -2476,6 0,163 1 0,6866 -2925 0,16 1 0,6925 | -2907,9 7,542 1 0,0060 | -6194,1 12,01 4 0,0173

Tabela R7. Efekat mitohondrijskog haplotipa (MT), jedarne pozadine (NU), pola, temperature (T) i njihovih interakcija
na otpornost na desikaciju EB Il kod D. obscura. Loglik -Logaritmovana verovatnoca; Chisq — Hi kvadratna vrednost; df
- stepeni slobode; strata — model je stratifikovan po toj promenljivoj; vrednosti koje su znacajne na p <0,05 predstavljene
su boldom. Objavljeno u (Eri¢ i sar. 2022b), modifikovano.

EBII DE DF EF DEF
loglik  Chisq df p loglik  Chisq df p loglik Chisq df P loglik  Chisq df p
MT -2993.6 4,84 10,0278 | -2601,3 0,61 1 04359 | -2964,5 2842 1 <0,0001 | -7897,5 53,47 2 <0,0001
NU -2993,6 0,00 10,9457 | -3031,0 19,5888 1 0,002 | -2945,6 37,76 1 <0,0001 | -7869,6 5587 2 <0,0001
pol -2992 3,24 1 0,072 -2591,6 19,53 1 <0,0001 | -2944,5 2,16 1 0,1415 strata
T strata strata -7860,8 17,61 1 <0,0001
MT:NU -2991,1 1,74 10,1873 -2591 1,27 1 02604 | -2926,3 3645 1 <0,0001 | -7840,7 40,11 4 <0,0001
MT:pol -2988,3 5,54 1 0,018 | -2587,5 7,00 10,0082 | -2926,3 0,01 109047 | -7832,5 16,34 20,0003
NU:pol -2973,7 2923 1 <0,0001 | -2584,9 5,02 10,0251 | -2919,9 1283 1  0,0003 | -7818,8 27,50 2 <0,0001
MT:T -2973,4 0,61 1 04335 | -2580,8 8,23 10,0041 | -2916,2 744 1 0,0064 | -7812,6 1239 2 0,002
NU:T -2963,6 19,60 1 <0,0001 | -3009,0 0,2531 1 0,6149 -2910 12,40 1 0,0004 -7790 4524 2 <0,0001
T:pol -2961,2 4,74 10,0295 | -2578,8 3,96 10,0467 | -2904,3 11,41 10,0007 | -7781,2 17,49 1 <0,0001
MT:NU:pol -2961 0,45 1 05011 | -2578,8 0,02 1 08776 | -2904,3 0,01 1 0,92 -7762,1 38,16 4 <0,0001
MT:NU:T -2961 0,06 1 08143 | -2577,1 3,57 10,0587 | -2882,4 43,78 1 <0,0001 | -7760,9 2,44 4  0,6547
MT:T:pol -2960,6 0,84 1 0,36 -2576,6 0,98 1 03218 | -2882,1 0,53 1 04671 | -77552 11,46 20,0032
NU:T:pol -2954,1 12,92 10,0003 | -25759 1,35 1 02456 | -2878,8 6,58 10,0103 | -7749.9 10,63 2  0,0049
MT:NU:T:pol| -2952,2 3,76 10,0525 | -2574,6 2,65 10,1033 | -2872,9 11,73 10,0006 | -7738,2 2339 4  0,0001

Tabela R8. Efekat mitohondrijskog haplotipa (MT), jedarne pozadine (NU), pola, temperature (T) i njihovih interakcija
na otpornost na desikaciju EB III kod D. obscura. Loglik -Logaritmovana verovatnoca; Chisq — Hi kvadratna vrednost;
df - stepeni slobode; strata — model je stratifikovan po toj promenljivoj; vrednosti koje su znacajne na p <0,05
predstavljene su boldom. Objavljeno u (Eri¢ i sar. 2022b), modifikovano.

EB I11 LM LN MN LMN
loglik  Chisq df p loglik  Chisq df p loglik  Chisq df P loglik  Chisq  df p
MT -2873,1 2,08 10,1491 | -3278,7 4,07 10,0436 | -2798,6 0,09 1 0,7642 | -6391,6 5,60 20,0609
NU -2853,4 39,27 1 <0,0001 | -3219 119,33 1 <0,0001 | -2780,6 36,17 1 <0,0001 strata
pol -2851,2 4,48 10,0343 | -32183 1,44 1 02304 |-2779,1 294 1 0,0862 | -6295,7 191,83 1 <0,0001
T 2769 16444 1 <0,0001 | -3149,4 137,81 1 <0,0001 | -2761,2 35,71 1 <0,0001 | -6295,6 0,15 10,7021
MT:NU -2764,4 9,08 10,0026 | -3144,6 9,59 10,0019 | -2756,8 874 1 0,0031 | -6271,9 47,28 4 <0,0001
MT:pol -2764,4 0,03 1 08693 | -31423 4,55 10,0329 | -2756,8 0,06 1 08043 | -6263,5 16,84 2  0,0002
NU:pol -2761,3 6,26 10,0124 | -3137,7 9,26 1 00023 | -2755 3,65 1 0,0562 | -6246,6 33,81 2 <0,0001
MT:T -2754,5 13,65 10,0002 | -3134,7 6,01 10,0142 | 2752 598 10,0145 | -62452 287 20,2381
NU:T -2752,1 4,69 10,0303 | -3131,8 5,67 1 00172 | -2751,9 023 1 06314 | -6237,3 1586 2  0,0004
T:pol -2752,1 0,03 1 08599 | -3129,3 5,11 10,0238 | -27503 326 1 0,0711 | -62359 2,68 10,1015
MT:NU:pol | -2751,9 0,45 1 05046 | -3127,3 3,92 10,0478 | -2750,1 042 1 05156 | -6209,7 52,40 4 <0,0001
MT:NU:T | -2749,1 5,48 10,0192 | -3123,6 7,48 10,0063 | -2737,8 24,51 1 <0,0001 | -6205,7 7,96 40,0931
MT:T:pol | -2748,8 0,69 10,4065 -3117 13,18 10,0003 | -2731,5 12,62 1 0,0004 | -6196,4 18,62 2 <0,0001
NU:T:pol | -2747,1 3,43 1 0,064 | -3116,9 0,17 1 0,679 | -2730,3 245 10,1179 | -61953 2,18 2 03361
IMT:NU:T:pol| -2746,7 0,72 1 03955 | -3114,6 4,54 10,0332 | -2729,8 098 1 03216 | -6192,6 549 40,2406
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Tabela R9. Efekat mitohondrijskog haplotipa (MT), jedarne pozadine (NU), pola, temperature (T) i njihovih interakcija
na otpornost na desikaciju EB IV kod D. obscura. Loglik -Logaritmovana verovatnoc¢a; Chisq — Hi kvadratna vrednost;
df - stepeni slobode; strata — model je stratifikovan po toj promenljivoj; vrednosti koje su znacajne na p <0,05
predstavljene su boldom. Objavljeno u (Eri¢ i sar. 2022b), modifikovano.

EB IV op 0Q PQ oPQ
loglik  Chisq df p loglik  Chisq df p loglik Chisq df P loglik  Chisq df p
MT -2915,2 0,86 1 03542 | -2983,5 2,02 10,1554 | -2976,2 5,10 1 0,024 -6261,5 1045 20,0054
NU -2915,2 0,02 1 0,8863 strata strata strata
pol strata -2972,6 21,85 1 <0,0001 | -2976,1 0,07 10,7931 | -6050,6 421,85 1 <0,0001
T -2810,4 209,51 1 <0,0001 | -2824,3 296,56 1 <0,0001 | -2888,9 174,40 1 <0,0001 strata
MT:NU -2809,9 0,99 1 03208 | -2824,3 0,00 109692 |-2882,8 1231 10,0004 | -6042,6 16,07 4  0,0029
MT:pol -2801,8 16,30 1 <0,0001 | -2822,7 3,21 1 00731 | -2879,1 17,36 10,0067 | -6034,5 16,05 2  0,0003
NU:pol -2801,8 0,01 1 09366 | -2818,3 8,78 1 0,003 | -2879,1 0,07 1 0,798 -6032,6 3,96 20,1383
MT:T -2800,4 2,72 10,0994 | -2816,2 4,26 1 0,039 -2879 0,06 1 08001 | -6017,3 30,56 2 <0,0001
NU:T -2800,4 0,01 1 09103 -2815 2,31 10,1289 | -2878,2 1,75 1 0,186 strata
T:pol -2797.4 5,96 10,0146 | -2814,6 0,80 1 03698 | -2878 0,35 1 05549 | -6015,4 3,78 10,0519
MT:NU:pol | -27964 2,03 1 0,154 | -2814,6 0,07 10,7929 | -2874,8 6,38 10,0115 | -6005,6 19,63 4  0,0006
MT:NU:T | -2795,5 1,87 1 01716 | -2810,6 8,00 10,0047 | -2864,6 20,40 1 <0,0001 | -5998,3 14,43 4 0,006
MT:T:pol | -2788,6 13,76 1 0,0002 | -2805,3 10,55 1  0,0012 | -2864,6 0,06 1 08116 | -5990,1 16,49 2  0,0003
NU:T:pol -27852 6,81 10,0091 | -2798,7 1327 1 0,0003 | -2862,5 4,16 10,0413 | -5969,5 41,23 2 <0,0001
MT:NU:T:pol| -2781,5 7,34 10,0067 | -2794,8 7,64 10,0057 | -28614 2,21 10,1367 | -5962,8 1345 4  0,0093

4.2.2.1. Duzina razviéa kod D. subobscura

4.2.2. Duzina razviéa

Kada je duzina razvi¢a kod model vrste D. subobscura u pitanju, jedan od kvarteta je bio

nepotpun. U 7. kvartetu, genotip ¢, koji je inade imao najniZi vijabilitet, a pogotovo na 24°C, u 8
replika izlegao se samo 1 muzjak, dok Zenki nije bilo. Ovo je zadalo probleme u modelovanju ovog
kvarteta, kako model nije imao nijedan podatak za duzinu razviéa Zenki c* genotipa na 24°C. Zbog
toga za ovu komponentu postoji samo 10 modela. lako je 7. kvartet bio nepotpun, u ukupnom modelu
su ukljuceni podaci iz svih 11 kvarteta poSto su u celokupnom setu podataka nijedna grupa nije bila
bez unosa. Srednje vrednosti duzine razvi¢a kombinacija genotipova na dve eksperimentalne
temperature, za ukupni model, predstavljene su na slici R15, dok su srednje vrednosti duzine razvi¢a
pojedniacnih kvarteta predstavljene na slikama p12-22 u prilogu.
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Slika R15. Srednja vremena duZine razvi¢a D. subobscura u danima za sve kombinacije genotipova i pola kod svih 11
kvarteta zajedno na dve eksperimentalne temperature. Malo slovo oznacava mtDNK haplotip (MT) gde je ,,a“ haplotip
I, dok je ,.c* haplotip II. Velika slova ozna¢avaju odgovarajuéu jedarnu pozadinu (NU)), dok Z i M oznadavaju Zenke
odnosno muzjake (pol). Tacke predstavljaju vremena razvi¢a pojedinac¢nih jedinki. Predstavljeni su intervali poverenja
od 95%.

MuzZjaci 1 Zenke model vrste D. subobscura su u ovom eksperimentu imali sliéne duZine
razvi¢a u svim kvartetima na obe temperature. Jedinke sa razli¢itim kombinacijama mito-jedarnih
haplotipova takode imaju sli¢ne duZine razvica kada gledamo svih 11 kvarteta. Ne uocavaju se
prednosti odredenih kombinacija kod jednog ili drugog pola, kao ni na jednoj od eksperimentalnih
temperatura. Najuocljivije razlike su izmedu dve eksperimentalne temperature, gde se jasno uocava
da se eksperimentalna grupa na 24°C razvijala u proseku 18% brze od one na 19°C. Rezultati
ANOVA-e GLM modela za duzinu razvi¢a za 10 eksperimentalnih kvarteta dati su u tabeli R10, dok
su rezultati ANOVA-e za ukupni model prikazani u tabeli R11.
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Tabela R10. Uticaj mitohondrijskog haplotipa (MT), jedarne pozadine (NU), pola, temperature (T) i njihovih interakcija
na duzinu razvi¢a od jajeta do adulta kod model vrste D. subobscura. Predstavljeni su rezultati deset Kvartetnih modela
(Q1-Q6, Q8-Q11), posto je sedmi kvartet bio nepotpun da bi se odradile statisticke analize. SSq — Zbir kvadrata; F- F

statistika; p vrednosti koje su znacajne pri p<0,05 predstavljene su boldom.

Q1 Q2 Q3
SSq F p SSq F P SSq F p
MT 1,235 1,1037 0,2979 6,622 2,9884 0,0924 0,028 0,0241 0,8772
NU 9,265 8,2821 0,0056 0,005 0,0024 0,961 17,663 15,0661 0,0003
pol 0,043 0,038 0,8455 1,752 0,7906 0,3747 2,966 2,5301 0,1125
T 208,098 186,0237 <0,0001 | 310,692 140,2148 <0,0001 | 213,226 181,879  <0,0001
MT:NU 12,813 11,4539 0,0013 17,389 7,8477 0,0081 0,711 0,6069 0,4396
MT:pol 1,944 1,7376 0,1883 7,598 3,4291 0,0651 1,714 1,4623 0,2273
NU:pol 1,042 0,931 0,3352 0,103 0,0465 0,8294 2,684 2,2897 0,131
MT:T 0,172 0,1541 0,6961 1,897 0,8563 0,3609 0,011 0,0096 0,9224
NU:T 1,231 1,1005 0,2986 5,381 2,4282 0,1279 0,273 0,2329 0,6314
pol:T 3,621 3,2373 0,0728 4,372 1,9733 0,1612 0,053 0,0456 0,831
MT:NU:pol 1,613 1,4418 0,2306 2,026 0,9145 0,3397 0,588 0,5015 0,4792
MT:NU:T 0,895 0,8005 0,3747 0,168 0,076 0,7844 0,089 0,076 0,784
MT:pol:T 2,523 2,255 0,1341 8,309 3,7499 0,0538 2,084 1,7774 0,1832
NU:pol:T 0 0,0002 0,9884 0,016 0,0071 0,9327 0,954 0,8134 0,3676
MT:NU:pol:T 0 0,0002 0,9892 0,008 0,0034 0,9534 0,039 0,0329 0,8561
Q4 Q5 Q6
SSq F p SSq F P SSq F P
MT 0,11 0,0477 0,828 0,867 0,6604 0,4199 3,14 2,8573 0,096
NU 3,38 1,4831 0,2293 1,696 1,2913 0,2606 6,681 6,079 0,0165
pol 0,13 0,0559 0,8132 1,494 1,1376 0,2866 7915 7,2024 0,0077
T 527,24  231,0767 <0,0001 | 156,829 119,4216 <0,0001 | 277,359 252,3781 <0,0001
MT:NU 2,75 1,2037 0,2781 0 0,0002 0,989 4,848 44112 0,0398
MT:pol 1,69 0,7391 0,3904 0,053 0,0403 0,841 0,051 0,0466 0,8293
NU:pol 0,08 0,0341 0,8536 0 0,0002 0,9894 3,393 3,087 0,0799
MT:T 1 0,4367 0,5119 0,311 0,2368 0,6284 2,033 1,8499 0,1788
NU:T 0,21 0,0906 0,7648 1,212 0,9229 0,3409 0,871 0,7924 0,3769
pol: T 0,03 0,0119 0,913 3,512 2,674 0,1026 2,689 2,4472 0,1187
MT:NU:pol 2,15 0,9408 0,3326 0,551 0,4196 0,5174 0,006 0,0057 0,94
MT:NU:T 0,44 0,1941 0,6615 0,016 0,0125 0,9112 1,287 1,1707 0,2835
MT:pol:T 0,21 0,0924 0,7613 1,136 0,8652 0,3527 0,053 0,0484 0,826
NU:pol:T 0,56 0,2437 0,6218 0,099 0,0752 0,784 2,01 1,8285 0,1773
MT:NU:pol:T 5,17 2,2652 0,133 1,102 0,8394 0,36 0 0,0004 0,9842
Q8 Q9 Q10
SSq F p SSq F P SSq F P
MT 3,95 2,2987 0,1349 0,071 0,0477 0,8278 0,62 0,3205 0,5739
NU 0,17 0,0967 0,757 2,923 1,9643 0,1654 18,57 9,55 0,0033
pol 3,07 1,7864 0,1819 5,157 3,466 0,0642 0,55 0,2841 0,5943
T 569,86  331,2609 <0,0001 195,683 131,5183 <0,0001 336,33  172,9925 <0,0001
MT:NU 1,99 1,1572 0,2865 0,004 0,0025 0,9606 1,48 0,7621 0,387
MT:pol 0,82 0,4778 0,4897 0,141 0,0951 0,7582 4,39 2,2576 0,1335
NU:pol 0,3 0,1746 0,6762 0,857 0,5759 0,4489 6,49 3,3361 0,0683
MT:T 0,03 0,0189 0,8912 0,958 0,6439 0,425 1,44 0,7383 0,3945
NU:T 1,67 0,9693 0,3289 6,017 4,0438 0,0481 0,64 0,3267 0,5703
pol:T 0 0 0,9975 0,051 0,0345 0,8529 0,02 0,01 0,9206
MT:NU:pol 1,28 0,7443 0,3887 0,199 0,1339 0,7148 3,44 1,7709 0,1838
MT:NU:T 1,16 0,6739 0,415 0,726 0,4882 0,487 1,04 0,5342 0,4684
MT:pol:T 0,41 0,2412 0,6235 0,044 0,0293 0,8642 0,09 0,0441 0,8337
NU:pol:T 2 1,1599 0,282 0,505 0,3396 0,5607 10,43 5,3643 0,0209
MT:NU:pol:T 0,59 0,3402 0,5599 0,089 0,0598 0,807 0 0 0,9969
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Tabela R10 nastavak.

Q11
SSq F p

MT 0,006 0,0036 0,9524

NU 7,098 4,1628 0,0472

pol 7,042 4,1302 0,0429
T 180,339 105,7654  <0,0001
MT:NU 0,007 0,0043 0,9482
MT:pol 3,223 1,8901 0,1701
NU:pol 5,99 3,5128 0,0393
MT:T 0,006 0,0033 0,9542
NU:T 5,367 3,1477 0,0826
pol:T 3,746 2,1972 0,1391
MT:NU:pol 3,06 1,7947 0,1812
MT:NU:T 0,051 0,0298 0,8636
MT:pol:T 1,68 0,9852 0,3216
NU:pol:T 5,397 3,1654 0,0761
MT:NU:pol: T 1,439 0,8439 0,3589

Tabela R11. Uticaj mitohondrijskog haplotipa (MT), jedarne pozadine (NU), temperature (T), pola i njihovih interakcija
na duzinu razvic¢a od jajeta do adulta kod model vrste D. subobscura. Predstavljeni su rezultati ukupnog modela koji je
obuhvatao ceo skup podataka. SSq — Zbir kvadrata; F- F statistika; p vrednosti koje su zna¢ajne pri p<0,05 predstavljene
su boldom.

Ukupni model
SSq F P
MT 3,32 1,8655 0,1725
NU 1,63 0,9146 0,3393
pol 24,91 13,9832 0,0002
T 2945,97  1653,667 <0,0001
MT:NU 0,49 0,2726 0,6017
MT:pol 0,01 0,006 0,938
NU:pol 0 0,001 0,9745
MT:T 0,34 0,1897 0,6633
NU:T 0,32 0,1812 0,6705
pol:T 1,43 0,8015 0,3707
MT:NU:pol 2,06 1,1538 0,2828
MT:NU:T 0,3 0,1702 0,6801
MT:pol:T 0,33 0,1875 0,6651
NU:pol:T 0,03 0,0191 0,8901
MT:NU:pol:T 1,83 1,0245 0,3115

Rezultati pokazuju mali broj znacajnosti Sirom analiziranih 10 kvarteta, pogotovo kada su
interakcije u pitanju. Ocekivano, temperatura se ispostavila kao najbitniji faktor u ovom
eksperimentu, posto se u svih 10 kvartetnih modela, kao i ukupnom pokazalo da temperatura
statisticki znacajno utic¢e na duzinu razvica. Jedarna pozadina je drugi najuticajniji faktor u kvartetnim
modelima, pokazavsi se statisti¢ki zna¢ajnom u 5 od 10 modela. U ukupnom modelu jedini faktor
koji je bio znacajan pored temperature jeste pol. Ovo je pomalo iznenadujuc rezultat posto je ovaj
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faktor bio statisticki znacajan u samo dva od deset kvartetnih modela. Mitohondrijski haplotip nije
bio znacajan ni u jednom modelu. Od interakcija vredno je spomenuti da se kombinacija genotipa
(MT:NU) pokazala kao dobar prediktor duzine razviéa u 3 modela u kojima je bila statisticki
znadajna. Zenke su imale brze razvi¢e kod nekih kombinacija mito-jedarnih genotipova, dok je kod
drugih kombinacija, razvi¢e muzjaka bilo brze. Ipak ovaj efekat je bio zavisan od kvarteta tako da u
ukupnom modelu interakcija MT:NU:pol nije znacajna. Od ostalih interakcija prvog reda samo su
NU:T i NU:pol zabelezili po jednu statisti¢ki znac¢ajnu p vrednost u modelima. Od visih interakcija
jednu znacajnu p vrednost imala je NU:pol:T interakcija.

4.6.2.2. Duzina razviéa kod D. obscura

Srednje vrednosti duzine razvica za Cetiri eksperimentalna bloka kod model vrste D. obscura
prikazana su na slikama R16-R19. Ocekivano, temperatura je imala najveci uticaj na duzinu razvica
u svim grupama, gde su se sve grupe razvijale znatno brze na vi$oj temperaturi. UopSteno govoreci,
muzjaci i zenke su imali priblizne duZine razvi¢a u svim EB. Odredene kombinacije genotipova
favorizovale su Zenke, dok je kod drugih kombinacija genotipova, razvi¢e muzjaka bilo brze.
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Vreme razvica u danima

AAZ BAZ CAZ ABZ BBZ CBZ ACZ BCZ CCZ AAM BAM CAM ABM BEBM CBM ACM B:CM CCM  AAZ BAZ CAZ ABZ BBZ CBZ ACZ BCZ CCZ AAM BAM CAM ABM BEM CBM ACM BCM C:CM
MT x NU x pol

Slika R16. Srednja vremena duzine razvi¢a D. obscura u danima za sve kombinacije genotipova i pola iz EB I na dve
eksperimentalne temperature. Oznake A, B i C oznacavaju EL (prvo slovo ozna¢ava mtDNK haplotip (MT), drugo slovo
oznacava jedarnu pozadinu (NU)), dok Z i M ozna¢avaju Zenke odnosno muzjake (pol). Tacke odgovaraju duzinama
razvica pojedinacnih jedinki. Predstavljeni su intervali poverenja od 95%. Objavljeno u (Eri¢ i sar. 2022b), modifikovano.

70



i~

11—t
3F|—I+

Vreme razvica u danima

HREE L

DDZ EDZ FDZ DEZ EEZ FEZ DFZ EFZ FFZ DDM EDM FOM DEWM EEM FEM DFM EFM FFEM  DDZ EDZ FDZ DEZ EEZ FEZ DFZ EFZ FFZ DDM EDM FDM DEM EEM FEM DFM EFM FFW
MT x NU x pol

Slika R17. Srednja vremena duzine razvi¢a D. obscura u danima za sve kombinacije genotipova i pola iz EB I na dve
eksperimentalne temperature. Oznake D, E i F oznacavaju EL (prvo slovo ozna¢ava mtDNK haplotip (MT), drugo slovo
oznacava jedarnu pozadinu (NU)), dok Z i M oznadavaju Zenke odnosno muzjake (pol). Tatke odgovaraju duzinama
razvi¢a pojedinacnih jedinki. Predstavljeni su intervali poverenja od 95%. Objavljeno u (Eri¢ i sar. 2022b), modifikovano.

ANOVA GLM modela za duzinu razvica za Cetiri eksperimentalna bloka je data u tabelama
R12-R15. U tabelama su predstavljena kako parovna poredenja, tako i ukupni modeli koji obuhvataju
sva tri mitohondrijska haplotipa i njihove kombinacije sa ostalim faktorima.

Temperatura je u svim modelima, kako parovnim tako i ukupnim Sirom svih EB, daleko
najuticajniji faktor na duZinu razvica, sa statisticki najznacajnijim vrednostima u svim modelima.
Ostali faktori su imali dosta varijabilne rezultate u zavisnosti od EB, pa se deSavalo da isti faktor utice
na duzinu razvic¢a sa visokom znacajnos¢u u sva tri poredenja u jednom bloku, dok u drugom ni u
jednom poredenju taj faktor ne uti¢e na duzinu razvica.

