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Evolucija mito-jedarnih interakcija: ,,materinska kletva“ i ,,tehnika trojanskih Zenki“ u
regulisanju brojnosti populacija pasuljevog Zi§ka (Acanthoscelides obtectus, Say)

SAZETAK:

Evoluciona teorija predvida da su mitohondrijski genomi skloni nakupljanju mutacija sa
negativnim efektom za muzjake, a neutralnim ili pozitivnim za zenke, Sto predstavlja fenomen
materinske kletve. Ovakve mutacije, ukoliko imaju negativan efekat na reproduktivni potencijal
muzjaka, mogu biti iskoriS¢ene u novopredlozenoj metodi kontrole ekonomski Stetnih vrsta insekata,
tehnici trojanskih Zenki (TTZ). Ova metoda zasniva se na ubacivanju Zenki nosilaca opisane
mitohondrijske mutacije, trojanskih Zenki, u prirodne populacije. Zensko potomstvo ovih Zenki bice
fertilno 1 prenosi¢e mutaciju niz generacije, dok ¢e musko biti sterilno, Sto ¢e za rezultat imati pad
brojnosti populacije kroz generacije. Ipak, imajuci u vidu da mitohondrijski i jedarni genom interaguju i
koevoluiraju, selekcija ¢e favorizovazi jedarne kompenzacione mutacije koje maskiraju negativan efekat
mitohondrijskih mutacija na muzjake. Vodeéi se ovim teorijskim postavkama, u laboratorijskim
populacijama pasuljevog ziska (Acanthoscelides obtectus) utvrdeno je postojanje efekta materinske
kletve, tj. vece varijanse u osobinama zivotne istorije kod muzjaka razli¢itih mitohondrijskih genotipova
(mitotipova) u odnosu na Zenke. Konkretno, identifikovan je i geneti¢ki okarakterisan specifican MG3b
mitotip koji dovodi do smanjenja ranog fekunditeta i fertiliteta muzjaka, a nema efekat na iste osobine
kod zenki. Zbog svog uticaja na fertilitet muzjaka, MG3b mitotip oznacen je kao kandidat za primenu u
TTZ-u. Kod muzjaka ovog mitotipa, u odnosu na kontrolne mitotipove, demonstriran je pad respiratorne
funkcije svih kompleksa mitohondrijskog sistema oksidativne fosforilacije (OXPHQOS). Ovaj pad je
najverovatniji uzrok smanjenja reproduktivne funkcije MG3b muzjaka buduéi da su spermatozoidi i
musko germinativno tkivo posebno osetljivi na promene u aktivnosti OXPHOS. Pokazano je i da MG3b
mitotip dovodi do pada fertiliteta muzjaka u jedarnim sredinama poreklom iz razli¢itih prirodnih
populacija i da ovaj efekat ne zavisi od mito-jedarnih interakcija. Medutim, na poviSenu temperaturu
MG3b muzjaci reaguju povecanjem fertiliteta, Sto ukazuje na potencijalni fenomen mitohormeze. Nakon
ubacivanja trojanskih Zenki MG3b mitotipa u prirodnu populaciju nije utvrden pad brojnosti populacije
kroz generacije. Populaciono-geneticka analiza pokazala je da su populacije pasuljevog Ziska slabo
strukturirane $to ih ¢ini pogodnim za dalju potragu za mutacijama materinske kletve. Rezultati ove
disertacije potvrdili su fenomen materinske kletve u populacijama pasuljevog ziska i upuéuju na to da bi,
uz podrobnija istrazivanja, pronadene mutacije sa negativnim efektom na fertilitet muzjaka mogle da se
koriste u TTZ-u.

KLJUCNE RECI: mitohondrije, mitotip, materinska kletva, tehnika trojanskih Zenki, mito-
jedarne interakcije, reproduktivni potencijal, mitohondrijska funkcija, Acanthoscelides obtectus
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Evolution of mito-nuclear interactions: ,,mother’s curse“ and the ,,Trojan Female Technique*
for biocontrol of seed beetle (Acanthoscelides obtectus, Say) populations

ABSTRACT:

The evolutionary theory posits that mitochondrial genomes are susceptible to accumulating
mutations that can have detrimental effects on males, while being neutral or even beneficial for females.
This phenomenon is known as the mother’s curse. Mutations that negatively impact male reproductive
potential could be used in a newly proposed method for controlling economically damaging insect
species, referred to as the Trojan Female Technique. This approach involves introducing females carrying
the specified mitochondrial mutation, termed Trojan females, into natural populations. The female
offspring of these Trojan females will be fertile and will transmit the mutation through subsequent
generations, while their male offspring will be sterile, resulting in a gradual decline in population
numbers over time. However, given the interaction and co-evolution of mitochondrial and nuclear
genomes, nuclear compensatory mutations that mitigate the effects of mitochondrial mutations on males
would likely be favored. Based on these theoretical foundations, the impact of the mother’s curse has
been demonstrated in laboratory populations of the seed beetle (Acanthoscelides obtectus), revealing
greater variance in life history traits among males with different mitochondrial genotypes (mitotypes)
compared to females. Notably, a specific MG3b mitotype has been identified, which reduces early
fecundity and fertility in males without affecting these traits in females. This mitotype has been
genetically characterized and marked as a candidate for application in the Trojan Female Technique. In
males with the MG3b mitotype, a decline in respiratory function across all complexes of mitochondrial
oxidative phosphorylation (OXPHOS) has been observed, likely contributing to the reduction in
reproductive function, as spermatozoa and male germinative tissue are particularly sensitive to changes
in the oxidative phosphorylation system's activity. Furthermore, it has been established that the MG3b
mitotype leads to decreased male fertility in nuclear environments derived from various natural
populations, and this effect is independent of mito-nuclear interactions. Interestingly, at elevated
temperatures, MG3b males exhibit increased fertility, suggesting a potential phenomenon of
mitohormesis. After the introduction of Trojan females carrying the MG3b mitotype into the natural
population, no decline in population numbers across generations was noted. Population-genetic analysis
indicated that seed beetle populations are poorly structured, making them ideal for further exploration of
mother’s curse mutations. The findings of this dissertation confirm the existence of the mother’s curse
in seed beetle populations and suggest that with more comprehensive research, the identified mutations
affecting male fertility could be effectively utilized in the Trojan Female Technique.

KEY WORDS: mitochondria, mitotype, mother’s curse, Trojan Female Technique, mito-nuclear
interactions, reproductive potential, mitochondrial function, Acanthoscelides obtectus
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1. UvOD

1.1. Mitohondrije

Mitohondrije su organele koje zajedno sa jedrom predstavljaju kljucnu odliku eukariotske ¢elije.
Prvi koji je shvatio znacaj loptastih i1 tubularnih struktura koje se u ¢eliji mogu videti pod svetlosnim
mikroskopom bio je Ri¢ard Altman koji ih je jo§ 1886. nazvao bioblastima, to jest partikulama Zivota®.
Danasnji naziv mitohondrija opisuje njihov izgled na mikroskopskim preparatima (od grckog mitos -
konac i chondros — granula) i dao im ga je Karl Benda 1898. godine? (Lane, 2015a; Vyas i sar., 2016).

Glavna uloga mitohondrija je u ¢elijskom disanju, to jest respiraciji, procesu katabolizma koji
konvertuje energiju hemijskih veza iz makronutrijenta u energiju u obliku ATP-a. Pri ovom procesu se
kiseonik redukuje do vode preko sistema za oksidativnu fosforilaciju (OXPHOS, engl. oxidative
phosphorylation system). Na ovaj nacin se obezbeduje najveéa koli¢ina energije potrebna za celijske
funkcije. Pored produkcije ATP-a, mitohondrije imaju kljuénu ulogu i u procesima anabolizma, to jest
stvaranja molekula od prekursora koji su nusprodukt ¢elijskog disanja. Izmedu ostalog, mitohondrije su
odgovorne za sintezu nukleotida, lipida, hema i gvozde-sumpor Kklastera (Vyas i sar., 2016;
Vakifahmetoglu-Norberg i sar., 2017). Dodatno, u toku respiracije dolazi do produkcije reaktivnih vrsta
molekulskog kiseonika (ROS, engl. reactive oxygen species) poput superoksid anjon radikala (O2"),
hidroksidnog anjona ("OH) i vodonik peroksida (H202). Ovi molekuli su izuzetno reaktivni i oStec¢uju
makromolekule sa kojima dodu u kontakt. Medutim, pokazano je da u malim koli¢inama ROS-ovi
predstavljaju signalne molekule koji sluze za komunikaciju sa ostatkom celije. Upravo jedna od
najvaznijih uloga mitohondrija jeste integracija signala iz spoljasnje sredine zbog ¢ega ove organele
reguliSu diferencijaciju Celija, regeneraciju tkiva, odgovor na stres i uslove spoljas$nje sredine (Sena i
Chandel, 2012). Dalje, pokazano je da mitohondrije imaju vaznu ulogu u homeostazi kalcijuma,
regulaciji ekspresije gena, apoptozi i kona¢no, samom procesu starenja (Vakifahmetoglu-Norberg i sar.,
2017).

Najznacajnije osobine koje razlikuju mitohondrije (i plastide) u odnosu na druge organele jesu
dve membrane koje se strukturno razlikuju od ¢elijske membrane i membrane drugih organela (Gebert i
sar., 2009; Oemer i sar., 2018), uniparentalno nasledivanje i kruzni genom. O poslednje dve
karakteristike bice vise reci u daljnjem tekstu.

1.1.1 Uniparentalno nasledivanje mitohondrija

Mitohondrije se gotovo univerzalno nasleduju uniparentalno i to preko majki (Birky, 2001).
Izuzetaka je malo, poput biparentalnog nasledivanja kod nekih gljiva (Doublet i sar., 2008) i brojnih
Skoljki (Breton i sar., 2007) i striktno paternalnog nasledivanja kod biljnih vrsta poput banane (Faur¢ i

! Interesantno je da su zapazanja Ri¢arda Altmana godinama bila odbacivana i ¢ak ismevana. Naime, smatralo se da
su strukture koje je on uocio samo vestacki artefakti nastali tokom pripreme mikroskopskih preparata. Razlog nejasnom
uocavanju mitohondrija pod mikroskopom je dvojak. Prvo, boje koris¢ene za vizuelizaciju hromozoma, za koje su se brojni
citolozi tog vremena jako interesovali, kisele su i rastvaraju mitohondrije. Drugo, ¢ak i kada su koris¢ene drugacije boje, one
bi obojile mitohondriju na vrlo kratko, nakon ¢ega bi postale bezbojne. Kasnije je postalo jasno da je to zbog oksidacije boje
od strane samih mitohondrija.

2 Mitohondrija“ je samo jedan od mnogih naziva za ovu organelu u to vreme. Nazivane su jos i eklektozomima,
histomerama, hondriokontima, hondriozomima, mikrozomima, plastozomima...
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sar., 1994) i krastavca (Havey i sar., 2004). Postavlja se pitanje zaSto je ovakav specifian nacin
nasledivanja uopste evoluirao u gotovo svim taksonima. Razlog lezi u velikoj autonomiji koje
mitohondrije imaju, odnosno tome $to se one replikuju nezavisno od ostatka ¢elije. Dodatno je vazno
naglasiti da celije poseduju veliki broj mitohondrija od kojih svaka sadrzi nekoliko kopija
mitohondrijskog genoma (Stewart i sar., 2008). Dakle, ukoliko u okviru iste ¢elije postoji dva ili vise
mitohondrijska genotipa (mitotipa) (fenomen poznat kao heteroplazmija) prirodna selekcija koja deluje
na nivou ¢elije favorizovala bi onaj mitotip koji se replikuje brze, bez obzira na potencijalne posledice
po ostatak celije. Ovakav ,,sebi¢ni* mitotip ubrzo bi preovladao u ¢elijama pritom smanjujuci adaptivnu
vrednost organizma u celini. Smatra se da je uniparentalan nacin nasledivanja mitohondrija evoluirao
upravo da bi se sprecila pojava heteroplazmije, i samim tim kompeticije izmedu mitohondrijske DNK
(mtDNK) u zigotu (Cosmides i Tooby, 1981; Beekman i sar., 2014). Dodatno, u toku oogeneze, deSava
se usko grlo brojnosti mitohondrija, gde prekursor zrele oocite ima samo oko 100 mitohondrija sa oko
200 molekula mtDNK. U toku daljeg razvica jajne ¢elije mitohondrije se intenzivno replikuju i zrela
oocita ima oko 100.000 mitohondrija i 250.000 mtDNK?3, Usko grlo brojnosti dodatno smanjuje $ansu za
javljanje heteroplazmije u oociti i kasnije u zigotu (Stewart i sar., 2008). Nasledivanje samo maj¢inih
mitohondrija omoguceno je zahvaljujuéi degradaciji mitohondrija poreklom od oca. Ovaj proces se kod
nekih grupa, poput insekata, vrsi pre fertilizacije, u toku sazrevanja spermatozoida, dok se kod vecine
zivotinjskih taksona degradacija o¢evih mitohondrija vr$i nakon oplodenja, u zigotu (Sato i Sato, 2013).

1.1.2 Mitohondrijski genom

Kod najvecéeg broja eukariota, mitohondrijski genomi su u vidu jednog kruznog hromozoma, sa
samo nekoliko izuzetaka kod kojih se javljaju linerani genomi ili mitohondrijski genom podeljen u vise
hromozoma (Wu i sar., 2015). Mitohondrijski genomi, u poredenju sa jedarnim, izuzetno su mali.*
Primera radi, jedarni genom ljudi sadrzi oko tri milijarde baznih parova, a mitohondrijski tipi¢no 16.569.
Ipak, bez obzira na svoju veli¢inu, genski sadrzaj ovog genoma je evoluciono ocuvan medu eukariotima.
lako postoje razlike u broju protein-kodirajucih gena, od 97 kod protozoe Reclinomas americana do 3
protein-kodiraju¢a gena malari¢nog parazita Plasmodium falciparum (Ballard i Rand, 2005), u sustini
svi mitohondrijski genomi kodiraju neke kljuéne produkte (Burger i sar., 2003). Kod bilateralnih
zivotinja to je 13 proteinskih subjedinica koje su deo OXPHOS kompleksa, 22 tRNK i1 2 rRNK
(Castellana i sar., 2011). Evoluciona ocuvanost kodiraju¢e komponente mtDNK ukazuje na izuzetan
znacaj koji ovi geni imaju za funkcionisanje mitohondrija 1 ¢elije u celini.

Mitohondrijski genom specifi¢an je i po tome $to ga odlikuje jako varijabilna stopa mutacija u
razli¢itim evolucionim linijama. Kod sisara i insekata stopa mutacija ovog genoma mahom je znacajno
vi$a u odnosu na jedarni genom, dok je kod brojnih biljaka i dupljara situacija potpuno obrnuta (Smith i
Keeling, 2015; Hill, 2019). Varijabilna stopa mutacija u razli¢itim taksonima pripisuje se razli¢itoj
efikasnosti DNK reparacionih mehanizama. Dodatno, mitohondrijski genomi vecine metazoa se ne
rekombinuju (Stewart i sar., 2008; Hagstrom i sar., 2014). Ovo pak ne vazi za mitohondrijske genome
gljiva i biljaka kod kojih je rekombinacija uobicajena pojava (Barr i sar., 2005).

Imajuéi u vidu da se mitohondrije bilateralnih Zivotinja nasleduju samo preko majki i ne podlezu
rekombinacijama, prirodna selekcija Citav genom vidi kao jedan entitet, to jest ne moze delovati
nezavisno na pojedinane gene. To zna¢i da su mitohondrijski genomi skloni nakupljanju Stetnih
mutacija mehanizmom Milerovog zupcanika. Milerov zupcanik je model evolucije genoma prvobitno

3 Navedene brojke vaze za miseve, ali usko grlo brojnosti mitohondrija pri oogenezi univerzalna je pojava (Stewart
i sar., 2008).

4 Ovo vazi za sve eukariote, ali treba naglasiti da se medu biljkama mogu pronaéi mitohondrijski genomi i do 1,6
Mb duZine poput onog kod krastavca (Smith i Keeling, 2015).
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postavljen da objasni evoluciju obligatno aseksualnih organizama. Izostanak polnog razmnoZavanja
podrazumeva i izostanak rekombinacije, Sto znaci da selekcija ne moze da deluje na pojedinacne gene,
ve¢ na Citave genome. U tim okolnostima, bi¢e favorizovani oni genomi sa najmanjim brojem S$tetnih
mutacija, ali kroz generacije ¢e broj mutacija neminovno rasti §to dovodi do pada adaptivne vrednosti u
odnosu na prethodne generacije (Muller, 1964). Dodatno, geni sa negativnim efektom mogu biti
favorizovani selekcijom jer su vezani za gene sa pozitivnim efektom. Dok god je neto efekat mutacija na
celom genomu pozitivan, selekcija ¢e povecavati ucestalost datog mitotipa (Bachtrog i Gordo, 2004).
Ovaj proces naziva se geneticko autostopiranje (engl. genetic hitchhiking). Dakle, kroz generacije se
polako nakupljaju $tetne mutacije ((Lynch, 1996; Hill, 2020).

Dugo se smatralo da je sva varijabilnost mitohondrijskog genoma, prisutna u populacijama,
selektivno neutralna ili skoro neutralna (Hill i sar., 2019; Dowling i Wolff, 2023) zbog Cega je ovaj
genom S$iroko koris¢en kao marker za filogenetske studije (Galtier i sar., 2009). Razlog pretpostavke
neutralnosti lezi u tome $to mitohondrijski geni kodiraju za subjedinice proteinskog kompleksa koji je
neophodan za sintezu skoro celokupne koli¢ine ATP-a potrebne celiji za obavljanje svih zivotnih
funkcija. Shodno tome, pretpostavljalo se da bi efekat svake mutacije koja nije neutralna bio nuzno
negativan. Dodatno, kako je mtDNK haploidna, svaka mtDNK mutacija je odmah izlozena dejstvu
selekcije zbog toga §to je u hemizigotnom stanju (Wolff i sar., 2014). Dakle, pretpostavljalo se da snazna
purifikujuca selekcija odstranjuje sve mutacije sa negativnim efektom ¢ime se suprotstavlja mehanizmu
Milerovog zupcanika (Castellana i sar., 2011), a da se ucestalost neutralnih varijanti odrzava delovanjem
mutacija i genetickog drifta. Pokazatelj delovanja purifikujuce selekcije jeste odnos nesinonimnih prema
sinonimnim mutacijama (dn/ds) koji je manji od jedinice. Jedna od studija koja se bavila pitanjem
neutralnosti mitohondrijskih varijanti testirala je ovaj odnos kod velikog broja zZivotinjskih taksona i
pokazala da kod svih on iznosi manje od jedan (Bazin i sar., 2006).

Ipak, u poslednjih nekoliko decenija dovodi se u pitanje pretpostavka selektivne neutralnosti
mtDNK varijabilnosti. Naime, brojne studije pokazale su da mitohondrijske varijante prisutne u
populacijama na razliit nacin uticu na osobine zivotne istorije i metabolizam jedinki. Primera radi, jedna
studija pokazala je da specifican mitotip vrste Drosophila simulans dovodi do povecane aktivnosti
citohrom c oksidaze 1 otpornosti na gladovanje, dok drugi mitotip povecava fekunditet 1 otpornost na
hladnocu (Ballard i sar, 2007a). Nekoliko studija pokazalo je efekat mitotipa na duzinu zivota (Maklakov
i sar, 2006; Clancy, 2008; Camus i sar., 2012; Nagarajan-Radha i sar., 2019), kao i na komponente
fertiliteta jedinki (Towarnicki i Ballard, 2018; Vlajni¢ i sar., 2024). Postoje dokazi i o uticaju
mitohondrijske varijabilnosti na lokomociju i san (Anderson i sar., 2022), ali i humoralni i celijski
imunitet (Salminen i sar., 2024) kod vrste Drosophila melanogaster. Istrazivanje Stojkovi¢ i saradnika
na pasuljevom zisku pokazalo je da linije ove vrste, koje su preko 190 generacija bile na selekcionom
rezimu za kratko i dugo vreme razvica (to jest kratak i dug Zivot), a koje su poreklom od jedne, varijabilne
predacke populacije, imaju potpuno divergiran pul mitotipova (Stojkovi¢ i sar., 2017). Dakle, nakon
pocetka delovanja selekcije, neke specifi¢ne varijante iz predacke populacije su se izgubile, a druge su
povecale ucestalost u svakom od selekcionih rezima. Ovo nedvosmisleno ukazuje na postojanje
selektivno prepoznatljive varijabilnosti u mitohondrijskom genomu ove vrste. Interesantna su i
istrazivanja koja su pokazala da se klinalna distribucija mitotipova kod nekih vrsta moZe objasniti
termalnom selekcijom. Naime, na vinskoj musici (Camus i sar., 2017) i jednoj vrsti rov¢ice (Fontanillas
i sar., 2005) pokazano je da jedinke sa mitotipovima asociranim sa hladnijim regionima ispoljavaju vecu
otpornost na hladno¢u (Camus i sar., 2017) i efikasniju nedrhte¢u termogenezu (Fontanillas i sar., 2005)
u odnosu na jedinke sa mitotipovima zastupljenijim u toplijim regionima.

Postoji nekoliko objasnjenja kako se adaptivno znacajna varijabilnost mitohondrijskog genoma
moze odrZzavati u populaciji. Prvo objaSnjenje sledi iz Cinjenice da je efektivna veli¢ina populacije
mitohondrijskog genoma cetiri puta manja u odnosu na jedarni genom zbog toga Sto su ovi genomi
haploidni 1 nasleduju se samo preko majki, $to povecava efekat genetiCkog drifta na njihovu evoluciju 1
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smanjuje uticaj prirodne selekcije (Ballard & Whitlock, 2004; Beekman i sar., 2014). Dakle, smatra se
da je efekat drifta na mtDNK toliko izrazen da selekcija ima manji efekat na oblikovanje genoma zbog
Cega se Stetne mutacije mogu nakupiti i dosti¢i visoke ucestalosti u populaciji (Wolff i sar., 2014). U
nekim populacijama pokazano je i delovanje selekcije negativno zavisne od ucestalosti koja favorizuje
redu mitohondrijsku varijantu (Arngvist i sar., 2016). Jo§ jedna mogucnost podrazumeva da efekti
konkretnih mitotipova zavise od interakcije sa zivotnom sredinom, odnosno da su razlicite varijante
prilagodene za razli¢ite uslove Zivotne sredine (Dowling i sar., 2007b). Dodatno, mitotipovi sa razli¢itim
efektima na adaptivnu vrednost jedniki mogu se u populaciji odzavati i zbog diferencijalnog delovanja
selekcije na njih u zavisnosti od pola u kom su eksprimirani (Babcock i Asmussen, 1996, 1998). Ipak, za
najsveobuhvatnije i empirijski najubedljivije objasnjenje morac¢emo da se vratimo dve milijarde godina
u proslost.

1.2 Mito-jedarna koevolucija

Pre oko dve milijarde godina desio se dogadaj koji je u potpunosti izmenio tok evolucije zivota
na Zemlji. Naime, jedna prokariotska ¢elija usla je u drugu ¢ime je pokrenula evoluciju mitohondrija 1,
posledi¢no, evoluciju eukariotske celije (Margulis, 1970). Od kada je Lin Margulis objavila svoju
hipotezu o endosimbiotskom poreklu mitohondrija (i hloroplasta) veliki broj radova bavio se
potvrdivanjem (ali 1 opovrgavanjem) njene hipoteze, kao 1 pokusajima da se utvrdi poreklo ¢elija koje su
ucestvovale u samom procesu endosimbioze i prednostima koje je od takvog ,,suzivota“ svaka od ¢elija
imala. Danas se zna da je ¢elija domacin bila kompleksna arhea koja je ve¢ posedovala gene bakterijskog
porekla, dok je simbiont bila ¢elija srodna danasnjim oa-proteobakterijama (Pittis i Gabaldon, 2016).
Prvobitna ideja o koristi koju su ove dve ¢elije imale jedna od druge zasniva se na sSposobnosti
endosimbiotske bakterije da koristi kiseonik, smanjuju¢i njegovo toksi¢no dejstvo za ¢eliju domacina.
Medutim, ova hipoteza ne objasnjava postojanje hidrogenozoma, anaerobnih formi mitohondrija (Martin
i sar., 2015). Hipoteza koja objasnjava prisustvo ovih mitohondrijama sli¢nih organela u anaerobnim
organizmima jeste hidrogenska hipoteza koju su formulisali Martin i Miler (Martin i Muller, 1998).
Prema ovim autorima, domacin je bila anaerobna arhea koja je u metaboli¢kim procesima koristila
vodonik (Hz). S druge strane, bakterijska celija je bila fakultativni anaerob koja je koristila ,,otpadne*
produkte metabolizma domacina 1 u procesu produkovala vodonik kojim je zauzvrat snabdevala
domacina. Pretpostavlja se da je samoj endosimbiozi prethodila veoma bliska komunikacija ove dve
¢elije, gde su one zivele u kontaktu, verovatno prilepljene jedna uz drugu.

Genomska istrazivanja pokazala su da eukarioti predstavljaju monofiletsku grupu, $to znaci da
svi imaju jednog zajednickog pretka (Derelle i sar., 2015). Medutim, iz teorijskih i empirijskih postavki
evolucione biologije podrazumeva se da se endosimbioza kompleksne arhee i bakterije nije desila samo
jednom. Neuporedivo je verovatnije da su se dogadaji endosimbioze desavali nebrojeno puta, ali je
odrzivost ovako slozenog sistema bila uspe$na samo jednom. Naime, da bi himera dve Celije postala
funkcionalna, morala se desiti evoluciona rekonstrukcija obe celije: od usaglasavanja deoba,
obezbedivanja resursa za dve fizioloski razlicite ¢elije, do restrukturiranja genoma (Martin i sar., 2015).

Najvece promene desile su se na nivou genoma. Dana$nje o.-proteobakterije imaju izmedu 2.000
1 4.000 gena (Koonin i Wolf, 2008) dok mitohondrije vecine zivotinja imaju samo 37. Dakle, u prethodnih
dve milijarde godina mitohondrijski genom smanjio se za oko 99%! Ovo smanjenje desavalo se na racun
gubljenja mitohondrijskih gena koji endosimbiontu nisu vise potrebni kada nije slobodno-ziveéi
organizam, gubljenja mitohondrijskih gena zbog postojanja gena sa slicnom funkcijom u genomu
domacina i transfera mitohondrijskih gena u genom domacina (jedarni genom) (Adams i Palmer, 2003).
Sam transfer gena podrazumevao je velike izmene genoma domacina: kada se gen inkorporirao na novu
lokaciju, morao je da stekne regulatorne sekvence koje omogucavaju njegovu kontrolisanu transkripciju,
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zatim protein-kodiraju¢e sekvence koje translatiranom proteinu omogucéavaju da se translocira u
mitohondriju, kao i tackaste mutacije koje omogucéavaju pravilno ¢itanje sekvence s obzirom na razlike
u genetickom kodu mitohondrijskog i jedarnog genoma (Rand i sar., 2004). Smanjenje mitohondrijskog
genoma pruzilo je ogromnu koli¢inu energije ¢eliji koja vise nije morala da se trosi na odrzavanje velikih
mtDNK. Dakle, gubitak i transfer mitohondrijskih gena bili su preduslov za povecanje koli¢ine dostupne
energije 1 kasnije posledi¢no povecanje kompleksnosti genoma eukariotskih organizama (Lane i Martin,
2010; Lane, 2015b). Imajuéi to u vidu, zanimljivo je pitanje zasto danasnje mitohondrije uopste sadrze
genome. Jedno od objaSnjenja oslanjalo se na Cinjenicu da geni koji su zadrzani u mitohondrijama
kodiraju za proteine koji su smesteni u fosfolipidnom dvosloju unutrasnje mitohondrijske membrane.
Postojala je ideja da takvi, hidrofobni proteini moraju biti sintetisani u blizini mesta na kom se
inkorporiraju u membranu. Ova ideja je odbacena kada je pokazano da postoje hidrofobni proteini
hloroplasta koji su kodirani jedarnim genomom. Jo$ jedno objasnjenje ukazuje na to da neki proteini ne
mogu biti transferovani kroz mitohondrijsku membranu zbog nedostatka membranskih transportera,
medutim postojanje vezikularnog transporta obesmisljava ovu ideju (Allen, 2003). Trenutno je najSire
prihva¢ena CORR hipoteza (engl. co-location for redox regulation) prema kojoj se u mitohondrijskom
genomu zadrzavaju geni za proteine kljuéne za funkcionisanje i1 regulaciju aktivnosti sistema za
oksidativnu fosforilaciju. Proteini koji su kodirani mitohondrijskom DNK formiraju kataliti¢ke centre
ugnezdene u unutrasnju membranu mitohondrija za ¢iju je aktivnost izuzetno vazno da budu u skladu sa
mikrosredinskim uslovima u kojima se mitohondrija u odredenom trenutku nalazi. Brz odgovor na
promene uslova moguc¢ je samo ako se protein sinteti§e na mestu na kom ispoljava svoju funkciju (Allen,
2003, 2015, 2017). Dakle, iako su ovi klju¢ni geni zadrzani u mitohondrijskom genomu, vecina proteina
koji svoju funkciju ispoljavaju u mitohondrijama (izmedu 1.200 i 1.500 njih (Gershoni i sar., 2009; Hill,
2020) kodirana je jedarnim genomom. Produkti gena mitohondrija i jedra su u stalnom kontaktu,
interakcijama, $to znaci da genomi ove dve organele moraju koevoluirati da bi se odrzala pravilna
mitohondrijska funkcija.

1.2.1 Sistem za oksidativnu fosforilaciju

Da bismo razumeli mito-jedarne interakcije i njihovu koevoluciju, moramo razumeti samu arenu
u okviru koje ova dva genoma interaguju. lako nije jedini nivo na kome se mito-jedarne interakcije
ispoljavaju, sistem za oksidativnu fosforilaciju (OXPHOS) je najbolje proucen. Sistem se sastoji iz pet
kompleksa (1-V) koji su locirani na unutrasnjoj mitohondrijskoj membrani. Kompleksi I-IV zovu se jo§
i elektron-transportni lanac (ETL) jer transportuju elektrone od donora elektrona kroz svoje redoks centre
do kiseonika redukujuéi ga do molekula vode. Prilikom prolaska kroz ETL elektroni odaju energiju koju
koriste kompleksi I, 111 i IV da protone (H*) iz mitohondrijskog matriksa pumpaju u medumembranski
prostor (Rich 1 Marechal, 2010). Ovaj proces stvara elektrohemijski gradijent kroz unutraS$nju
mitohondrijsku membranu — protoni teze da se vrate u elektronegativniji matriks, ali membrana je u
sustini nepropustljiva za njih. Protoni u matriks prolaze kroz specijalizovani kompleks V. Energija
protona koji prolaze niz elektrohemijski gradijent koristi se u ovom kompleksu za fosforilaciju ADP-a u
ATP (Slika 1.2.1.1) (Brand i Nicholls, 2011). Zato se kompleks V zove ATP sintaza. Na ovaj nacin
nastaje otprilike 90% celijskog ATP-a. Elektroni se sa jednog na drugi akceptor elektrona u ETL-u
,kreéu® tzv. tunel efektom, kvantnim procesom gde sustinski nestaju iz jednog kompleksa i istog
momenta se pojavljuju u drugom. Da li ¢e elektron napraviti ovaj kvantni skok zavisi izmedu ostalog i
od udaljenosti dva kompleksa u ETL-u. Naime, pokazano je da se protok elektrona usporava 10 puta za
svaki angstrem (0,1 nm) udaljenosti dva kompleksa, to jest njihovih katalitickih centara (Lane, 2015b).
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Slika 1.2.1.1. Shematski prikaz kompleksa sistema za oksidativnu fosforilaciju (OXPHOS). OXPHOS se sastoji iz
pet kompleksa od kojih su kompleksi I-1V deo elektron transportnog lanca. Kompleksi | i Il prenose elektrone sa donora
(NADH i sukcinata) na koenzim Q (CoQ) koji ih dalje sprovodi do kompleksa Il odakle se preko citohroma ¢ (Cit ¢) i
kompleksa IV konaéno prebacuju na kiseonik redukujuéi ga do vode. U ovom procesu kompleksi I, III i IV pumpaju protone
(H") iz mitohondrijskog matriksa u medumembranski prostor ¢ime stvaraju elektrohemijski gradijent. Nakupljeni protoni se
niz elektrohemijski gradijent vracaju u mitohondrijski matriks kroz kompleks V (ATP sintazu). Sila prolaska protona se
konvertuje u mehanic¢ku silu u subjedinicama ovog kompleksa koja se potom koristi za fosforilaciju ADP-a u ATP. Svi
kompleksi se sastoje od subjedinica kodiranih sa mitohondrijskog (prikazane sivom bojom) i jedarnog genoma (prikazane
zutom bojom). Jedini izuzetak je kompleks II ¢ije su subjedinice iskljuc¢ivo kodirane jedarnim genomom.

Kompleks I najveci je i najslozeniji od svih u OXPHOS kompleksu (Slika 1.2.1.1). Sastoji se od
oko 44 subjedinice, od kojih je 37 kodirano jedarnim genomom a sedam mitohondrijskim. Svih sedam
mitohondrijskih 1 sedam jedarnih subjedinica predstavljaju centralne subjedinice koje vrse kataliticku
funkciju. Ostalih 30 subjedinica su tzv. pomoéne subjedinice (Sanchez-Caballero i sar., 2016; Formosa
i sar., 2018). Kompleks I prenosi elektrone sa NADH, donora elektrona koji nastaje u katabolickim
procesima, na koenzim Q, molekul koji se nalazi u unutraSnjoj membrani i prenosi elektrone na kompleks
III. Zbog toga se kompleks I jos zove i NADH dehidrogenaza. Kompleks I je takode 1 protonska pumpa
— za svaka dva elektrona koja prenese na ubikvinon ispumpa cetiri protona u medumembranski prostor
(Brandt, 2006). Smatra se da se na nivou kompleksa I produkuje najvise ROS-ova zbog ucestalog
,bezanja* elektrona iz redoks centara (Murphy, 2009; Andreyev i sar., 2015).

Kompleks I1 je specifi¢an po tome $to je u potpunosti kodiran jedarnim genomom (Slika 1.2.1.1).
Sastoji se iz samo Cetiri subjedinice koje sadrze FAD i gvozde-sumpor (Fe-S) klastere (Sceffler, 2008).
Ovaj kompleks prima elektrone od sukcinata redukujué¢i ga do fumarata, ¢ime direktno ucestvuje i u
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Krebsovom ciklusu. Zbog ove svoje uloge zove se sukcinat dehidrogenaza. Elektrone, kao i kompleks I,
prenosi na koenzim Q, ali ne pumpa protone u medumembranski prostor. Smatra se da reakcija redukcije
sukcinata ne oslobada dovoljno energije za pokretanje protonskih pumpi (Shultz i Chan, 2001).

Koenzim Q je hidrofobni molekul koji prima elektrone od kompleksa I i II, kao i direktno od jo$
nekoliko klasa flavoproteina koji transportuju elektrone poreklom od razli¢itih donora (Slika 1.2.1.1)
(Lenaz i sar., 2007), i prenosi ih na kompleks I11. U svom oksidovanom stanju poznat je kao ubikvinon,
poluredukovanom kao semikvinon, a potpuno redukovanom kao ubikvinol. U membrani se moZe nalaziti
slobodan ili vezan za neku od proteinskih subjedinica.

Kompleks I, ili citohrom bc,, prenosi elektrone primljene od koenzima Q na citohrom c, a
energiju oslobodenu ovim procesom koristi za pumpanje protona (Slika 1.2.1.1). Ovaj kompleks sastoji
se od jedne subjedinice kodirane sa mtDNK i jo§ ~10 kodiranih sa jedarnog genoma. Tri subjedinice
(citohrom b poreklom sa mtDNK, citohrom c; i Reiskov Fe-S protein) sadrze hem grupe i Fe-S klastere
koji formiraju redoks centre kroz koje elektroni prolaze. Jedarne subjedinice nemaju ulogu u transportu
elektrona i pumpanju protona, ve¢ pre svega sluze povecanju strukturne stabilnosti kompleksa (Crofts i
sar., 2006).

Citohrom c je protein kodiran jedarnim genomom, lociran u unutrasnjoj membrani mitohondrija
koji prenosi elektrone, jedan po jedan, sa kompleksa I1l na kompleks IV (Huttemann i sar., 2011).

Kompleks 1V, to jest citohrom c oksidaza, prima elektrone od citohroma ¢, oksidujuci ga u ovom
procesu, i prenosi ih na kKiseonik (O2) ¢ime ga redukuje do molekula vode (Slika 1.2.1.1). Za redukciju
jednog molekula kiseonika do vode potrebna su Cetiri elektrona. I ovaj kompleks je protonska pumpa
koja transportuje protone iz matriksa u medumembranski prostor. Sastoji se iz tri glavne subjedinice, sve
tri kodirane sa mtDNK (Cox1 ¢iji redoks centar sadrzi dve hem grupe i jon bakra, Cox2 koja ima dva
jona bakra i Cox3 o ¢ijoj se kataliti¢koj funkciji malo zna) i ~10 dodatnih subjedinica kodiranih jedarnom
DNK (Mick i sar., 2011).