71



Vreme razvica u danima
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MT x NU x pol

Slika R18. Srednja vremena duzine razvi¢a D. obscura u danima za sve kombinacije genotipova i pola iz EB I na dve
eksperimentalne temperature. Oznake L, M i N oznacavaju EL (prvo slovo ozna¢ava mtDNK haplotip (MT), drugo slovo
oznac¢ava jedarnu pozadinu (NU)), dok Z i M oznadavaju Zenke odnosno muzjake (pol). Tacke odgovaraju duzinama
razvi¢a pojedinacnih jedinki. Predstavljeni su intervali poverenja od 95%. Objavljeno u (Eri¢ i sar. 2022b), modifikovano.
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Slika R19. Srednja vremena duzine razvi¢a D. obscura u danima za sve kombinacije genotipova i pola iz EB I na dve
eksperimentalne temperature. Oznake O, P i Q oznac¢avaju EL (prvo slovo oznacava mtDNK haplotip (MT), drugo slovo
oznacava jedarnu pozadinu (NU)), dok Z i M oznacavaju Zenke odnosno muzjake (pol). Tacke odgovaraju duzinama
razvi¢a pojedinacnih jedinki. Predstavljeni su intervali poverenja od 95%. Objavljeno u (Eri¢ i sar. 2022b), modifikovano.
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Mitohondrijski haplotip je statisticki znacajno uticao na duzinu razvi¢a u 7 od 12 parovnih
poredenja i 2 od 4 ukupna modela. Jedarna pozadina bila je znacajna takode u 7 od 12 parovnih
modela, ali 1 u ukupnim modelima za sva cetiri EB. Uticaj pola je bio dosta varijabilan izmedu
razlic¢itih EB. Generalno, pol se pokazao znacajnim prediktorom duzine razvi¢a u 6 od 12 parovnih
modela 1 3 ukupna modela. Od interakcija prvog reda, najbitnijim su se pokazale kombinacija
genotipa MT:NU (6/12 parovnih modela i 3/4 ukupna) i NU:T (8/12 i 3/4). Sa druge strane,
kombinacija mitohondrijskog haplotipa i temperature bila je znac¢ajna samo u 3 od 12 parovnih i 2 od
4 ukupna modela. Interakcije genotipa sa polom nisu se pokazale krucijalnim za ovu fitnes
komponentu. Interakcija MT:pol bila je znacajna samo u 2 parovna poredenja i nijednom ukupnom
modelu dok je NU:pol bila znac¢ajna samo u 1 od 12 parovnih i dva od 4 ukupna modela. Kombinacija
temperature 1 pola pokazala se kao znacajan prediktor duzine razvi¢a samo u prvom EB gde je bila
znacajna u 2 od 3 parovna poredenja kao i ukupnom modelu koji poredi sva tri haplotipa zajedno,
dok u ostalim EB nijedan model nije pokazao znacajnost ove interakcije. Interakcije drugog reda
takode se nisu pokazale narocito znacajnim za ovu fitnes komponentu, buduci da nijedna od njih nije
bila znacajna u viSe od tri parovna poredenja i jednom ukupnom modelu. Uglavnom bi neka od njih
bila znac¢ajna samo u jednom EB u par poredenja. Interakcija sva Cetiri faktora se takode nije pokazala
kao dobar prediktor duZine razvica, obzirom da je bila statisticki znacajna u 2 od 12 parovnih modela
12 od 4 ukupna poredenja.

Tabela R12. Efekat mitohondrijskog haplotipa (MT), jedarne pozadine (NU), pola, temperature (T) i njihovih interakcija
na duzinu razvica za tri parovna poredenja i ukupni model u okviru eksperimentalnog bloka (EB) I kod D. obscura. SSq
— Zbir kvadrata; ddf - stepeni slobode imenioca; F- F statistika; p vrednosti koje su znacajne pri p<0,05 predstavljene su
boldom. Objavljeno u (Eri¢ i sar. 2022b), modifikovano.

EBI AB AC BC ABC
SSq ‘ ddf ‘ F ‘ P SSq ‘ ddf ‘ F ‘ P SSq ‘ ddf ‘ F ‘ P SSq ’ ddf ‘ F P

MT 0450 700 0,62 04320 | 52 723 646 00132 | 01 696 010 07585 | 05 1587 031 07374

NU 0350 70,0 049 04870 | 7.8 723 961  0,0028 | 183 69,6 2755 <0,0001 | 33,6 1586 21,55 <0,0001
pol 5400 9314 743 00065 | 38 10422 467 00309 | 14 10288 218 01405 | 63 22143 812  0,0044

T 1726 700 2374  <0,0001 | 1675 72,3 2073 <0,0001 | 1353 69,6 2041 <0,0001 | 3835 1587 4913  <0,0001
MT:NU 3120 700 430 00419 | 53 723 650 00129 | 15 696 220 01428 | 144 1585 463  0,0015
MT:pol 0210 9314 029 05928 | 13 10422 156 02123 | 1,1 10288 173 0,182 | 1 22142 065 05217
NUzpol 1,670 9314 230  0,1298 | 21 10422 256 0,100 | 05 10288 0,68 04113 | 2,5 22139 160 02019
MTT 1,740 70,0 239 01263 | 374 723 4629 <00001 | 0,1 696 013 07176 | 51 1587 325 00416
NU:T 0950 70,0 131 02571 | 21,0 723 2604 <0,0001 | 74 69,6 11,12 00014 | 349 1586 2235 <0,0001
T:pol 0490 9314 0,67 04131 | 37 10422 453 00336 | 56 10288 842  0,0038 | 46 22143 595  0,0148
MENUpol | 550 o314 2,04 01441 | 00 10422 001 09115 | 00 10288 001 09201 | 19 22136 060 06591
MENUT 1 406 700 2058 <00001 | 02 723 024 06277 | 39 696 584 00183 | 554 1585 1775  <0,0001
METpol 10310 9314 308 00749 | 00 10422 000 09446 | 12 10288 175 0,857 | 03 22142 020 08185
NUTpol 1 010 0314 249 01146 | 00 10422 001 09263 | 19 10288 291 00885 | 3 22139 193 01452
MENUTRL | 000 0314 274 00984 | 02 10422 025 06154 | 00 10288 005 08181 | 7.6 22136 244 00446
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Tabela R13. Efekat mitohondrijskog haplotipa (MT), jedarne pozadine (NU), pola, temperature (T) i njihovih interakcija
na duzinu razvica za tri parovna poredenja i ukupni model u okviru eksperimentalnog bloka (EB) Il kod D. obscura. SSq
— Zbir kvadrata; ddf - stepeni slobode imenioca; F- F statistika; p vrednosti koje su znacajne pri p<0,05 predstavljene su
podebljano. Objavljeno u (Eri¢ i sar. 2022b), modifikovano.

EB II DE DF EF DEF
SSq | ddf ‘ F | P SSq | ddf ‘ F ‘ P SSq ‘ ddf ‘ F ‘ P SSq ‘ ddf | F P
MT 5,54 70,66 5,63 0,020 9,28 70,7 8,72 0,0043 32,1 71,14 33,26  <0,0001 | 453 160,0 22,66  <0,0001
NU 3,93 70,66 4,00 0,049 20,78 70,7 19,52 <0,0001 3,9 71,14 4,07 0,0474 12,7 160,0 6,33 0,0023
pol 6,36 954,08 6,46 0,011 0,25 996,9 0,24 0,6271 0,9 996 0,91 0,3396 3,7 2233.5 3,72 0,0538
T 2474 70,66 2514  <0,0001 | 3028 72,0 2845  <0,0001 | 3265 71,14 3378  <0,0001 | 6008 160,1 6008  <0,0001
MT:NU 0 70,66 0,00 0,982 0,08 70,7 0,08 0,7843 8,3 71,14 8,64 0,0044 8,2 160,0 2,06 0,0889
MT:pol 1,72 954,08 1,75 0,186 3,69 996,9 3,46 0,0631 6,5 996 6,71 0,0097 5,8 2233,1 2,90 0,0554
NUzpol 3,57 954,08 3,63 0,057 2,36 996.,9 2,21 0,1371 1,6 996 1,67 0,1960 14,6 22330 7,28 0,0007
MT:T 0,96 70,66 0,98 0,326 6,81 72,0 6,40 0,0136 146 71,14 15,15 0,0002 19,6 160,0 9,81 <0,0001
NU:T 1,77 70,66 1,80 0,184 26,3 72,0 24,71  <0,0001 154 71,14 15,95 0,0002 38,4 160,0 19,20  <0,0001
T:pol 1,6 954,08 1,63 0,202 0,51 999,3 0,48 0,4875 0 996 0,02 0,8837 2,2 22335 2,20 0,1382
MT:NU:zpol 1,38 954,08 1,41 0,236 0,05 996.,9 0,04 0,8339 0,2 996 0,21 0,6484 5,2 22319 1,31 0,2643
MT:NUT 0,05 70,66 0,05 0,826 0,09 72,0 0,08 0,7771 0,3 71,14 0,32 0,5719 0,5 160,0 0,14 0,9685
MT:T:pol 1,52 954,08 1,54 0,215 3,48 999,3 3,27 0,0710 4,9 996 5,03 0,0251 34 2233,1 1,69 0,1850
NU:T:pol 3,33 954,08 3,38 0,066 3,42 999,3 3,21 0,0735 7.4 996 7,66 0,0057 7,2 2233,0 3,62 0,0269
MT:NU:T:pol 0,01 954,08 0,01 0,943 0 999,3 0,00 0,9865 6,5 996 6,77 0,0094 12,2 22319 3,05 0,0162
Tabela R14. Efekat mitohondrijskog haplotipa (MT), jedarne pozadine (NU), pola, temperature (T) i njihovih interakcija
na duzinu razvica za tri parovna poredenja i ukupni model u okviru eksperimentalnog bloka (EB) Il kod D. obscura. SSq
— Zbir kvadrata; ddf - stepeni slobode imenioca; F- F statistika; p vrednosti koje su znacajne pri p<0,05 predstavljene su
boldom. Objavljeno u (Eri¢ i sar. 2022b), modifikovano.
EB III LM LN MN LMN
SSq ‘ ddf l F ‘ P S$Sq ‘ ddf ‘ F ‘ P $Sq ‘ ddf ‘ F ‘ P S$Sq ‘ ddf | F ‘ P
mT 0,08 352,01 0,08 0,774 2,56 79,85 1,64 0,2040 10,17 263,43 10,84 0,0011 1,13 508,12 0,48 0,6201
NU 0,08 352,01 0,08 0,772 0,77 79,85 0,50 0,4832 19,82 26343 21,13 <0,0001 | 20,16 350,54 8,55 0,0002
pol 0,68 684,68 0,75 0,388 485 623,77 3,11 0,0783 0,35 782,68 0,37 0,5435 5,25 1563,83 4,45 0,0350
T 840 352,01 917  <0,0001 | 2147 79,85 1376 <0,0001 1447 263,43 1543  <0,0001 | 2672 550,98 2267  <0,0001
MT:NU 2,89 352,01 3,15 0,077 0,84 79,85 0,54 0,4657 9,71 263,43 10,35 0,0015 23,37 334,23 4,96 0,0007
MT:pol 0,41 684,68 0,44 0,506 0,03  623,7 0,02 0,8810 1,43 782,68 1,52 0,2174 0,09 1566,61 0,04 0,9619
NU:zpol 2,61 684,68 2,84 0,092 0 623,7 0,00 0,9913 2,93 782,68 3,12 0,0776 1,56 1582,77 0,66 0,5158
MT-T 0,11 352,01 0,12 0,731 5,7 79,85 3,65 0,0595 2,61 263,43 2,78 0,0968 1,05 508,12 0,45 0,6408
NU:T 0,19 352,01 0,20 0,653 6,99 79,85 4,48 0,0375 11,09 26343 11,82 0,0007 5,67 350,54 2,41 0,0917
T:pol 0,31 684,68 0,34 0,558 0,77  623,7 0,49 0,4830 2,09 782,68 2,23 0,1356 0,14 1563,83 0,11 0,7348
MT:NU:pol 4,55 684,68 4,97 0,026 0,06 623,77 0,04 0,8425 5,77 782,68 6,15 0,0134 8,51 1580,6 1,81 0,1252
MT:NU:T 8,14 352,01 8,89 0,003 0,6 79,85 0,39 0,5365 0 263,43 0,00 0,9458 10,77 334,23 2,29 0,0600
MT:T:pol 2,8 684,68 3,06 0,081 1,96 623,77 1,26 0,2626 0,07 782,68 0,07 0,7913 3,37 1566,61 1,43 0,2395
NU:T:pol 0,08 684,68 0,09 0,770 2,56 623,77 1,64 0,2009 0,31 782,68 0,33 0,5684 1,94 1582,77 0,82 0,4396
MENUTipol |y 14 68468 125 0265 | 039 6237 025 06165 | 096 78268 102 03117 | 241 15806 051 07280
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Tabela R15. Efekat mitohondrijskog haplotipa (MT), jedarne pozadine (NU), pola, temperature (T) i njihovih interakcija
na duzinu razvica za tri parovna poredenja i ukupni model u okviru eksperimentalnog bloka (EB) IV kod D. obscura. SSq
— Zbir kvadrata; ddf - imenilac stepeni slobode; F- F statistika; p vrednosti koje su znacajne pri p<0,05 predstavljene su
boldom. Objavljeno u (Eri¢ i sar. 2022b), modifikovano.

EBIV or 0Q PQ 0PQ
SSq ‘ ddf ‘ F ‘ P SSq ‘ ddf ‘ ¥ ‘ P SSq ‘ ddf ‘ ¥ ‘ P SSq ‘ ddf ‘ F ‘ P

MT 432 741 523 0,0251 | 307 820 299 00877 | 2892 664 4515 <0,0001 | 22,88 172,01 14,38  <0,0001
NU 2584 741 3128 <0,0001 | 246 820 239  0,1263 | 073 664 115 02881 | 19,83 1719 1247 <0,0001
pol 9,05 1146 1095 0,001 | 2083 8842 2023 <0,0001 | 946 1014 1476 00001 | 2981 2318 3747  <0,0001
T 1690 74,1 2045 <0,0001 | 1235 82,0 1199 <0,0001 | 1251 664 1953 <0,0001 | 3075 172,6 3865  <0,0001
MT:NU 3,18 741 385 00536 | 2328 82,0 22,61 <0,0001 | 990 664 1546 00002 | 2823 1710 8,87  <0,0001
MT:pol 001 1146 001 09175 | 008 8842 007 0787 | 2,70 1014 421 00404 | 2,04 2315 128 02779
NUzpol 647 1146 782 00052 | 010 8842 0,10 07572 | 0,89 1014 139 02392 | 615 2314 3,87  0,0211
MT:T 2,19 741 264 01081 | 0,00 820 000 09813 | 017 664 027 06049 | 255 1721 1,60 0,045
NUT 555 741 672 00115 | 008 82,0 008 07833 | 887 664 1384 0,004 | 1835 1719 11,53 <0,0001
T:pol 0,15 1146 018 06684 | 020 8842 020 06581 | 012 1014 0,18 06711 | 038 2318 048  0,4905
MENUpl | 003 1146 004 08371 | 085 8842 082 03643 | 0,10 1014 016 06907 | 265 2311 083 05049
MT:NU:T 2,1 741 255 01148 | 000 820 000 09927 | 023 664 036 055 | 2,12 1710 067 06167
METipol 151 146 147 02259 | 041 8842 040 05279 | 071 1014 111 02914 | 052 2315 033 07202

NUTpol | 15 1146 018 0668 | 299 8842 290 00888 | 003 1014 005 08156 | 1,03 2314 065 0523
MENUT:pol [0 04 1146 779 00053 | 002 8842 002 08987 | 001 1014 018 0674 | 7,18 2311 226 00607

4.2.3. Prezivljavanje

U okviru eksperimenta vijabiliteta, merene su vrednosti preZivljavanja od jajeta do lutke (EtP),
lutke do adulta (PtA), kao 1 celokupno razvice od jajeta do adulta (EtA). Kako je vecina jedinki koja
je prezivela do stadijuma lutke uspela da zavrsi svoje razvi¢e do adulta, tako su rezultati EtP
preZivljavanja jako sli€ni vrednostima EtA preZivljavanja, dok su PtA vrednosti slabo informativne
uzimajuci u obzir da je oko 95% jedinki koje su se ulutkale dosle i do stadijuma adulta. Iz tog razloga
je prezivljavanje od jajeta do adulta, pored toga Sto je obuhvatalo celokupno razvice musSica,
najinformativnija komponenta, pa ¢e samo modeli koji su analizirali ovu komponentu biti
predstavljeni, dok druge dve nece biti detaljnije diskutovane. Rezultati ANOVA-e modela za
prezivljavanje od jajeta do lutke (EtP) i lutke do adulta (PtA) kod model vrsta D. subobscura i D.
obscura predstavljeni su u dodatnim tabelama P1-6 u prilogu.

4.2.3.1. Prezivljavanje od jajeta do adulta (EtA) kod D. subobscura

Srednje vrednosti vijabiliteta od jajeta do adulta (EtA) celog skupa podataka kod vrste D.
subobscura, predstavljene su na slici R20 dok su srednje vrednosti prezivljavanja od jajeta do adulta
pojedniacnih kvarteta predstavljene na slikama P23-33 u prilogu. Na grafiku preZivljavanja od jajeta
do adulta se najpre moze uociti da su jedinke iz eksperimentalne grupe na 19°C imale prosec¢no 14,5%
vece prezivljavanje od eksperimentalne grupe na 24°C.
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Slika R20. Proseéne vrednosti prezivljavanja od jajeta do adulta jedinki D. subobscura po flakonu, za sve kombinacije
genotipova celog skupa podataka na dve eksperimentalne temperature. Malo slovo ozna¢ava mtDNK haplotip (MT) gde
je ,,a“ haplotip I, dok je ,,c*“ haplotip II. Velika slova oznacavaju odgovarajucu jedarnu pozadinu (NU). Tacke oznacavaju
vijabilitete pojedinac¢nih flakona. Predstavljeni su intervali poverenja od 95%.

Generalno gledano, jedarna pozadina C imala je za 5,9% bolje prezivljavanje od jedarne
pozadine A. Na 24°C ova razlika je 5,26% u korist C jedarne pozadine, dok je na 19°C pozadina C za
6,53% bolje prezivljavala od A. Zanimljivo je ista¢i, da kada se porede mitohondrijski haplotipovi,
haplotip I predstavljen slovom a je bio za 4,5% vijabilniji na 19°C i za 3% vijabilniji na 24°C. Dakle,
mito-jedarna kombinacija a® bila je najuspesnija u ovom eksperimentu pa zatim c®, pracena sa a®,
dok se kombinacija c* pokazala najmanje vijabilnom, na obe temperature. Rezultati ANOVA-e GLM
modela EtA preZivljavanja kod D. subobscura za svih 11 modelovanih kvarteta predstavljeni su u

tabeli R16, dok su rezultati ANOVA-e ukupnog modela dati u tabeli R17.

76



Tabela R16. Uticaj mitohondrijskog haplotipa (MT), jedarne pozadine (NU), temperature (T) i njihovih interakcija na
prezivljavanje od jajeta do adulta kod model vrste D. subobscura. Predstavljeni su rezultati jedanaest kvartetnih modela.
df — Stepeni slobode; Dev. — Devijacija; p vrednosti koje su znacajne pri p<0,05 predstavljene su boldom.

Q1 Q2 Q3
df Dev. p df Dev. p df Dev. p
MT 1 0,202 0,6529 1 4,519 0,0335 1 3,16 0,0755
NU 1 13,86 0,0002 1 3,851 0,0497 1 3,888 0,0486
T 1 63,455  <0,0001 | 1 37,18 <0,0001 | 1 154,174 <0,0001
MT:NU 1 15,154  <0,0001 | 1 0,106 0,7445 1 51,49  <0,0001
MT:T 1 0,227 0,6338 1 2,602 0,1067 1 0 0,993
NU:T 1 0,084 0,7716 1 1,093 0,2959 1 1,139 0,2859
MT:NU:T | 1 13,939 0,0002 1 4,117 0,0425 1 1,813 0,1782
Q4 Q5 Q6
df Dev. P df Dev. p df Dev. p
MT 1 1,588 0,2076 1 1,789 0,1811 1 10,067 0,0015
NU 1 0,009 0,9263 1 9,761 0,0018 1 259,242  <0,0001
T 1 128,388 <0,0001 | 1 150,216 <0,0001 | 1 27,126  <0,0001
MT:NU 1 2,286 0,1306 1 163,519 <0,0001 | 1 2,821 0,093
MT:T 1 0,021 0,8843 1 0,164 0,6859 1 1,531 0,216
NU:T 1 2,249 0,1337 1 0,296 0,5866 1 0,968 0,3251
MT:NU:T | 1 0,158 0,6907 1 18,042  <0,0001 | 1 0,001 0,971
Q7 Q8 Q9
df Dev. p df Dev. p df Dev. p
MT 1 26,745  <0,0001 | 1 2,047 0,1525 1 5,3278 0,021
NU 1 100,46  <0,0001 | 1 212,116 <0,0001 | 1 0,4925 0,4828
T 1 201,487 <0,0001 | 1 191,14 <0,0001 | 1 20,0071 <0,0001
MT:NU 1 29,364  <0,0001 | 1 10,208 0,0014 1 24,2489 <0,0001
MT:T 1 1,684 0,1944 1 9,599 0,0019 1 2,0824 0,149
NU:T 1 0,049 0,8254 1 11,639 0,0006 1 11,3598  0,0008
MT:NU:T | 1 0,232 0,6301 1 0,474 0,4912 1 2,1439 0,1431
Q10 Q11
df Dev. p df Dev. p
MT 1 56,06  <0,0001 | 1 1,59 0,2073
NU 1 349,21  <0,0001 | 1 112,038 <0,0001
T 1 80,64  <0,0001 | 1 57,671  <0,0001
MT:NU 1 1,53 0,2155 1 9,782 0,0018
MT:T 1 1,18 0,2783 1 4,777 0,0288
NU:T 1 11,17 0,0008 1 1,742 0,1868
MT:NU:T | 1 0,68 0,4083 1 0,61 0,4348
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Tabela R17. Uticaj mitohondrijskog haplotipa (MT), jedarne pozadine (NU), temperature (T) i njihovih interakcija na
prezivljavanje od jajeta do adulta kod model vrste D. subobscura. Predstavljeni su rezultati ukupnog modela koji je
obuhvatao ceo skup podataka. df - stepeni slobode; F.ratio - F statistika; Chisq — Hi kvadratna vrednost; p vrednosti koje
su znacajne na p <0,05 predstavljene su boldom.

Ukupni model

dft df2  F.ratio Chisq p
MT 1 Inf 31,78 31,78 <0,0001
NU 1 Inf 135,947 135,947  <0,0001
T 1 Inf 846,195 846,195 <0,0001
MT:NU 1 Inf 8,754 8,754 0,0031
MT:T 1 Inf 3,439 3,439 0,0637
NU:T 1 Inf 0,927 0,927 0,3355
MT:NU:T 1 Inf 2,515 2,515 0,1128

Temperatura je bila znacajan faktor u svih 11 kvartetnih modela kao i u ukupnom modelu.
Jedarna pozadina je bila statisticki znacajna u 9 od 11 kvarteta kao i u ukupnom modelu. Zanimljivo
je daje NU u ¢ak 5 od tih 9 kvarteta najuticajniji faktor za prezivljavanje. Mitohondrijski haplotip
statisticki znacajno je uticao na vijabilitet u 5 od 11 kvartetnih modela, a bio je znacajan i u ukupnom
modelu. Od interakcija prvog reda, najznacajnijom se pokazala kombinacija jedarnog i
mitohondrijskog haplotipa, koja je bila znacajna u 7 kvartetnih modela, kao i u ukupnom modelu.
Kombinacija mitohondrijskog haplotipa i temperature bila je znacajna u 2 kvarteta, dok je
kombinacija jedarne pozadine i temperature statisticki znacajno uticala na prezivljavanje u 3 od 11
modela, dok nijedna od ovih interakcija nije bila znacajna u ukupnom modelu. Interakcija sva tri
faktora (MT:NU:T) bila je statisti¢ki znacajna u 3 kvarteta, ali ne i u ukupnom modelu.

4.2.3.2. Prezivljavanje od jajeta do adulta (EtA) kod D. obscura

Srednje vrednosti preZivljavanja od jajeta do adulta (EtA) kod D. obscura predstavljena su na
slikama R21-R24. Zanimljivo je da je u ovom eksperimentu mitohondrijski haplotip generalno
pokazivao najnizi vijabilitet na svojoj sopstvenoj jedarnoj pozadini (npr. FF, NN, QQ), sem u EB I
gde su ove kombinacije uglavnom bile najvijabilnije. Rezultati ANOVA-e eksperimenta EtA
prezivljavanja za sva Cetiri eksperimentalna bloka predstavljeni su u tabeli R18. Svi faktori 1 njihove
interakcije pokazali su se kao jako dobri 1 statisticki znacajni prediktori EtA vijabiliteta u svim
eksperimentalnim blokovima.
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Slika R21. Prose¢ne vrednosti prezivljavanja D. obscura od jajeta do adulta po flakonu, za sve kombinacije genotipova
EB I na dve eksperimentalne temperature. Oznake A, B i C oznacavaju EL (prvo slovo ozna¢ava mtDNK haplotip (MT),
drugo slovo oznacava jedarnu pozadinu (NU)). Tacke predstavljaju vijabilitete pojedinacnih flakona. Predstavljeni su
intervali poverenja od 95%. Objavljeno u (Eri¢ i sar. 2022b), modifikovano.
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Slika R22. Prosecne vrednosti prezivljavanja D. obscura od jajeta do adulta po flakonu, za sve kombinacije genotipova
EB II na dve eksperimentalne temperature. Oznake D, E i F oznacavaju EL (prvo slovo oznacava mtDNK haplotip (MT),
drugo slovo oznacava jedarnu pozadinu (NU)). Tacke predstavljaju vijabilitete pojedinacnih flakona. Predstavljeni su
intervali poverenja od 95%. Objavljeno u (Eri¢ i sar. 2022b), modifikovano.
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Slika R23. Prose¢ne vrednosti prezivljavanja D. obscura od jajeta do adulta po flakonu, za sve kombinacije genotipova
EB III na dve eksperimentalne temperature (15 i 20°C). Oznake L, M i N oznacavaju EL (prvo slovo oznatava mtDNK
haplotip (MT), drugo slovo oznacava jedarnu pozadinu (NU)). Tacke predstavljaju vijabilitete pojedinacnih flakona.
Predstavljeni su intervali poverenja od 95%. Objavljeno u (Eri¢ i sar. 2022b), modifikovano.

15°C 20°C
100% ® ® @ ®
- ° eoe om ° = ® we e .
=w we - we ae oo s ® o ° cme o0
saw @ ® = s e o ® o as ° ® »e
. [ %i - [ A % -
75% ® e swe [ oew o e s wm e iﬁ, oan ® ®
=1
g - & - E S - o = (3 & - . ° -
=
= w (| ® | @ [e el e B @l | = oo o] e |@ | e
g
@ ® e . T ° ofe om ® . 0 = see || @ ° o = °
=
=1
g ) - ) e £ e ae - e & = e -
=}
T gpopq| = ® ®e - om o ® . ® ® ® -
@
©
T == ® . ® - -
o
o ) - - - L - &
]
o
e o= ™ ® sl o om - -
o
s . oa B B . s .
>
250 ° 0 ° o0 ° ° oe
® ss
. . o .
- ®
®
R R i | e —————
00 PO Qo P PP QP oQ PQ Qa o0 PO Q0 oP PP QP oQ P:Q QQ
MT x NU

Slika R24. Prosecne vrednosti prezivljavanja D. obscura od jajeta do adulta po flakonu, za sve kombinacije genotipova
EB IV na dve eksperimentalne temperature (15°C i 20°C). Oznake O, P i Q oznacavaju EL (prvo slovo oznatava mtDNK
haplotip (MT), drugo slovo oznacava jedarnu pozadinu (NU)). Tacke predstavljaju vijabilitete pojedinacnih flakona.
Predstavljeni su intervali poverenja od 95%. Objavljeno u (Eri¢ i sar. 2022b), modifikovano.
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Jedarna pozadina se pokazala kao najuticajniji faktor u predvidanju EtA prezivljavanja u
ovom eksperimentu, budu¢i da je bila statisticki znaCajna u svim parovnim i ukupnim modelima u
svim EB. Potom sledi temperatura, koja je bila statisticki znac¢ajna u 9 od 12 parovnih poredenja i sva
4 ukupna modela. Sli¢nu ulogu imao je i MT haplotip, koji je bio znacajan u 8 od 12 parovnih
poredenja i takode u sva 4 ukupna modela. Kombinacija mitohondrijskog i jedarnog genotipa
statisticki je znacajno uticala na vijabilitet u 9 od 12 parovnih modela i sva Cetiri modela koji
obuhvataju cele EB, dok je MT:T interakcija bila nesto manje ucestala samo u parovnim modelima
(8/12 1 4/4). Kombinacija NU:T pokazala se kao dobar prediktor prezivljavanja u 7 parovnih 1 tri
ukupna modela. To je jedini faktor koji nije bio statisticki znacajan u sva 4 ukupna modela. Konacno,
interakcija sva tri faktora bila je znac¢ajna u najmanjem broju parovnih poredenja, 6 od 12 i u sva 4
ukupna modela.

Tabela R18. Uticaj mitohondrijskog haplotipa (MT), jedarne pozadine (NU), temperature (T) i njihovih interakcija na
prezivljavanje od jajeta do adulta kod D. obscura. Kod svakog od cCetiri eksperimentalna bloka (EB), predstavljena su tri
parovna poredenja i eksperimentalni blok analiziran kao celina. df — Stepeni slobode; Dev — Devijacija; p vrednosti koje
su znacajne pri p<0,05 predstavljene su boldom. Objavljeno u (Eri¢ i sar. 2022b), modifikovano.

EB 1 AB AC BC ABC
df ‘ Dev ‘ p df ‘ Dev ‘ p df ‘ Dev ‘ p df ‘ Dev ‘ p
MT 1 1,11 0,2932 1 7,24 0,0071 1 1,874 0,1711 2 7,041 0,0296
NU 1 40,66  <0,0001 1 132,6  <0,0001 1 171,0  <0,0001 | 2 288,7 <0,0001
T 1 0,18 0,6732 1 20,15 <0,0001 1 57,03  <0,0001 1 48,41 <0,0001
MT:NU 1 17,38  <0,0001 1 78,50  <0,0001 1 2,71 0,0997 4 101,2 <0,0001
MT:T 1 18,39  <0,0001 1 1,45 0,2285 1 15,77 <0,0001 | 2 16,51 <0,0001
NU:T 1 3,23 0,0723 1 70,44  <0,0001 1 1524 <0,0001 | 2 62,91 <0,0001
MT:NU:T 1 11,82 0,0006 1 1,839 0,1751 1 2,761 0,0966 4 40,30 <0,0001
EBII DE DF EF DEF
df ‘ Dev ‘ p df ‘ Dev ‘ p df ‘ Dev ‘ p df ‘ Dev ‘ P
MT 1 15,51  <0,0001 1 10,55 0,0012 1 1,458 0,2273 2 11,51 0,0032
NU 1 66,97  <0,0001 1 3421  <0,0001 1 35,74 <0,0001 | 2 130,5 <0,0001
T 1 29,32 <0,0001 1 87,20  <0,0001 1 40,59  <0,0001 1 200,5 <0,0001
MT:NU 1 2,596 0,1071 1 23,32 <0,0001 1 13,11 0,0003 4 76,41 <0,0001
MT:T 1 31,34 <0,0001 1 9,333 0,0023 1 19,69  <0,0001 | 2 23,56 <0,0001
NU:T 1 0,811 0,3678 1 19,71  <0,0001 1 62,83  <0,0001 | 2 31,95 <0,0001
MT:NU:T 1 1499  <0,0001 1 15,07 0,0001 1 36,52 <0,0001 | 4 1734 <0,0001
EB III LM LN MN LMN
df ‘ Dev ‘ p df ‘ Dev ‘ p df ‘ Dev ‘ p df ‘ Dev ‘ p
MT 1 1,085 0,2976 1 28,27  <0,0001 1 6,41 0,0114 2 18,83 <0,0001
NU 1 238,3  <0,0001 1 56,36 <0,0001 1 94,99  <0,0001 | 2 5223 <0,0001
T 1 313,8  <0,0001 1 18,26  <0,0001 1 2259  <0,0001 1 266,4 <0,0001
MT:NU 1 8,779 0,0030 1 17,70 <0,0001 1 16,53  <0,0001 | 4 55,97 <0,0001
MT:T 1 32,16  <0,0001 1 27,78  <0,0001 1 1,581 0,2087 2 37,28 8,0E-09
NU:T 1 0,115 0,7341 1 2,159 0,1418 1 1252 <0,0001 | 2 106,3 <0,0001
MT:NU:T 1 28,06  <0,0001 1 50,24 <0,0001 1 1,9 0,1681 4 126,0 <0,0001
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Tabela R18 nastavak.

EB IV oP 0Q PQ OoPQ
df ‘ Dev ‘ p df ‘ Dev ‘ p df ‘ Dev p df ‘ Dev ‘ p

MT 1 20,38  <0,0001 1 78,53  <0,0001 1 87,32 <0,0001 | 2 200,8 <0,0001
NU 1 9,33 0,0023 1 103,0  <0,0001 1 327,1  <0,0001 | 2 4473 <0,0001
T 1 4595  <0,0001 1 2,752 0,0971 1 0 0,9581 1 17,14 <0,0001
MT:NU 1 7,112 0,0077 1 0,01 0,9197 1 128,7  <0,0001 | 4 1483 <0,0001
MT:T 1 0,061 0,8051 1 57,04  <0,0001 1 1,42 0,2339 2 61,24 <0,0001
NU:T 1 0,299 0,5844 1 6,415  0,0113 1 5,57 0,0183 2 2,32 0,3130
MT:NU:T 1 2,017 0,1555 1 0,134  0,7144 1 0,48 0,4900 4 23,16 0,0001

Srednje vrednosti prose¢nog procenta muzjaka po flakonu medu izlezenim jedinkama D.
subobscura u eksperimentima, za ceo skup podataka date su na slici R25, dok su srednje vrednosti
pojedniacnih kvarteta predstavljene na slikama P34-44 u prilogu. Sve mito-jedarne kombinacije su
imale nesto visi procenat muzjaka od ocekivanih 50%. Kada posmatramo ceo skup podataka, prosecni
procenat muzjaka po flakonu je bio 55,3% i statisticki znacajno je odstupao od ocekivnaih 50%
(p<0,001). Nesto ve¢i procenat muzjaka zableZzen na jedarnoj pozadini A, u odnosu na jedarnu

4.2.4.1. Procenat muzjaka kod D. subobscura

4.2.4. Procenat muZzjaka

pozadinu C, oko 2,6% viSe muzjaka u proseku po flakonu.
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Procenat muZjaka po flakonu
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Slika R25. Prose¢ni procenat muzjaka po flakonu D. subobscura za sve kombinacije genotipova iz celog skupa podataka,
na dve eksperimentalne temperature. Malo slovo oznacava mtDNK haplotip (MT) gde je ,,a“ haplotip I, dok je ,,c*
haplotip II. Velika slova oznacavaju odgovarajucu jedarnu pozadinu (NU). Tacke predstavljaju procente muzjaka u
pojedina¢nim flakonima. Predstavljeni su intervali poverenja od 95%.

Jedarna pozadina je najjaci faktor koji utiCe na odnos polova, sa statistiCkom znacajnos¢u u
pet kvarteta, dok je mitohondrijski haplotip znacajno uticao na odnos polova u samo 2 modela.
Temperatura nije bila znacajan faktor ni u jednom kvartetu. Od kombinacija faktora, samo je
interakcija MT:NU bila znacajna u jednom kvartetu. U ukupnom modelu samo je temperatura bila
znacajna. Rezultati ANOV A-e za fitnes komponentu procenat muzjaka za jedanaest kvarteta su dati
u tabeli R19, dok su rezultati ANOVA-e ukupnog modela predstavljeni u tabeli R20. Kako odstupanja
od ocekivanith 50% muzjaka nisu bila velika, kod ove komponente nemamo veliki broj statisticki
znacajnih faktora i1 njihovih interakcija.
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Tabela R19. Uticaj mitohondrijskog haplotipa (MT), jedarne pozadine (NU), temperature (T) i njihovih interakcija na
procenat muzjaka kod model vrste D. subobscura. Predstavljeni su rezultati jedanaest Kvartetnih modela. df — Stepeni
slobode; Dev. — Devijacija; Resid. df — preostali stepeni slobode; Resid.Dev —preostala devijacija; p vrednosti koje su
znacajne pri p<0,05 predstavljene su boldom.

Q1 Q2 Q3
df Dev. P df  Dev. p df Dev. P
MT 1 3,9363  0,0473 | 1 42303 0,0397 | 10,0273  0,8687
NU 1 11,5675 10,0007 | 10,0542 08159 | 1 3,3019  0,0692
T 1 1,8604 0,1726 | 1 33982 0,0653 | 10,7101 0,3994

MT:NU 1 0,5187 04714 | 1 05907 04422 | 1 4,8891 0,027
MT:T 1 0,175 0,6757 | 11,3956 10,2375 | 1 0,1929  0,6605
NU:T 1 0,0508 08217 | 1 04416 0,5063 | 1 0,1309  0,7175

MT:NU:T | 1 0,0045 09466 | 1 08013 03707 | 1 3,7121 0,054

Q4 Qs Q6

df Dev. P df  Dev. p df Dev. P
MT 1 0,05857 0,8088 | 1 08918 0,345 1 0,342 0,5587
NU 1 036087 0,548 1 04435 0,5054 | 1 4,266 0,0389
T 1 011362 10,7361 | 1 05795 0,4465 | 1 0,1025  0,7489

MT:NU 1 0,2693  0,6038 | 1 09334 0,334 1 1,6035  0,2054
MT:T 1 022644 0,6342 | 13,5922 0,058 1 0,5781  0,4471
NU:T I 095637 03281 | 1 03468 0,5559 | 1 1,1977  0,2738

MT:NU:T | 1  0,12659 0,722 10,0168 0,8968 | 1 0,0237  0,8778

Q7 Q8 Q9
df Dev. P df  Dev. p df Dev. P
MT 1 3,7449 0,053 1 04742 04911 | 1 0,10195 0,7495
NU 1 8,4893  0,0036 | 1 89406 10,0028 | 1  0,01079 09173
T 1 1,817 0,1777 | 13,5683 0,0589 | 1 0,0054  0,9414
MT:NU 1 1,8395 0,175 1 1,051 03053 | 1 2,13222 0,1442

MT:T 1 02512 06162 | 1 03211 0,571 1 0,00283 0,9576

NU:T 1 0,2616 0,609 10,0426 08365 | 1 0,75705 0,3843
MT:NU:T | 1 0,3482  0,5552 | 1 3,287 0,0698 | 1  1,03348 0,3093
Q10 Q11
df Dev. p df  Dev. p
MT 1 027254 0,016 | 1 08806 0,348
NU 1 027058 0,6029 | 15,1091 0,0238
T 1 145227 02282 | 1 00172 0,8957
MT:NU 1 1,01817 0,313 1 04506 0,5021
MT:T 1 1,70655 0,914 | 10,0369 0,8476

NU:T 1 0,04034 0,8408 | 10,7592 0,3836
MT:NU:T | 1  2,63237 10,1047 | 1 0,3498 0,5542
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Tabela R20. Uticaj mitohondrijskog haplotipa (MT), jedarne pozadine (NU), temperature (T) i njihovih interakcija na
procenat muzjaka kod model vrste D. subobscura. Predstavljeni su rezultati ukupnog modela koji je obuhvatao ceo skup
podataka. df - stepeni slobode; F.ratio - F statistika; Chisq — Hi kvadratna vrednost; p vrednosti koje su znaCajne na p
<0,05 predstavljene su boldom.

Ukupni model

dfl df2 F.ratio Chisq p
MT 1 Inf 0,447 0,447  0,5039
NU 1 Inf 1,956 1,956 0,162
T 1 Inf 5,124 5,124 0,0236
MT:NU 1 Inf 0,161 0,161  0,6879
MT:T 1 Inf 0,062 0,062  0,8034
NU:T 1 Inf 0,009 0,009  0,9261
MT:NU:T 1 Inf 0,601 0,601  0,4383

4.2.4.2. Procenat muzjaka kod D. obscura

U ovom eksperimentu smanjen procenat muzjaka primecéen je u nekoliko eksperimentalnih
sve mito-jedarne linije imale samo oko 5% muzjaka medu izlezenim jedinkama. Izuzetak je linija
MM na temperaturi 15°C gde ih je bilo oko 15% $to je 1 dalje veliko odstupanje od oc€ekivane
proporcije. Odstupanje od o¢ekivanog odnosa polova u korist zenki takode je zabelezen u IV EB.
Iako ovaj efekat nije bio toliko drasti¢an kao u EB III, zabelezena su statisticki znacajna odstupanja
od normalnog odnosa polova. Efekat je bio prisutan u linijjama sa O jedarnom pozadinom, kao i kod
linije koja poseduje O mitohondrijski haplotip na Q jedarnoj pozadini. NajniZi procenat muzjaka u
EB 1V imala je linija QO na 20°C. U EB II zabelezeno je malo odstupanje procenta muzjaka u mito-
jedarnim kombinacijama EE i FE na obe eksperimentalne temperature, s tim da je ovaj efekat nesto
izraZeniji na 20°C gde obe linije imaju oko 35% muzjaka. Prose¢ni procenat muzjaka po flakonu za
svaki od Cetiri eksperimentalna bloka kod D. obscura predstavljeni su na slikama R26-R29.
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Slika R26. Prose¢ni procenat muzjaka po flakonu D. obscura za sve kombinacije genotipova iz EB I na dve
eksperimentalne temperature. Oznake A, B i C oznacavaju EL (prvo slovo ozna¢ava mtDNK haplotip (MT), drugo slovo
oznacava jedarnu pozadinu (NU)). Tacke predstavljaju procente muzjaka u pojedina¢nim flakonima. Predstavljeni su

intervali poverenja od 95%. Objavljeno u (Eri¢ i sar. 2022b), modifikovano.
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Slika R27. Prosecni procenat muzjaka po flakonu D. obscura za sve kombinacije genotipova iz EB II na dve
eksperimentalne temperature. Oznake D, E i F oznacavaju EL (prvo slovo oznacava mtDNK haplotip (MT), drugo slovo
oznacava jedarnu pozadinu (NU)). Tacke predstavljaju procente muzjaka u pojedina¢nim flakonima. Predstavljeni su
intervali poverenja od 95%. Objavljeno u (Eri¢ i sar. 2022b), modifikovano.
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Slika R28. Prose¢ni procenat muzjaka po flakonu D. obscura za sve kombinacije genotipova iz EB III na dve
eksperimentalne temperature. Oznake L, M i N oznacavaju EL (prvo slovo oznac¢ava mtDNK haplotip (MT), drugo slovo
oznacava jedarnu pozadinu (NU)). Tacke predstavljaju procente muzjaka u pojedina¢nim flakonima. Predstavljeni su
intervali poverenja od 95%. Objavljeno u (Eri¢ i sar. 2022b), modifikovano.
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Slika R29. Prosecni procenat muzjaka po flakonu D. obscura za sve kombinacije genotipova iz EB IV na dve
eksperimentalne temperature. Oznake O, P i Q oznacavaju EL (prvo slovo oznacava mtDNK haplotip (MT), drugo slovo
oznacava jedarnu pozadinu (NU)). Tacke predstavljaju procente muzjaka u pojedina¢nim flakonima. Predstavljeni su
intervali poverenja od 95%. Objavljeno u (Eri¢ i sar. 2022b), modifikovano.
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Rezultati ANOVA-e za procenat muzjaka za Cetiri eksperimentalna bloka dati su u tabeli R21.
U prvom EB nisu zabelezena statisticki znac¢ajna odstupanja od ocekivanog odnosa polova, pa nijedan
faktor nije bio znacajan ni u jednom poredenju. Generalno, najznacajniji faktor je bila jedarna
pozadina koja je bila znacajna u 5 od 12 parovnih poredenja. NU je bila znacajna i u tri od Cetiri
ukupna modela. Temperatura se pokazala znacajnom u 3 od 12 parovnih poredenja, dok je od
ukupnim modelima bila znacajna samo u EB III gde su i primecena najveca odstupanja odnosa
polova. Efekat mito-jedarne kombinacije bio je znacajan u 4 od 12 parovnih poredenja i u dva ukupna
modela, dok je kombinacija MT:T bila znacajna samo u 2 od 12 parovnih poredenja i jednom
ukupnom modelu. Kombinacija jedarne pozadine i temperature (NU:T) bila je nesto znacajnija u
odredivanju odnosa polova sa 6 od 12 parovnih modela i 2 od 4 ukupna poredenja. Kombinacija sva
tri faktora bila je znacajna u tri parovna i dva ukupna modela.

Tabela R21. Uticaj mtDNK haplotipa (MT), jedarne pozadine (NU), temperature (T) i njihovih interakcija na procenat
muzjaka kod model vrste D. obscura. Za svaki eksperimentalni blok (EB) predstavljeni su rezultati ANOV A-e modela
tri parovna poredenja i model koji analizira ceo EB. df — Stepeni slobode; Dev — Devijacija; p vrednosti koje su znacajne
pri p<0,05 predstavljene su boldom. Objavljeno u (Eri¢ i sar. 2022b).

EBI AB AC BC ABC
df | Dev | p df ‘ Dev ‘ p df ‘ Dev ‘ p df I Dev ‘ p
MT 1 0,02 0,8808 1 0,04739 0,8277 1 1,33724 0,2475 2 0,36 0,834
NU 1 0,00 0,9872 1 2,74073 0,0978 1 0,00149 0,9692 2 1,12 0,571
T 1 0,30 0,5828 1 0,09581 0,7569 1 0,00376 09511 1 0,24 0,626
MT:NU 1 0,01 0,9396 1 0,48097 0,4880 1 0,30348 0,5817 4 2,47 0,651
MT:T 1 0,09 0,7636 1 1,0408 0,3076 1 0,0083 0,9274 2 0,16 0,922
NU:T 1 1,78 0,1825 1 0,48283 0,4871 1 0,67503 0,4113 2 0,35 0,841
MT:NU:T 1 1,92 0,1659 1 0,06717 0,7955 1 1,32005 0,2506 4 5,53 0,237
EB II DE DF EF DEF
df l Dev l p df ‘ Dev ‘ P df ‘ Dev ‘ P df I Dev ‘ p
MT 16,0323  0,014046 1 0,16616 0,6836 1 1,605 0,20518 2 12,25 0,002
NU 1 03274 0567219 1 0,27904 0,5973 1 41,353 <0,0001 2 28,76 <0,0001
T I 97708  0,001773 1 0,15959 0,6895 1 1,791 0,18086 1 0,31 0,578
MT:NU 10,0497  0,823663 1 0,11465 0,7349 1 0,021 0,88541 4 19,09 0,001
MT:T 1 05159 0472606 1 1,07144 0,3006 1 1,22 0,26934 2 0,74 0,691
NU:T 16,0323  0,014046 1 0,06932 0,7923 1 5,761 0,01639 2 5,59 0,061
MT:NU:T 1 03274 0567219 1 0,68873 0,4066 1 0,242 0,62276 4 6,17 0,187
EB III LM LN MN LMN
df l Dev l p df ‘ Dev ‘ p df ‘ Dev ‘ p df I Dev ‘ p
MT 1 0,00 0,97074 1 0,3288 0,56638 1 12,92 0,00032 2 11,7 0,003
NU 1 472,89 <0,0001 1 0,0007 0,97957 1 633,78 <0,0001 2 11253 <0,0001
T 1 8,40 0,00375 1 2,7945 0,09459 1 4,59 0,03210 1 5,5 0,019
MT:NU 1 15,68 <0,0001 1 3,479 0,06215 1 23,35 <0,0001 4 33,1 <0,0001
MT:T 1 0,35 0,55523 1 0,8008 0,37085 1 3,57 0,05889 2 1,0 0,610
NU:T 1 8,54 0,00348 1 1,3167 0,25119 1 13,88 0,00019 2 9,3 0,010
MT:NU:T 1 14,50 0,00014 1 0,0018 0,96654 1 5,64 0,01751 4 16,9 0,002
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Tabela R21 nastavak.