Kompleks V ili F1Fo ATP sintaza je enzim Kkoji se sastoji iz dva dela: Fo komponenta se nalazi u
unutra$njoj membrani i translocira protone, dok se F1 komponenta nalazi u matriksu i vrsi sintezu ATP-
a (Slika 1.2.1.1). Ove dve komponente su povezane tzv. drskom. Fo komponenta sadrZi osam subjedinica
koje formiraju kanal kroz koji protoni prolaze iz medumembranskog prostora u mitohondrijski matriks
niz elektrohemijski gradijent. Mehanicku silu prolaska protona koristi F1 komponenta, koja sadrZi pet
subjedinica, kako bi formirala fosfoanhidridnu vezu izmedu ADP i P;i (Boyer, 1997). Dve subjedinice
ovog kompleksa kodirane su sa mtDNK: a subjedinica (kodirana atp6 genom) Fo komponente koja igra
kljuénu ulogu u prenosenju energije prolaska protona na F1 komponentu, i A6L subjedinica (kodirana
atp8 genom) koja je mali hidrofilni polipeptid u drci enzima i povezuje dve komponente (Del Dotto i
sar., 2024).

Organizacija respiratornih kompleksa u unutra$njoj membrani mitohondrija dugo je bila nau¢na
tema o kojoj su se vodile rasprave. Takozvani fluidni model organizacije bio je, izvesno vreme, Siroko
prihvacen 1 podrazumevao je da se kompleksi mogu kretati kroz membranu nezavisno jedni od drugih.
Medutim, sa napretkom molekulsko-bioloskih metoda, konkretno elektroforeze sa poliakrilamidnim
gelom, omogucena je izolacija kompleksa bez naruSavanja njihovih medusobnih interakcija. Postalo je
jasno da se kompleksi zapravo nalaze u Cvrstim medusobnim interakcijama, sklopljeni u
superkomplekse. Najbolje prouceni superkompleksi su respirazomi koji sadrze komplekse I, III 1 IV
(Bianchi i sar., 2004; Milenkovi¢ i sar., 2017). Interesantno, kompleks Il se skoro nikada ne nalazi u
superkompleksima (Dudkina i sar., 2010).

1.2.2 Mito-jedarne interakcije



Buduc¢i da mitohondrije funkcionisu zahvaljujuci aktivnosti i interakcijama velikog broja jedarnih
I sopstvenih gena, jasno je da preduslov za njihovu efikasnost i integritet predstavljaju usaglasene,
koevoluirane i koordinisane interakcije mitohondrijskog i jedarnog genoma. Rand i saradnici nazvali su
sar., 2001). Empirijski se koevolucija i vaznost mito-jedarnih interakcija mogu dokazati ukoliko se
eksperimentalno narusi koevoluirana mito-jedarna interakcija, to jest eksprimiranjem mitohondrijskog
genoma u novoj jedarnoj sredini. U takvim uslovima ocekuje se da dode do pada aktivnosti OXPHOS
kompleksa $to se nuzno odrazava na osobine Zivotne istorije i adaptivnu vrednost organizma (Stojkovié
i Pordevi¢, 2017). To je i pokazano i na hibridima razli¢itih vrsta (McKenzie i sar., 2003; Sackton i sar.,
2003; Hoekstra i sar., 2018; Moran i sar., 2024). Primera radi, Mekenzi i saradnici napravili su hibridne
¢elijske linije, tzv. cibride, sa jedarnom sredinom domaceg miSa (Mus musculus domesticus) a
mitohondrijama poreklom od vrsta iste familije ali razlicitih filogenetskih udaljenosti. Njihovi rezultati
pokazali su progresivno smanjenje aktivnosti kompleksa III sa povecanjem evolucione udaljenosti
izmedu vrsta, zbog ¢ega su pretpostavili da se kod miSeva mito-jedarna koevolucija odigravala na ra¢un
citohroma b i subjedinica kompleksa Ill kodiranih jedarnim genomom (McKenzie i sar., 2003). S
obzirom na stigmu u vezi sa postojanjem funkcionalne, selektivno efektivne mitohondrijske
varijabilnosti na intraspecijskom nivou, jo§ su vazniji eksperimenti koji pokazuju efekat narusavanja
mito-jedarnih interakcija unutar jedne vrste (Rawson i Burton, 2002; Arnqvist i sar., 2010; Ellison i
Burton., 2010; Pordevi¢ i sar., 2015; Chang i sar., 2016; Pordevic i sar., 2017; Eri¢ i sar., 2022; Betinazzi
i sar., 2024). Dobar primer takvih istrazivanja jesu radovi na pasuljevom zisku (Acanthoscelides
obtectus). Istrazivaci su na ovoj vrsti koristili linije koje su prethodno metodologijom eksperimentalne
evolucije odrzavali pod selekcijom za ranu i kasnu reprodukciju tokom vise od 190 generacija (linije pod
selekcijom za kasnu reprodukciju), to jest 280 generacija (linije pod selekcijom za ranu reprodukciju).
Ocekivano, ove linije su divergirale i imale svoj specifican pul mitotipova (Stojkovi¢ i sar., 2017).
Upotrebom kontrolisanih ponovljenih ukrStanja izmedu jedinki ove dve linije, autori ovih istraZivanja
dobili su hibride sa jedrom iz linije za ranu reprodukciju i mitohondrijom iz linije za kasnu reprodukciju
(i obrnuto) i potom im merili osobine Zivotne istorije (Pordevi¢ i sar., 2015), kao i aktivnost OXPHOS
kompleksa (Pordevi¢ i sar., 2017). Hibridi sa narusSenih mito-jedarnim interakcijama pokazali su
znacajno manji preadultni vijabilitet, duzinu zivota ukrstanih jedinki (Pordevi¢ i sar., 2015), kao i
aktivnost OXPHOS kompleksa (Pordevi¢ i sar., 2017) u odnosu na jedinke sa koevoluiranim, tj.
nenarusenim kombinacijama mitotipa i jedra. Interesantno, pokazani efekti bili su polno specifi¢ni §to se
ogledalo u izrazenijem padu komponenti adaptivne vrednosti kod muzjaka u odnosu na zenke. Jo$ jedan
nacin na Koji je dokazana koevolucija dva genoma zasniva se na kori§¢enju molekulsko-genetickih i
filogenetskih metoda analiza sekvenci sa idejom da postoje korelisane promene u sekvenci
mitohondrijskih i jedarnih gena ¢iji se produkti nalaze u direktnim interakcijama (Goldberg i sar., 2003;
Mishmar i sar., 2006; Gershoni i sar., 2010; Osada i Akashi, 2012; Low i sar., 2024). Primera radi, Osada
i Akasi su proucavali evoluciju subjedinica kompleksa I kod primata. Koriste¢i se pomenutim metodama
i 3D modelima kompleksa | pokazali su da je stopa mutacija jedarnih gena za subjedinice ovog
kompleksa veca od proseka za ostale jedarne gene 1 da mutacije ovih gena uvek prate mutacije u mtDNK
za subjedinice sa kojima su u fizickom kontaktu (Osada i Akashi, 2012).

1.2.2.1 Koevolucija: adaptacija ili kompenzacija?

Jedan od modela koevolucije mitohondrije i jedra, koadaptacioni, podrazumeva da se svaka
Stetna mutacija u nekom od dva genoma vrlo brzo eliminise iz populacije delovanjem prirodne selekcije.
S druge strane, mutacija u mitohondrijskom genomu koja povecéava efikasnost energetskog metabolizma,
bice favorizovana isto kao i varijanta u jedarnom genomu sa kojom data mutacija ispoljava najpovoljniji
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efekat. Dakle, ovaj model podrazumeva sve bolje optimizovanu mitohondrijsku funkciju kroz generacije
(Wolff i sar., 2014) (Slika 1.2.2.1.1.A).

Medutim, imajuci u vidu specifi¢ne osobine mitohondrijskog genoma zbog kojih je verovatnije
da ga evoluciono oblikuju neadaptivni procesi poput genetickog drifta i nakupljanja $tetnih mutacija
mehanizmom Milerovog zup¢anika, kompenzacioni model predstavlja Sire prihvaceni opis koevolucije
dva genoma. Postoje dva tipa kompenzacione evolucije. Prvi je tzv. kompenzaciono-neutralisti¢ki
model koji podrazumeva postojanje dve mutacije koje su individualno Stetne, ali se negativni efekat
maskira kada se eksprimiraju zajedno (Osada i Akashi, 2012) (Slika 1.2.2.1.1.B). Drugi je tzv.
kompenzaciona selekcija gde se pretpostavlja da pojava mutacije sa negativnim efektom u
mitohondrijskom genomu indukuje snazan selekcioni pritisak na jedarni genom pri ¢emu ce biti
favorizovane one mutacije koje kompenzuju negativne efekte Stetne mtDNK varijante (Dowling i sar.,
2008). Prema ovom modelu, dakle, jedarni geni moraju ,,pratiti“ genomske promene u mitohondrijama
kako ne bi doslo do dramati¢nog pada adaptivne vrednosti. MozZe se reé¢i da je univerzalna evoluciona
hipoteza Crvene kraljice pokazana i na nivou koevolucije dva genoma eukariota, jer jedarni genom mora
tréati koliko god moze da bi [efekti oba genoma] ostali na istom mestu‘® u kontekstu preZivljavanja i
reprodukcije organizama (Slika 1.2.2.1.1.C).

A M

Mg]] // koadaptacioni model

kompenzaciono-neutralisticki
model

adaptivna vrednost

model kompenzacione
My, M; selekcije

.
>

vIeme

Slika 1.2.2.1.1. Shematski prikaz razli¢itih modela koevolucije mitohondrijskog i jedarnog genoma. A predstavlja
koadaptacioni model gde i mutacija u mitohondrijskom genomu (M) i mutacija u jedarnom genomu (M;) povecavaju
adaptivnu vrednost organizma. B predstavlja kompenzaciono-neutralisticki model koji pretpostavlja da su i mitohondrijska i

5> Ovo je citat iz ,,Alise iza ogledala“ Luisa Kerola koji je Van Valen iskoristio da slikovito objasni proces koevolucije
i koadaptacija (Van Valen, 1973).
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jedarna mutacija individualno Stetne, ali njihove epistaticke interakcije maskiraju negativne efekte te su u kombinaciji
neutralne. C je prikaz modela kompenzacione selekcije koji tvrdi da je najverovatnije da Stetna mitohondrijska mutacija
dovodi do povecanja ucestalosti jedarne varijante koja kompenzuje negativan efekat. Preuzeto i modifikovano iz Osada i
Akashi (2012).

Svaki od modela evolucije mito-jedarnih interakcija pretpostavlja da ¢e u razlicitim
populacijama, sa specifi¢nim genetickim strukturama i genofondom jedarnih i mitohondrijskih alela,
evoluirati razliite mito-jedarne kombinacije (Wolff i sar., 2014). Isto tako, razliite mito-jedarne
kombinacije mogu evoluirati i unutar jedne populacije u razli¢itim zivotnim sredinama usled njihovih
interakcija sa razli¢itim sredinskim uslovima (Dowling i sar., 2007a; Dowling i sar., 2007b), polno
specificnog efekta (Rand i sar., 2001, Jeli¢ i sar., 2015) ili zbog razli¢itog efekta u razli¢itim zivotnim
dobima jedinke (Camus i Dowling, 2018). Dakle, upravo je evolucija mito-jedarnih interakcija jedno od
najboljih objasnjenja za uo¢enu adaptivno znacajnu intraspecijsku, to jest intrapopulacionu varijabilnost
mitohondrijskog genoma — razlicite varijante postoje istovremeno u vrsti ili populaciji ne zato §to nemaju
efekat na adaptivnu vrednost organizma ve¢ zato Sto u specifiénim kombinacijama sa jedarnim
varijantama omogucavaju nesmetano funkcionisanje mitohondrijskih procesa.

1.2.2.2 Arene mitohondrijskih interakcija

Imajuéi u vidu slozenu strukturu OXPHOS kompleksa i ¢injenicu da su njihove komponente
izgradene od proteina poreklom i sa jedarnog i sa mitohondrijskog genoma, jasno je zasto Se kroz
aktivnost OXPHOS najjasnije uocavaju efekti mito-jedarnih interakcija (Wolff i sar., 2014). Promena
aminokiselinske sekvence bilo koje subjedinice ovog kompleksa moze dovesti do promene efikasnosti
respiracije i uticati potom na sve ostale osobine organizama. Jedan od mogucih scenarija jeste da
aminokiselinska zamena dovede do promene 3D strukture katalitiCkih centara koja direktno uti¢e na
aktivnost enzima, protok elektrona i elektronemijski gradijent kroz membranu (Lane, 2011). Dodatno,
¢ak i ako promena sekvence proteina ne utice na kataliticku aktivnost enzima, moze uticati na stabilnost
kompleksa ili sklapanje proteinskih elemenata kompleksa (Lazarou i sar., 2009), ili formiranje
superkompleksa. Primera radi, Moran i saradnici su kod hibrida dve vrlo srodne vrste zivorotki, riba iz
porodice Poeciliidae, utvrdili nekompatibilnost izmedu dva jedarna gena koji kodiraju za subjedinice
kompleksa | i mitohondrijskih gena za subjedinice istog kompleksa. Kako se pokazalo, hibridne jedinke
homozigotne za bilo koji od dva jedarna gena jedne vrste, a sa mitohondrijskim genomom druge vrste,
najcesce ne prezivljavaju ni embrionalno razvice. Kod heterozigota za jedarne gene ne ispoljava se ovaj
dramati¢ni efekat nekompatibilnosti dva genoma, ali je utvrdeno da dolazi do smanjenja kapaciteta
mitohondrijske respiracije vezane za kompleks | (Moran i sar., 2024).

Jo§ jedan vazan, mada nedovoljno istrazen, nivo zajednickog delovanja mitohondrijskog i
jedarnog genoma jesu interakcije izmedu jedarnih proteina i mitohondrijske DNK (protein-DNK
interakcije), kao i protein-RNK interakcije izmedu jedarnih proteina i mitohondrijske RNK. Cinjenica
da mtDNK kodira za samo 22 tRNK i dve rRNK (pored 13 proteina) znaci da se za njenu replikaciju i
ekspresiju gena mahom koristi proteinska masinerija eksprimirana sa jedarnog genoma i da ova
masinerija mora koevoluirati sa mitohondrijskim produktima sa kojima dolazi u kontakt. Primera radi,
Elison i Burton su pokazali da hibridi sa nekoevoluiranom mitohondrijskom RNK polimerazom
kodiranom sa jedarnog genoma imaju otezanu transkripciju i replikaciju mtDNK (Ellison i Burton, 2006,
2010). Translacija mitohondrijskih gena je takode kompleksna arena za mito-jedarne interakcije. Prvo,
tRNK kodirane sa mtDNK moraju pravilno interagovati sa aminoacil-tRNK sintetazama kodiranim sa
jedarnog genoma. Ukoliko ovi molekuli nisu kompatibilni, moZe do¢i do greSaka u translaciji ili
usporavanja Citavog procesa, $to se odrazava na adaptivnu vrednost organizma (Sissler i sar., 2017).
Eksperimentalnu potvrdu mito-jedarne inkompatibilnosti na ovom nivou dali su MajkldZon i saradnici
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pokazujuc¢i da specificne varijante u mitohondrijskoj tRNK za tirozin i aminoacil tRNK sintetazi za
tirozin koje nisu koevoluirale u istoj populaciji, dovode do usporenog razvi¢a i smanjenog fekunditeta
vinske musice kada se nadu u hibridu, tj. jednom organizmu (Meiklejohn i sar., 2013). Kasnije je
pokazano da ova mito-jedarna kombinacija dovodi i do pada aktivnosti OXPHOS enzima i promene
morfologije samih mitohondrija (Holmbeck i sar., 2015). Takode, mitohondrijski ribozomi sastavljeni su
od jedarnih ribozomalnih proteina i mitohondrijske rRNK, te je jasno da i ova dva tipa molekula moraju
koevoluirati da bi se zadrzala funkcija ribozoma. Bareto i Barton potvrdili su ovu pretpostavku u svom
istrazivanju gde su testirali hipotezu da je stopa mutacija i divergencije veca za jedarne gene Ciji Se
produkti nalaze u interakciji sa mitohondrijskim genima u odnosu na druge jedarne gene cije proteinske
funkcije nisu vezane za mitohondrije. Hipoteza je postavljena zbog potvrdene vece stope mutacija u
mMtDNK, a samim tim i poveéanog selektivnog pritiska u koevolucionom procesu dva genoma. Ova
hipoteza je potvrdena na ribozomalnim proteinima koji formiraju mitohondrijske ribozome — stopa
divergencije ovih gena izmedu vrsta je ve¢a u odnosu na ribozomalne proteine koji formiraju ribozome
u citoplazmi (Bareto i Burton, 2013).

1.2.2.3 Interakcije genotipa sa zZivotnom sredinom

Fenotip je rezultat interakcija genotipa i sredine, zbog ¢ega su i same mito-jedarne interakcije
oblikovane Zivotnom sredinom u kojoj su eksprimirane. Istrazivanja u kojima su testirani efekti mito-
jedarnih kombinacija u razli¢itim uslovima zivotne sredine pokazala su znacajan uticaj spoljasnjih uslova
na ispoljavanje efekta dva genoma kod zivotinja (Willet i Burton, 2003; Dowling i sar., 2007b; Arngvist
i sar., 2010; Hoekstra i sar., 2013; Eri¢ i sar., 2022), biljaka (Campbell i Waser, 2001) i plesni (Nagarajan-
Radha i Beekman, 2023). S obzirom na to da spoljasnja temperatura znacajno uti¢e na mitohondrijski
metabolizam (Blier i Lemieux, 2001) ovaj faktor zivotne sredine je najvise proucen u kontekstu mito-
jedarnih interakcija. Razlog osetljivosti mito-jedarnih interakcija na spoljasnju temperaturu jeste
zavisnost hemijskih reakcija metabolizma od temperature, kao i uticaj temperature na energetske potrebe
organizma (Hoekstra i sar., 2013). Ektotermni organizmi su posebno izlozeni dejstvu ovog faktora na
metabolizam buduci da se njihove mitohondrije ne nalaze na konstantnoj telesnoj temperaturi. Primera
radi, Arnkvist i saradnici pokazali su da temperatura i interakcije mitotipa, jedarne sredine i temperature
imaju znacajan efekat na stopu metabolizma kod hibrida vrste ziska Calosobruchus maculatus sa
razli¢itim mito-jedarnim kombinacijama (Arngvist i sar., 2010), a Dauling i saradnici pokazali su uticaj
ovih interakcija na brzinu razvica kod iste vrste (Dowling i sar., 2007b). Pokazano je, takode, da
temperatura predstavlja faktor spoljasnje sredine koji oblikuje Klinalnu distribuciju mitotipova u
prirodnim populacijama (Fontanillas i sar., 2005; Camus i sar., 2017).