EB 1V oP 0Q PQ OPQ
df ‘ Dev ‘ p df ‘ Dev ‘ p df ‘ Dev ‘ p df ‘ Dev ‘ p

MT 1 35,30 <0,0001 1 3,409 0,06486 1 0,0482 0,82617 2 2,20 0,334
NU 1 90,58 <0,0001 1 7,96 0,00478 1 0,4858 0,48582 2 188,33 <0,0001

T 1 1,13 0,28824 1 2,405 0,12093 1 0,5486 0,45890 1 0,68 0,409
MT:NU 1 66,80 <0,0001 1 102,83 <0,0001 1 0,9611 0,32692 4 168,34 <0,0001
MT:T 1 39,46 <0,0001 1 44,23 <0,0001 1 0,1021 0,74928 2 27,32 <0,0001
NU:T 1 0,48 0,49005 1 140,156  <0,0001 1 43152 0,03777 2 31,88 <0,0001
MT:NU:T 1 11,23 0,00081 1 0,674 0,41178 1 3,7143 0,05395 4 169,68 <0,0001

4.2.5. Rezultati testiranja hipoteze materinske kletve

Rezultati pokazuju da u svim ukupnim, kao i gotovo svim parovnim ili kvartetnim modelima,
gde postoje razlike izmedu polova, mtDNK haplotip viSe utie na fitnes Zenki nego muzjaka. Jedini
modeli koji odstupaju od ovog pravila jesu Q5 model otpornosti na desikaciju kod D. subobscura,
PQ parovni model u sluc¢aju duZine razvi¢a i LN parovni model u slu¢aju otpornosti na desikaciju kod
D. obscura. Sa druge strane, uocava se trend kod modela koji pokazuju statisticki znacajne razlike
izmedu polova, po kojem je jedarna pozadina znatno viSe uticala na fitnes muZzjaka. Jedini model koji
je imao NU kao statisticki znacajan faktor, a da je pokazao veci efekat jedarne pozadine kod zenki
nego muzjaka jeste EF parovni model duZine razvi¢a kod D. obscura. F vrednosti i njihove
znacajnosti (p vrednosti) efekata mitohondrijskog haplotipa i jedarne pozadine za oba pola kod svih
modela koji su imali interakciju MT:pol statisticki znacajnu su date u tabeli R22.
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Tabela R22. Komparacija uticaja mtDNK haplotipa (MT), jedarne pozadine (NU) izmedu polova u cilju ispitivanja
efekata materinske kletve kod obe model vrste. p vrednosti koje su znacajne pri p<0,05 predstavljene su boldom.

pol MT NU
Fitnes komponenta i Model
F p F p
zenke 1,819  0,1774 0,686 0,4075
Desikacija D. subobscura Q5 model
Muzjaci 5,391  0,0202 29,449  <,0001
zenke 23,143 <,0001 23,143  <,0001
Desikacija D. obscura D blok
Muzjaci 6,213 0,002 33,417  <,0001
zenke 0912 04019 0,425 0,6537
Desikacija D. obscura L blok
Muzjaci 1,059  0,3467 4,286 0,0138
zenke 19,367  <,0001 0,725 0,4843
Desikacija D. obscura O blok
Muzjaci 0,876  0,4166 1,574 0,2073
zenke 23,982 <,0001 10,993  0,0009
Desikacija D. obscura AC model
Muzjaci 0,81 0,3682 14,514  0,0001
Zenke 5818 0,0159 strata
Desikacija D. obscura BC model
Muzjaci 4,169  0,0412 strata
zenke 11,519  0,0007 14,353  0,0002
Desikacija D. obscura DE model
Muzjaci 0,071  0,7897 16,747  <,0001
zenke 6,351  0,0117 0,913 0,3392
Desikacija D. obscura DF model
Muzjaci 2,39 0,1221 13,6 0,0002
zenke 1,911  0,1668 34,073  <,0001
Desikacija D. obscura LN model
Muzjaci 26,87 <,0001 131,506 <,0001
zenke 6,982  0,0082 0,179 0,672
Desikacija D. obscura OP model
Muzjaci 3,415  0,0646 1,244 0,2647
zenke 13,107 0,0003 strata
Desikacija D. obscura PQ model
Muzjaci 0,028 0,8667 strata
zenke 34,146  <,0001 5,117 0,027
DuzZina razvié¢a D. obscura EF model
Muzjaci 16,421  <,0001 1,476 0,2286
zenke 17,924 0,0001 0,655 0,4209
Duzina razvi¢a D. obscura PQ model
Muzjaci 58,558  <,0001 1,909 0,1714

4.2.6. Uticaj broja i tipa nukleotidnih promena izmedu haplotipova na razlike u fitnesu kod D.
obscura

Kako je na analiziranom uzorku D. obscura zabeleZena dosta veca varijabilnost mtDNK, kao
1 prilicno drugacija struktura haplotipske mreze u odnosu na D. subobscura, bilo je pogodno da se
poredi ve¢i broj Sto razli€itijih haplotipova Cyt b, sa varijabilnim tipom i brojem nukleotidnih
supstitucija izmedu njih. Tako je u Cetiri eksperimentalna bloka postojalo po tri linije poreklom iz iste
populacije, koje su poredene kako parovno tako i1 ukupno u okviru svakog bloka.

Budu¢i da je polimorfizam na poziciji 828 najucestaliji u uzorku i posto haplotipovi koji se
razlikuju na ovoj nukleotidnoj poziciji poseduju specifican obrazac zastupljenosti u isto¢nom i
zapadnom delu areala vrste, posebna paznja je posvecena analizi adaptivnih razlika izmedu njih.
Stoga je ova nukleotidna supstitucija bila fokus fitnes poredenja kod vrste D. obscura. Haplotip O2
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koji je najucestaliji u populaciji iz Srbije je bio prisutan u sva cetiri eksperimentalna bloka, dok je
tipicni O1 bio prisutan u okviru samo jednog bloka, jer je zabelezen samo u populaciji sa Tare. Ipak
u tri od Cetiri bloka poredeni su haplotipovi sa razli¢itim varijantama na nukleotidnoj poziciji 828 Cyt
b gena, gde je uz to ispitivan i uticaj veceg ili manjeg broja kako sinonimnih, tako 1 nesinonimnih
promena. Samo su u EB II analizirane fitnes kombinacije nosilaca tri mtDNK haplotipa, gde su sva
tri iz ,,02* grupe, tacnije haplotip O2 i jo§ dva haplotipa koja se od njega razlikuju sa po jednom
nesinonimnom zamenom.

Sa izuzetkom fitnes komponente procenta muzjaka, kod koje nijedan faktor nije bio statisticki
znacajan u okviru prvog bloka, rezultati poredenja u okviru ovog bloka nedvosmisleno pokazuju da
su ukrsStanja inkompatibilnija Sto su linije udaljenije, pa je posledi¢no fitnes nosioca ovih kombinacija
nizi. Tako su, kada je AC par u pitanju, mtDNK haplotip, kao i interakcija mitohondrijskog haplotipa
1 jedarne pozadine (MT:NU), bili znacajni u svim ostalim fitnes komponentama (otpornost na
desikaciju, duzina razvica i prezivljavanje). Kod AB poredenja, MT:NU interakcija bila je statisticki
znacajna u iste tri fitnes komponente, dok je uticaj mtDNK haplotipa na fitnes bio znacajan u jednoj
od tri fitnes komponente (otpornost na desikaciju). Linije A i B predstavljaju haplotipove O2 i O1,
dok je linija C haplotip koji pored O1 varijante na poziciji 828 poseduje jos Sest sinonimnih mutacija
u odnosu na O1 haplotip. Pored toga, kada je BC par u pitanju, MT:NU interakcija bila je znacajna u
eksperimentu desikacije, dok mtDNK haplotip nije bio znacajan ni kod jedne fitnes komponente.

U ostalim eksperimentalnim blokovima, rezultati nisu bili tako nedvosmisleni, pa jasni
trendovi nisu uoceni. U slucaju nekih fitnes komponenti u odredenim parovnim poredenjima uocena
je pozitivna veza izmedu broja razlika izmedu haplotipova i razlike u fitnesu njihovih nosilaca, dok
je u nekim slu¢ajevima ova veza bila suprotnog smera. Kod odredenih komponenti modeli pokazuju
po fitnes od nesinonimne, ili gde manji broj nukleotidnih zamena ima veci uticaj na fitnes od veceg
broja nukleotidnih razlika.

Tako je model za otpornost na desikaciju u okviru IV EB pokazao da mitohondrijski haplotip
kao 1 MT:NU interakcija statisticki znacajno uti¢u na fitnes nosioca samo kod poredenja dva sli¢nija
haplotipa (PQ), koji imaju manji broj mutacionih koraka izmedu sebe, a takode i dele istu 828
varijantu. Sli¢an slucaj zabelezen je 1 u rezultatima modelovanja duzine razvi¢a kod III EB, gde se
ispostavilo da mitohondrijski haplotip, kao i MT:NU interakcija, statisticki znacajno uti¢u na fitnes
samo kod MN parovnog poredenja. Ovde se porede dve haplogrupe M 1 N koje poseduju O1 varijantu
na 828. nukleotidu, a medusobno se razlikuju sa 4 sinonimne zamene, dok se od linije L (O2) razlikuju
za po jednu nesinonimnu (828) i1 dve sinonimne zamene. Parovna poredenja LN iz EB Il 1 OP iz EB
IV predstavljaju poredenja dva ista haplotipa, a dobijeni rezultati gotovo da se ne poklapaju ni za
jednu ispitivanu komponentu zivotne istorije.
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5. DISKUSIJA

5.1. Varijabilnost mtDNK prirodnih populacija D. obscura

U cilju testiranja adaptivnog znacaja varijabilnosti mtDNK kod D. obscura, najpre je bilo
potrebno opisati varijabilnost njenih prirodnih populacija. Nukleotidni diverzitet Cyf b gena model
vrste D. obscura izraCunat u okviru ove disertacije je imao Sirok opseg i kretao se od 0,00146 za
populaciju iz Srbije, do 0,00387 za populaciju iz Skotske. Nukleotidni diverzitet Cyt b gena
populacije D. subobscura, od koje su formirane linije koriS¢ene u ovoj disertaciji, i koje su takode
uzorkovane u Srbiji (Eri¢ 1 sar. 2019) iznosi 0,00087 Sto predstavlja vrednost slicnu za ovaj gen kod
D. obscura, posebno kada je re¢ o populaciji iz Srbije. Ovakav rezultat je u skladu i sa drugim vrstama
ovog roda: D. melanogaster - 0,0009, D. simulans - 0,0003, D. yakuba - 0,0014 (Ballard i Kreitman
1994), dok su (Castro i sar. 2010) zabelezili sli¢ne vrednosti nukleotidnog diverziteta (od 0,00092 do
0,00266), analiziraju¢i ND5 gen.

Za razliku od D. subobscura, gde su dva najucestalija mtDNK haplotipa ravnomerno
zastupljena Sirom areala ove vrste (Afonso i1 sar. 1990; Castro i1 sar. 1999), kod D. obscura se
ucestalosti dve glavne haplogrupe (koje se razlikuju na 828. mestu), drasti¢no razlikuju na istoku i
zapadu Evrope. O2 varijanta je visoko ucestala u istocnom delu areala, tj. Srbiji (0,875) 1 Finskoj
(0,750), dok se ova varijanta u Skotskoj javlja samo sporadi¢no (0,083). Populacija iz Nemacke imala
je sli¢ne ucestalosti O1 1 O2 varijanti, Sto ukazuje da je distribucija haplotipova u centralnoj Evropi
1izmedu isto¢no evropskih 1 zapadno evropskih populacija. Obzirom da je broj analiziranih jedinki iz
Nemacke populacije relativno mali u poredenju sa ostalim analiziranim populacijama, ostaje doza
rezerve da li uzorak adekvatno opisuje varijabilnost u toj populaciji.

Varijabilnost je znafajno niza u isto¢nom delu areala, Sto je posledica toga da se svi
haplotipovi koji dele O2 varijantu na poziciji 828, od izvornog O2 razlikuju za po jednu nukleotidnu
supstituciju, sem jednog haplotipa kojeg od O2 dele dva mutaciona dogadaja. Sa druge strane,
haplotipovi unutar O1 grupe, u vecini slucajeva imaju viSe od jedne nukleotidne promene u odnosu
na ¢esti O1 haplotip. U haplotipskoj mreZi dominiraju dve zvezdaste formacije haplotipova formirane
oko dva najucestalija haplotipa O1 1 O2, sa jo$ nekoliko manjih zvezdastih oblika formiranih od redih
haplotipova.

Iako mreza haplotipova pokazuje dve haplogrupe bazirane oko haplogrupa O1 1 O2, Bajesova
filogenija nije jasno razgranicila filogeniju na ove dve grupe. Posto su sekvence Cyt b gena izrazito
evoluciono oCuvane, broj razlika izmedu haplotipova je mali. Stoga ova metoda nije mogla da razresi
¢vorove filogenetskog stabla sa sigurno$¢u, ve¢ su posteriorne verovatnoce bile niske (PP < 0,5).
Bajesova filogenija je pokazala da su haplotipovi koji poseduju ,,O1* varijantu na 828. nukleotidnoj
poziciji predacki odnosno, blizi sekvencama Cyt b gena srodne vrste D. ambigua, koja je koriS¢ena
kao out grupa prilikom analize. Ova metoda je grupisala sekvence koje dele ,,02* varijantu zajedno,
ali su verovatnoce ovih grana nedovoljno visoke da bi se izveo verodostojan zakljucak.

Analiza grafika parova nukleotidnih razlika pokazala je dve razliCite distribucije
karakteristine za isto¢ni i zapadni areal ove vrste. Skotsku populaciju odlikuje najveci stepen
genetickog diverziteta pa je grafik pokazao najveci pik izmedu 2 1 3 nukleotidne razlike i jo§ 2 manja
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na veéem broju razlika. Ovakva distribucija najblize odgovara predvidanjima karakteristicnim za
model fluktuiranja veli¢ine populacije (engl. growth — decline model). Kako je varijabilnost dosta
niza u populaciji iz Srbije, pik na grafiku je na vrednosti od 0 parovnih razlika, uz jo§ jedno malo
uzvisenje na 3 parovne razlike koje odgovara malom broju sekvenci iz O1 grupe u ovoj populaciji.
Ovakva distribucija donekle odgovara ocCekivanim vrednostima scenarija konstantne veliine
populacije, ali 1 modela fluktuiranja veli¢ine populacije, premda se ocekivana linija oba scenarija
poklapa kod populacije iz Srbije. Populacije iz Finske i Nemacke odlikuju se bimodalnim
distribucijama koje se nalaze izmedu distribucija karakteristi¢nih sa populacije Srbije i Skotske, gde
njihove distribucije ne odgovaraju nijednom od dva populaciona scenarija. Populacija poreklom iz
Finske ipak je dosta sli¢nija populaciji iz Srbije, gde se 1 dalje najveci vrh distribucije nalazi na 0
supstitucija, dok se drugi vrh nalazi na 3 parovne razlike, gde i populacija iz Srbije ima malo
uzviSenje. Populacija iz Nemacke pokazala je jasniju bimodalnu distribuciju sa dva pika podjednake
visine, §to je posledica njene centralno Evropske pozicije, i posedovanja obrazaca varijabilnosti i
isto¢nih 1 zapadnih populacija D. obscura.

Uoceni visak retkih mutacija, kao i ve¢i broj segregacionih mesta u sekvencama Cyt b gena
od ocekivanog, je zasluzan za negativne vrednosti parametara testova koji mere odstupanje
distribucije haplotipova od neutralnosti. Indeksi svih testova (Tadzima, Fu, Fu i Li, Fej i Vu) koji
mere odstupanje od neutralnosti (engl. mutational-drift equilibrium) bili su negativni kao posledica
uocenog viska singltona (razlicitih varijanti koje su retke). lako nisu svi parametri kod svih populacija
bili statisti¢ki znacajni, negativan trend ukazuje na rast populacije ili delovanje procis¢éujuce selekcije.
Kada je re¢ o MekDonald Krajtmanovom testu, zabelezene pozitivne vrednosti u svim populacijama,
posledica su manje ucestalosti nesinonimnih zamena unutar vrste u odnosu na njihov broj izmedu
vrsta. Ovakav rezultat je karakteristiCan pecat delovanja pozitivne selekcije i u skladu je sa istim
analizama mtDNK kod drugih vrsta roda Drosophila (Kaneko i sar. 1993; Rand i sar. 1994), pogotovo
kada je Cyt b gen u pitanju (Ballard i Kreitman 1994; Eri¢ i sar. 2019). Sli¢ni rezultati dobijeni su
analizom mitohondrijskih gena kod razli¢itih vrsta miSeva (Nachman 1 sar. 1994) kao i primata
(Nachman 1 sar. 1996; Templeton 1996). Odstupanje zabelezeno u ovom istrazivanju se moze
tumaciti u svetlu skoro neutralistickog modela (engl. nearly neutral model) (Ohta 1973; 1992a;
1992b). Ova modifikacija neutralistickog modela, predvida da mutacije uocene u populaciji imaju
normalnu raspodelu oko selektivne neutralnosti, §to ve¢inu ovih varijanti ¢ini blago Stetnim, ili blago
korisnim. Njihov fenotipski efekat nije dovoljno veliki da bi ih selekcija efikasno fiksirala ili
odstranila iz populacije, pa se zadrZavaju neko vreme u populacijama i predstavljaju najvec¢i deo
detektovanih polimorfizama, ali ne doprinose divergenciji (Nachman 1998; Weinreich i Rand, 2000;
Meiklejohn i sar. 2007). Selekcija sprecava starije blago Stetne polimorfizme da budu rodonacelnici
novih linjja (Grant 2015). Ovo tumacenje mozZe biti relevantno za haplotipski diverzitet populacije iz
Skotske. Sa druge strane nedavna povecanja efektivne veli¢ine populacije mogu ostaviti prividan
signal pozitivne selekcije, ukoliko su mutacije u pitanju blago Stetne i1 ukoliko nema selekcije za
sinonimne kodone (Eyre-Walker, 2002). Ovaj scenario moze biti vazan za istocno evropske
populacije, 1 haplotip O2 ¢ija bi mreza haplotipova bila posledica skorasnjeg povecanja veliine
populacije.

Razli¢ite ucestalosti mtDNK haplotipova u istocnom i zapadnom delu areala mogu ukazivati
na post-glacijalnu kolonizaciju iz dva razli¢ita refugijuma. Centralno evropska populacija iz
Nemacke, koja predstavlja meSavinu isto¢ne 1 zapadne populacije, u potpunosti odgovara ovom
scenariju. Balkansko poluostrvo, poznato kao post-glacijalni refugijum mnogih vrsta, predstavljalo
bi hipoteticki izvor haplotipa O2, dok bi O1 poticao sa Pirinejskog ili Apeninskog poluostrva. Grafici
parovnih promena nedvosmisleno pokazuju dva vrha karakteristicna za dve razlicite linije porekla.
Ovakav scenario post-glacijalne kolonizacije odgovara onom koji je karaktersistican, na primer, za
evropskog jeza (Hewitt 2004).
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EBSP analiza pokazala je razliita vremena ekspanzije populacija za populacije iz Srbije 1
Skotske. Iako su intervali poverenja jako $iroki, na graficima se mozZe uoéiti da je populacija iz Srbije
dozivela ekspanziju pre oko 1200 godina, dok je u Skotskoj ta ekspanzija po¢ela pre oko 8000 godina.
Iz ovoga proistiCe pitanje, kako je moguce da dva refugijuma imaju toliko razli¢ita vremena
ekspanzija populacija posle poslednjeg glacijalnog maksimuma? Pored toga, razli¢iti nivoi
varijabilnosti u istocnom i zapadnom arealu mogu biti indikator drugog post-glacijalnog scenarija. U
ovom drugom scenariju, koji se poklapa sa hipotetiCkim scenarijom karakteristi¢cnim za mrkog
medveda (Hewitt 2004), Jugozapadna Evropa predstavljala bi jedini refugijum za vrstu D. obscura.
Prema ovom scenariju vrsta se postepeno Sirila ka istoku, prema takozvanom stepping stone modelu.
Ovakav model savrSeno odgovara razli¢itim vremenima ekspanzije populacija, gde zapadna
ekspanzija, zaista predstavlja povecanje veliine populacije posle poslednjeg glacijalnog
maksimuma, dok je na istoku to bila neka skorija ekspanzija po osvajanju Balkanskog poluostrva.
Dva scenarija populacione ekspanzije posle ledenih doba prikazana su na slici D1. Visoka ucestalost
02 u isto¢nom delu areala mogla bi se pripisati efektu uskog grla, §to bi posle proizvelo zvezdastu
formaciju mladih haplotipova koji poticu iz O2. Drosophila obscura je na Balkanskom poluostrvu
ucestalija na viSim nadmorskim visinama, dok je na severu raSirena svuda. Iz tog razloga su
populacije u juznim delovima vise izolovane, pa je protok gena manji, a uticaj genetickog drifta veéi.
Ovo moZe biti razlog zbog kojeg je haplotip O2 dostigao ovako visoku ucestalost na Balkanu. Postoje
dve moguénosti, da se sa Balkana potom rasirio na severoistok Evrope, ili da je istovremeno
povecavao svoju ucestalost, kako na jugoistoku, tako i na severoistoku Evrope.

Slika D1. Dva Scenarija post-glacijalne ekspanzije za vrstu D. obscura. a) kolonizacija iz dva refugijuma; b)
kolonizacija iskljucivo iz zapadnog refugijuma. Objavljeno u Eri¢ i sar. 2022a.

VaZzno je naglasiti, da su vremena ekspanzija dobijena u ovom radu, gruba procena dobijena
koris¢enjem stope mutacija izmerene za srodnu vrstu D. melanogaster (Haag-Liautard 1 sar. 2008),
kao i konstantnog broja generacija tokom godina (Begon 1978). Cinjenica je da godi$nji broj
generacija jako varira izmedu razli¢itih populacija i razli¢itih klimatsko-geografskih uslova, a nema
sumnje da su klimatsko-geografski uslovi zna¢ajno varirali od poslednjeg glacijalnog maksimuma do
danas (Shakun i Carlson 2010).
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Takode, od velike je vaznosti napomenuti da D. obscura, kao 1 njoj srodna D. subobscura
(Castro i sar. 2010; Christie 1 sar. 2010; Eri¢ 1 sar. 2019), u vecoj ili manjoj meri prolazi kroz godisnje
kontrakcije 1 ekspanzije populacija tokom leta ili zime u zavisnosti od klimatskih uslova. Ovakve
godisnje populacione fluktuacije mogu maskirati pecat drevne post-glacijalne ekspanzije 1 biti razlog
beleZenja relativno skore ekspanzije populacije iz Srbije.

Bolje rasvetljavanje demografske istorije ove vrste zahtevalo bi, pre svega, uzorkovanje
jedinki iz dva potencijalna refugijuma, Pirinejskog i Apeninskog poluostrva, kao i kori§¢enje veceg
broja genetickih markera (Rosenberg 2002).

Pored toga Sto je sekvenciranje mikrobioma iskljuc¢ilo moguénost infekcije bakterijskim
mikroorganizmima koji mogu kompromitovati pravilno izvodenje zakljucaka o faktorima koji
oblikuju mtDNK varijabilnost, ova analiza je po prvi put dala informacije o mikrobioti koja se javlja
kod vrste D. obscura. Sekvenciranje mikrobioma je pokazalo da u uzorcima D. obscura
preovladavaju rodovi Lactobacillus 1 Acetobacter, koji predstavljaju Ceste rodove u laboratorijskim
uzorcima D. subobscura 1 D. melanogaster (Beribaka 1 sar. 2020; 2021), ali za razliku od ove dve
vrste, D. obscura je pokazala znacajno nizi diverzitet bakterijskih rodova.

5.2. Eksperimenti Zivotne istorije

5.2.1. Opsti pregled uticaja osnovnih faktora i sumiranje njihovih interakcija na osobine
Zivotne istorije kod obe model vrste

Temperatura (sa svetlosnim rezimom) se pokazala kao daleko najuticajniji faktor u
eksperimentima otpornosti na desikaciju, duZinu razvi¢a, kao i preZivljavanje. Ovakva uloga
temperature za fitnes komponentu otpornost na desikaciju je bila ocekivana, poSto je poznato da je
metabolizam brzi na vi$oj temperaturi 1 da sva Ziva bica brze gube vodu sa porastom temperature
(Schulte 2015). Insekti, kao poikilotermne zivotinje, zavise od spoljaSnje temperature koja pokrece
enzime koji u¢estvuju u hemijskim reakcijama neophodnim za njihovo slozeno razvic¢e (Taylor 1981),
pa stoga ¢injenica da je temperatura krucijalni faktor kod duZine razvi¢a ne treba da iznenaduje. Pored
toga, poznato je i da insekti ne mogu zavrsiti svoje razvice ispod ili iznad nekog temperaturnog praga,
pa se tako definiSu gornji i donji prag, kao 1 optimalna temperatura za razvoj i1 prezivljavanje
insekatskih vrsta (Infante 2000). Stoga je jasna uloga i znafajnost temperature u eksperimentima
preZivljavanja jedinki od jajeta do stadijuma adulta.