Postoje snazne eksperimentalne potvrde da ishrana takode ima znacajan uticaj na efekte mito-
jedarnih interakcija na fenotipska svojstva i adaptivnu vrednost organizama (Zhu i sar., 2014; Mossman
i sar., 2016a; Aw i sar., 2018; Towarnicki i Ballard, 2018; Camus i sar., 2020).

1.3 ,,Materinska kletva“

Do sada predstavljena koevolucija mito-jedarnih interakcija sustinski se oslanja na kooperaciju
dva genoma. Kroz koevoluciju dva genoma povecavaju ili odrzavaju precizne 1 efikasne interakcije ¢ime
je omoguceno prezivljavanje organizma. Medutim, kooperacija ne mora biti jedini pokreta¢ koevolucije.
Naime, postoji 1 genocentricno videnje da svaki genom evoluira u skladu sa svojim interesima, a ne
interesima organizma u celini (Wade i Drown, 2016). Kozmides i Tobi (1981) smatraju da je evolucija
uniparentalnog nasledivanja mitohondrija posledica spreavanja Sirenja ,,sebi¢nih® mitohondrijskih

11



varijanti u populaciji. Interesantno je da je upravo ovo ne-mendelovsko nasledivanje mitohondrija
omogucilo pojavu novog genomskog konflikta — ovog puta izmedu polova.

Matrilinearno nasledivanje mitohondrija dovodi do asimetricnog delovanja selekcije na muzjake.
Kako se mitohondrije nasleduju samo preko majki, selekcija je prakti¢no ,,slepa® za mitohondrijske
mutacije koje su Stetne samo za muski pol. S obzirom na to da su mitohondrije muzjaka ,,evolucioni
¢orsokaci®, u mitohondrijskom genomu se mogu nakupljati mutacije sa negativnim efektom za muzjake
sve dok nemaju (preveliki) negativan efekat na Zenke (Slika 1.3.1) (Frank i Hurst, 1996). Ovo geneti¢ko
opterecenje mitohondrijskog genoma specifi¢no za muzjake nazvano je materinska kletva (Gemmell i

sar., 2004).
o\

oY v‘v v""‘,
LN (D

neutralne/korisne za Zenke

\étetne za zenke

‘ Stetne za muzjake

@’

Slika 1.3.1 Delovanje prirodne selekcije na mitohondrijske mutacije. Selekcija deluje kao polno specifi¢no sito koje
elimini$e samo mutacije Stetne po zenke dok ne prepoznaje one sa negativnim efektom samo po muzjake.

Frank 1 Hurst su prvi predlozili postojanje ovog evolucionog fenomena 1996. godine baveci se
mitohondrijskim bolestima koje su generalno prevalentnije kod muskaraca u odnosu na Zene (Frank i
Hurst, 1996). Primer je Leberova hereditarna opti¢ka neuropatija, neurodegenerativna bolest koja dovodi
do gubitka vida izazvanog mutacijama u mitohondrijskom genu za subjedince kompleksa I (MacMillan
i sar., 2000) i koja uglavnom pogada muskarce® (Hage i Vignal-Clermont, 2021). Isto tako, primeéen je
efekat mitohondrijskih varijanti na muski fertilitet. Ruiz-Pesini i saradnici pokazali su da mitohondrijske
mutacije koje smanjuju fertilitet muSkarcima kroz uticaj na pokretljivost spermatozoida segregiraju u
ljudskim populacijama u visokim ucestalostima (Ruiz-Pesini i sar., 2000).

Brojni radovi su radovi koji nisu direktno testirali postojanje materinske kletve, ali su detektovali
polno specifi¢ni efekat mitohondrijskih varijanti na razli¢ite osobine organizama. Kamus i saradnici su
testirali efekat 13 mitotipova u jednoj homogenoj jedarnoj sredini na duzinu Zivota muzjaka i Zenki
vinske musice i ustanovili ve¢u varijansu u duzini zivota muzjaka u odnosu na zenke (Camus i sar.,

® Veoma je interesantan nalaz da je jedna mutacija koja izaziva Leberovu hereditarnu opticku neuropatiju jako &esta
kod francuskih Kanadana. Ispostavilo se da je ta mutacija poreklom od jedne Zene, Francuskinje koja je dosla u Kvebek
zajedno sa jo§ 767 sunarodnica, tzv. Kraljevih kceri. Njihovo preseljenje je u periodu od 1663. do 1673. godine obezbedio i
finansirao kralj Luj XIV sa ciljem da uravnotezi odnos polova u tadasnjoj francuskoj koloniji. Ova Zena udala se i postala
majka desetoro dece, od kojih Sest kéeri. Njeni sinovi, i muski potomci u narednim generacijama, koji su nosili istu
mitohondrijsku mutaciju, imali su smanjene adaptivne vrednosti, dok su Zenski nosioci, §tavise, imali pove¢anu adaptivnu
vrednost. Ovo je za rezultat imalo Sirenje konkretne mutacije u populaciji tako da se u danasnjoj populaciji Kvebeka ova
mutacija javlja jednom na svakih 2.000 individua (Milot i sar., 2017).
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2012). Drugim re¢ima, mitotipovi su imali ve¢i efekat na ovu osobinu kod muZzjaka §to se odrazilo kroz
veliku varijabilnost duzine zivota muZzjaka nosilaca razli¢itih mitotipova. Jedno istrazivanje je
detektovalo smanjenje duzine Zivota i fertiliteta muzjaka ali ne i Zenki odredenog mitotipa pri ishrani
specificnom dijetom kod musice (Aw i sar., 2017). U drugom istrazivanju, kada su ispitivani hibridi sa
mitohondrijskim haplotipovima poreklom iz vrste Drosophila simulans eksprimiranim u jedarnoj sredini
D. mauritania, pokazan je pad aktivnosti kompleksa IV koji je bio ograni¢en samo na muski pol (Sackton
i sar., 2003). U ve¢ opisanim radovima Pordevica i saradnika, pad duzine Zivota ukr$tanih jedinki i pad
aktivnosti kompleksa kod hibrida dva selekciona rezima bio je izraZeniji kod muzjaka u odnosu na Zenke
(Pordevi¢ i sar., 2015; Pordevi¢ i sar., 2017).

1.3.1,,Slaba*“ i ,,jaka“ ,,materinska kletva“

Materinska kletva, kako su je predstavili Frank i Hurst, podrazumeva nakupljanje mutacija
Stetnih po muzjake, a neutralnih ili blago $tetnih po zenke u mitohondrijskom genomu (Frank i Hurst,
1996). To znaci da se takve mutacije, jednom kad se pojave u populaciji, odrzavaju i menjaju ucestalosti
prevashodno zahvaljujuéi dejstvu geneti¢kog drifta. Ovaj modalitet delovanja materinske kletve nazvan
je ,,slaba* materinska kletva (Havird i sar., 2019).

Predlozen je i drugi na¢in delovanja ovog evolucionog fenomena, tzv. ,,jaka* materinska kletva,
koji podrazumeva postojanje mutacija u mtDNK sa polno antagonisti¢kim dejstvom. Drugim recima,
.jaka“ materinska kletva predstavlja nakupljanje mutacija u mitohondrijskom genomu Stetnih za
muzjake, ali korisnih za Zenke. U ovom slucaju, prirodna selekcija favorizuje takvu mutaciju zbog ¢ega
¢e se njena ucestalost povecavati kroz generacije bez obzira na negativan efekat na adaptivnu vrednost
muzjaka (Havird i sar., 2019).

Efekat mitohondrijskih mutacija sa polno specificnim efektom nije lako eksperimentalno
detektovati, kao ni na¢in delovanja materinske kletve. Dauling i Adrijan dali su istrazivacki okvir, to jest
predvidanja koja bi trebalo da vaze u slucaju ,,slabe* ili ,,jake* materinske kletve i nacin na koji se mogu
testirati. U slucaju delovanja ,,slabe* materinske kletve, u mitohondrijama dolazi do nakupljanja mutacija
koje utiCu na muzjake negativno, dok je njihov efekat na Zenke beznacajan. To znaci da bi geneticka
varijabilnost testiranih mitotipova trebalo da ima ve¢i uticaj na muZzjake nego na zenke. Dakle, o¢ekuje
se visoka varijansa testirane osobine za muzjake, a niska za zenke. S druge strane, ukoliko se mutacije
nakupljaju u mtDNK pod delovanjem ,,jake* materinske kletve, efekat geneticke varijabilnosti testiranih
mitotipova bi¢e visok u oba pola, s tim §to mitotip koji dovodi do smanjenja adaptivne vrednosti muzjaka
povecava adaptivnu vrednost zenki. To znaci da bi trebalo da se detektuju negativne korelacije izmedu
dva pola za testiranu osobinu (Dowling i Adrian, 2019) (Slika 1.3.1.1).
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Slika 1.3.1.1. Paneli A, B i C predstavljaju oéekivane rezultate variranja merene osobine ukoliko deluje ,,slaba“
materinska kletva. Panel A je variranje osobine u zavisnosti od mitotipa kod muzjaka, dok je na panelu B prikazano znacajno
manje variranje osobine kod Zenki. Panel C ilustruje nepostojanje korelacija izmedu osobina muZjaka i Zenki. Paneli D, E i F
prikazuju ocekivane rezultate variranja merene osobine ukoliko deluje ,,jaka“ materinska kletva. I kod muZjaka (panel D) i
kod zenki (panel E) je evidentno znac¢ajno odstupanje vrednosti osobina od srednje vrednosti. Sa panela F se vidi negativna
korelacija merene osobine kod muzjaka i zenki, to jest polno antagonisticki efekat mitotipova. Horizontalna linija na panelima
A, B, D i E predstavlja srednju vrednost, a vertikalne isprekidane linije veli¢inu odstupanja od srednje vrednosti. Preuzeto i

modifikovano iz Dowling i Adrian, 2019.

1.3.2 Kako mutacija moZze biti polno specifi¢na?

Interlokusni konflikt izmedu polova, koji predstavlja polno antagonisticku evoluciju razli¢itih
lokusa, dobro je opisan i zabeleZzen brojnim primerima. Konflikt na intralokusnom nivou, gde efekti
varijante na jednom lokusu imaju polno specifican efekat, slabije je istrazen (Bonduriansky i Chenoweth,
2009). S obzirom na centralnu ulogu mitohondrija u produkeciji energije i drugim ¢elijskim procesima,
oc¢ekivano je da mutacija sa fenotipskim efektom u mtDNK uti¢e na slican naéin na oba pola, to jest da
postoje pozitivne interseksualne korelacije za ispitivane osobine (Camus i Dowling, 2018). Materinska
kletva, medutim, predvida negativne korelacije izmedu polova (u sluéaju ,jakog“ oblika), to jest
nepostojanje korelacija (u slucaju ,,slabog* oblika). Pojava mutacija sa razli¢itim efektom na muzjake i
zenke posledica je razlic¢itih metaboli¢kih potreba dva pola. Naime, muZjaci i Zenke mogu Se posmatrati
kao dve razlic¢ite sredine u kojima se ispoljava efekat mitohondrijskih mutacija (u interakciji sa jedrom 1
spoljasnjom sredinom). Razlike izmedu dva pola su najevidentnije u osobinama koje su polno dimorfne
Adrian, 2019; Havird i sar., 2019). Muske gonade, testisi, izuzetno su metabolicki aktivni tokom celog
zivota jedinke, proizvodeé¢i ogromne koli¢ine spermatozoida na dnevnom nivou (Short, 1997). S druge
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strane, Zenske gonade, ovarijumi, proizvode relativno mali broj jajnih ¢elija samo tokom embrionalnog
razvica jedinke (Tosti i Ménézo, 2016). Stoga, zbog razlika u broju i vremenu produkcije gameta u
reproduktivnim tkivima muzjaka i Zenki, njihove energetske potrebe su znacajno razlicite. Istrazivanje
Imonen i saradnika pokazalo je da se stopa metabolizma znacajno povecava kod muzjaka ziSka
Callosobruchus maculatus nakon ukrstanja $to ukazuje na povisene energetske potrebe usled produkcije
sperme (Immonen i sar., 2016). Interesantno, nivo povecanja stope metabolizma zavisio je od mito-
jedarnog genotipa. Dodatno, spermatozoidi sadrze zna¢ajno manje mitohondrija u odnosu na jajne ¢elije.
Primera radi, oocite sisara sadrze oko 200.000 mtDNK kopija, dok spermatozoidi mogu imati i manje od
100 (Havird i sar., 2019). Spermatozoidi su i izuzetno aktivne Celije, koje za kretanje proizvode energiju
produkovanu od strane malog broja mitohondrija lociranih u vratu spermatozoida (Dowling i Adrian,
2019, ali videti Du Plessis i sar., 2015). Na osnovu ovih podataka o¢ekivano je da spermatozoidi budu
osetljiviji i na sasvim male promene u aktivnosti OXPHOS kompleksa, dok zenski gameti promene mogu
kompenzovati pukom brojno$¢u mitohondrija (Vaught i Dowling, 2018). Pored mnogobrojnih studija
koje su povezale deficite u spermatogenezi i funkcionisanju spermatozoida sa mitohondrijskim
mutacijama u nasoj vrsti (Holoyoake i sar., 2001; St. John i sar., 2005; Shamsi i sar., 2008; Al Zoubi i
sar., 2021; Dzudzor i sar., 2021; Karimian i Babaei, 2021), sli¢ni rezultati su dobijeni i na zivotinjama.
Primera radi, u jednoj studiji identifikovan je znacajan efekat mitotipa (i mito-jedarnih interakcija) na
vijabilitet i duzinu spermatozoida kod ziska vrste C. maculatus (Dowling i sar., 2007b), dok je u studiji
na petlovima povezana konkretna mitohondrijska mutacija sa znacajno smanjenom pokretljivoscu
spermatozoida (Froman i Kirby, 2005).

Osim reproduktivnog aspekta Zivotne istorije, i za druge osobine je pokazan polni dimorfizam u
metaboli¢kim potrebama, poput duzine Zivota (Bonduriansky i sar., 2008; Maklakov i Lummaa, 2013) i
prereproduktivnog ponasanja (Brand i sar., 2024), zbog Cega se moze pretpostaviti da evolucija ovih
svojstava takode moze biti pod uticajem mtDNK mutacija sa negativnim efektom na muzjake.

1.3.3 Kako izbeéi ,,kletvus?

lako vrlo nepovoljna za muZzjake, ,.kletva“ mozZe biti ublaZena. Gemel i saradnici predlozili su
nekoliko kompenzacionih mehanizama kojima je moguce izbeéi efekte materinske kletve (Gemmell i
sar., 2004).

Prvi mehanizam podrazumeva rekombinacije mitohondrijskog genoma, koje bi povecale
efikasnost prirodne selekcije na prisutne varijante. U takvim uslovima selekcija bi potencijalno mogla iz
populacije ukloniti mutacije koje se inace odrzavaju delovanjem drifta — sa blago negativnim efektom po
zenke a vec¢im uticajem na muzjake (Gemmell i sar., 2004). Medutim, iako se mitohondrijski genomi
biljaka rekombinuju (Barr i sar., 2005) to mahom nije slu¢aj za metazoe (Stewart i sar., 2008).

Drugi potencijalni mehanizam ,,spasa‘“ od materinske kletve predstavlja povremeno nasledivanje
o¢evih mitohondrija, tzv. paternalno curenje mitohondrija. Nasledivanje mitohondrije 1 po o¢evoj liniji
izlozilo bi dejstvu selekcije one mutacije koje imaju efekat samo na muzjake i potencijalno dovelo do
njihove eliminacije iz populacije. Medutim, paternalno curenje veoma je retko zbog cega je upitan i
znacaj ovog mehanizma na ucestalost mutacija materinske kletve (Gemmell i sar., 2004; Sato i Sato,
2013).

Najverovatniji nacin izbegavanja efekta mtDNK mutacija sa negativnim efektom na muzjake
oslanja se na koevoluciju mitohondrijskog i jedarnog genoma. Ukoliko se u jedarnom genomu pojave
mutacije koje maskiraju efekat polno specificnih mutacija u mtDNK, one ¢e imati adaptivnu prednost u
odnosu na varijante koje ne pruzaju zastitu od negativnog efekta mtDNK mutacija; takve mutacije
nazvane su kompenzacione ili restorer (engl. restorter) varijante (Gemmell i sar., 2004; Havird i sar.,
2019; Kyrgiafini i sar., 2022). Primera radi, pokazano je da se u testisima metazoa ¢esto javljaju tkivno-
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specificni paralozi OXPHOS subjedinica kodirani jedarnim genomom (Sinkler i sar., 2017) Koji
potencijalno maskiraju negativni efekat mtDNK mutacija koje dovode do smanjenja aktivnosti OXPHOS
proteinskih kompleksa (Havird i sar., 2019). Ve¢ pomenuta istrazivanja u kojima je demonstriran veci
negativan efekat na muzjake nakon naruSavanja koevoluiranih mito-jedarnih interakcija (Sackton i sar.,
2003; Pordevi¢ i sar., 2015; Pordevic i sar., 2017) ukazuju na postojanje kompenzacionih mehanizama
u jedarnoj sredini sa kojom je mitohondrijski genom bio eksprimiran i koevoluirao veci broj generacija.
Dakle, da bi se uopste detektovao efekat materinske kletve u populaciji neophodno je ispitivane
mitotipove eksprimirati u novim jedarnim sredinama u kojima nisu prisutni restorer geni (Dowling i
Adrian, 2019).

Predlozen je jo$ jedan nacdin na koji bi se mutacije materinske kletve mogle izloziti dejstvu
prirodne selekcije 1 biti uklonjene iz populacije. Naime, u malim populacijama sa pove¢anom stopom
ukrStanja u srodstvu, velika je verovatnoéa da Ce se brat i sestra nosioci mutacije materinske kletve
ukrstiti. To za posledicu ima smanjenje adaptivne vrednosti Zenke koja nosi mtDNK mutaciju zbog
niskog reproduktivnog potencijala njenog brata. S obzirom na to da mutacija sada indirektno deluje i na
zenke, prirodna selekcija je u stanju da prepozna negativan efekat mutacije i da joj kroz generacije smanji
ucestalost (Unckless i Herren, 2009; Hedrick, 2012). Sli¢no se deSava i u uslovima selekcije u
srodni¢kom krugu (tzv. kin selekcije) gde adaptivna vrednost jedinke ne zavisi samo od njenog genotipa
i interakcija sa sredinom, ve¢ i od adaptivne vrednosti njenih rodaka (tzv. inkluzivna adaptivna vrednost).
Drugim re¢ima, adaptivna vrednost zenke nosioca mutacije materinske kletve potencijalno bi mogla biti
smanjena zbog negativnih posledica mutacije po njene muske srodnike (Connallon i sar., 2018).

1.3.4 Eksperimentalni dokazi ,,materinske kletve*

1.3.4.1 ,,Materinska kletva‘“ kod biljaka — citoplazmatska muska sterilnost

Fenomen materinske kletve, iako ne pod tim nazivom, ve¢ dugo je poznat kod biljaka kao
citoplazmatska muska sterilnost (CMS) (Budar i sar., 2003). CMS predstavlja nemogucnost razvica
muskih polnih organa, to jest funkcionalnih muskih cvetova, zbog negativnog efekta specifi¢nih
mitotipova. Naime, veliki broj biljnih vrsta je ginodietsko’, to jest u populaciji postoje ili hermafroditne
ili zenske biljke (Horn i sar., 2014). Procene su da je ¢ak 7,5% evropskih skrivenosemenica ginodietsko,
a kod vecine je ova osobina povezana sa gubitkom funkcije muskog reproduktivnog tkiva usled mutacije
u mtDNK (Budar i Pelletier, 2001).

Najéesce varijante u mitohondrijskom genomu koje izazivaju CMS jesu rekombinovani geni
(Touzet i Budar, 2004). Ove varijante na dva nac¢ina mogu izazvati izostanak muskih cvetova. Jedan
nacin je homeoza, gde dovode do pretvaranja muskog reproduktivnog organa, prasnika, u latice ili u
zenski reproduktivni organ, to jest tu¢ak. Drugi nacin je prosta degeneracija prasnika, njegovih delova
ili samog polena (Chase, 2007).

CMS se moze smatrati primerom ,,jake* materinske kletve, s obzirom na to da Zenske biljke,
nosioci CMS mutacije, imaju adaptivnu prednost u odnosu na hermafroditne biljke budu¢i da kod mnogih
vrsta one proizvode vise semena. Kod onih vrsta kod kojih CMS nije povezan sa poviSsenom alokacijom
resursa u seme, pokazano je da CMS mutacije u vegetativnim tkivima dovode do povecanja ekspresije
jedarnih gena sa ulogom u odgovoru na stres.

Objasnjenje kako CMS mutacija utiCe samo na muske cvetove slicno je onom kod Zivotinja.
Procenjeno je da je za normalno razvice prasnika i polena potrebno da broj mitohondrija po ¢eliji poraste

" Ovaj termin uveo je Darvin 1877. godine (Darwin, 1877) i u svom radu argumentovao je da gubljenje muskih
organa na hermafroditnoj biljci igra vaznu ulogu u evoluciji dvodomosti.
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20-40 puta, Sto ukazuje na jako visoku energetsku zahtevnost ovog procesa. Dakle, ukoliko CMS
mutacija izaziva problem u efikasnosti respiracije ili sklapanja OXPHOS kompleksa, razvi¢ce muskih
polnih organa se ne moze zavrsiti (Warmke i Lee, 1977). Dodatno, ovoliko poveéan broj mitohondrija
moze povecati i bilo kakvu neregularnost u njihovom funkcionisanju, npr. povisenu produkciju ROS-
ova. Takode, predloZena je 1 mogucnost da genski produkti specifi¢ni za prasSnike interaguju epistaticki
sa CMS mutacijom §to dovodi do problema u razvi¢u muskih cvetova (Chase, 2007).

Kompenzaciona evolucija kod ovog fenomena dobro je proucena. Otkriven je veéi broj razlicitih
restorer gena koji funkcioniSu prema jednom od dva modela. Prvi je sporofitni, u kom restorer alel
ispoljava svoj efekat u diploidnoj biljci i u heterozigotnom stanju. Drugi je gametofitni, pri kom je
neophodno da se restorer alel nade u samom polenu da bi mu povratio funkciju (Horn i sar., 2014).

Dodatno, Cesto je potrebna interakcija nekoliko restorer alela da bi se ispoljio kompenzacioni efekat
(Chase, 2007).

1.3.4.1 ,,Materinska kletva“ kod zivotinja

Iako je postojanje CMS kod biljaka dobro objasnjeno i prihva¢eno u nau¢noj javnosti, dugo se
smatralo da sli¢an fenomen ne moze biti prisutan kod Zivotinja zbog malog mitohondrijskog genoma koji
se ne rekombinuje (Camus i Dowling, 2018). Ipak, dokazi koji se nakupljaju u poslednje dve decenije
govore u prilog postojanju mutacionih optere¢enja specifi¢nih za muski pol u mitohondrijskom genomu.
Inosenti i saradnici su u svojoj studiji pokazali da varijabilnost u pet mitotipova eksprimiranih naspram
homogene jedarne sredine dovodi do diferencijalne ekspresije ¢ak 1.172 jedarna gena kod muzjaka, a
samo sedam kod Zenki (Innocenti i sar., 2011). Ovaj nalaz je u skladu sa predvidanjima da varijabilnost
mitohondrijskog genoma ima ve¢i uticaj na muzjake u odnosu na Zenke (Dowling i Adrian, 2019).
Interesantno je da veliki broj diferencijalno eksprimiranih gena ispoljava svoju ulogu u muskom
reproduktivnom tkivu (Innocenti i sar., 2011). Nekoliko istrazivackih grupa identifikovalo je i specifi¢ne
mitotipove koji se javljaju u prirodnim populacijama i dovode do ispoljavanja efekta materinske kletve
na evropskim ze¢evima (Smith i sar., 2010) i vinskoj musici (Clancy i sar., 2011; Yee i sar., 2013; Patel
i sar., 2016). Najbolje prouc¢en mitotip materinske kletve pronaden je u populaciji Drosophila
melanogaster iz Braunsvila u Teksasu i nazvan BRO mitotip (od engl. Brownsville). Za ovaj mitotip
pokazano je da naspram jedne, homogene jedarne sredine (izogena i homozigotna w1118 jedarna sredina
(Clancy, 2008)) izaziva potpunu sterilnost muzjaka (Yee i sar., 2013), ali ne i Zenki (Camus i Dowling,
2018). Patel i saradnici su na istoj vrsti identifikovali drugi mitotip, G177S, koji dovodi do pada fertiliteta
muzjaka. Slicno kao BRO mitotip, G177S dovodi do negativnog efekta na muzjake samo kada je
eksprimiran u w1118 jedarnoj sredini. Pad u fertilitetu muzjaka ovog mitotipa dodatno je izraZzen na
poviSenoj temperaturi (Patel i sar., 2016).

1.4 Primena fenomena ,,materinske kletve*

Ekonomski stetne vrste predstavljaju globalnu pretnju po privredu (Paini i sar., 2016). Pesticidi
su konvencionalno, Siroko kori§¢eno sredstvo za odbranu od S$teto¢ina. Njihova upotreba, medutim,
ugrozava ljudsko zdravlje i biodiverzitet. Dodatno, pokazalo se da S$tetocine vrlo brzo evoluiraju
rezistenciju na ove hemikalije (Bourtzis i sar., 2014). Navedeni problemi nametnuli su potrebu za
pronalaskom alternativnih i bezbednijih metoda kontrole brojnosti populacija ekonomski $tetnih vrsta.

Postojanje polno specifi¢nih genetickih faktora koji negativno utic¢u na jedan pol, poput mutacija
materinske kletve, prepoznato je kao potencijalno sredstvo za biolosku kontrolu populacija ekonomski
Stetnih vrsta. Metode biokontrole koje podrazumevaju koriS¢enje genetickih elemenata ili izmenu
genoma zovu se geneticka biokontrola.
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1.4.1 Geneticka biokontrola

Geneticka biokontrola predstavlja sirok pojam koji se odnosi na metode koje se sluze editovanjem
genoma, parazitima koji menjaju odnos polova u populaciji, genotoksicnim agensima, genetickim
varijantama koje se prirodno javljaju u populacijama, itd (Teem i sar., 2020). Osnovna ideja je
generisanje sterilnih jedinki koje ¢e se po pustanju u prirodne populacije neuspe$no pariti i dovesti do
smanjenja broja potomaka u narednoj generaciji. Ove metode mahom su koncipirane i koris¢ene na
populacijama Stetnih vrsta insekata i vektorima zaraznih bolesti (Klassen i Kurtis, 2005).

Najbolje istrazena i najviSe koriS¢ena metoda geneticke biokontrole je metoda sterilnih insekata
(engl. sterile insect technique, SIT). U svojoj izvornoj formi ona se zasniva na izlaganju jedinki gama
zrac¢enju koje dovodi do strukturnih hromozomskih mutacija u gametima jedinki $to uzrokuje njihovu
sterilnost (Alphey i Bonsall, 2018; Teem i sar., 2020). Kada se puste u populaciju, ozraceni muzjaci i
zenke nece ostavljati potomstvo pri ukrstanju sa jedinkama iz prirodne populacije. Ova metoda uspesno
je iskori$éena za istrebljivanje vrste Cochliomyia hominivorax, parazitske muve karakteristicne za
tropska podrucja Severne i Juzne Amerike, iz Sjedinjenih Americkih Drzava i brojnih juznoamerickih
drzava (Smith, 1963; Vargas-Teran i sar., 2005). Dodatno, upotrebljena je i za kontrolu drugih vrsta
insekata poput Sarenog jabukovog moljca (Teia anartoides) (Suckling i sar., 2007) i jedne vrste moljca
¢ije larve se hrane pamukom (Pectinophora gossypiella) (Tabashnik i sar., 2010). Iako vrlo uspesna u
svojoj primeni na navedene vrste, SIT ima i brojne nedostatke. Prvi je taj §to je potrebno primeniti
dovoljno zracenja da bi se izazvali strukturni rearanzmani hromozoma u germinativnom tkivu, a da se
ne narusi kompetitivnost samih adulata koji ¢e biti pusteni u prirodne populacije. Drugim recima,
zrac¢enje ne sme imati efekat na osobine Zivotne istorije jedinki koje uti¢u na njihovu Sansu da stupe u
reprodukciju poput duzine Zivota i reproduktivnog ponasanja. Mnoge vrste insekata su veoma osetljive
na zracenje te je ova metoda za njih neprimenjiva. Dodatno, potrebno je pustati veliki broj insekata veéi
broj generacija da bi se postigao efekat bioloske kontrole. Gajenje i zracenje velikog broja insekata vrlo
je zahtevno finansijski, a introdukovanje obimnog broja insekata u prirodnu populaciju privremeno
povecéava Stetu koju insekti ¢ine (Teem i sar., 2020). Konacno, zbog nedostatka brzog nacina da se
jedinke razvrstaju po polu, najées¢e se muzjaci i zenke u prirodu pustaju istovremeno. Ovo predstavlja
znacajan nedostatak metode s obzirom na to da je pokazano da se ozraCeni muzjaci i zenke Cesto ukrStaju
medusobno umesto sa zdravim jedinkama iz populacije ¢cime smanjuju efikasnost tehnike (Rendon i sar.,
2004).

Zbog navedenih mana SIT-a razvijena je alternativna varijanta koja podrazumeva otpustanje
transgenih insekata sa dominantnim letalnim alelom (engl. release of insects carrying a dominant lethal,
RIDL). Metoda se zasniva na kreiranju insekata koji su homozigoti za dominantni letalni alel. Kada se
ukrste sa jedinkama iz prirodne populacije, njthovo potomstvo bice heterozigotno za ovaj alel, $to dovodi
do njihove smrti (Alphey, 2014). U toku gajenja transgenih insekata efekat alela je suprimiran
specijalnom ishranom (Alphey i Bonsall, 2018). RIDL re$ava problem nemogucnosti koris¢enja SIT-a
za vrste osetljive na zracenje, ali i dalje podrazumeva otpustanje velikog broja insekata svake generacije
i bio bi efikasniji ukoliko bi se otpustali samo muZzjaci (Teem i sar., 2020).

Tehnika nekompatibilnih insekata, 11T (engl. incompatible incest technique) je jo$ jedna varijanta
SIT-a koja je u razvoju. ITT podrazumeva otpustanje muzjaka zarazenih bakterijom Wolbachia,
intracelularnom parazitskom bakterijom koja se prenosi samo preko majki. Specifi¢nost infekcije ovom
bakterijom je ta da zaraZzeni muzjaci mogu uspe$no da se ukrstaju sa zenkama koje su takode zarazene
istim sojem bakterije. Medutim, pri ukrstanju sa neinficiranim Zenkama ili Zenkama inficiranim drugim
sojem iz prirodnih populacija ne moze se produkovati potomstvo (Bourtzis i sar., 2014). Uspeh ove
metode u potpunosti zavisi od preciznog razvrstavanja po polu i oslobadanja iskljucivo muzjaka. Naime,
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ukoliko bi se zaraZzena Zenka nasla u populaciji, smanjio bi se broj potomaka neinficiranih Zenki, ali bi
se povecala brojnost populacije na ustrb zarazenih jedinki (Bourtzis, 2008, Bourtzis i sar., 2014).

Nedavno predlozena metoda biokontrole ekonomski $tetnih vrsta, koja se oslanja na fenomen
materinske kletve i ima potencijal da prevazide nedostatke drugih tehnika, naziva se tehnika trojanskih
zenki (TTZ).

1.4.1.1 ,,Tehnika trojanskih zenki‘

TTZ je metoda biokontrole ekonomski $tetinih vrsta koju su teorijski potkovali i matematicki
modelovali Gemel i saradnici (Gemmell i sar., 2013). TTZ se zasniva na postojanju mitohondrijskih
mutacija koje dovode do sterilnosti/substerilnosti muzjaka, ali nemaju efekat na fertilitet zenki. Nasuprot
drugim metodama biokontrole, TTZ ne podrazumeva otpustanje sterilnih muZjaka u prirodne populacije,
ve¢ Zenki nosilaca date mitohondrijske mutacije — takve Zenke nazvane su trojanske Zenke. U ciljnoj
populaciji, trojanske Zenke se uspe$no pare sa muzjacima i ostavljaju potomstvo koje nasleduje
mitohondriju od majke. Sinovi trojanskih Zenki imac¢e smanjen fertilitet ili ¢e biti sterilni (tzv. trojanski
sinovi) zbog negativnog uticaja mtDNK mutacije, dok ¢e ¢erke biti u potpunosti zdrave i sposobne da se
reprodukuju (Slika 1.4.1.1.1). Dakle, o¢ekivana posledica otpustanja trojanskih Zenki jeste smanjenje
brojnosti populacije zbog toga $to je polovina njihovog potomstva sterilna. Dodatno, ogromnu prednost
ove metode predstavlja to §to zensko potomstvo nema smanjenu adaptivnu vrednost u prisustvu mutacije
u mtDNK zbog ¢ega ¢e ta mitohondrijska varijanta biti nesmetano prenosena u dalje generacije. Drugim
re¢ima, TTZ je, za razliku od drugih opisanih metoda, transgeneracijska tehnika kontrole brojnosti
populacija te ima potencijal prevazilazenja najvece poteskoc¢e drugih metoda geneti¢ke biokontrole, a to
je potreba za konstantnim, ponovljenim otpustanjima sterilnih jedinki iz godine u godinu (Gemmell i

sar., 2013).
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Slika 1.4.1.1.1. Shematski prikaz tehnike trojanskih zenki (TTZ). Trojanske Zenke, nosioci TTZ mitotipa koji ima
steriliSu¢i efekat na muzjake bez efekta na Zenke, nakon ubacivanja u ciljnu populaciju ukrstaju se sa wild-type (wt)
muZjacima, to jest muZjacima iz prirodne populacije koji nemaju TTZ mitotip. Njihove ¢erke (tzv. trojanske éerke) i sinovi
(tzv. trojanski sinovi) nasleduju TTZ od majke i stupaju u reproduktivne odnose sa Wt jedinkama. Trojanske ¢erke prenose
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TTZ mitotip dalje niz generacije, dok trojanski sinovi ne ostavljaju potomstvo. Negativni efekat TTZ mitotipa na fertilitet
muskih potomaka trojanskih zenki dovodi do pada brojnosti populacije kroz generacije.

U modelu Gemela i saradnika pokazano je da jedno veliko oslobadanje trojanskih zenki (10%
populacije) dovodi do znacajnog smanjenja populacije, dok nekoliko manjih otpustanja (1% populacije)
potencijalno mogu i nadmagiti efekat velike introdukcije. Uz to, poredenjem metoda SIT i TTZ
zakljuceno je da je za dugotrajnu supresiju populacije potreban manji broj oslobadanja i to znacajno
manjeg obima za TTZ u odnosu na SIT (Gemmell i sar., 2013).

Jos§ jedna velika prednost ove metode lezi u pretpostavci, barem sudeéi po ovom modelu, da nije
potrebno razdvajanje polova pre otpustanja trojanskih Zenki. Stavise, model predvida da bi istovremeno
pustanje oba pola doprinelo efektu smanjenja brojnosti populacije. Sterilni muzjaci bi, slicno SIT-u,
doveli do supresije ve¢ u prvoj generaciji pri otpustanju, dok je efekat trojanskih Zenki odlozen za jednu
generaciju, to jest dok ne produkuju musko potomstvo (Gemmell i sar., 2013). S obzirom na to da TTZ
zahteva otpustanja znacajno manjeg broja jedinki u odnosu na ostale varijante SIT-a, Smanjena je
verovatnoca ukrstanja trojanskih Zenki i trojanskih muzjaka.