Pol se kod obe model vrste takode pokazao kao vazan faktor koji utiCe na prezivljavanje
uslova desikacije u velikom broju modela. Zenke su generalno duZe preZivljavale susne uslove u svim
modelima, §to takode ne iznenaduje, budu¢i da je davno utvrdeno da je ova osobina polno dimorfna
1 da su zenke te koje imaju prednost u prezivljavanju desikacionog stresa, prvenstveno zbog
morfoloskih karakteristika, poput veceg tela (Kalmus 1941; Eckstrand i Richardson 1980; Da Lage i
sar. 1989; Matzkin i sar. 2007; Ferveur 1 sar. 2018). Vece telo podrazumeva manji odnos povrsine i
zapremine. Zbog toga Sto su zenke Drosophila krupnije od muZzjaka, muzjaci imaju vec¢i odnos
povrsine tela u odnosu na zapreminu (Testa 1 sar. 2013), pa su samim tim vise izloZeni sredinskim
uslovima i teze im je da zadrZe vodu u uslovima desikacije (Ferveur i sar. 2018). Sa druge strane, u
eksperimentu duzine razvica, pol jeste bio znacajan ali ne u tolikoj meri kao u eksperimentu
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desikacije. Literaturni podaci navode da je i duzina razvi¢a polno dimorfna osobina kod roda
Drosophila, 1 da zenke imaju 2-4% brze razvice (Powsner 1935; Bainbridge 1 Bownes 1981;
Anderson 1966; Mossman 1 sar. 2016). Kod D. suboscura zenke su se razvijale oko 1% brze na obe
eksperimentalne temperature (p=0,0037), Sto je uporedivo sa rezultatima dobijenim na srodnim
vrstama u prethodno navedenoj literaturi. Suprotno tome, kod D. obscura uoceno je da su muzjaci
imali 0,12% brze razvice ali ova razlika nije bio statisticki znacajan (p=0,6787). Iako ova osobina
nije ranije ispitivana kod D. obscura, ovaj nalaz nije u skladu sa literaturnim podacima dobijenim za
druge vrste roda Drosophila. Razlog za odsustvo polnog dimorfizma za duzinu razvica kod D.
obscura moze biti posledica same biologije ove vrste, koja nije dovoljno istrazena. U svim
eksperimentima zabeleZen je vedi uticaj jedarne pozadine u odnosu na mitohondrijski haplotip, §to je
1 ocekivano zbog nesagledivo vece slozenosti 1 kolicine DNK informacije koju jedarni genom sadrzi
u odnosu na mitohondrijski. Broj modela u kojima su faktori i njihove interakcije bile znacajne za
komponente otpornost na desikaciju i duZzina razvica kod obe vrste sumirani su u tabeli D1 radi
preglednijeg sagledavanja diskusije, dok su za komponente prezivljavanje od jajeta do adulta i
procenat muzjaka predstavljeni u tabeli D2.

Tabela D1. Broj modela u kojima su pojedinacni faktori i njihove interakcije znac¢ajne naspram ukupnog broja modela
kod dve model vrste za komponente otpornosti na desikaciju i duzina razvica. Faktori i interakcije ¢ije tumacenje je vazno
za ispunjavanje ciljeva teze i koji su posebno diskutovani su dati boldom.

Eksperiment Desikacija DuZina razviéa
Model vrsta D. subobscura D. obscura D. subobscura D. obscura
Tip modela | Kvartetni | Ukupni | Parovni | Ukupni | Kvartetni | Ukupni | Parovni | Ukupni
MT 3|11 01 6[12 204 0[10 01 712 204
NU 6|11 11 5|7 11 5110 o 7112 414
pol 10|11 1 6|11 34 2|10 11 6/12 34
T 7|7 0|0 77 12 1010 il 12|12 414
MT:NU 3|11 01 8|12 4|4 3|10 01 6[12 34
MT:pol 111 o1 7112 34 0/10 o1 212 04
NU:pol 5|11 1 6|12 23 110 o 112 24
MT:T 111 o1 912 34 0/10 o1 3112 204
NU:T 2|11 1 5110 23 110 o 8|12 34
pol:T 2|11 i 8|12 2|4 010 ol 2|12 114
MT:NU:pol 3|11 01 2|12 4|4 0[10 01 2|12 04
MT:NU:T 3|11 111 8|12 1/4 0/10 o1 3112 1/4
MT:pol:T 2|11 01 4|12 34 0[10 o 112 04
NU:pol: T 111 o1 5112 2|4 1110 ol 1112 114
MT:NU:pol: T 111 01 512 314 0[10 01 2|12 2|4
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Tabela D2. Broj modela u kojima su pojedinacni faktori i njihove interakcije znac¢ajne naspram ukupnog broja modela
kod dve model vrste za komponente prezivljavanje od jajeta do adulta i procenta muzjaka. Faktori i interakcije Cije
tumacenje je vazno za ispunjavanje ciljeva teze i koji su posebno diskutovani su dati boldom.

Eksperiment PreZivljavanje od jajeta do adulta Procenat muZjaka

Model vrsta D. subobscura D. obscura D. subobscura D. obscura
Tip modela | Kvartetni | Ukupni | Parovni | Ukupni | Kvartetni | Ukupni | Parovni | Ukupni
MT 5111 11 8|12 4|4 2|11 o1 3|12 204
NU 91 1)1 12]12 44 511 0|1 5|12 34

T 1111 1 9112 4/4 011 11 3112 14
MT:NU 711 111 9|12 4|4 111 01 4|12 34
MT:T 211 o1 8|12 4|4 011 o1 2|12 1/4
NU:T 3|11 0|1 7112 34 o1 0|1 6|12 214
MT:NU:T | 3|11 01 6|12 4|4 011 01 3|12 204

5.2.1.1. Uticaj analiziranih faktora na osobine Zivotne istorije kod D. subobscura

Kada su rezultati eksperimenata komponenti zivotne istorije u pitanju, kod vrste D.
subobscura, dobijen je manji broj jasnih trendova nego kod druge model vrste. Teorijska pretpostavka
iz rada (Christie 1 sar. 2010), da je razlog godisSnjih fluktuacija ucestalosti dva naj¢esc¢a haplotipa
njihova prilagodenost na razli¢ite temperature, nije potvrdena u eksperimentima sprovedenim u
okviru ove disertacije. Kada se posmatra ceo skup podataka, dva haplotipa, kao i njihove specifi¢ne
mito-jedarne kombinacije, nisu se pokazali kao prilagodeniji odredenoj temperaturi, ve¢ se situacija
menjala od kvarteta do kvarteta. U nekim kvartetima je jedan haplotip pokazao vise fitnes vrednosti
od drugog na viSoj temperaturi, dok bi u drugim kvartetima situacija bila obrnuta, pa se nisu mogli
1zvesti opsti zakljucci.

U literaturi se mogu pronaci radovi koji su pronasli znacajne razlike u adaptivnoj prednosti
jednog od dva haplotipa, u kontekstu odredene analizirane komponente Zivotne istorije. Tako je
(Castro 1 sar. 2003) pokazao ve¢i fertilitet jedinki haplotipa I. Suprotno ovome (Christie i sar. 2003)
su koriste¢i iste eksperimentalne linije pak pokazali superiornost haplotipa II u otpornosti na
desikaciju, prezivljavanju od larve do adulta kao i duZini razvi¢a. Vazno je napomenuti da u ovim
eksperimentima nisu testirane mito-jedarne kombinacije, ve¢ isklju¢ivo mtDNK haplotipovi, na
svojim izvornim jedarnim pozadinama. Ipak, ista grupa autora nije mogla da potvrdi rezultate
dobijene u ove dve studije, kako na uniformnoj jedarnoj pozadini nisu zabelezili adaptivne prednosti
haplotipova I 1 I, u razli¢itim komponentama Zivotne istorije (Christie i sar. 2011).

Jedina analizirana komponenta u kojoj je jedan od haplotipova pokazao statisticki znac¢ajnu
prednost u ovoj disertaciji kod D. subobscura, jeste upravo prezivljavanje od jajeta do adulta gde su
jedinke haplotipa I (a) pokazale neSto viSu stopu prezivljavanja. Ono $to je zanimljivo kod ove
komponente jeste da se na obe eksperimentalne temperature najvijabilnijom pokazala mito-jedarna
kombinacija aC. Kod prezivljavanja jedinke sa jedarnom pozadinom C bila su daleko uspesnije od
jedinki sa jedarnom pozadinom A. Isto tako su jedinke sa mitohondrijskim haplotipom a bile
uspesnije od jedinki sa mtDNK haplotipom ¢, §to je doprinelo da aC bude najvijabilnija genotipska
kombinacija.
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5.2.1.2. Uticaj analiziranih faktora na osobine Zivotne istorije kod D. obscura

......

pokazuje najvece razlike izmedu fitnesa nosilaca razli¢itih kombinacija ovih haplotipova. Pokazalo
se da je uticaj mtDNK haplotipa na fitnes dosta veci nego kada je u pitanju poredenje dva srodnija
haplotipa (B i C), koji dele istu varijjantu na 828. nukleotidnoj poziciji. Kada su ostala tri
eksperimentalna bloka u pitanju, neki modeli su pokazali pozitivnu korelaciju izmedu broja
nukleotidnih supstitucija koje razdvajaju dva haplotipa i razlike u adaptivnoj vrednosti izmedu njih,
dok kod drugih to nije bio slucaj. Generalno govoreci, za ocekivati je da veci broj nukleotidnih razlika
za posledicu ima vece fenotipske razlike, iako to ne mora uvek da bude slucaj. Takode, bitno je istaci,
da je u okviru ove teze za D. obscura sekvenciran isklju¢ivo Cyt b gen, pa su sve ostale nukleotidne
razlike u mtDNK sekvencama analiziranih haplotipova ostale nepoznate. Stoga kada se poziva
isklju¢ivo na sekvencu Cyt b gena i kaZze da su dva haplotipa sli¢nija, to ne mora nuzno vaziti za
celokupnu mtDNK sekvencu. U okviru ova tri EB, modeli odredenih komponenti pokazuju vece
fitnes razlike izmedu, haplotipova koji se razlikuju sinonimnom supstitucijom, u odnosu na
haplotipove koji se razlikuju nesinonimnom. Iako se dugo verovalo da tihe mutacije ne mogu imati
uticaja na fitnes, danas se zna da one mogu imati efekat na fenotip, koji ponekad ¢ak moze biti veci
nego kod zamenskih mutacija (Bailey i sar. 2021). Sinonimne mutacije ne izazivaju aminokiselinske
zamene ali mogu uticati na stabilnost iRNK, brzinu translacije kao 1 na sklapanje u odgovarajucu
konformaciju i post translacione modifikacije proteina (Hurst 2011; Jiang i sar. 2022). U okviru Il i
IV EB postojalo je isto poredenje dva haplotipa, medutim dobijeni rezultati se ne poklapaju u gotovo
nijednoj ispitivanoj osobini Zivotne istorije. Ipak, vazno je diskutovati ove nalaze u svetlu porekla
populacija. Linije su poreklom iz potpuno razli¢itih populacija, te iako imaju identi¢ne Cyt b
haplotipove za ocekivati je da imaju niz drugih razlika u mtDNK sekvencama van ovog jednog
analiziranog gena. Osim toga, kako poticu iz razli¢itih populacija, verovatno poseduju potpuno
drugacije jedarne pozadine, $to se moze uociti 1 iz velikog broja modela u kojima je jedarna pozadina
znacajna, pa ove razlike u rezultatima nisu toliko iznenadujuce.

Jos pre sprovodenja eksperimenata analize fitnes komponenti, tokom niza povratnih ukrStanja,
uocen je neocekivano veliki udeo Zenki u linjjama M 1 O. Ova neuravnotezenost je bila posebno
izrazena u liniji M gde su muzjaci predstavljali samo oko 5% odraslih jedinki, pa nije bilo moguce
skupiti dovoljan broj muzjaka za ukrStanja, ali 1 za same eksperimente analize fitnesa. Ovaj efekat je
ocigledno povezan sa jedarnom pozadinom, jer se javljao kod gotovo svih linija koje dele odredenu
jedarnu pozadinu. U tre¢em eksperimentalnom bloku neuravnotezenost polova zabeleZena je samo u
eksperimentalnim linijama sa jedarnom pozadinom M (LM, MM, NM). Neuravnotezen odnos polova
zabeleZen je 1 u EB IV ali dosta manjeg obima, ali 1 pravilnosti, kako je ovaj efekat zableZen na
linijjama sa O jedarnom pozadinom ali 1 u OQ liniji koja ima O mtDNK i Q jedarnu pozadinu. Takode
zabeleZene su znacajne razlike u odnosu polova ovih eksperimentalnih linijja izmedu dve
eksperimentalne temperature. Samo u jednom slucaju je procenat muzjaka bio nizi od 12% u QO
liniji na 20-C, dok je ista linija na nizoj temperaturi imala oko 40% muZjaka.

Materinski nasledeni mikroorganizimi mogu uticati na odnos polova (Rousset 1 sar. 1992;
Stouthamer i sar. 1993; Jiggins i sar. 2001; Hiroki i sar. 2002), a poSto imaju isti nacin nasledivanja
kao mitohondrije, disbalans polova bi u tom slucaju bio povezan sa mtDNK haplotipom, §to nije bio
slu¢aj u ovoj disertaciji. Dodatno, molekularno genetickim metodama iskljucena je moguénost
prisustva ovih mikroorganizama u eksperimentalnim linijjama. Zanimljivo je da eksperiment
prezivljavanja nije pokazao da linije sa jedarnom pozadinom M imaju niZe prezivljavanje od jajeta
do adulta od ostalih linija iz tre¢eg EB. Naprotiv, na niZoj eksperimentalnoj temperaturi, linije sa M
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jedarnom pozadinom su imale najviSu stopu EtA prezivljavanja u ovom eksperimentalnom bloku. Iz
ovoga se moze zakljuciti da je ve¢ po polaganju jaja odnos polova bio pomeren u korist zenki.

Kada je u pitanju nejednak odnos polova povezan sa jedarnom pozadinom, kao u konkretnom
slucaju linije M, najverovatniji uzrok je mehanizam mejotickog vodenja. Zanimljivo je napomenuti
da je ovaj tip intragenomskog konflikta prvi put zabelezen upravo na vrsti D. obscura (Gershenson
1928). Gershenson je eksperimentima utvrdio da kod linija kod kojih je zabelezio odstupanje od
ravnomerne zastupljenosti polova, gen lociran na X hromozomu, sprecava razvoj vijabilnih
spermatozoida sa Y hromozomom. Ovi geni nazvani drajveri (engl. driver genes) manipulacijom
mejoze povecavaju svoju ucestalost u slede¢oj generaciji, bez obzira na fenotipsku ekspresiju i
adaptivni znacaj. Mejoticko vodenje, kao i1 sebi¢ni geneticki elementi koji ga izazivaju, zabelezeni su
i opisani kod velikog broja vrsta. Istrazivanja na vrstama roda Drosophila, utvrdila su postojanje
nekoliko molekularnih mehanizama pomocu kojih mejoticko vodenje moze izazivati disbalans
odnosa polova (McKee i sar. 1998; Cazemajor i sar. 2000). Trenutna teorijska saznanja (Hiraizumi
1993; Tao i sar. 2007) opisuju da je stepen disbalansa odnosa polova zavisan od temperature, gde pri
viSim temperaturama, sebi¢ni geneticki element ili tzv. drajver u veéem procentu deaktivira
spermatozoide sa Y hromozomom. Rezultati ovog istrazivanja idu u prilog ovoj teoriji, jer je prosecno
zabelezen veci procenat muzjaka na nizoj temperaturi, $to je posebno uocljivo u liniji MM (15°C),
gde je flakon imao u proseku 12% muZjaka. Sa druge strane, flakoni linije MM na vi$oj temperaturi
imali su u proseku samo oko 2% muzjaka.

Iako je odnos polova u startu bio znacajno pomeren u nekim eksperimentalnim linijama,
verovatno usled efekta mejotiCkog vodenja, dizajn ovog eksperimenta je omogucio da se zabeleze i
izmere efekti koje mitohondrijski haplotip, jedarna pozadina, kao i1 njihova interakcija imaju na
prezivljavanje izlezenih jedinki oba pola, ¢ak i u linijama u kojima je ocekivani odnos polova bio
narusen.

5.2.2. Uticaj mtDNK varijabilnosti i mito-jedarnih interakcija na analizirane komponente
Zivotne istorije kod obe model vrste

Eksperimenti na model vrsti D. subobscura generalno nisu pokazali kauzalnu vezu izmedu
mtDNK haplotipa ili mito-jedarnih kombinacija i fitnesa jedinki, osim za komponentu prezivljavanja
od jajeta do adulta, tj. vijabiliteta. Eksperiment vijabiliteta kod D. subobscura jedini je imao ova dva
faktora zna€ajna u ukupnom modelu, kao i u priblizno polovini kvartetnih modela (5/11 1 7/11). U
ostalim komponentama MT 1 MT:NU bila su znacajni u po par pojedinacnih kvarteta. lako kod D.
subobscura nije uo¢en mitohondrijski i mito-jedarni efekat na fitnes u ukupnim modelima kod veéine
komponenti, statisticka znaCajnost ovih efekata u nekoliko pojedinacnih kvarteta ide u prilog
adaptivnom znacaju mtDNK varijabilnosti. Iako ova varijabilnost verovatno ne podrazumeva
osnovne razlike izmedu dva glavna haplotipa, ve¢ razlike specificne za kombinacije haplotipova u
okviru posebnih kvarteta, odnosno varijabilnost celokupne mtDNK.

Sa druge strane, kada su eksperimenti na D. obscura u pitanju, dobijen je veci broj znacajnosti
za oba diskutovana faktora u svim analiziranim komponentama. Po pravilu u svim eksperimentima,
osim procenta muzjaka gde su svi faktori polno specificni (pa ¢e biti diskutovani u slede¢em
poglavlju), ve¢ina parovnih i blokovskih modela je imala i MT 1 MT:NU kao statisti¢ki znacajne
faktore.
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Rezultati ove disertacije slazu se sa sve ve¢im brojem radova (Ballard 1 Kreitman 1994;
Nachman 1 sar. 1996; Ballard i Whitlock 2004; Wolff 1 sar. 2016a; Pichaud 1 sar. 2012; Ballard 1
Pichaud 2014; Dowling 2014; Kern i Hahn 2018) koji opovrgavaju teoriju striktne neutralnosti
mtDNK. Podaci dobijeni iz eksperimenata na obe model vrste, pogotovo kod D. obscura, 1
pojedina¢nim kvartetima D. subobscura govore u prilog adaptivnom znacaju unutarpopulacione
varijabilnosti mtDNK sekvence. Takode kod obe vrste, rezultati su pokazali da su mito-jedarne
interakcije vaznije kao jedinice delovanja selekcije od samih mtDNK haplotipova, $to je u skladu sa
prethodno objavljenim radovima (Dowling i sar. 2007a; b; Mossman 1 sar. 2016). Kada gledamo
uopsteno kod obe model vrste, u gotovo svim analiziranim komponentama zivotnih istorija, MT:NU
interakcija je znacajna u vecem broju modela u odnosu na mtDNK kao faktor. Budu¢i da su kod
model vrste D. obscura analizirani haplotipovi Cyt b gena ¢iji produkt je deo kompleksa III
respiratornog lanca, koji se sastoji od subjedinica koje su kodirane lokusima oba genoma dobijeni
rezultati nisu iznenadujuéi. Sa druge strane kod D. subobscura, dva ispitivana mtDNK haplotipa
razlikuju se jednom supstitucijom u okviru ND5 gena, ali i jednom mutacijom u genu koji kodira
malu subjedinicu mitohondrijske ribozomalne RNK (12S) (Kurbalija Novici¢ i sar. 2020). Ovaj RNK
molekul zajedno sa 16S RNK i velikim brojem jedarno kodiranih proteina, ¢ini mito-ribozome. Ove
riboproteinske strukture zaduzene su za translaciju mitohondrijski kodiranih gena. Kako i ovaj za
¢eliju krucijalni proces zavisi od bliske uvezanosti dva genoma (Hill 2019), ne treba da ¢udi Sto su 1
kod D. subobscura MT:NU interakcije osnovni nivo delovanja selekcije. Mutacije u ribozomalnoj
DNK mogu znacajnije kompromitovati fitness ukoliko njthov RNK produkt nije kompatibilan sa
jedarnim proteinima, pa bi selekcija efikasno delovala protiv njih. Svako postojanje polimorfizama u
ovim genima, implicira postojanje odgovaraju¢e jedarne varijante kompatibilne sa mtDNK
polimorfizmima, §to ukazuje na postojanje mito-jedarnih koadaptacija odrzavanih selekcionim
mehanizmima.

Izmedu pojedinac¢nih linija kod obe vrste verovatno postoje i dodatne razlike u sekvencama,
u delovima genoma koji nisu genotipizirani, pa 1 drugi nivoi interakcija mogu biti znacajni.
Znacajnosti interakcije MT:NU u okviru pojedinaénih kvartetnih i parovnih modela ukazuju na
prisustvo mito-jedarnih interakcija na ovim specifi¢nim mestima.

lako wveliki broj eksperimentalnih studija potvrduje znacajan efekat koji mito-jedarne
interakcije imaju na fitnes jedinki (Willett i Burton 2003; James 1 Ballard 2003; Harrison i Burton
2006; Dowling 2007a; b; Arnqvist 1 sar. 2010; Immonen 2016a; b; Wolf 1 sar. 2016b; Rand 1 sar.
2018; Immonen i sar. 2020), u ve¢ini je analizirana medupopulacijska varijabilnost (Willett i Burton
2001; James 1 Ballard 2003; Ellison 1 Burton 2006; Dowling i sar. 2007b; Camus i Dowling 2018).
Neki su ¢ak ispitivali trans-specijske mito-jedarne hibride (Hutter i Rand 1995; Montooth i sar. 2010;
Meiklejohn 1 sar. 2013; Zhu i sar. 2014; Mossman 1 sar. 2016) kako bi uz pomoc¢ vece divergentnosti
izmedu linija bolje mogli da uoce mito-jedarne efekte. Mali je broj studija koji je izuCavao efekte
mitohondrijske varijabilnosti unutar populacija (Maklakov 1 sar. 2006; Dowling 1 sar. 2007a; Jeli¢ 1
sar. 2015; Kurbalija Novic¢i¢ 1 sar. 2015), a njihovi rezultati nisu bili konzistentni kroz
eksperimentalne blokove.

Prve studije koje su se bavile efektom mito-jedarne epistaze na fitnes (Clark 1985; Clark i
Lyckegaard 1988), analizirale su fekunditet i segregaciju hromozoma, nisu pronasle znac¢ajnost ovog
efekta unutar populacije, pored uo¢enih medupopulacionih razlika kod D. melanogaster. Koristeci
iste eksperimente, Rand 1 saradnici (2001), su prvi potvrdila mito-jedarne efekte unutar populacija
koriste¢i istu model vrstu. Ipak u ovoj studiji autori su zabelezili veée efekte izmedu populacija nego
unutar njih. Ogranienje ovih studija jeste da nisu testirali eksperimentalne linije na prisustvo
endosimbionata roda Wolbachia, niti ih tretirali tetraciklinom, kako bi uklonili ovog endosimbionta
pre eksperimentalne postavke. Zbog toga nisu mogli razdvojiti mtDNK efekte od efekta materinski
naslednih endosimbionata u okviru ,,cito-jedarnih* efekata kako su ih nazivali.
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Generalno i kasnije studije na vrstama roda Drosophila koje su poredile linije poreklom iz
razli¢itih populacija (James i Ballard 2003; Wolff i sar. 2016b; Camus i Dowling 2018; Rand 1i sar.
2018), ili cak interspecijske mito-jedarne hibride (Montooth i sar. 2010; Mossman 1 saradnici 2016)
imale su dosta viSe uspeha u pronalazenju znacajnih efekata mitohondrijskih i mito-jedarnih
genotipova u eksperimentima osobina zivotne istorije u odnosu na unutarpopulacione studije. U
studiji Camus i Dowling (2018) se kod pet od Sest ispitivanih komponenti mtDNK haplotip pokazao
kao statisti¢ki znacajan faktor. Jedna od ovih pet komponenti jeste i prezivljavanje od jajeta do adulta,
koja je imala ovaj faktor kao statisticki znacajan kod obe vrste u okviru ove teze. Mossman i saradnici
(2016) su pronasli visoko znacajan efekat kako mtDNK tako i mito-jedarnih interakcija na duzinu
razvica, vijabilnost od jajeta do adulta. Kod komponente odnosa polova nisu nasli zna¢ajnosti. Ovi
efekti su daleko vece magnitude nego efekti dobijeni u okviru ove disertacije posebno kada je re¢ o
model vrsti D. subobscura. Ove studije su ipak poredile dosta divergentnije mtDNK haplotipove pa
je ocekivano efekat mtDNK varijacije neuporedivo veci, nasuprot mtDNK haplotipovima
analiziranim u okviru ove teze koji poticu iz iste populacije, 1 posledi¢no bi trebalo da budu biti dosta

Rad Maklakova i sar. (2006) predstavlja jedan od retkih radova u kojima je ispitivan uticaj
simpatri¢ke varijabilnosti mtDNK na duZinu zivota kod Zenki D. melanogaster, ali u okviru ove
studije nisu ispitivali uticaj jedarne pozadine, pa samim tim ni mito-jedarni efekat. Bitno je naglasiti
da su u pronasli znacajno veci efekat mtDNK na fitnes u odnosu na rezultate ove teze. Poznato je da
su mitohondrije znaCajan izvor ROS-a koji oste¢uje DNK, ali i druge molekule u celiji.
Mitohondrijska DNK je sklonija oSte¢enjima od jedarne DNK, a pored toga oSte¢enja na mtDNK kao
i ROS-om indukovane mutacije mogu izazvati dodatno curenje elektrona i posledi¢no dodatnu
proizvodnju ROS-a, §to finalno moZze rezultirati ¢elijskom smréu (Mandavilli i sar. 2002). Iz ovog
razloga je poznata uloga mitohondrija u procesu starenja (Ballard i Whitlock 2004; Trifunovic i sar.
2004), pa se moze diskutovati da je znacajniji efekat mtDNK na starenje nego na komponente Zivotne
istorije analizirane u okviru ove teze ocekivan. Tako je i komponenta koja je u okviru ove disertacije
pokazala najveci broj znac¢ajnosti mtDNK haplotipa bila otpornost na desikaciju, upravo komponenta
koja je od svih analiziranih najviSe korelisana sa dugovecnoscu (Service 1 sar. 1985).