Dakle, TTZ je samoodrziva metoda supresije populacije za ¢iju efikasnost je dovoljno jedno
otpustanje trojanskih zenki, ne zahteva odvajanje polova i ne podrazumeva geneticko modifikovanje
organizama. Medutim, iako reSava brojne nedostatke drugih metoda geneti¢ke biokontrole, i ova metoda
ima svoje probleme. Najvece ograniéenje TTZ je nuznost pronalaska mitotipa sa sterilisu¢im efektom na
muzjake, a bez efekta (ili pozitivnim efektom) na zenke. Iako su obecavajuci podaci o pronalasku takvih
mitotipova kod Drosophila melanogaster (Clancy i sar., 2011; Yee i sar., 2013; Patel i sar., 2016) i zeCeva
(Smith i sar., 2010), dodatno treba utvrditi da opisani mitotip ni na koji na¢in ne smanjuje adaptivnu
vrednost zenkama u odnosu na Zenke drugih mitotipova. Ukoliko ovaj uslov nije zadovoljen, nakon
otpustanja trojanskih Zenki, u€estalost trojanskog mitotipa ¢e se Smanjivati kroz generacije i potencijalno
potpuno nestati te se nece postici zeljeni efekat na brojnost populacije. Dalje, vazno svojstvo kandidat
TTZ mitotipa je i odsustvo uticaja na kompetitivnost muzjaka u odnosu na muzjake drugih mitotipova.
Drugim re¢ima, duzina Zivota i reproduktivno ponaSanje trojanskih muzjaka ne smeju biti negativno
pogodeni mutacijom. TTZ mitotip koji bi potencijalno mogao da se koristi u tehnici trojanskih Zenki
mora ispuniti navedene uslove (Gemmell i sar., 2013). Jo$ jedno ograni¢enje metode podrazumeva da
odgovaraju¢i efekat TTZ mitotipa ne sme zavisiti od jedarne sredine sa kojom je u interakciji, tj. da moze
biti upotrebljen u kontroli brojnosti razli¢itih populacija ciljne vrste (Gemmell i sar., 2013; Dowling i
sar., 2015; Wolff i sar., 2016a). Imajuci u vidu da efekat mitotipa i jedarnog genotipa zavisi i od
interakcija sa spolja$njom sredinom, TTZ mitotip takode mora ostvarivati svoj sterilidu¢i efekat na
muzjake i u razli¢itim uslovima Zivotne sredine (Wolff i sar., 2016a).

Pre nego §to je TTZ teorijski formulisana, vrlo sli¢na metoda predloZena je za biokontrolu biljnih
invazivnih vrsta. Metoda se zasniva na fenomenu citoplazmatske muske sterilnosti 1 podrazumeva
ubacivanje biljaka sa genom koji izaziva CMS u populacije. Matemati¢ko modelovanje ove metode
pokazalo je da moze biti veoma efikasna, ali da efekat na brojnost populacija veoma zavisi od biologije
vrste i veliine polno antagonisti¢kog efekta CMS mitotipa (Hodgins i sar., 2009).
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2. CILJEVI

Glavni cilj ove doktorske disertacije jeste izuCavanje fenomena materinske kletve na
populacijama pasuljevog ziska (Acanthoscelides obtectus, Say). Razrada teorijskih postavki fenomena
materinske kletve podrazumeva karakterizaciju polno specifi¢énih mitohondrijskih haplotipova sa
negativnim efektom na muzjake i utvrdivanje njihovog uticaja na respiratornu funkciju mitohondrija i
razli¢ite osobine zivotne istorije muzjaka i zenki u varijabilnim genetickim 1 sredinskim kontekstima.
Pored ispitivanja dejstva mitotipova na nivou jedinke, cilj je i izuciti njihovo dejstvo na populacionom
nivou, ¢ime ¢e biti dobijen odgovor na pitanje koliko su pronadeni mitotipovi sa negativnim efektom za
muzjake upotrebljivi u tehnici trojanskih Zenki, metodi za biokontrolu ekonomski Stetnih vrsta.

Radi ostvarivanja opisanih ciljeva, formulisani su specifi¢ni ciljevi disertacije:

e Genotipizacija svih mtDNK protein-kodiraju¢ih gena mitohondrijskih laboratorijskih linija radi
utvrdivanja postojece mitotipske varijabilnosti i izbora mitotipa za dalja istrazivanja.

e Ispitivanje efekata mitohondrijskih mitotipova na osobine muzjaka i zenki u jednoj varijabilnoj
jedarnoj sredini sa kojom mitotipovi nisu koevoluirali.

e Analiza uticaja mitotipova na mitohondrijsku respiratornu funkciju muzjaka u varijabilnoj
jedarnoj sredini sa kojom mitotipovi nisu koevoluirali.

e Sakupljanje prirodnih populacija pasuljevog ZiSka i utvrdivanje njihove geneti¢ke strukture za
jedarne (devet mikrosatelitskih lokusa) i mitohondrijske (barkoding region cox1 gena) markere.

e Procena efekta mitotipova na osobine Zivotne istorije muzjaka i Zenki u razli¢itim varijabilnim
jedarnim sredinama poreklom iz odabranih prirodnih populacija i1 u razli¢itim temperaturnim
reZimima.

e [zraCunavanje populaciono-ekoloskih parametara rasta populacije 1 utvrdivanje promene

ucestalosti alela kroz generacije nakon ubacivanja razli¢itih udela trojanskih Zenki u odabranu
prirodnu populaciju.

21



3. MATERIJAL | METODE

3.1 Osnovne odlike pasuljevog Ziska

Pasuljev zizak (Acanthoscelides obtectus (Say) (Coleoptera: Chrysomelidae: Bruchinae)) je
kosmopolitska holometabolna vrsta insekta c¢iji je domacin obi¢an pasulj (Phaseolus vulgaris L.) ali
moze da se razvija 1 na drugim vrstama leguminoznih biljaka. Poreklom je iz danasnjeg Meksika, a u
Evropi se pojavio krajem XIX veka (Oliveira i sar., 2013). Nakon ukrstanja, Zzenke polazu jaja oblika
zrna pirinc¢a i veli¢ine ~0,7 mm na ili u blizini semena biljke domacina. 1z jaja posle nekoliko dana izlaze
larve I stupnja koje se ubuskavaju u zrna domacina sluze¢i se hitinizovanom mandibulom. U endospermu
semena larve prolaze kroz ostale stupnjeve razvi¢a (II-IV larveni stupanj i stupanj lutke). Citavo larveno
razvice traje otprilike mesec dana nakon ¢ega se iz semena izlezu adulti koji su fakultativno afagni. Sve
funkcije u adultnom stupnju se odvijaju zahvaljujuci energetskim rezervama sakupljenim u toku larvenog
razvi¢a. Muzjaci ove vrste su protandri¢ni, to jest imaju brze larveno razvi¢e u odnosu na Zenke. U prva
dva sata po izleganju jedinke nisu reproduktivno aktivne. Pol je geneticki odreden XY sistemom
hromozoma. Pored polnih, ova vrsta sadrzi jo§ devet pari autozomnih hromozoma (Rozek i sar., 1999).
Razlikovanje polova je moguce zahvaljujuc¢i tome Sto Zenke na kraju abdomena imaju belicastu Saru koja
izostaje kod muzjaka. Ovaj insekt nema kompleksne obrasce ponaSanja. Ne postoje rituali udvaranja, veé
se reproduktivno ponaSanje ogleda u tome §to muzjaci jure Zenku. Kod ove vrste se javlja poliandrija
iako su Zenke nevoljne da stupe u ponovno ukrstanje prvih par dana nakon reprodukcije. Zbog koris¢enja
komercijalno bitnih biljnih produkata u svojoj ishrani, pasuljev Zizak je ekonomski vazna skladi$na
Stetocina (Schmale i sar., 2002).

3.2 Laboratorijske i prirodne populacije

Sve laboratorijske populacije koriS¢ene za izradu ove disertacije nastale su od jedne velike
autbredovane, B (engl. base) populacije koja je dobijena spajanjem populacija sakupljenih 1983. godine
iz tri skladista pasulja u blizini Beograda (Tuci¢ i sar., 1996). Naime, ona je predstavljala osnivacku
populaciju za populacije selektovane za kasni pocetak reprodukcije, L (engl. late reproduction)
populacije, od kojih su kasnije konstruisane mitohondrijske linije upotrebljavane u eksperimentima.
Naime, za formiranje L populacija koris¢en je metodoloski pristup eksperimentalne evolucije, jedne od
najvaznijih alatki u evolucionim istrazivanjima. Eksperimentalna evolucija podrazumeva zadavanje
uslova Zivotne sredine u kojima populacije slobodno evoluiraju. Sustinski se razlikuje od vestacke
selekcije gde istrazivaci aktivno biraju jedinke koje ¢e doprineti genofondu naredne generacije (Garland,
2003).

L populacije odrzavane su pod selekcionim rezimom za kasnu reprodukciju vise od 250
generacija tako Sto su u svakoj generaciji izdvajane tek izlezene jedinke 1 drZane u epruvetama bez
semena pasulja deset dana, nakon ¢ega su stavljene na pasulj. Ovim je obezbedeno da samo jaja polozena
nakon desetog dana Zivota u¢estvuju u formiranju naredne generacije. U opisanom selekcionom rezimu
prirodna selekcija favorizuje jedinke koje se razvijaju sporije, koje su u kasnijem zivotnom dobu
sposobne za reprodukciju i koje Zive duze. Citava procedura je paralelno obavljana u &etiri replike da bi
se mogao razgraniciti efekat prirodne selekcije u evoluciji ovih populacija od nasumic¢nih dogadaja usled
delovanja genetickog drifta 1 mutacija.

Prirodne populacije koriS¢ene u eksperimentima sakupljene su od strane gradana u okviru
projekta gradanske nauke ,,Opasulji se*“. Gradanska nauka predstavlja uklju¢ivanje javnosti u naucni
proces, u prikupljanje, analizu i interpretaciju podataka. Nau¢nicima to omogucava brzo sakupljanje
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podataka ili uzoraka sa Sirokog geografskog podrucja, dok gradani zauzvrat dobijaju uvid 1 sticu
poverenje u tok nau¢nog rada i metodologije i podiZze se nau¢na pismenost (Brandt i sar., 2022).
Gradanska nauka kao pristup istrazivanjima i dalje je tek u povoju. U okviru projekta ,,Opasulji se*,
gradani su ucestvovali u pronalazenju i sakupljanju populacija pasuljevog ziska u Srbiji i regionu.
Zahvaljujuci njihovoj aktivnosti uspes$no su sakupljene zive jedinke iz vise od 30 populacija ove vrste,
kao i veliki broj uzoraka mrtvih jedinki sa vise od 120 lokacija koje su mogle biti koris¢ene za
populaciono-gencticke analize. Najveéi broj populacija poreklom je iz privatnih baSta. Pristigle
populacije izuzetno male brojnosti nisu ukljucene u analize da bi se izbegao uticaj efekta uskog grla na
rezultate populaciono-genetickih istraZzivanja. Za potrebe ove teze koriS¢ene su prirodne populacije
poreklom iz Pozarevca, Dubravice, Golupca, Sevice, Malog Jasenovca, Karbulova, Capljinca, Bele
Palanke, Cukovca, Trebesinja, Arandelovca, Lunjevice, Donjih Braneti¢a, Vrcina, Igrosa, Srpske Crnje,
Banatskog Velikog Sela, Sombora, Pivnica, Purdeva, Kremne, Borka, Sirogojna, Kokinog Broda,
TekeriSa, Macvanskog Prcinovica, Matijevca, Ravnja, Bogutovacke banje, Licke Jasenice, Zubinog
Potoka i Trebinja (Slika 3.2.1, Tabela S1).

Slika 3.2.1. Mapa Balkana (levo) i Srbije (desno) sa lokalitetima sa kojih su sakupljene populacije pasuljevog ziska.
1 — Pozarevac; 2 — Dubravica; 3 — Golubac; 4 — Sevica; 5 — Mali Jasenovac; 6 — Karbulovo; 7 — Capljinac; 8 — Bela Palanka;
9 — Cukovac; 10 — Trebesinje; 11 — Arandelovac; 12 — Lunjevica; 13 — Donji Branetici; 14 — Vr&in; 15 — Igro§; 16 — Srpska
Crnja; 17 — Banatsko Veliko Selo; 18 — Sombor; 19 — Pivnice; 20 — Purdevo; 21 — Kremna; 22 — Borak; 23 — Sirogojno; 24
— Kokin Brod; 25 — Tekeri§; 26 — Mac¢vanski Préinovi¢; 27 — Matijevac; 28 — Ravnje; 29 — Bogutovacka banja; 30 — Li¢ka
Jasenica (slika levo); 31 — Zubin Potok; 32 — Trebinje (slika levo). Preuzeto i modifikovano sa https://d-
maps.com/carte.php?num_car=2070&lang=en i https://d-maps.com/carte.php?num_car=27550&lang=en.

Sve populacije odrzavane su u mra¢nim termostatima na konstantnoj temperaturi od 30°C. Kako
su adulti fakultativno afagni, osim samih zrna pasulja, nikakva hrana i voda im nisu bili dostupni. Radi
izbegavanja kontaminacije, pre prebacivanja na nova semena u svakoj generaciji, pasulj je zamrzavan na
-20°C 24 sata ¢ime su ubijeni insekti koji su se potencijalno nalazili u pasulju.
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3.2.1 Formiranje mitohondrijskih linija

Da bi se analizirali efekti pojedina¢nih mitohondrijskih haplotipova na razlicite osobine Zizaka
potrebno je eksprimirati ih naspram jedne, standardizovane jedarne sredine. 1z tog razloga napravljene
su mitohondrijske linije (populacije u okviru kojih sve jedinke imaju istu mitohondrijsku DNK) sa
drugacijim mitohondrijskim haplotipovima, ali sa istom, varijabilnom jedarnom sredinom. Sve
mitohondrijske linije koriS¢ene u eksperimentima poreklom su iz L selekcionog rezima.

Pre formiranja linija, napravljena je populacija tzv. dvostrukih hibrida, to jest populacija nastala
ukrStanjem Cetiri replike L populacija i to tako $to su prvo ukrStane prva (L1) i druga (L2) replika, a sa
njima paralelno treca (L3) i Cetvrta (L4), a zatim su hibridi iz ova dva ukrStanja opet ukrSteni ¢ime su se
dobili dvostruki hibridi ((L1 x L2) % (L3 % L4)). Time je u populacijama dvostrukih hibrida obuhvacena
celokupna geneticka varijabilnost L selekcionog rezima iz sve Cetiri replike.

Za konstruisanje mitohondrijskih linija iz populacija dvostrukih hibrida uzeto je 20 neukrsStanih
zenki 1 svaka je pojedinac¢no ukrStena sa pet neukrStanih muzjaka iz iste populacije. Ovim je zapoceto
formiranje 20 mitohondrijskih linija u okviru kojih sve jedinke imaju istu mtDNK s obzirom na to da su
poreklom od samo jedne Zenke. U narednih 16 generacija, U svakoj generaciji su neukrstane Zenke iz
svake mitohondrijske linije parene sa neukrStanim muzjacima iz populacije dvostrukih hibrida ¢ime je
osigurana skoro potpuna zamena (99,998%) originalnog jedarnog genoma sa jedarnim genomom Koji
reprezentuje celokupnu varijabilnost L selekcionog rezima. Dodatno, stalnim povratnim ukrStanjima sa
muzjacima iz populacije dvostrukih hibrida sprec¢eno je formiranje i evolucija specifi¢nih epistatickih
mito-jedarnih interakcija. Sve jedinke koriS¢enje u ukr$tanjima birane SuU nasumicno. Vise detalja o
formiranju populacija dvostrukih hibrida i mitohondrijskih linija moze se nac¢i u Pordevi¢ i sar. (2015).

3.2.2 Wolbachia

Za mnogobrojne vrste insekata karakteristi¢na je infekcija bakterijama kao Sto je Wolbachia,
intracelularni patogen koji se prenosi preko majki citoplazmom jajne ¢elije zajedno sa mitohondrijama.
Ova bakterija utiCe na reproduktini potencijal svojih gomacina (Werren i sar., 2008) kao i na druge
osobine Zivotne istorije poput duzine zivota (Driver i sar., 2004). Zbog ove specifi¢nosti, kao i zbog
matrilinearnog nacina prenoSenja ovog patogena, postojanje infekcije bi onemogucilo tumacenje
rezultata eksperimenata koji za cilj imaju da odrede efekat mitohondrija na razlicite osobine organizama.
Stoga je pre pocetka eksperimenata uraden test identifikacije prisustva Wolbachia u svim
mitohondrijskim linijama i prirodnim populacijama koriS¢enim u toku izrade ove doktorske disertacije.
Test je predstavljala identifikacija postojanja ftsZ gena karakteristicnog za Wolbachia u uzorcima
insekata kori§¢enjem ftsZunif/ftsZunir prajmera koji mogu da detektuju i male koli¢ine Wolbachia i ¢ije
su sekvence 5’-GGYAARGGTGCRGCAGAAGA-3’ (ftsZunif) i 5>~ ATCRATRCCAGTTGCAAG-3’
(ftsZunir) (Lo i sar., 2002).

PCR smesa za amplifikaciju ovog gena data je u Tabeli 3.2.2.1. Kao pozitivna kontrola kori$¢en
je uzorak insekta Microplontus milefolii koji je inficiran ovim patogenom. Na svakih deset uzoraka
dodavana je negativna kontrola koja je sadrzala sve elemente PCR smese kao i uzorci sa izuzetkom DNK
umesto koje je stavljena molekulska voda. Termalni protokol PCR reakcije se sastojao iz inicijalne
denaturacije na 94°C 2 minuta a zatim su se u 37 ciklusa ponavljali denaturacija na 94°C 30 sekundi,
hibridizacija prajmera na 56°C 1 minut i elongacija na 72°C 1 minut i 30 sekundi. Konac¢no, finalna
elongacija vrsena je na 72°C 10 minuta.

Tabela 3.2.2.1. PCR smesa za reakciju umnozavanja ftsZ gena za odredivanje prisustva Wolbachia.
Sastojak  Koncentracija u Stoku Finalna koncentracija Kolic¢ina za 20 pul PCR miksa
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H,0 11,65 pl

Pufer 10x% 1x 1,5 mM MgCl; 2 ul
MgCl, 25 mM 2,5mM 2ul
dNTPs 10 mM 0,8 mM 1,6 pl
F 10 uM 0,4 uM 0,8 ul
R 10 uM 0,4 uM 0,8 ul
Tagpoli. 5 U/ul 0,375 U/ul 0,15 pl
DNK 1ul

3.3 Odredivanje mitohondrijske i jedarne geneticke varijabilnosti

3.3.1 Ekstrakcija DNK

Ekstrakcija mitohondrijske i jedarne DNK vrsena je po TES (TRIS-EDTA-SDS) protokolu (Rees
i sar.,2001). Najpre su pojedinacni insekti punktirani sterilnom medicinskom iglom u predelu torakalnog
segmenta i stavljeni u 0,4 ml TES pufera za ekstrakciju (20 mM TRIS, 10 mM EDTA, 0,5% SDS) sa
proteinazom K (200 pg/ml). Uzorci su inkubirani oko 16 sati na 56°C. Pufer je zatim prebacen u novu
tubicu i dodato je 400 pul hloroforma. Uzorci su centrifiguirani 10 minuta na 11.000 obrtaja na 4°C nakon
¢ega je supernatant prebacen u novu tubicu i prethodni korak je ponovljen. Supernatant je ponovo
izdvojen 1 dodato mu je 400 pl ledeno hladnog izopropanola, nakon ¢ega su uzorci centrifugirani na
12.000 obrtaja pola sata na 4°C. U ovom koraku DNK se taloZi na dnu tubice, te je tecna faza odlivena
a talog ispran sa 1.000 ul ledeno hladnog etanola. Nakon ispiranja, talog je rastvoren u 50 pl TE pufera
(10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7,6) i nakon rastvaranja u frizideru preko no¢i ekstrahovana DNK ¢uvana
je na-20°C.