Kada je re¢ o eksperimentima koji su poredili simpatricke mtDNK haplotipove, bitno je
spomenuti 1 rad (Dowling 1 sar. 2007a) u kome je kod D. melanogaster pokazan statisticki znacajan
uticaj mito-jedarnih interakcija na fekunditet Zenki. Interakcija dva genoma pokazala se zna¢ajnom u
sva tri analizirana eksperimentalna bloka, dok se mtDNK haplotip nije pokazao znacajnim ni u
jednom. Ovaj rezultat je u skladu sa rezultatom ove disertacije gde se generalno kod obe vrste MT:NU
interakcija pokazala zna¢ajnijom od samog mtDNK haplotipa.

Jeli¢ 1 sar. (2015) su analizirali komponente Zivotne istorije kod D. subobscura, takode
poredeci simpatricke haplotipove. Analiziraju¢i sve Cetiri komponente koje su analizirane u okviru
ove disertacije (otpornost na desikaciju, duZina razvica, vijabilnost od jajeta do adulta i udeo muzjaka)
kao 1 dugovecnost, autori nisu pronasli znacajan efekat mtDNK ni mito-jedarnih interakcija ni kod
jedne analizirane komponente, sem u okviru jednog eksperimentalnog modula za udeo muzjaka. U
ovoj tezi su dobijeni donekle sli¢ni rezultati na istoj model vrsti (D. subobscura) za sve komponente
osim za vijabilitet. Ipak, vazno je napomenuti razliku u eksperimentalnom dizajnu izmedu ova dva
rada. Jeli¢ 1 saradnici (2015) nisu imali potpuni dizajn poredenja, ve¢ su u okviru prvog bloka poredili
haplotip I sa retkim haplotipom D, u okviru drugog bloka haplotip II sa retkim haplotipom D, dok su
u okviru tre¢eg bloka poredili haplotip 11 II isklju¢ivo na jedarnoj pozadini D. Prva dva bloka imala
su potpuni dizajn odnosno sve &etiri kombinacije haplotipova (npr. I', I°, D' i D” u okviru prvog
bloka), dok je tre¢i blok bio nepotpun poredeci isklju¢ivo D' i D", zbog ¢ega je ovaj blok imao
iskljucivo efekat mtDNK haplotipa, a ne 1 MT:NU interakciju. Koriste¢i iste linije Kurbalija Novici¢
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i sar. (2015) su u dva eksperimentalna bloka pronasli znacajan uticaj mtDNK haplotipa na stopu
metabolizma, ali ne i mito-jedarnih interakcija. Oba diskutovana rada pronasla su slab efekat mtDNK
1 mitojedarne varijabilnosti na fitness, koji nije bio baziran na razikama izmedu dva glavna haplotipa
nego izmedu glavnih i jednog retkog. Ovakav nalaz u potpunosti odgovara rezultatima na istoj vrsti
iz ove teze u svim komponentama osim kod vijabilnosti. Efekti mtDNK i MT:NU su kod ostalih
komponenti zabeleZeni isklju¢ivo na nivou kvarteta ali ne i u ukupnim modelima, ne ukazujuci na
adaptivni znacaj razlika koje razdvajaju haplotipe I 1 II ve¢ varijabilnosti specificne za linije unutar
tih kvarteta.

Generalno gledano kod svih analiziranih komponenti Zivotne istorije u okviru ove teze, mito-
jedarni hibridi nisu pokazali nizi fitnes u odnosu na mtDNK haplotipove na sopstvenoj pozadini, kao
Sto bi bilo ocekivano i u skladu sa velikim brojem literaturnih podataka (Edmands i Burton 1999;
Rawson 1 Burton 2002; Sackton i sar. 2003; Ellison i Burton 2006; Immonen i sar. 2016b). Mogu¢i
razlog za ovo jeste $to su u vecini navedenih radova mito-jedarne linije formirane ukrStanjem linija
iz jako udaljenih populacija, za razliku od ove disertacije gde su sve ukrStane linije poreklom iz iste
populacije. U odredenim parovnim i kvartetnim poredenjima za odredenu komponentu Zivotne
istorije mito-jedarni hibridi su zaista imali najnizi zabelezen fines, dok su pak u drugim kvartetima
najnizi fitnes imali mtDNK haplotipovi na sopstvenim jedarnim pozadinama, pa se u ukupnim i
blokovskim modelima generalno nije mogao uociti neki trend. Sli¢no rezultatima ove teze Kilpatrick
i Rand (1995), nisu pronasli prednost mtDNK haplotipa na sopstvenoj jedarnoj pozadini, koristeci
dve udaljene populacije D. melanogaster. Hutter 1 Rand (1995), takode nisu pronasli znacajne razlike
u fitnesu trans-specijskih mito-jedarnih hibrida. UkrStaju¢i dve srodne vrste (Drosophila
pseudoobscura 1 D. persimilis), nisu uoc€ili znacajne razlike u fitnesu kod jedinki jedne vrste sa
mitohondrijama druge i jedinki Cistih vrsta. Rezultat koji je takode u suprotnosti sa ve¢inom
objavljenih radova jeste i Dowling 1 sar. (2007b), koji su koriste¢i Callosobruchus maculatus kao
model organizam, u Cetiri od pet poredenja dobili da su kombinacije razli¢itog mtDNK haplotipa i
jedarne pozadine imale znacajno krace vreme razvi¢a u odnosu na podudaraju¢e kombinacije mtDNK
haplotipa 1 jedarne pozadine. Linije na kojima su oni pokazali viSe vrednosti fitnesa mito-jedarnih
hibrida poreklom su iz razli¢itih populacija, ali kasnije se ispostavilo da kori§¢eni haplotipovi
prirodno segregiraju u istoj populaciji (Kebe i sar. 2016).

Mitohondrije proizvode oko 90% ukupne metabolicke energije kod eukariota, a mito-jedarne
interakcije predstavljaju klju¢ funkcionisanja mitohondrijskog ETC-a koji je osnova energetskog
metabolizma (Ballard i Rand 2005). Pored toga mito-jedarne interakcije uticu i indirektno na
efikasnost ETC-a kroz regulatorne interakcije. Metabolizam je u srzi evolucije komponenti zivotne
istorije, jer na bazicnom nivou fitnes predstavlja konverziju resursa iz sredine u potomstvo (Arnqvist
1 sar. 2010). Zbog toga ne treba da cudi da razli¢ite mito-jedarne kombinacije mogu rezultirati
potpuno razli¢itim adaptivnim vrednsotima. Kada se sve ovo uzme u obzir, jasan je potencijal koji
prirodna selekcija ima da moduliSe ove intergenomske epistatiCke interakcije, 1 da kroz razliCite
vidove delovanja balansne selekcije odrZzava pozamasan nivo polimorfizama u molekulu mtDNK.

5.2.3. Polno specifi¢ni efekat na mitohondrijsku i mito-jedarnu varijabilnost

Pored ispitivanja adaptivnog znacaja unutarpopulacione varijabilnosti mtDNK, kao 1
sagledavanja uticaja mito-jedarnih interakcija na fitnes, cilj ove disertacije bilo je i utvrdivanje uloge
dva vida balansne selekcije u odrzavanju mtDNK varijabilnosti. Uticaj polno specifi¢ne selekcije
sagledavan kroz interakciju pola 1 mtDNK haplotipa (MT:pol), ali i pola i mito-jedarnih kombinacija
(MT:NU:pol) kod otpornosti na desikaciju i duzinu razvica. Sa druge strane, kod fitnes komponente
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procenat muzjaka, razlike u fitnesu izmedu polova su merene indirektno, gde su efekti mtDNK
haplotipa, kao 1 mito-jedarne kombinacije, svakako bili polno specificni budu¢i da se meri udeo
jednog pola, pod pretpostavkom da je normalan udeo polovina.

Kada je polno specificna selekcija u pitanju, kod model vrste D. subobscura nije zabelezen
pecat ovog tipa balansne selekcije kako interakcije MT:pol i MT:NU:pol nisu bile znacajne ni u
jednom ukupnom modelu za komponente otpornost na desikaciju i duzinu razvica. Isto tako kod
komponente procenat muzjaka, kod koje je ovaj vid selekcije meren indirektno, MT i interakcija
MT:NU nisu bile znacajne u ukupnom modelu. Pecat polno specificne selekcije pokazalo je tek
nekoliko kvarteta, Sto verovatno ukazuje da ovaj tip balansne selekcije ne odrzava visoke ucestalosti
dva glavna haplotipa, ve¢ verovatno deluje na mestima specificnim za svaki od kvarteta.

Ovakav rezultat je u skladu prethodno objavljenim radovima koji su analizirali ove efekte
koriste¢i simpatricke haplotipove D. subobscura (Kurbalija Novici¢ i sar. 2015; Jeli¢ i sar. 2015).
Analizirajuéi stopu metabolizma, Kurbalija Novi¢i¢ i saradnici (2015) su od polno specifi¢nih efekata
zabelezili znacajan efekat iskljucivo interakcije mtDNK i pola samo u jednom od tri eksperimentalna
bloka. Polno specifi¢ni efekat mito-jedarnih interakcija nije zabelezen u ovoj studiji. Koristeéi iste
linije D. subobscura kao i prethodna studija, Jeli¢ 1 saradnici (2015) su ispitivali delovanje polno
specificne selekcije koriste¢i nekoliko komponenti Zivotne istorije. U eksperimentu udela muzjaka
pronasli su znacajan polno specificni efekat mito-nukleusnih interakcija u jednom od dva
eksperimentalna bloka, dok su polno specifi¢ni efekat mtDNK haplotipa zabelezili u jednom od tri
eksperimentalna bloka. Sli¢no, okviru ove teze u istom eksperimentu polno specifi¢ni efekat mito-
nukleusnih interakcija zabelezen je samo u jednom kvartetu, dok je polno specifi¢ni efekat mtDNK
haplotipa zabeleZen u dva kvarteta. Sa druge strane u eksperimentu dugovecnosti postojala je
statisticki znacajna interakcija MT:NU:pol u oba eksperimentalna bloka. Kada je re¢ o eksperimentu
desikacije nijedna od prethodno navedenih interakcija koja ukazuje na delovanje polno specifi¢ne
selekcije nije zabelezena ni u jednom bloku, dok su u ovoj disertaciji ove interakcije bile znacajne u
jednom odnosno tri od ukupno jedanaest kvartetnih modela. Bitno je napomenuti da su autori
analizirali mito-jedarne kombinacije haplotipa I i retkog haplotipa D, odnosno haplotipa II i retkog
haplotipa D, pa se vecina ovih efekata podrazumevala poredenja haplotipa D. Kao i u slu¢aju retkog
haplotipa D (Kurbalija Novic¢i¢ i sar. 2015; Jeli¢ 1 sar. 2015), 1 u ovoj disertaciji polno specifi¢na
selekcija zabeleZena je na nivou retkih varijanti specifi¢nih za pojedina¢ne kvartete.

Dobijeni rezultat je u skladu 1 sa prethodnim empirijskim rezultatima na drugim model
vrstama, kao Sto su D. melanogaster 1 Acanthoscelides obtectus, gde eksperimenti starenja i
dugovecnosti pokazuju najvece razlike izmedu polova (Camus 1 sar. 2012; Pordevi¢ 1 sar. 2015).
Studije korelacija osobina zivotnih istorija pokazuju visoku korelisanost izmedu otpornosti na
razlicite stresore 1 dugovecnosti (Hoffmann 1 Parsons 1993; Graves i sar. 1992; Hoffmann 1 Harshman
1999), pa ne treba da cudi da je kod D. subobscura u okviru ove teze najveci broj polno specifi¢nih
mito-jedarnih efekata u kvartetnim modelima zabelezen upravo u komponenti otpornosti na
desikaciju. Slab signal polno specificne selekcije kod D. subobscura ukazuje na selekciju negativno
zavisnu od ucestalosti (NFDS) kao jedini ili dominantni vid balansne selekcije koji je zasluzan za
odrzavanje ucestalosti dva dominantna mtDNK haplotipa (Kurbalija Novici¢ i sar. 2020).

Sa druge strane kod model vrste D. obscura, zabelezen je nesto jaci signal ovog tipa selekcije.
Naime u eksperimentima desikacije veliki broj modela je pokazao statisticke znacajnosti dve
interakcije (MT:pol i MT:NU:pol) kojima se meri dejstvo polno specificne selekcije. Nesto slabiji
signal ovog vida selekcije pokazale su komponente procenat muzjaka, i duzina razvica.

Efekat polno specificne selekcije na mtDNK varijabilnost zabeleZen kod D. obscura uporediv
je sastudijom Camus i sar. (2012). Autori su koriste¢i dugovecnost i stopu biolo§kog starenja pokazali
znacajne razlike u ove dve komponente zivotne istorije izmedu muzjaka i zenki D. melanogaster
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nosilaca razli¢itth mtDNK haplotipova. Efekti slicne magnitude zabelezeni su i drugim
eksperimentima u kojima su kori$¢ene ove linije (Wolf i sar. 2016¢; Camus 1 sar. 2015). U ovim
studijama su koris¢eni mtDNK haplotipovi poreklom iz velikog broja populacija Sirom sveta,
poredeci ih sve na izogenoj jedarnoj pozadini, pa nije ispitivan efekat mito-jedarnih interakcija, te u
tom smislu nije mogu¢ée mapraviti paraleleu sa ovom disertacijom.

Kada su pitanju radovi koji su analizirali unutarpopulacionu mtDNK varijabilnost, Dowling 1
sar. (2007a), su u eksperimentu udela muzjaka, koriste¢i D. melanogaster u jednom od dva
eksperimentalna bloka pronasli polno specifi¢ni efekat mito-jedarnih interakcija (MT:NU:pol) dok
su u jednom od tri eksperimentalna bloka uocili znacajnu MT:pol interakciju. Ipak ove interakcije
nisu bile znac¢ajne u ukupnom modelu. Ovaj obim znacajnosti interakcija u skladu je sa rezultatima
komponente procenta muzjaka u ovoj tezi na vrsti D. obscura gde je u sli¢noj meri potvrden polno
specifi¢ni efekat mtDNK varijabilnosti 1 mito-nukleusnih interakcija.

5.2.4. Prisustvo pecata materinske kletve

Diferencijalno modelovanje po polovima fitnes komponenti, koje su imale MT:pol znacajnu
interakciju, nije pokazalo veci efekat mtDNK varijabilnosti na fitnes muzjaka u odnosu na Zenke.
Naprotiv, ve¢ina modela pokazala je veci efekat mtDNK varijabilnosti na fitnes Zenki. Ovakav nalaz
je u potpunoj suprotnosti sa predvidanjima teorije koju su postulirali Frank i Hurst (1996), a koja je
kasnije dobila naziv hipoteza materinske kletve (Gemmell i sar. 2004), i velikim brojem prethodno
objavljenih empirijskih radova koji pruzaju potporu ovoj hipotezi.

Dok odredeni broj novijih studija nije zabelezio ve¢i efekat mtDNK varijabilnosti na muZzjake
(Vaught i sar. 2020; Healy 1 sar. 2022; Watson i sar. 2022), ve¢ina radova je koriste¢i razli¢ite model
vrste kao 1 razlicite eksperimentalne postavke, u vecoj ili manjoj meri dobila rezultate koji se
poklapaju sa hipotezom materinske kletve (Rand i sar. 2006; Innocenti 1 sar. 2011; Camus 1 sar. 2012;
Yee isar. 2013; Camus i sar. 2015; Pordevic i sar. 2015; Wolfi sar. 2016c; Aw i sar. 2017; Pordevi¢
1 sar. 2017; Drummond i sar. 2019). Jedan od retkih radova koji je zabelezio sli¢ne rezultate kao ova
disertacija jeste studija Mossman-a i saradnika (2016a). Oni su analizirajuéi seriju komponenti
zivotne istorije kod inter- 1 intraspecijskih mito-jedarnih hibrida Drosophila, takode zabeleZzili veci
uticaj mtDNK varijabilnosti na Zenke. U drugom radu (Mossman i sar. 2016b) su poredili ekspresiju
velikog broja gena kod ovih mito-jedarnih linija izmedu polova i1 takode zakljucili da mtDNK
varijabilnost viSe uti¢e na ekspresione profile kod Zenki nego kod muZjaka, jo§ jednom dobijajuci
rezultate koji nisu u skladu sa predikcijama hipoteze materinske kletve.

Sa druge strane polno specifi¢ni modeli analiziranih komponenti zivotne istorije u okviru ove
teze gotovo su pokazali pravilnost po kojoj je jedarna pozadina znatno vise uticala na fitnes muzjaka
u odnosu na Zenke. Generalno gledano, uticaj jedarne pozadine znatno je visi od uticaja mtDNK na
fitnes kod oba pola, usled vece kompleksnosti 1 daleko veceg broja lokusa koji uti¢u na sve osobine
zivotne istorije. Teorijske pretpostavke (Maklakov i Lummaa 2013) kazu da bi muZjaci trebalo da
vrate najveci deo izgubljenog fitnesa, povratnim kompatibilnim mutacijama u jedarnom genomu gde
selekcija prepoznaje njihov fitnes i moZe povecavati ucestalost mutacija koje se pokazu kao povoljne
na fitnes muzjaka. Mozda upravo tu lezi razlog iz kog jedarna pozadina ima vise uticaja na fitnes
muzjaka.

Analizom radova koji su proucavali efekat materinske kletve moZe se uociti da su ogranic¢enja
u eksperimentalnim postavkama umnogome uticala na zaklju¢ke o postojanju efekta materinske
104



kletve (Dowling i Adrian 2019). Na to je uticalo nekoliko faktora: Da li koriS¢ena jedarna pozadina
kosegregira sa analiziranim mt haplotipovima, zatim kakva je varijabilnost haplotipova, da li su
koriS¢ene varijabilne jedarne pozadine, ili izogena za sve. Najveci broj studija koje su ispitivale, i
potvrdile efekat materinske kletve kod Drosophila, analizirale su mtDNK haplotipove D.
melanogaster na jednoj izogenoj jedarnoj pozadini (W!!''®), koja u prirodi ne segregira zajedno sa
ispitivanim mtDNK haplotipovima (Innocenti i sar. 2011; Camus i sar. 2012; Yee i sar. 2013; Camus
i sar. 2015; Wolf i sar. 2016c; Aw i sar. 2017). Dodatno ova jedarna pozadina je manipulirana da
bude Sto homozigotnija. Svi ovi radovi su analizirajuéi razli¢ite komponente zivotne istorije, ili
aktivnosti OXPHOS enzima utvrdili ve¢i uticaj mtDNK haplotipova na fitnes muzjaka u odnosu na
zenke. Ipak dodatni eksperimenti (Aw i sar. 2017; Patel 1 sar. 2016), su pokazali da ukrStanjem
eksperimentalnih linija sa jedinkama iz razli¢itih prirodnih populacija, Stetni efekti mtDNK po
muzjake nestaju, ukazuju¢i da sve prirodne populacije sadrze jedarne polimorfizme koji vracaju
izgubljeni fitnes muzjacima.

Smatra se da je znacajno teze uhvatiti efekte materinske kletve ukrstanjem linija poreklom iz
iste populacije (Dowling i Adrian 2019) kao Sto je radeno u okviru ove disertacije. Kada se mtDNK
haplotipovi porede na izogenoj jedarnoj pozadini (Camus i sar. 2012; Camus i sar. 2015; Wolf'i sar.
2016c¢), koja nije koevoluirala ni sa jednim od koris¢enih mtDNK haplotipova, muzjaci nemaju kako
da povrate izgubljeni fitnes, pa su Stetni efekti fiksiranih mtDNK mutacija oc¢igledni. Dodatno,
koriS¢ena izogena jedarna pozadina ima sve lokuse u homozigotnom stanju, dok kori§¢enjem neke
prirodno segregirajuce jedarne pozadine, koja je heterozigotna na velikom broju lokusa, postoji veci
potencijal da odredena varijanta bude korisna za fitnes muzjaka. Suprotno, Zenke ne zavise od jedarne
pozadine da povrate fitnes. Sa druge strane kada se porede mtDNK haplotipovi na viSe razli¢itih
jedarnih pozadina, koje prirodno poticu iz populacija iz kojih dolaze i mtDNK haplotipovi, situacija
postaje obrnuta. Fitnes muzjaka sada vise zavisi od jedarne pozadine jer, je ona ta koja im potencijalno
vraéa fitnes, opet u zavisnosti od mtDNK haplotipa. Fitnes zenki i u ovom slu¢aju ne zavisi specifi¢no
od jedarnih varijanti jer im one ne vracaju fitnes, ve¢ isklju¢ivo od mutacija u mtDNK. Dakle, u
slu€aju izogene, a strane jedarne pozadine, veci je negativni uticaj variranja mtDNK na muzjake nego
Sto ono moze imati pozitivan uticaj na Zenke. Suprotno kada se mtDNK haplotipovi porede ne
jedarnim pozadinama sa kojima prirodno segregiraju u populacijama, kao Sto je bio slucaj u ovoj
disertaciji, te jedarne pozadine su koevoluirale da kompenzuju izgubljeni fitnes kod muzjaka, pa je
vecl pozitivni uticaj variranja mtDNK na fitnes zenki u odnosu na Stetni efekat kod muzjaka.
Odsustvo efekta materinske kletve zableZeno u okviru ove teze, posledica je koriS¢enja simpatric¢kih
haplotipova kao i mtDNK 1 jedarne pozadine koje zajedno segregiraju, 1 posledi¢no su koadaptirane.

Connallon 1 sar. (2018) diskutuju kako se odredene populacije mogu odupirati efektima
materinske kletve razli¢itim stepenima inbridinga, asortativnog parenja, kao i do neke mere
prenoSenjem mitohondrija po o¢evoj liniji, fenomenu koji je zabelezen kod odredenih Zivotinjskih
vrsta, ali se nedovoljno zna o sveprisutnosti ovog fenomena kao i1 njegove ucestalosti kod razlicitih
taksona.

Iz svega prethodno navedenog, jasna je potreba za sprovodenjem eksperimenata razlicitih
eksperimentalnih postavki, na razli¢itim model vrstama, i razli¢itim komponentama Zivotne istorije,
kako bi se jasnije i bolje razumeli prisustvo 1 efekti materinske kletve (Dowling i Adrian 2019). Samo
sveobuhvatnim pristupom bi¢e moguce ekstrapolirati podatke iz laboratorijskih na prirodne
populacije, 1 utvrditi prisustvo i magnitudu ove pojave kod razlicitih vrsta, prirodnih populacija, kao
1 potencijal jedarne varijabilnosti u ublazavanju njenih efekata.
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5.2.5. Interakcija varijabilne sredine i genotipa na adaptivnu vrednost

Pored polno specifi¢ne selekcije, u okviru ove disertacije, odredivana je adaptivna vrednost
razli¢itih genotipova u razli¢itim sredinskim uslovima. Sa ciljem razlucivanja uloge selekcije zavisne
od sredinskih uslova na odrzavanje unutarpopulacione varijabilnosti mtDNK, pri modelovanju svih
fitnes komponenti analizirane su interakcije MT:T i MT:NU:T, gde su razli¢iti temperaturni
eksperimentalni rezimi podrazumevali i razli¢ite duzine perioda svetlosti i mraka.

Kada je model vrsta D. subobscura u pitanju, diferencijalni fitnes nosilaca mtDNK
haplotipova u zavisnosti od eksperimentalne temperature (MT:T) bio je znac¢ajan samo u nekoliko
kvartetnih modela. Temperaturno specifi¢ni efekat mito-jedarnih interakcija zabelezen je samo u
eksperimentu desikacije, gde je ukupni model imao MT:NU:T interakciju znaajnom kao nekoliko
kvartetnih modela u eksperimentima otpornosti na desikaciju i prezivljavanja. Rezultati na ovoj
model vrsti ukazuju na umeren znacaj selekcije zavisne od sredinskih uslova na odrzavanje ucestalosti
dva glavna haplotipa. Ovi rezultati zajedno sa odsustvom polno specifi¢ne selekcije targetiraju
selekciju negativno zavisnu od ucestalosti kao najznacajniji selekcioni mehanizam koji odrzava
ucestalosti dva glavna haplotipa (Kurbalija Novici¢ i sar. 2020).

Sa druge strane kod model vrste D. obscura, je zableZen dosta jaci signal ovog tipa balansne
selekcije. Posebno veliki broj statistickih znacajnosti ove dve interakcije (MT:T i MT:NU:T)
zabeleZen je u modelima otpornosti na desikaciju i1 prezivljavanja od jajeta do adulta, gde je vecina
modela kako parovnih tako i ukupnih, imala statisticki znacajne ove interakcije.

Kada se govori o interakciji sredinskih faktora sa mitohondrijskim genotipovima, na razli¢itim
model sistemima ispitivan je uticaj temperature na mtDNK varijabilnost, poSto je temperatura
najuticajniji spoljni faktor koji uti¢e na rad enzima (Somero 2002; Blier i Guderley 1993). U literaturi
se mogu pronaci radovi koji su proucavali korelisanost odredenih mtDNK varijanti sa klimatskim
regionima (Mishmar i sar. 2003; Ruiz-Pesini 1 sar. 2004). Takode, znacajan broj radova je opisao
klinalnu distribuciju mtDNK haplotipova po geografskoj Sirini (Consuegra i sar. 2015; Camus 1 sar.
2017; Silva 1 sar. 2014) 1 nadmorskoj visini (Cheviron i sar. 2009; Fontanillas i sar. 2005), koji
predstavljaju svojevrsne temperaturne gradijente.

Kada su eksperimentalni radovi u pitanju, interakcije temperature i mito-nukleusnog genotipa
izucCavane su kod Sirokog spektra organizama, ipak vecina radova je proucavala mito-jedarne linije
koje poticu iz razlicitih populacija. Grupa naucnika predvodena Burtonom (Willett i Burton 2003;
Harrison 1 Burton 2006) je koriste¢i interpopulacione hibride Tigriopus californicus kao model
organizam pokazala uticaj sredinskih faktora na adaptivne vrednosti mito-jedarnih kombinacija. Oni
su potvrdili da variranje sredinskih faktora, odnosno temperature i svetlosti moze biti zasluzno za
odrzavanje mito-jedarne varijabilnosti, sliéno rezultatu dobijenom u okviru ove teze. Studija
(Dowling 2007b), bavila se interakcijom dva genoma na razliCitim temperaturama, konkretno
duZinom razvi¢a od jajeta do adulta kod Callosobruchus maculatus. Oni su pokazali da adaptivna
vrednost odredenog mtDNK haplotipa ili mito-jedarnog genotipa, Cesto zavisi od temperaturnih
uslova. Koriste¢i iste linije, dve studije (Arnqvist i sar. 2010; Immonen i sar. 2020) su razli¢itim
eksperimentima komponenti zivotne istorije 1 kompeticije takode potvrdili temperaturnu specifi¢nost
mito-jedarnih interakcija. Ove tri studije (Dowling 2007b; Arnqvist i sar. 2010; Immonen i sar. 2020)
kao 1 vec¢ina drugih iz ove oblasti, vrSila je eksperimente na linijama poreklom iz razli€itih populacija.
Ipak utvrdeno je da iako su konkretne linije poreklom iz pet razlicitih populacija, svi mtDNK
haplotipovi koriS¢eni u studijama, se prirodno simpatricki javljaju u zapadno Africkim populacijama
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ove vrste (Kebe i sar. 2016). Stoga, iako su koristili potpuno razli¢it model system u odnosu na ovu
disertaciju, obim znacajnosti efekata u ovim radovima je jako sli¢an sa ovom disertacijom, pogotovo
u svetlu prirodne segregacije ovih haplotipova ka oi sli¢nosti eksperimentalnih postavki i analiziranih
komponenti.

Pored temperature kao najznacajnijeg spoljasnjeg faktora, studije na vrstama roda Drosophila
koristile su i razliCite eksperimentalne postavke sa varijabilno$¢u u ishrani i nivoom kiseonika (Rand
i sar. 2018; Camus i sar. 2020), i pokazale znacajan efekat ovih sredinskih faktora na mito-jedarnu
varijabilnost. U svetlu ovih rezultata bilo bi zanimljivo analizirati uticaj interakcije genotipa i ovih i
sli¢nih sredinskih faktora na fitnes linija kod obe model vrste koris¢ene u ovoj tezi.

Uopsteno gledano, vec¢ina radova koja je kod razli¢itih model sistema potvrdila znacajnu
ulogu mito-nukleusnih interakcija na odredenu komponentu Zzivotne istorije kod razli¢itih vrsta
zglavkara, a da je imala 1 neki spoljasnji faktor kao jednu od kovarijabli, pokazala je da je koncept
mito-jedarnih interakcija saglediv isklju¢ivo u kontekstu spoljasnjih faktora, bilo da je re¢ o pravim
spoljasnjim faktorima kao Sto su razliCita sredinska variranja, ili recimo pol koji se takode moze
gledati u ovom svetlu. Radovi koji su analizirali diferencijalne adaptivne vrednosti mito-jedarnih
interakcija u zavisnosti od sredinskih faktora (Willett i Burton 2003; Harrison i Burton 2006; Dowling
2007b; Arnqvist i1 sar. 2010; Immonen i sar. 2020; Rand i sar. 2018; Camus i sar. 2020; Aw i sar.
2018; Towarnicki 1 Ballard 2017; Drummond i sar. 2019) imali su viSe uspeha u potvrdivanju ovog
efekta nego kada je re¢ o polno specificnim MT:NU interakcijama (Camus i sar. 2012; Wolff i sar.
2016; Camus 2015; Dordevi¢ i sar. 2015; Dowling 1 sar. 2007a; Jeli¢ i sar. 2015; Kurbalija Novici¢ i
sar. 2015; Immonen 2016b). Generalno, eksperimenti sprovedeni na dve model vrste u okviru ove
teze pokazuju kompleksnost odrzavanja unutarpopulacione mtDNK varijabilnosti. Rezultati ukazuju
na veéi znacaj selekcije zavisne od sredinskih faktora u odnosu na polno specifi¢nu selekciju, na
odrzavanje unutarpopulacione mitohondrijske varijabilnosti kod ove dva specifi¢na modela, $to je u
skladu sa gore pomenutim literaturnim podacima. Ipak jasno je da na odredenom nivou, i u odredenoj
meri oba ova vida balansne selekcije pa i sigurno neki drugi selekcioni mehanizmi, poput NFDS
(Arngvist 1 sar. 2016; Kurbalija Novici¢ 1 sar. 2020) uticu na odrZzavanje mito 1 mito-jedarnih
polimorfizama. U prilog ovome govori i ¢injenica da su kod D. obscura tri od Cetiri blokovska modela
za otpornost na desikaciju imala znaCajne interakcije temperature pola 1 genotipa (MT:T:pol 1
MT:NU:pol:T). Sli¢no je u studiji Immonen i sar. (2020) ve¢ina komponenti pokazala temperaturnu
specifi¢nost mito-jedarnih interakcija, dok je odredeni broj komponenti pokazao i polnu specificnost,
a odredeni broj modela je imao i interakciju sva Cetiri faktora statisti¢ki znacajnu.

Prema dostupnim radovima koji su analizirali sredinske faktore 1 njihovu interakciju sa
mtDNK haplotipovima kod razli€itih vrsta Drosophila, u nijednom se nisu analizirali simpatricki
haplotipovi ili analizirani haplotipovi nisu jasno nazna€eni kao simpatricki. Ova teza po prvi put pruza
direktnu potvrdu da temperaturna variranja kao jedan od vidova sredinskog variranja preko mito-
jedarnih interakcija mogu odrzavati simpatri¢ku mtDNK varijabilnost.

Eksperimenti iz ove teze su za svaku od model vrsta sprovedeni na dve arbitrarno izabrane
temperature, nasuprot, nepredvidivom kontinuumu varijacije temperature, pa i svih ostalih sredinskih
uslova u prirodi. Da je biranje drugacijih eksperimentalnih temperatura, moglo je imati za posledicu
potpuno drugacije rezultate, potvrduju brojni radovi (Towarnicki 1 Ballard 2017; Hoekstra i sar. 2013;
Aw 1 sar. 2018). Towarnicki 1 Ballard (2017), su pokazali prednosti jednog odnosno drugog mtDNK
haplotipa kod D. melanogaster na 23°C odnosno 27°C u duzini razvi¢a, dok su ove razlike potpuno
nestale na 19°C. Ispitujuéi inkompatibilnosti izmedu mitohondrijske tRNK i jedarno kodirane tirozil-
tRNK sintetaze, poreklom iz D. simulans 1 D. melanogaster, (Hoekstra 1 sar. 2013), pokazano je da
ova inkombatiblinost u velikom zavisi od temperature. Oni su dobili da kada larve hibridne linije sa
odredenim mtDNK haplotipom D. simulans 1 specificnom D. melanogaster jedarnom pozadinom,
rastu na viSim temperaturama imaju znatno manje efikasan metabolizam i1 generalno nizi fitnes u
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odnosu na larve kompatibilnih genotipova, dok kada rastu na nizim temperaturama, ova mito-jedarna
inkompatibilnost nestaje. U slicnom eksperimentu (Aw i sar. 2018) su pokazali prednosti odredenih
mtDNK haplotipova na podlogama sa odredenim koncentracijama nutritijenata, dok na nekim drugim
koncentracijama razlike nije bilo. Ovakvi rezultati ukazuju da ne postoji prosta veza izmedu fitnesa,
genotipa 1 diskretnih vrednosti sredinskih varijabli, ¢ak ni kada se posmatra samo jedna ovakva
varijabla u eksperimentalnim uslovima, a kamoli kada se kao cilj postavi ekstrapoliranje tih zapazanja
na prirodna stani$ta, gde bezbroj sredinskih varijabli interaguje i beskona¢no mnogo usloznjava ceo
sistem. Rezultati ove teze, kao i sve veceg broja radova na istu temu ukazuju da je za rasvetljavanje
mehanizama ukljucenih u odrzavanje stabilnih mtDNK kao mito-jedarnih polimorfizama, pored
ukljucivanja veceg broja varijabli u eksperimentalnu postavku, neophodno koristiti i $iri spektar
vrednosti ovih varijabli.

Vrednost fitnesa nekog genotipa ili kombinacije mito-jedarnog genotipa je zavisna od uslova
u kojima se ispoljava, §to i rezultati ove teze nedvosmisleno pokazuju. Nista u prirodi nije apsolutno,
pa tako prednost odredenog genotipa u odredenoj komponenti zivotne istorije moze znaciti manu u
drugoj. Na primer brzi metabolizam moze da podrzi ve¢i fekunditet u optimalnim uslovima, ali u
stresnim uslovima kakvi su npr. susni, ovaj ubrzani metabolizam postaje mana. Duze vreme razvica
moze biti loSe u efemernim stanistima, ili u eksperimentalnim uslovima gde se recimo generacijskim
prebacivanjem musSica posle odredenog vremena, veStacki selektuje protiv duzeg razvica. Sa druge
strane duze razvi¢e uglavnom znaci veée jedinke sa ve¢im zalihama energije, koje recimo bolje
podnose uslove suse ili gladi. Takode, sve ovo se dodatno komplikuje u svetlu spoljasnjih faktora,
gde fitnes zavisi od velikog broja sredinskih varijabli sa malim uticajem koji tek zajedniCkim
delovanjem 1 interakcijama daju kompletnu sliku.
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6. ZAKLJUCAK

Kod model vrste Drosophila subobscura nisu utvrdene statisticki znacajne adaptivne razlike
izmedu dva najces¢a haplotipa, ni u jednoj analiziranoj komponenti Zivotne istorije, osim u
vijabilnosti od jajeta do adulta, gde se haplotip I pokazao superiornijim. Prirodna selekcija ne
deluje na razlike izmedu dva glavna haplotipa sama po sebi.

Neopisana geneticka varijabilnost mtDNK genoma kod eksperimentalnih jedinki D.
subobscura odredenih kvarteta pruza adaptivne prednosti svojim nosiocima.

Mito-jedarne interakcije uocene su kod vrste D. subobscura u gotovo svim ispitivanim fitnes
komponentama makar u odredenom broju kvartetnih modela, dok je eksperiment vijabilnosti
pokazao znacajan mito-jedarni efekat i u ukupnom modelu. PoSto su mito-jedarne interakcije
bile znacajne u ve¢em broju modela od same mtDNK, moze se zakljuciti da su mito-jedarni
genotipovi primarne jedinice delovanja selekcije.

Polno specifi¢ni efekat mtDNK i mito-jedarne varijabilnosti nije zableZen kod D. subobscura
ni u jednoj ispitivanoj komponenti zivotne istorije u ukupnom modelu, dok je mali broj
kvartetnih modela imao interakcije koje ukazuju na ovaj vid selekcije znacajne.

Varijabilnost u mtDNK sekvenci nije imala ve¢i efekat na adaptivnu vrednost kod muzjaka u
odnosu na zenke pa efekat materinske kletve nije prisutan kod D. subobscura.

Sredinski specifi¢ni efekat mito-jedarnih interakcija kod D. subobscura zabelezen je pri
analiziranju otpornosti na desikaciju i u neSto manjoj meri kod preZivljavanja od jajeta do
adulta. Temperaturno moduliranje efekata mtDNK haplotipa nije zabeleZeno ni kod jedne
ispitivane fitnes komponente. Selekcija zavisne od sredinskih uslova je u odredenom stepenu
znacajna za odrzavanje ucestalosti dva glavna haplotipa, ali takode deluje i na nivou razlika
specifi¢nih za odredene linije.

Analize parametara genetickog diverziteta prirodnih populacija Drosophila obscura pokazale
su visok stepen nukleotidnog diverziteta mtDNK Cyt b gena kako unutar tako 1 izmedu
populacija. Za razliku od D. subobscura prisutna je geografska struktuiranost genetickog
diverziteta mtDNK, sa razli¢itim ucestalostima haplotipova prvenstveno izmedu zapadnog 1
istocnog areala ove vrste.

Dobijeni rezultati najviSe ukazuju na dva moguca demografska scenarija postglacijalne
kolonizacije Evrope D. obscura. Prvi scenario predvida da su zapadni 1 istocni areal
kolonizovani iz dva razli¢ita refugijuma (Pirinejsko ili Apeninsko Poluostrvo za zapad i
Balkansko Poluostrvo za istok). Drugi scenario predvida da je cela Evropa postepeno
kolonizovana iz zapadnog refugijuma (Pirinejsko ili Apeninsko Poluostrvo) prema istoku, gde
se razlike izmedu istoka i zapada objasnjavaju genetickim driftom.

Svi eksperimenti analize komponenti Zivotne istorije pokazali su adaptivni znacaj mtDNK

varijabilnosti kod vrste D. obscura, ukazuju¢i da mtDNK sama po sebi jeste u odredenom
stepenu jedinica delovanja selekcije.
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e Generalno, nesinonimne mutacije su ve¢inom imale veci uticaj na fitnes od sinonimnih, ipak
u nekim poredenjima nesinonimne razlike nisu imale statisticki znacajan uticaj na fitnes, dok
su se u nekim sinonimne pokazale znac¢ajnim. Generalni trend da su najudaljeniji haplotipovi
pokazali najvece razlike u fitnesu nije bio uvek prisutan. Ovaj nalaz ukazuje na potrebu
analiziranja celokpunog mtDNK genoma u ovakvim studijama.

e Kada je re¢ o mito-jedarnim interakcijama velika vec¢ina modela je pokazala diferencijalni
fitnes mtDNK haplotipova u zavisnosti od jedarne pozadine na kojoj se ispoljavaju, ukazujuéi
da mito-jedarni genotipovi predstavljaju primarne jedinice na koje deluje prirodna selekcija
kod D. obscura.

e Eksperimenti zivotne istorije kod D. obscura pokazali su umeren pecat polno specificne
selekcije, ukazujuc¢i da ovaj vid balansne selekcije ucestvuje, ali nije krucijalni proces u
odrzavanju unutarpopulacione mtDNK varijabilnosti kod ove model vrste.

e Varijabilnost u mtDNK sekvenci nije imala ve¢i efekat na adaptivnu vrednost kod muzjaka u
odnosu na zenke pa efekat materinske kletve nije prisutan kod D. obscura.

e Kada je re¢ o interakciji sredinskih fakora i genotipa, eksperimenti na D. obscura pokazuju
jaci signal u odnosu na interakciju pola i genotipa, impliciraju¢i da selekcija zavisna od
sredinskih uslova ima veéi uticaj na odrzavanje simpatriCke mtDNK varijabilnosti kod ove
vrste.

Cinjenica je da je evolucioni mehanizam prirodne selekcije kao i sam Zivot na zemlji mnogo
puta kompleksniji nego S$to naSe trenutne aproksimacije razli¢itim simulacijama i eksperimentima
mogu da dosegnu. Mi stremimo da pronademo idealan model sistem koji ¢e predstavljati Skolski
primer odredenog selekcionog mehanizma. Istina je da u prirodi deluje neverovatan splet evolucionih
mehanizama koji deluju sinergijski 1 medusobno konfrontiraju u odredenom smislu. Kako su svi Zivi
sistemi izloZeni konstantnoj promeni u sredini, tako se i same interakcije izmedu razli¢itih
evolucionih mehanizama menjaju kako prostorno tako 1 vremenski. Tesko je pronaci i kvalitativno
utvrditi sve mehanizme koji oblikuju varijabilnost odredene prirodne populacije, a jo§ veci
kvantitativno odrediti odnose izmedu svih ukljucenih €inilaca. Stoga je na nama kao nauc¢nicima koji
smo odabrali ovu oblast veliki zadatak da u narednim godinama iskoristimo dosada$nja znanja kako
bi dizajnirali sve bolje modele 1 metode kojima ¢emo korak po korak sve bolje razmrSavati beskrajno
kompleksnu mrezu evolucionih mehanizama koja prozima ceo Zivi svet, u nadi da bolje shvatimo

prirodne fenomene koji nas okruZuju 1 €iji smo deo.
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8. PRILOZI

Slike P1- P11 prikazuju srednja vremena prezivljavanja eksperimenta desikacije D. subobscura za sve kombinacije
genotipova i pola na dve eksperimentalne temperature, kod svakog od jedanaest kvarteta. Malo slovo oznacava mtDNK
haplotip (MT) gde je ,,a* haplotip I, dok je ,,c* haplotip II. Velika slova oznacavaju odgovarajucu jedarnu pozadinu (NU)),
7 i M oznadavaju Zenke odnosno muzjake (pol). Tacke predstavljaju vremena prezivljavanja pojedinaénih jedniki.
Predstavljeni su intervali poverenja od 95%.
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Slike P12- P22. Srednja vremena duzine razvi¢a D. subobscura u danima za sve kombinacije genotipova i pola na dve
eksperimentalne temperature, kod svakog od jedanaest kvarteta. Malo slovo ozna¢ava mtDNK haplotip (MT) gde je ,,a“
haplotip I, dok je ,,c** haplotip II. Velika slova ozna¢avaju odgovarajuéu jedarnu pozadinu (NU)), dok Z i M oznac¢avaju
zenke odnosno muzjake (pol). Tacke predstavljaju vremena razvi¢a pojedinacnih jedinki. Predstavljeni su intervali
poverenja od 95%.
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Vreme razviéa u danima

Vreme razvic¢a u danima
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Slika P20. Deveti kvartet
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Slike P23-P33. Prosecne vrednosti prezivljavanja od jajeta do adulta jedinki D. subobscura po flakonu, za sve
kombinacije genotipova na dve eksperimentalne temperature kod svakog od jedanaest kvarteta. Malo slovo oznacava
mtDNK haplotip (MT) gde je ,,a* haplotip I, dok je ,,c* haplotip II. Velika slova oznacavaju odgovaraju¢u jedarnu
pozadinu (NU). Tacke oznacavaju vijabilitete pojedinacnih flakona. Predstavljeni su intervali poverenja od 95%.
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Slike P34-P44. Prosecni procenat muZzjaka po flakonu D. subobscura za sve kombinacije genotipova na dve
eksperimentalne temperature kod svakog od jedanaest kvarteta. Malo slovo oznacava mtDNK haplotip (MT) gde je ,,a*
haplotip 1, dok je ,,c* haplotip II. Velika slova oznacavaju odgovarajucu jedarnu pozadinu (NU). Tacke predstavljaju
procente muzjaka u pojedinacnim flakonima. Predstavljeni su intervali poverenja od 95%.
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Tabela P1. Uticaj mtDNK haplotipa (MT), jedarne pozadine (NU), temperature (T) i njihovih interakcija na vijabilnost
od jajeta do lutke (EtP) kod model vrste D. subobscura. Za jedanaest kvartetnih modela predstavljeni su rezultati
ANOVA-e. Df — Stepeni slobode; Dev — Devijacija; p vrednosti koje su znacajne pri p<0,05 predstavljene su boldom.

Q1 Q2 Q3
Df Dev P Df Dev P Df Dev P
MT 1 1,749 0,186 1 2,954 0,0857 1 2,522 0,1123
NU 1 13,172 0,0003 1 7,311 0,0069 1 6,536 0,0106
T 1 42,377  <0,0001 | 1 47,189  <0,0001 | 1 88,268  <0,0001
MT:NU 1 33,819 <0,0001 | 1 0,008 0,9273 1 91,481  <0,0001
MT:T 1 0,116 0,7334 1 7,779 0,0053 1 1,413 0,2346
NU:T 1 0,621 0,4307 1 4,497 0,034 1 0,038 0,8454
MT:NU:T | 1 11,009 0,0009 1 3,362 0,0667 1 0,907 0,3408
Q4 Qs Q6
Df Dev P Df Dev P Df Dev P
MT 1 0,577 0,4473 1 1,774 0,1829 1 10,81 0,001
NU 1 3,567 0,059 1 8,699 0,0032 1 34435  <0,0001
T 1 130,497 <0,0001 | 1 85,323 <0,0001 | 1 37,64  <0,0001
MT:NU 1 0,598 0,4394 1 217,274 <0,0001 | 1 10,11 0,0015
MT:T 1 0,005 0,9431 1 0,097 0,7553 1 0,72 0,3975
NU:T 1 1,816 0,1777 1 0,05 0,8236 1 2,33 0,1272
MT:NU:T | 1 1,358 0,2439 1 15,941  <0,0001 | 1 0,17 0,6842
Q7 Q8 Q9
Df Dev P Df Dev P Df Dev P
MT 1 50,079  <0,0001 | 1 0,245 0,6206 1 6,6665 0,0098
NU 1 124,736  <0,0001 | 1 304,39  <0,0001 | 1 0 0,9979
T 1 184,359 <0,0001 | 1 244,501 <0,0001 | 1 19,8982  <0,0001
MT:NU 1 37,783  <0,0001 | 1 9,165 0,0025 1 27,6705 <0,0001
MT:T 1 1,402 0,2363 1 5916 0,015 1 1,4648 0,2262
NU:T 1 0,137 0,7114 1 5,468 0,0194 1 13,8665  0,0002
MT:NU:T | 1 0,123 0,7262 1 0,001 0,9801 1 3,4936 0,0616
Q10 Q11
Df Dev P Df Dev P
MT 1 170,29  <0,0001 | 1 0 0,9848
NU 1 851,56  <0,0001 | 1 230,473 <0,0001
T 1 48,19 <0,0001 | 1 64,376  <0,0001
MT:NU 1 19,08 <0,0001 | 1 19,664  <0,0001
MT:T 1 1,46 0,2267 1 4,617 0,0316
NU:T 1 7,43 0,0064 1 0,75 0,3864
MT:NU:T | 1 1,23 0,268 1 0,656 0,4181
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Tabela P2. Uticaj mtDNK haplotipa (MT), jedarne pozadine (NU), temperature (T) i njihovih interakcija na vijabilnost
od lutke do adulta (PtA) kod model vrste D. subobscura. Za jedanaest kvartetnih modela predstavljeni su rezultati
ANOVA-e. Df — Stepeni slobode; Dev — Devijacija; p vrednosti koje su znacajne pri p<0,05 predstavljene su boldom.