3.3.2. UmnoZavanje mitohondrijskih gena

Barkoding region coxl gena umnozen je koris¢enjem modifikovanih LCO1490/HCO2198
prajmera iz Folmer i sar. (1994) (Tabela 3.3.2.1). Ovaj region predstavlja sekvencu duzine 709 bp (baznih
parova) sa prajmerima 1 mahom se koristi za utvrdivanje interspecijske varijabilnosti kod insekata
(Hebert i sar., 2003, Hebert i sar., 2004). Analiza varijabilnosti barkoding regiona uradena je za sve
koris¢ene prirodne populacije.

Preostali mitohondrijski protein-kodirajuci geni umnozeni su kori¢enjem prajmera prema Simon
i sar., (2006), modifikovanim za pasuljevog ZiSka (Tabela 3.3.2.1). Analiza varijabilnosti barkoding
regiona i ostalih mitohondrijskih protein-kodirajucih gena uradena je za mitohondrijske linije koris¢ene
u izradi ove disertacije. U prvoj fazi molekulske karakterizacije linija, uradena je analiza osam
mitohondrijskih protein-kodiraju¢ih gena (cox1, cox3, nad4, nad4l, nad6, cytb, nadl i cox2) za svih 20
mitohondrijskih linija. U drugoj fazi, za odabrane tri mitohondrijske linije dodatno je genotipizirano
preostalih pet protein-kodirajuc¢ih gena u mitohondrijskom genomu (nad2, nad3, nad5, atp6 i atp8).

Sve reakcije amplifikacije radene su u zapremini od 40 pl. PCR smeSe koriS¢ene pri amplifikaciji
ovih regiona date su u Tabelama 3.3.2.2-3.3.2.5. Za sve reakcije umnozavanja koris¢ena je FastGene Taq
polimeraza (NIPPON Genetics Europe). Za vecinu reakcija upotrebljen je High Yield Reaction Buffer
A, dok je za amplifikaciju nad2, nad3 i nad5 koris¢en High Sensitive Reaction Buffer B. U smesu je
dodavano 2 pl ekstrahovane DNK. Negativna kontrola stavljana je posle svakih deset uzoraka i1 sadrzala
je identi¢ne sastojke kao PCR smesa sa izuzetkom DNK, umesto koje je stavljana molekulska voda u
istoj zapremini. Kao pozitivna kontrola koriS¢eni su uzorci koji su u prethodnim istrazivanjima bili
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uspesno umnozavani. Za PCR reakcije koriS¢eni su Mastercycler ep gradient S (Eppendorf, Hamburg,
Nemacka) i GeneExplorer BYQ6631E (Hangzou Bioer Technology, Kina) aparati. Inicijalna
denaturacija vr$ena je na 95°C 5 minuta, zatim su se denaturacija na 95°C 1 minut, hibridizacija prajmera
na 54°C 1 minut i elongacija na 72°C 1 minut i 30 sekundi ponavljali u 35 ciklusa. Na kraju, finalna
clongacija vrSena je na 72°C 7 minuta. Za amplifikaciju nad2, nad3, nad5 i atp8-atp6 regiona
temperatura hibridizacije bila je 50°C, dok je za nad4l-nad6 bila 52°C.
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Tabela 3.3.2.1. Prajmeri kori$¢eni za odredivanje sekvenci mitohondrijskih protein-kodirajucih gena.

Ciljani region . . ) 20 Duzina (bp)
Gen Protein Prajmer Sekvenca prajmera (5’-3’) PCR amplikon  Sekvenca gena
coxl citohrom c oksidaza subjedinica 1 F. LCO1490-Ao TCTCTACGAATCATAAAGATATTGG 709 b 657 b
y R: HCO2198-A0  TAAACTTCAGGGTGGCCAAAAAATCA P P
. . e F: C3-J4792-A0 TAGATGTAAGACCCTGACC
COX3 citohrom c oksidaza subjedinica 3 R C3-N5460-A0 TCTACAAAATGYCAGTATCA 706 bp 621 bp
. o F: N4-J8641-Ao CCTGATGAACACAAACCATG
nad4 NADH dehidrogenaza subjedinica 4 R N4-N9153-A0 TGAGGCTATCAACCAGAGCG 545 bp 474 bp
ovib citohrom b F: CB-J10933-A0 GTTCTCCCCTGAGGGCAAATATC 639 b 576 b
y R: CB-N11526-Ao0  TTCTACAGGGCGTGCTCCAATTCA P P
. . F: N1-J11876-Ao CGAGGTAAAGTTCCCCGAACCCA
nadl NADH dehidrogenaza subjedinica 1 R N1-N12595-A0  GTGGCCTTTTTGACTTTATTAGAGCG 767 bp 678 bp
nad4l &  NADH dehidrogenaza subjedinica 4L &  F: N4L-J9648-Ao ACCTAGTACACCCTCACAAAC 972 b 153 bp nad4l
nad6 NADH dehidrogenaza subjedinica 6 R: CB-N10608-Ao0 CCTAAAAGGGATCCAAAATTTCA P & 509 bp nad6
cox2 citohrom c oksidaza subjedinica 2 F: TL2-)-3033-Ao  TCTAATATGGCAGAGTAGTGCA 784 b 688 b
| R: TK-N-3782-Ao0 AAGTTCATTGCTTACTTTCAGCCATCT P P
. . F: TM-J210-Ao AATAAAGCTATTGGGTTCATACCC
nad2 NADH dehidrogenaza subjedinica 2 R: N2-N993-Ao GGAAGAAATCCTAAGAAAGGAGG 1011 bp 657 bp
. . F: C3-J5470-Ao GCTGCCGCTTGATACTGACA
nad3 NADH dehidrogenaza subjedinica 3 R: TN-N6160-A0 TCAATTTGATCATTAACAGTGA 753 bp 354 bp
. e F: N5-J7077-Ao0 CTAAATCTTTAGAATAAAACCC
nad5 NADH dehidrogenaza subjedinica 5 R N5-N7793-A0 TTAGGCTGAGATGGTTTAGG 754 bp 668 bp
atp8 & ATP sintaza FO subjedinica 8 F: TK-J3790-Ao CATTAGATGGCTGAAAGTAAGCA 795 b 156 bp atp8
atp6 & ATP sintaza FO subjedinica 6 R: A6-N4552-Ao ATGGCCAGCGATTATATTAGC P & 488 bp atp6
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Tabela 3.3.2.2. PCR smesa za amplifikaciju barkoding regiona cox1 gena.

Sastojak  Koncentracija u Stoku Finalna koncentracija Koli¢ina za 20 pl PCR miksa
H20 12,8 ul
Pufer 10x 1x 1,5 mM MgCl; 2 ul
MgCl, 25 mM 1 mM 0,8 ul
dNTPs 10 mM 0,6 mM 1,2 pl
F 10 uM 0,5 uM 1l
R 10 uM 0,5 uM 1l
Taqpoli. 5U/ul 0,05 U/ul 0,2 ul
Tabela 3.3.2.3. PCR smesa za amplifikaciju cox2, nad2 i nad4l-nad6é genskih regiona.
Sastojak  Koncentracija u Stoku Finalna koncentracija Koli¢ina za 20 ul PCR miksa
H.0 10,8 pul
Pufer 10x 1x 1,5 mM MgCl, 2ul
MgCl, 25 mM 3,5mM 2,8 ul
dNTPs 10 mM 0,6 mM 1,2 pl
F 10 uM 0,5 uM 1l
R 10 uM 0,5uM 1l
Taqpoli. 5U/ul 0,05 U/ul 0,2 ul
Tabela 3.3.2.4. PCR smesa za amplifikaciju atp6-atp8 genskog regiona.
Sastojak  Koncentracija u $toku Finalna koncentracija Koli¢ina za 20 pl PCR miksa
H20 11,8 pl
Pufer 10x 1x 1,5 mM MgCl; 2 ul
MgCl, 25 mM 2,25 mM 1,8 ul
dNTPs 10 mM 0,6 mM 1,2 pl
F 10 uM 0,5uM 1l
R 10 uM 0,5uM 1l
Taqpoli. 5U/ul 0,05 U/ul 0,2 ul
Tabela 3.3.2.5. PCR smesa za amplifikaciju cox3, cytb, nadl, nad3, nad4 i nad5 gena.
Sastojak  Koncentracija u §toku Finalna koncentracija Koli¢ina za 20 pl PCR miksa
H-0 12,4 pl
Pufer 10x 1x 1,5 mM MgCl; 2 ul
MgCl, 25 mM 1,5mM 1,2 pl
dNTPs 10 mM 0,6 mM 1,2 pl
F 10 uM 0,5 uM 1pl
R 10 uM 0,5 uM 1pl
Taqpoli. 5U/ul 0,05 U/ul 0,2 ul

Za proveru uspesSnosti umnoZavanja 1% agarozni gel sa interkaliraju¢om bojom DNA Stain G
(Serva) i nalivenim uzorcima slikan je pod UV lampom. Koncentracija i veli¢ina PCR produkta su
odredeni poredenjem sa markerom DNA 100 bp DNA ladder (SERVA). UspeSno umnoZzeni uzorci su
poslati na sekvenciranje Sangerovom metodom u komercijalnu firmu (Macrogen Europe, Amsterdam,
Holandija).

Zaproveru kvaliteta dobijenih sekvenci koris¢en je FinchTV softver (razvijen od strane Geospiza,
Inc). MEGA 5.0 program (Tamura i sar., 2011) upotrebljen je za poravnjanje sekvenci (pomocu
implementiranog CLUSTAL W programa (Thompson i sar., 1994)), identifikovanje specificnosti
razli¢itih haplotipova i racunanje parametara mitohondrijskog diverziteta. Za racunanje parnih distanci
izmedu mitotipova izabrani su najverodostojniji modeli nukleotidne supstitucije na osnovu veliine
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Bajesovog informacionog kriterijuma. Sve sekvence su BLAST (engl. Basic Local Aligment Search
Tool) analizom poravnate i uporedene sa dostupnim sekvencama odgovarajuéih gena ove vrste u NCBI
bazi.

Intraspecijska varijabilnost haplotipova i njihovi odnosi najbolje se prikazuju haplotipskim
mrezama. TCS haplotipske mreze mitohondrijskih mitotipova konstruisane su u programu PopART v1.7
(Leigh i Bryant, 2015). Haplotipski odnosi su izra¢unati metodom statisticke parsimonije (Templeton i
sar., 1992) sa 95% intervalima poverenja.

Da bi se odredila haplotipska varijabilnost na razli¢itim hijerarhijskim nivoima populacione
strukture prirodnih populacija, upotrebljena je analiza molekulske varijanse (AMOVA) u programu
Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier i Lischer, 2010). Populacije poreklom sa svih lokaliteta opisanih u Tabeli S1
i prikazanih na Slici 3.2.1 grupisane su na slede¢e nacine: prema regionu Srbije kom pripadaju, prema
rekama kao geografskim barijerama i prema tome da li pripadaju regionu u koji je u 16. veku pasulj
stigao iz drugih delova tadasnje Austrougarske ili iz Turske (Otomanskog carstva) (Bellucci i sar., 2023)
(podela na VVojvodinu i ostatak Srbije). Konacno, testirana je i hipoteza da nema visih nivoa hijerarhijske
organizacije populacija. Da bi se izmerila diferencijacija pojedinacnih populacija, u istom programu
izraCunate su i parne vrednosti indeksa fiksacije (Fst). Fst moze imati vrednosti od 0 (nema
diferencijacije izmedu populacija) do 1 (potpuna divergencija izmedu populacija). U nekim sluc¢ajevima
se mogu dobiti i negativne vrednosti koje se tumace kao 0.

3.3.3 Analiza varijabilnosti mikrosatelitskih lokusa prirodnih populacija pasuljevog zZiska

Mikrosateliti ili SSR (engl. simple sequence repeat) sekvence su lokusi u okviru kojih se aleli
razlikuju u broju ponovaka odredenih motiva duzine 1-6 bp (Ellegren, 2004). Zbog visoke varijabilnosti,
mikrosateliti su Siroko kori§éeni za opisivanje geneticke strukture populacije (Sunnucks, 2000). Za
potrebe izrade ove disertacije kori$¢eno je devet mikrosatelitskih lokusa, AcobtC12, AcobD04, AcobD06,
AcobtEQ1, AcobEO4, AcobtEQ7, AcobtF01, AcobtF09 i AcobtGO08 (Alvarez i sar., 2004; Duan i sar.,
2017), cije su karakteristike i prajmeri kori¢eni za njihovo umnoZzavanje dati u Tabeli 3.3.3.1.
Amplifikacija je radena u multipleks reakcijama i to: AcobD04, AcobDO06, AcobtEOl i AcobEO4 u
multipleksu 1, AcobtEQ7 i AcobtF09 u multipleksu 2, AcobtC12 i AcobtG08 u multipleksu 3, dok se
AcobtF01 umnozavao samostalno zbog specifi¢ne temperature hibridizacije. Smese za PCR reakciju date
suu Tabeli 3.3.3.2. Temperaturni protokol za amplifikaciju uklju€ivao je incijalnu denaturaciju na 95°C
10 minuta, zatim su se denaturacija na 94°C 30 sekundi, hibridizacija prajmera na 52°C (odnosno 57°C
u slu¢aju AcobtF01) 1 minut i 30 sekundi i elongacija na 72°C 1 minut ponavljali u 30 ciklusa. Na kraju,
finalna elongacija vrSena je na 72°C 10 minuta. Za sve reakcije koris¢en je GeneExplorer BYQ6631E
(Hangzou Bioer Technology, Kina) aparat.

Tabela 3.3.3.1. Karakteristike mikrosatelitskih (SSR) lokusa i prajmera kori§¢enih za odredivanje geneti¢kog
diverziteta. SSR motiv — sekvenca koja se ponavlja u datom lokusu; boja — boja fluorofore kojom su obeleZeni reverzni
prajmeri na 5° kraju; Ta— temperatura hibridizacije prajmera.

i . (8930 DuZina . Ta
SSR lokus SSR motiv Prajmeri (5°-3°) (bp) Boja °C)
AcobtC12 (TG)x F: GATCCTCTGATGCTACATTTGGTC 288-540 HEX 52

R: GAGCACGAGCACACGCA

AcobD04  (AC)XGC(AC)x Ay AN 178 6-FAM 52
AcobDOS  (TG)xC(TG)x A eTeeIceTioTee 346-350  HEX 52
ACOBEEOL  (AC)X(AT)XAC(AT)X(AC)XAT(AG)x A aclpgeraaaliics 138-158  NED 52
s EDEOCOAMIBO N AT e e

AcobtE07 (AG)x F: ACACAGTCATGATGACAGC 103-137 HEX 52
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R: AAGTAGAAAATGACGACGAC

F: CATAAGGATATTGATTTCGTC
AcobtFOL (G« R: TGTTCACAATTTCACAGC 236 HEX 57

F: AGCAGACGACAAGCAGCACAC
AcobtF09 (CA)x R: CGAGCCGCATACGCATTG 143-159 6-FAM 52

F: GGTGGAGGGACCGCACAC
AcobtGO8  (GT)x R: CCTTCGGAAATCGTGGATACCC 00 6-FAM 52

Tabela 3.3.3.2. Smesa za multipleks PCR. Sve hemikalije su iz Qiagen Mupltiplex PCR kita. MMM — Multiplex
PCR Master Mix.

Sastojak Koncentracija u §toku Finalna koncentracija Koli¢ina za 10 ul PCR miksa
H20 ostatak zapremine

MMM 2x 1x 1,5 mM MgCl, 2 ul

Qsolution  1x 1,5mM 1,2 ul

prajmeri 12,8 uM 0,32 uM 0,25 pul x x

DNK 5ng 1l

Nakon amplifikacije, umnozena DNK je denaturisana dodavanjem formamida a zatim
inkubiranjem na 94°C pet minuta i na ledu pet minuta. Potom su duZzine fragmenata odredene na
automatskom sekvenatoru ABI Prsim 3130 (Applied Biosystems) poredenjem sa standardom za duZinu.
Analiza duzine fragmenata i genotipizacija vrSeni su u GeneMapper 6 (Applied Biosystems) softveru.
Lokusi AcobDO04, AcobtF01 i AcobtGO08 su se pokazali kao monomorfni te su iskljuéeni iz daljih analiza.

Analiza strukturiranosti prirodnih populacija na novu jedarnog genoma koriS¢enjem rezultata
varijabilnosti mikrosatelitskih lokusa uradena je u programu STRUCTURE v2.3.2 koji koristi metodu
Bajesovog grupisanja (Pritchard i sar., 2000; Falush i sar., 2003). Ovaj program kori$¢en je da bi se
utvrdio najverovatniji broj genetickih klastera (K) bez prethodno postavljene hipoteze. Kori§¢en je model
mesovitog porekla, koji podrazumeva da svaka individua moze pripadati bilo kom genetickom klasteru,
1 naznaceno je da su ucestalosti alela izmedu populacija korelisane. Ovakva podeSavanja se koriste
ukoliko ocekujemo da populacije nisu snazno diferencirane i da barem u nekoj meri dolazi do njihovog
mesanja i prikladna su za detekciju malih nivoa diferenciranosti populacija. Analiza je radena 20 puta za
svako K sa 50.000 burn-in perioda i 200.000 MCMC (Markovljev lanac Monte Karlo) iteracija. Rezultati
su importovani u Structure Selector internet softver (Li i Liu, 2018) kojim je odreden najverovatniji broj
K Evanovom metodom na osnovu prora¢una za AK (Evanno i sar., 2005), dok je za konstruisanje
histograma za prikaz genetickih klastera koris¢en CLUMPAK (Kopelman i sar., 2015) softver integrisan
u Structure Selector.