Q1 Q2 Q3
Df Dev p Df Dev p Df Dev p
MT 1 7,2483 0,0071 1 0,0856 0,7698 1 1,36 0,2435
NU 1 0,002 0,9645 1 5,4238 0,0199 1 0,114 0,7361
T 1 31,2606 <0,0001 | 1 14,3305 0,0002 1 103,511 <0,0001
MT:NU 1 16,3204 <0,0001 | 1 1,7306 0,1883 1 2,413 0,1203
MT:T 1 4,1713 0,0411 1 1,7528 0,1855 1 3,495 0,0616
NU:T 1 0,5061 0,4768 1 4,8219 0,0281 1 5,31 0,0212
MT:NU:T | 1 2,0037 0,1569 1 0,1677 0,6821 1 0,681 0,4093
Q4 Q5 Q6
Df Dev p Df Dev p Df Dev p
MT 1 0,0441 0,8337 1 0,09 0,7648 1 1,0504 0,3054
NU 1 28,1595 <0,0001 | 1 1,441 0,23 1 4,0083 0,0453
T 1 21,5971 <0,0001 | 1 87,221  <0,0001 | 1 0,103 0,7483
MT:NU 1 1,8769 0,1707 1 6,062 0,0138 1 3,369 0,0664
MT:T 1 0,0663 0,7967 1 0,001 0,9733 1 1,2049 0,2723
NU:T 1 2,9178 0,0876 1 1,785 0,1815 1 0,9252 0,3361
MT:NU:T | 1 6,9782 0,0083 1 0,108 0,7423 1 0,0047 0,9456
Q7 Q8 Q9
Df Dev p Df Dev p Df Dev p
MT 1 8,4726 0,0036 1 9,2377 0,0024 1 0,0073 0,9321
NU 1 3,9279 0,0475 1 0,2936 0,5879 1 5,0579 0,0245
T 1 22,5257 <0,0001 | 1 1,4522 0,2282 1 0,746 0,3877
MT:NU 1 0,1445 0,7039 1 4,4896 0,0341 1 0,3284 0,5666
MT:T 1 1,8538 0,1733 1 7,1647 0,0074 1 0,0834 0,7727
NU:T 1 4,0989 0,0429 1 17,9116  <0,0001 | 1 0,0088 0,9253
MT:NU:T | 1 1,6178 0,2034 1 0,4415 0,5064 1 0,2692 0,6039
Q10 Q11
Df Dev p Df Dev p
MT 1 18,069  <0,0001 | 1 13,2747 0,0003
NU 1 71,769  <0,0001 | 1 13,7537 0,0002
T 1 38,974  <0,0001 | 1 3,1862 0,0743
MT:NU 1 17,56 <0,0001 | 1 1,1262 0,2886
MT:T 1 0,231 0,6307 1 0,9007 0,3426
NU:T 1 0,046 0,8294 1 0,5686 0,4508
MT:NU:T | 1 0,153 0,6958 1 0,0043 0,9479
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Tabela P3. Uticaj mtDNK haplotipa (MT), jedarne pozadine (NU), temperature (T) i njihovih interakcija na vijabilnost
od jajeta do lutke (EtP) za ukupni model kod D. subobscura. Chisq — Hi kvadrat; df — Stepeni slobode; p vrednosti koje
su znacajne pri p<0,05 predstavljene su boldom.

Ukupni model

Chisq Df p
MT 4,8338 1 0,0279
NU 145,3216 1 <0,0001
T 188,5685 1 <0,0001
MT:NU 13,9494 1 0,0002
MT:T 2,2318 1 0,1352
NU:T 0,7552 1 0,3848
MT:NU:T 0,0284 1 0,8663

Tabela P4. Uticaj mtDNK haplotipa (MT), jedarne pozadine (NU), temperature (T) i njihovih interakcija na vijabilnost
od lutke do adulta (PtA) za ukupni model kod D. subobscura. Chisq — Hi kvadrat; df — Stepeni slobode; p vrednosti koje
su znacajne pri p<0,05 predstavljene su boldom.

Ukupni model

Chisq df P
MT 1,0927 1 0,2959
NU 2,4927 1 0,1144
T 32,2345 1 <0,0001
MT:NU 0,9422 1 0,3317
MT:T 4,9309 1 0,0264
NU:T 1,2993 1 0,2544
MT:NU:T 6,4334 1 0,0112
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Tabela PS. Uticaj mtDNK haplotipa (MT), jedarne pozadine (NU), temperature (T) i njihovih interakcija na vijabilnost
od jajeta do lutke (EtP) kod model vrste D. obscura. Za svaki eksperimentalni blok (EB) predstavljeni su rezultati
ANOV A-e modela tri parovna poredenja i model koji analizira ceo EB. df — Stepeni slobode; Dev — Devijacija; p vrednosti
koje su znacajne pri p<0,05 predstavljene su boldom. Objavljeno u (Eri¢ i sar. 2022b).

EB1 AB AC BC ABC
Df ‘ Dev l p Df l Dev ‘ p Df | Dev ‘ p Df ‘ Dev ‘ p
MT 1 9,619 0,0019 1 15,753 <0,0001 | 1 0,225 0,6351 2 28,32 <0,0001
NU 1 31,61 <0,0001 | 1 204272 <0,0001 | 1 194,345 <0,0001 | 2 396,94  <0,0001
T 1 4,84 0,0278 1 24,753 <0,0001 | 1 106,103 <0,0001 | 1 76,44  <0,0001
MT:NU 1 39,487  <0,0001 | 1 94,602  <0,0001 | 1 3,132 0,0768 4 141,5  <0,0001
MT:T 1 36,507  <0,0001 | 1 0,003 0,9565 1 12,058 0,0005 2 22,34 <0,0001
NU:T 1 1,599 0,206 1 74912 <0,0001 | 1 3,675 0,0552 2 56,73 <0,0001
MT:NU:T | 1 0,547 0,4597 1 0,114 0,7358 1 0,201 0,6537 4 47,46 <0,0001
EB II DE DF EF DEF
Df ‘ Dev ‘ p Df ‘ Dev ‘ p Df ‘ Dev ‘ p Df ‘ Dev ‘ p
MT 1 11,36 0,0008 1 17,478  <0,0001 | 1 1,345 0,2462 2 15,209 0,0005
NU 1 85,848  <0,0001 | 1 43,744  <0,0001 | 1 34,609 <0,0001 | 2 153,008 <0,0001
T 1 49,701 <0,0001 | 1 95,499  <0,0001 | 1 81,75  <0,0001 | 1 280,524 <0,0001
MT:NU 1 1,982 0,1591 1 26,937  <0,0001 | I 9,392 0,0022 4 80,603  <0,0001
MT:T 1 25913 <0,0001 | 1 29,262 <0,0001 | 1 29,284  <0,0001 | 2 25493  <0,0001
NU:T 1 6,684 0,0097 1 21,298  <0,0001 | 1 57,57  <0,0001 | 2 28,232 <0,0001
MT:NU:T | 1 193,887 <0,0001 | 1 12,764 0,0004 1 37,02 <0,0001 | 4 221,934 <0,0001
EB 111 LM LN MN LMN
Df ‘ Dev ‘ p Df ‘ Dev ‘ p Df ‘ Dev ‘ p Df ‘ Dev ‘ p
MT 1 1,05 0,3053 1 20,299  <0,0001 | I 8,036 0,0046 2 25,03 <0,0001
NU 1 263,56  <0,0001 | 1 112,658 <0,0001 | 1 4294  <0,0001 | 2 601,66 <0,0001
T 1 402,67  <0,0001 | 1 45,193 <0,0001 | I 298,176 <0,0001 | 1 375,18  <0,0001
MT:NU 1 11,06 0,0009 1 44,093  <0,0001 | 1 13,517 0,0002 4 82 <0,0001
MT:T 1 42,11 <0,0001 | 1 26,51 <0,0001 | 1 0,257 0,612 2 37,06  <0,0001
NU:T 1 0,08 0,7818 1 0,082 0,7743 1 136,047 <0,0001 | 2 106,68  <0,0001
MT:NU:T | 1 32,27 <0,0001 | 1 63,281  <0,0001 | 1 8,084 0,0045 4 161,96  <0,0001
EB 1V opP 0Q PQ OPQ
Df ‘ Dev ‘ p Df ‘ Dev ‘ p Df ‘ Dev ‘ p Df ‘ Dev ‘ p
MT 1 6,708 0,0096 1 124,63  <0,0001 | 1 108,91  <0,0001 | 2 236,75  <0,0001
NU 1 13,988 0,0002 1 131,548 <0,0001 | 1 403,91  <0,0001 | 2 569,42 <0,0001
T 1 73,167  <0,0001 | 1 7,434 0,0064 1 3,75 0,0528 1 43,83 <0,0001
MT:NU 1 13,441 0,0002 1 0,064 0,7997 1 171,65  <0,0001 | 4 187,9  <0,0001
MT:T 1 0,267 0,6054 1 95,804  <0,0001 | 1 3,87 0,0492 2 97,85  <0,0001
NU:T 1 0,91 0,34 1 14,711 0,0001 1 13,34 0,0003 2 14,48 0,0007
MT:NU:T | 1 1,717 0,19 1 0,029 0,8643 1 0,04 0,8351 4 26,65  <0,0001
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Tabela P6. Uticaj mtDNK haplotipa (MT), jedarne pozadine (NU), temperature (T) i njihovih interakcija na vijabilnost
od lutke do adulta (PtA) kod model vrste D. obscura. Za svaki eksperimentalni blok (EB) predstavljeni su rezultati
ANOVA-e modela tri parovna poredenja i model koji analizira ceo EB. df — Stepeni slobode; Dev — Devijacija; p vrednosti
koje su znacajne pri p<0,05 predstavljene su boldom. Objavljeno u (Eri¢ i sar. 2022b).

EB1 AB AC BC ABC
Df ‘ Dev ‘ p Df ‘ Dev ‘ p Df ‘ Dev ‘ p Df ‘ Dev ‘ p
MT 1 12,475 0,0004 1 2,7017 0,1002 1 9,568 0,002 2 14,631 0,0007
NU 1 7,7826 0,0053 1 4,7937 0,0286 1 8,1794 0,0042 2 17,462 0,0002
T 1 23,2747 <0,0001 | 1 0,2161 0,6421 1 2,3916 0,122 1 1,181 0,2772
MT:NU 1 7,7478 0,0054 1 0,1258 0,7229 1 0,0119 0,913 4 11,503 0,0215
MT:T 1 1,3736 0,2412 1 5,7606  0,0164 1 1,6706 0,1962 2 3,232 0,1987
NU:T 1 0,1273 0,7212 1 6,2186  0,0126 1 31,4402 <0,0001 | 2 28,027  <0,0001
MT:NU:T | 1 23,6151 <0,0001 | 1 11,4435 0,0007 1 6,9251 0,0085 4 33,74 <0,0001
EB II DE DF EF DEF
Df ‘ Dev ‘ p Df ‘ Dev ‘ p Df ‘ Dev ‘ P Df ‘ Dev ‘ p
MT 1 4,5055 0,0338 1 1,6082 0,2047 1 0,1452 0,7031 2 2,6995 0,2593
NU 1 0,6179 0,4318 1 0,1475 0,701 1 2,5504 0,1103 2 1,3562 0,5076
T 1 7,3089 0,0069 1 1,6117 0,2043 1 1536 <0,0001 | 1 5,5053 0,019
MT:NU 1 1,09 0,2965 1 0,0122 0,9121 1 4,9746 0,0257 4 6,0107 0,1984
MT:T 1 4,9657 0,0259 1 15,2255 <0,0001 | 1 0,5121 0,4743 2 15,7679  0,0004
NU:T 1 7,9991 0,0047 1 0,2847 0,5936 1 10,6933  0,0011 2 24,8265 <0,0001
MT:NU:T | 1 1,1043 0,2933 1 0,5458 0,46 1 0,3765 0,5395 4 2,8783 0,5784
EB 111 LM LN MN LMN
Df ‘ Dev ‘ p Df ‘ Dev ‘ p Df ‘ Dev ‘ P Df ‘ Dev ‘ p
MT 1 0,0544 0,8155 1 8,93 0,0028 1 0,003 0,9576 2 7,13 0,0283
NU 1 0,5355 0,4643 1 32,722 <0,0001 | 1 72,774  <0,0001 | 2 82,538  <0,0001
T 1 79118 0,0049 1 26,255  <0,0001 | 1 2,675 0,102 1 18,229  <0,0001
MT:NU 1 0,0359 0,8497 1 23,147  <0,0001 | I 3,443 0,0635 4 30,485  <0,0001
MT:T 1 0,7609 0,383 1 0,216 0,642 1 5,204 0,0225 2 3,724 0,1553
NU:T 1 5,9638 0,0146 1 0,61 0,4348 1 0,076 0,7829 2 6,681 0,0354
MT:NU:T | 1 8,5806 0,0034 1 0,328 0,5671 1 2,202 0,1378 4 18,318 0,0011
EB 1V OoP 0Q PQ OoPQ
Df ‘ Dev ‘ p Df ‘ Dev ‘ p Df ‘ Dev ‘ p Df ‘ Dev ‘ p
MT 1 19,9412 <0,0001 | 1 12,7367 0,0004 1 0,1568 0,6921 2 27,3234 <0,0001
NU 1 0,0297 0,8631 1 0,859 0,354 1 0,1193 0,7298 2 0,0359 0,9822
T 1 1,0318 0,3097 1 3,0075 0,0829 1 17,8466 <0,0001 | 1 12,7003 0,0004
MT:NU 1 0,4342 0,5099 1 5,3698 0,0205 1 8,0723 0,0045 4 10,1333 0,0382
MT:T 1 0,1249 0,7238 1 6,5411 0,0105 1 0,6708 0,4128 2 0,913 0,6335
NU:T 1 3,913 0,0479 1 9,7804  0,0018 1 0,663 0,4155 2 19,1607 <0,0001
MT:NU:T | 1 3,1418 0,0763 1 1,8238 0,1769 1 0,8067 0,3691 4 9,8808 0,0425

156




BIOGRAFIJA AUTORA

Pavle Eri¢ je roden 23. 2. 1992. godine u Valjevu, gde zavrSava osnovnu $kolu i gimnaziju.
Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu, Studijski program Biologija upisuje 2011. godine, gde
diplomira 2015. godine sa prosekom 8,55. Odmah nakon zavrSenih osnovnih studija upisuje master
akademske studije Bioloskog fakulteta, studijski program Biologija, modul Primenjena genetika.
Master studije zavrSava 2016. godine sa prosekom 9,00 odbranom master rada pod nazivom
,, Varijabilnost nukleotidne sekvence mitohondrijske DNK Drosophila subobscura sa Stare planine®,
pod mentorstvom dr Mihaila Jeli¢a. Iste godine upisuje doktorske akademske studije BioloSkog
fakulteta na modulu genetika. ZapoSljava se na Odeljenju za genetiku populacija i
ekogenotoksikologiju, Instituta za bioloska istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢®, Instituta od nacionalnog
znacaja za Republiku Srbiju 2017. godine kao istrazivac pripravnik u okviru projekta ,,Dinamika
genofonda, geneticka 1 fenotipska varijabilnost populacija u zavisnosti od promenljivosti sredine®,
finansiranog od strane Ministarstva za prosvetu, nauku i tehnoloski razvoj (br. pr. 173012). Zvanje
istrazivac saradnik stekao je 2021. godine. Pavle Eri¢ je bio ¢lan projekta ,,SERBHIWE, Medonosne
pcele Srbije, divlja drustva naspram odrzavanih drustava videna o¢ima populacionih geneticara,, u
okviru programa za izvrsne projekte mladih istrazivata (PROMIS) Fonda za nauku. Autor je ili
koautor 9 nau¢nih radova od kojih je 6 publikovano u vrhunskim medunarodnim casopisima i 20
Srpskog bioloskog drustva, Drustva geneti¢ara Srbije, Drustva entomologa Srbije i DrosEU
konzorcijuma.



HN3jaBa 0 ayTopcTBY

ITornucanu-a  IlaBJae Epuh

opoj unnekca _b3013/2016

NsjaBibyjem

J1a je TOKTOpCKa ArcepTallija moj HacJIOBOM

AJJaNTHUBHM 3HAYA] VHYTAPIONYJIAMOHE BAPUjA0OMIHOCTH MUTOXOH/APHjCKOT TeHOMA
Drosophila subobscura n D. obscura

® PE3YyJTaT COICTBCHOI' UCTPAKUBAYKOI pajiad,

e J1a IPEUIOKCHA JUCepTaIija y IeJIMHU HU Yy JISTIOBUMa HHje OWIIa IpeyIokKeHa 3a T00ujame
OUJIO KOje TUIIOME TIpeMa CTYINjCKUM TPOorpaMuMa IPYTuX BHCOKOIITKOJICKUX YCTaHOBA,

e J1a Cy pe3yiTaTh KOPEKTHO HAaBEJCHU U

® Ja HUCAM KpIINO/JIa ayTOpCKa MPpaBa U KOPUCTHO MUHTEIIEKTYaIHY CBOJUHY APYTUX JIMLA.

Hornuc 1oxkTopanga

V¥ Beorpany, 12. 2. 2024.




N3jaBa 0 MICTOBETHOCTH IITAMIIAHE U eJIEKTPOHCKE Bep3uje
JOKTOPCKOT paja

Nwme n npezume ayropa Ilasae Epuh

bpoj unnexca _ 53013/2016

Cryaujcku mporpam buoJioruja (moayJ I'enernka)

Hacinos pana AJANTHBHHU 3HAYA] VHYTAPNONYJIALMOHE BAPHjA0NJIHOCTH

MUTOXOHApPHjckor renoMa Drosophila subobscura n D. obscura

MenTop Ap Muxanio Jeauh, Banpeanu npodecop

ITornucanwn/a IIaBae Epuh

U3jaBspyjeM aa je mrammnaHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOT pajia HICTOBETHA eNIEKTPOHCKO] BEP3UjU KOjy
caM Ipejao/ia 3a o0jaB/bUBake Ha MopTaly JUruTaaHor peno3uTropujyma YHUBep3UTeTa y
beorpany.

Z[OSBOJLaBaM Ja CC 06jaBe MOjI/I JJUYHHU IToAal BE3aHU 3a I[O6I/IjaH:e AKaJICMCKOT" 3Bakba JOKTOpa
HayKa, Kao IITO Cy UMC U IIPpE3UME, rOJJMHa U MECTO polje}La " JaTyM ozL6paHe pana.

OBU TMYHU NOJAIM MOTY c€ 00jaBUTH Ha MPEKHUM CTpaHULlaMa AUTUTaIHE OMOINOoTEKe, y
eJIEKTPOHCKOM KaTaJIory U y myOiukanujama Y HuBep3urera y beorpany.

MMornuc noKkTopanga

V¥ beorpany, 12. 2. 2024.




N3jaBa o0 kopumhemy

Osnamthyjem YHuBep3uteTcky 6nbmmnotexy ,,CBero3ap Mapkosuh* na y Jlururtaiau
peno3uTopujyM YHUBEp3uTeTa y beorpany yHece MOjy TOKTOPCKY IUCEPTAIH]Y IO HACTIOBOM:

AJANITUBHY 3HAYA] VHYTAPIONYJIAIMOHE BAPHja0MJIHOCTH MUTOXOHIPHjCKOI T'eHOMA

Drosophila subobscura u D. obscura

KOja je MOje ayTOPCKO JEO.

JucepTaiujy ca CBUM MPUIIO3UMa [IPe1ao/ia caM y elIeKTPOHCKOM (opMaTy MOT0IHOM 32 TPajHO
apXUBHpambE.

Mojy IOKTOPCKY IUCEpTAIH]jy MOXpameHy y Jururannu peno3uropujym YHUBEP3UTETA y
Beorpany Mory a KoprucTe CBH KOjH MOLITY]Y oApende caapkaHe y 01adpaHOM THITY JHIICHIIE
Kpearusne 3ajennune (Creative Commons) 3a K0jy caM ce OJJIy4yro/a.

1. AyropcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPITHjATHO
@AyTopCTBO — HEKOMepUHjaJIHOo — 0e3 nmpepaje
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIMjaJTHO — JACITUTH 1Ol HCTUM YCIIOBHMA
5. AytopctBo — 6€3 mpepane
6. AyTOpPCTBO — JI€JIUTH IO/ UCTHM yCIOBUMA

(MonuMo 1a 3a0Kpy>KUTE caMo JeHY OJ1 IIeCT MOHYh)eHUX JINIIEHIIN, KpaTaK OMKC JIMIICHIIN JIaT je
Ha nonehunu nucra).

Hornuc 1oxkTopanga

V¥ Beorpany, 12. 2. 2024.




1. AyropctBo - JIo3BOJBaBaTE YMHOXKABAKE, TUCTPUOYIIN]Y U JaBHO CAOMIITaBaE Jeia, U Mpepase,
aKo ce HaBeJle UMe ayTopa Ha Ha4HMH ojpel)eH o1 cTpaHe ayTopa WU 1aBaolia JIMIEHIIE, YaK U Y
koMepuujanHe cepxe. OBo je HajcII000JHIja O] CBUX JIMIICHIIH.

2. AyTopcTBO — HeKOMepIjaiHo. [[o3BosbaBaTe yMHOKaBamke, IUCTPUOYIIH]Y U JaBHO
caolllITaBame JIeNa, U Ipepajie, ako ce HaBee UMe ayTopa Ha HauuH ojapeheH o crpane ayropa
WM AaBaola jgunenie. OBa JIMIEHIIa He T03B0JbaBa KOMEPIHjaIHy ynoTpely aena.

3. AyTopcTBO - HEKOMEpIHjaIHO — Oe3 mpepaje. Jlo3BosbaBaTe YMHOXKABabE, TUCTPUOYIH]Y U
JaBHO caomIITaBame jaena, 0e3 mpoMeHa, MPeodINKOBaba WM YIIOTpeOe Jiesia y CBOM ey, ako ce
HaBeJIe UME ayTopa Ha HauuH ojpeheH ox cTpaHe ayTopa WiM AaBaoua jguneHie. OBa JIuieHna He
7103B0JbAaBa KOMEPIIMjaIHy yoTpedy Aena. Y 0JHOCY Ha CBE OCTaJIe JIULEHIIE, OBOM JIMIIEHIIOM Ce
orpannyana Hajsehu o6uM npaBa Kopuiihema aena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEPITH]jAITHO — JISIUTH 10T UCTHM yclIoBUMa. J[03BoJbaBaTe YMHOKABAME,
IUCTpUOYIINjy U jaBHO CAOMINITaBakEe Jella, U Ipepajie, ako ce HaBe/le MMe ayTopa Ha HauuH
olpeheH of cTpaHe ayTopa WK AaBaolia JIMLIEHLE U aKo ce Ipepajia AUCTpUuOyrpa 1noj UCTOM UIu
cIm4HOM JureHioM. OBa JHUIIEHIIAa He J03BOJbaBa KOMEPIUjaIHY YIIOTpeOy J1ena U nmpepaja.

5. AyropctBo — 6€3 npepase. J{o3BosbaBaTe yMHOXKaBamke, TUCTPUOYIIHN]Y U JaBHO CAOTIITABAKE
nena, 0e3 mpoMeHa, MPeodINKOBamba N yIIoTpeOe ena y CBOM ey, aKO ce HaBe/ie Me ayTopa
Ha Ha4MH ojpeheH o1 cTpaHe ayTropa UM JaBaoua JuleHne. OBa IMleHna J03B0JbaBa
KOMepLHjanHy ynotpely nena.

6. AyTOpCTBO - ACTTUTH O] KICTUM YCIIOBHMA. J|03BOJbaBaTe yMHOXKaBambe, AUCTPUOYIN]Y U jaBHO
CaoIIITaBamke Aeja, ¥ Ipepaje, ako ce HaBeAe UMe ayTopa Ha HauuH oJpeleH o1 cTpaHe ayropa
WM JiaBaolia JMIEHIE U aKo ce Mpepajaa AMCTpUOynpa Mol KICTOM WM CIIMYHOM JinieHoM. OBa
JIMIIEHIA JI03B0JbaBa KOMEpPIIMjaliHy yrnoTpeOy aena u npepajaa. Cinuyha je copTBEpCKUM
JMIIEHIIaMa, OJJTHOCHO JIMLIEHI[aMa OTBOPEHOT KOJa.