Analiza molekulske varijanse (AMOVA) i raunanje parnih vrednosti Fst radeni su u programu
Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier 1 Lischer, 2010) na isti nain kao i za mitohondrijske haplotipove. Dodatno,
u istom softveru izraCunati su 1 parametri geneticke varijabilnosti prirodnih populacija za Sest
mikrosatelitskih lokusa: prosec¢an broj alela po lokusu (na), prose¢na dobijena heterozigotnost (Hp),
prose¢na ocekivana heterozigotnost (Ho) i indeks fiksacije unutar populacija (Fis).

3.4. Odredivanje efekta mitohondrijskih haplotipova na osobine Zivotne istorije

Najvazniji cilj ove disertacije bio je da se odrede efekti razli¢itih mitotipova na osobine zivotne
istorije muzjaka i zenki i da se potencijalno identifikuje kandidat TTZ mitotip. Da bi se ispitao efekat
mitotipa poreklom iz neke od formiranih mitohondrijskih linija najpre je potrebno narusiti jedarnu
sredinu u kojoj je mitotip eksprimiran. Razlog tome je taj Sto je moguce da se su u mitohondrijskim
linijama evoluirale kompenzacione mutacije u jedarnom genomu koje maskiraju efekat mitotipova. Stoga
su zenke iz specifi¢nih mitohondrijskih linija ukrStane sa muzjacima iz osnivacke, B populacije ¢ime su
mito-jedarne interakcije u F1 potomstvu delimi¢no narusene. Za formiranje F1 generacije uzeto je ~30
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neukrstanih Zenki iz specificne mitohondrijske linije i1 spareno sa ~30 neukrStanih B muzjaka. Njihovi
sinovi i1 kéerke imali su 50% jedra iz L jedarne sredine i 50% jedra iz B jedarne sredine i koriS¢eni su
kao fokalne jedinke za eksperimente (Slika 3.4.1). NeukrStane zenke 1 muZzjaci izdvajani su tako Sto se
nakon pocetka izleganja sve jedinke izaSle iz semena odstrane sa pasulja, a potom se pasulj pregleda na
svaka dva sata. Sve izlegle jedinke u tom periodu se razdvajaju po polovima i ¢uvaju zasebno u staklenim
epruvetama bez semena pasulja. Kako u prva dva sata nakon izleganja ziSci nisu reproduktivno aktivni,
ovim je zagarantovano izdvajanje neukrStanih jedinki.

Razlog zasto su u ovom, ali i ostalim eksperimentima ove disertacije, koriS¢ene vrlo varijabilne
jedarne sredine jeste taj Sto je cilj bio ispitati efekat mitotipa 1 njegovih razli¢itih interakcija koje se mogu
javiti pri njegovom eksprimiranju u nehomogenoj sredini. U slu€aju ispitivanja mitotipa u inbredovanoj,
homozigotizovanoj jedarnoj sredini dobila bi se informacija samo o efektu veoma specifi¢nih interakcija
koji mitotip ostvaruje sa malim brojem alela u takvoj jedarnoj sredini. Dizajnom primenjenim u ovom
istrazivanju omoguc¢avamo ispoljavanje mitohondrijskih haplotipova u punoj varijabilnosti neke jedarne
sredine i samim tim dobijanje pune slike uticaja koji dati mitotip ima u ispitivanoj jedarnoj sredini.

Sve mitohondrijske linije bile su zastupljene u barem dve nezavisne replike (osnovane su od
strane razlicitih zZenki koje su nosile identican mitotip). Koris¢enjem replika omoguéeno je da se razluci
stvarni efekat mitohondrijskog haplotipa od efekta specifi¢nih epistati¢kih interakcija koje su se
potencijalno javile unutar pojedina¢nih replika u toku odrzavanja ovih populacija (Dowling i Wolff,
2023). Jedini izuzetak je prvi eksperiment u kome je ispitivan efekat Sest mitotipova na preadultne
osobine zivotne istorije, gde je mitotip MGlc raden u samo jednoj replici.
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Slika 3.4.1. Shema eksperimentalnog dizajna za odredivanje efekta mitohondrijskih haplotipova na osobine Zivotne
istorije pasuljevog ziska. L — populacija u L selekcionom rezimu. B — osnivacka populacija. Zutom mitohondrijom
predstavljen je fokalni mitotip.
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3.4.1. Pilot eksperiment — ispitivanje uticaja Sest laboratorijskih mitotipova na osobine Zivotne
istorije

Prvi eksperiment uraden u okviru ove disertacije bio je pilot eksperiment koji je za cilj imao da
utvrdi da li neki od pronadenih laboratorijskih mitotipova ima potencijalan polno specifican negativan
efekat na muzjake. Konkretno, cilj je bio da se na osnovu ovog eksperimenta odredi potencijalni kandidat
TTZ mitotip i kontrolni mitotipovi na kojima ée se raditi detaljnije analize.

Za ovaj pregled efekata mitohondrijskih haplotipova na osobine Zivotne istorije pasuljevog ziska
koris¢eno je Sest mitohondrijskih linija (MGla, MG1b, MGlc, MG1d, MG3a i MG3b) (o karakterizaciji
ovih linija bi¢e vise re¢i u odeljku Rezultati). Muzjacima i zenkama ovih mitotipova u naruSenim
jedarnim sredinama (Slika 3.4.1) testirani su vijabilitet kao preadultna osobina Zivotne istorije i totalni
fekunditet i duzina zivota kao adultne osobine.

3.4.1.1 Testiranje preadultnog vijabiliteta

Za svaku liniju i pol, nakon ukrstanja sa B muZzjacima, iz F1 generacije uzeto je ~150 jedinki starih
jedan dan i stavljene su u Petri Solju dijametra 9 cm sa nekoliko zrna pasulja da bi se podstakla
ovipozicija. Jaja su svaki dan odstranjivana iz Petri Solje, prebrojavana i ~100 jaja je stavljano u nove
Petri Solje napunjene zrnima pasulja. Na taj nacin je napravljeno u proseku oko 20 $olja po mitotipu po
polu (ukupno 264). Nakon mesec dana prebrojan je broj svih adulata koji se izlegli iz zrna pasulja.
Vijabilitet je raCunat kao odnos broja izleZenih adulata i broja postavljenih jaja po Petri Solji.

3.4.1.2 Testiranje totalnog fekunditeta i duzine Zivota

Za procenu adultnih osobina zivotne istorije nakon ukrStanja sa B muzjacima za svaku repliku,
iz F1 generacije uzeti su neukr§tani muZjaci i Zenke i spareni sa B jedinkama (Slika 3.4.1). Pojedina¢ni
parovi su stavljeni u Petri Solje dijametra 5 cm sa po jednim zrnom pasulja. Broj poloZenih jaja je
utvrdivan svaki dan nakon ¢ega su sva jaja odbacivana. Na taj nacin je dobijena informacija o dinamici
polaganja jaja. Jedinke su pracene svakodnevno dok i muzjak 1 Zenka nisu uginuli. Za svaki mitotip
napravljeno je ~90 parova po polu (ukupno 1097 parova).

Totalni fekunditet racunat je kao ukupan broj polozenih jaja, dok duzina Zivota predstavlja
vreme proteklo od izlaska jedinke iz zrna pasulja do njene smrti (u danima). S obzirom na to navedene
adultne osobine Zivotne istorije pozitivno korelisu sa masom jedinki, jedinke su izmerene odmah po
izlasku 1z pasulja na analiti¢koj vagi.

Na osnovu podataka iz ovog eksperimenta (Slika 4), od Sest mitohondrijskih haplotipova
odabrana su tri koji ¢e se koristiti u daljim analizama: MG3b koji dovodi do pada vijabiliteta i totalnog
fekunditeta kod muZjaka u odnosu na muZzjake drugih mitotipova, a nema negativan efekat na duzinu
zivota muzjaka niti na osobine zivotne istorije Zzenki, i MGla i MG1d, tzv. kontrolni mitotipovi, koji
nemaju negativan efekat ni na muzjake ni na Zenke.

3.4.2 Ispitivanje efekta kandidat TTZ mitotipa i kontrolnih mitotipova na adultne osobine Zivotne
istorije

Efekat tri izabrana mitotipa (MGla, MG1d, MG3b), zastupljena u po dve replike, na adultne
osobine Zivotne istorije pasuljevog zZiSka ispitan je u zasebnom eksperimentu sa veCom veli¢inom uzorka
pojedinacnih mitotipova u odnosu na pilot eksperiment.

32



3.4.2.1 Testiranje ranog i totalnog fekunditeta i1 duzine zivota

Eksperimentalni protokol za analizu fekunditeta i duzine zivota bio je u potpunosti identi¢an pilot
eksperimentu. Za svaku repliku napravljeno je ~60 parova po polu (3 mitotipa x 2 replike x 2 pola x ~
60 parova = ~720 parova).

Rani fekunditet je procenjen kao broj jaja polozen u prva dva dana zivota, dok su se totalni
fekunditet i duZina Zivota rac¢unali kao i u prethodnom eksperimentu.

3.4.2.2 Testiranje fertiliteta

Za merenje efekta mitotipova na fertilitet, nakon ukrStanja jedinki iz svake replike sa B
muzjacima, uzete su Fi kéerke i sinovi i ukrSteni su sa B jedinkama. Pojedinacni parovi smesteni su u
Petri Solje dijametra 5 cm napunjene zrnima pasulja. Za svaku repliku napravljeno je 60 parova po polu
(3 mitotipa x 2 replike x 2 pola x 60 parova = 720 parova). Fertilitet je racunat kao ukupan broj jedinki
koji se izlegao iz svake Petri Solje.

3.5 Odredivanje mitohondrijske funkcije kandidat TTZ mitotipa i kontrolnih mitotipova

Ispitivanje efekta mitohondrijskog haplotipa na mitohondrijsku respiratornu funkciju kod
muzjaka pasuljevog ziska predstavlja treéi cilj ove disertacije. Kao i u prethodnom eksperimentu, i u
ovom slucaju je neophodno narusiti varijabilnu jedarnu sredinu u kojoj se eksprimiraju ispitivani
mitotipovi. Dakle, u eksperimentu je koris¢eno musko potomstvo iz ukrstanja zenke sa fokalnim
mitotipom 1 koevoluiranom L jedarnom sredinom i muzjaka sa B jedarnom sredinom (Slika 3.5.1).

P:  100% L jedro % X *100%Bjedm

zenka sa B muzjak
fokalnim
mitotipom

50% L jedro
Fi: 50% B jedro

merenje mitohondrijske
respiratorne funkcije
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Slika 3.5.1. Shema eksperimentalnog dizajna za odredivanje efekta mitohondrijskih haplotipova na mitohondrijsku
respiratornu funkciju. L — populacija u L selekcionom rezimu. B — osnivacka populacija. Zutom mitohondrijom predstavljen
je fokalni mitotip.

3.5.1 Merenje mitohondrijske respiracije

Mitohondrijska respiracija merena je metodom respirometrije visoke rezolucije koriS¢enjem
OROBOROS Oxygraph-2k (OROBOROS Instruments Inc., Insbruk, Austrija) aparata. Ovaj aparat meri
stopu potroSnje (fluks) kiseonika od strane bioloSkog uzorka. Kiseonik se u uzorku trosi kao posledica
aktivnosti elektron transportnog lanca (ETL) na unutra$njoj membrani mitohondrija koji prenosi
elektrone sa donora elektrona na kiseonik redukuju¢i ga do vode. Dakle, stopa potrosnje kiseonika, to
jest respiracije zavisi od toga koliko su efikasni kompleksi koji primaju elektrone od supstrata (kompleks
I koji prima elektrone od NADH i kompleks Il koji prima elektrone od sukcinata), kao i od nivoa
aktivnosti kompleksa Il i IV koji dalje te elektrone prenose. Dodatno, kiseonik se u uzorku tro$i i na
racun oksidacije molekula koja nije spregnuta sa procesom transporta elektrona u ETL. Primenom
titracije supstrata i inhibitora kompleksa elektron transportnog lanca u ovom eksperimentu bilo je
moguce odrediti vrednosti respiracije vezanu za komplekse I, 117 IV.

3.5.1.1 Priprema uzoraka

Neukrstani muzjaci stari jedan dan su stavljeni u frizider na 4°C na pet minuta da bi se umirili
radi preciznog merenja na analitickoj vagi. Nakon toga su zasebno stavljeni u tubicu sa 200 pl ledeno
hladnog medijuma za mitohondrijsku respiraciju 05 (MiR05; 0,5 mM EGTA, 3 mM MgCl2*6H.0, 60
mM K-laktobionska kiselina, 20 mM taurin, 10 mM KH2PO4, 20 mM HEPES, 110 mM saharoza i 1 g/L
BSA bez masnih kiselina, pH = 7,1) a zatim homogenizovani na ledu sa pet kruznih pokreta Stapi¢em za
homogenizaciju.

3.5.1.2 Protokol za merenje mitohondrijske respiracije

U komore aparata dodato je 200 pl homogenata uz paznju da se ne ubace komadiéi hitina.
Respiracija izmerena nakon dodavanja homogenata posledica je pozadinskih procesa oksidacije. Zatim
su Hamiltonovim Spricevima titrirani supstrati i inhibitori:

a) 5 mM piruvat, 10 mM malat i 10 mM glutamat — supstrati za kompleks 1. U ovom slucaju jos$
nema ADP-a, te se sva potro$nja kiseonika vrsi na raun curenja protona kroz unutrasnju mitohondrijsku
membranu u mitohondrijski matriks, to jest nije spregnuta sa sintezom ATP-a.

b) 2,5 mM ADP (+ 1,5 mM MqgCly) — kada se doda ADP krece oksidativna fosforilacija. U ovom
stadijumu elektroni u ETL ulaze samo kroz kompleks I, te je fluks kiseonika zavisan od aktivnosti ovog
kompleksa.

c) 10 uM citohrom ¢ — ovaj korak se radi da bi se proverila intaktnost spoljas$nje mitohondrijske
membrane. Citohrom ¢ dovodi do porasta potroSnje kiseonika ako se nade u medumembranskom
prostoru mitohondrija, §to je moguce samo ako membrana nije o€uvana. Integritet membrane Se smatra
dobrim ukoliko respiracija ne poraste za vise od 20%.

d) 10 mM sukcinata — supstrat za kompleks Il. Sukcinat se redukuje do fumarata obezbedujuci
elektrone za ETL. U ovom koraku meri se fluks kiseonika vezan za komplekse I i Il.

e) 1 uM rotenon — inhibitor kompleksa I. Respiracija se odvija na osnovu transporta elektrona
koji u ETL ulaze preko kompleksa 1.
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f) 2,5 uyM antimicin A — inhibitor kompleksa III. U ovom koraku je moguce izmeriti tzv.
rezidualnu potrosnju kiseonika koja nije posledica aktivnosti ETL wve¢ aktivnosti razlicitih
oksidoreduktaza.

g) 2 mM askorbat i 0,5 mM TMPD — TMPD (N,N,N’,N’-tetreametil-p-fenilendiamin) je donor
elektrona za kompleks IV, dok askorbat sluzi tome da spreci autooksidaciju TMPD-a i1 odrzi ga u
redukovanom stanju. Dodavanjem ovih jedinjenja meri se aktivnost kompleksa IV izolovana od
aktivnosti ostatka ETL.

h) 100 mM azid — u ovom koraku se meri potro$nja kiseonika poreklom od autooksidacije TMPD-
a, Sto se naziva hemijskim pozadinskim Sumom.

Nakon zavrs$etka merenja, homogenat iz komora je sakupljen i ¢uvan u zamrzivacu na -20°C za
merenje aktivnosti citrat sintaze.

Treba imati na umu da su svi supstrati dodavani u kataliticki-saturiSu¢im, a ne fizioloSkim
koncentracijama. Ovo omoguc¢ava merenje maksimalne respiracije u svakom koraku, ali ne oslikava
pravo stanje u in vivo ¢elijskim procesima.

Dekuplujuéi agensi su slabe kiseline rastvorljive u lipidima koje funkcioniSu kao prenosioci
protona kroz unutrasnju membranu mitohondrija ¢ime omogucavaju protok protona niz gradijent
koncentracije u mitohondrijski matriks. Ovo omoguéava merenje maksimalne respiracije koja nije
ograniCena funkcijom ATP sintaze ve¢ odrazava maksimalni kapacitet elektron transportnog lanca za
prenos elektrona. Prethodna istraZivanja na pasuljevom Zisku su pokazala da dekupluju¢i agens DNP
(dinitrofenol) ne dovodi do poveéanja potrosnje kiseonika (Mast i sar., 2024), te nije koris¢en u ovom
eksperimentu.

Respiracija je merena u pikomolima kiseonika potroSenih u jednoj sekundi u jednom miligramu
tkiva (pmol Oz st mg™?). 1z ovih sirovih podataka prera¢unavani su sledeé¢i parametri:

1. LEAK - respiracija usled curenja protona. Dobija se kada se od respiracije izmerene nakon
dodavanja piruvata, malata i glutamata oduzme respiracija izmerena pre dodavanja ova tri supstrata.

2. Kapacitet oksidativne fosforilacije vezan za kompleks | (PCI) — ra¢una se kada se od
respiracije izmerene nakon dodavanja ADP-a oduzme rezidualna respiracija (dobijena nakon dodavanja
antamicina a).

3. Kapacitet oksidativne fosforilacije vezan za komplekse I i 11 (PCI+11) — dobija se kada se
od respiracije izmerene nakon dodavanja sukcinata oduzme rezidualna respiracija.

4. Kapacitet oksidativne fosforilacije vezan za kompleks Il (PCIl) — predstavlja razliku
izmedu respiracije izmerene nakon inhibiranja kompleksa I rotenonom 1 rezidualne respiracije.

5. Aktivnost kompleksa IV — racuna se tako Sto se od respiracije izmerene nakon dodavanja
TMPD-a i askorbata oduzme respiracija poreklom od autooksidacije TMPD-a (nakon dodavanja azida).

6. Odnos respiratorne kontrole (RCR, engl. respiratory control ratio) — predstavlja nivo
efikasnosti kori$¢enja transporta elektrona za sintezu ATP-a i racuna se kao:

respiracija pre dodavanja ADP

1—
respiracina nakon dodavanja ADP

7. Efekat citohroma c¢ — predstavlja procentualno povecanje respiracije nakon dodavanja
citohroma c i racuna se kao:

repiracija nakon dodavanja citohroma c — respiracija pre dodavanja citohroma c 100
X

respiracija nakon dodavanja citohroma c
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3.5.2 Merenje aktivnosti citrat sintaze

Da bi se dobili podaci o respiraciji po mitohondriji potrebno je dobijene parametre normalizovati
na marker mitohondrijske koli¢ine. Za izradu ove disertacije kao marker izabrana je specifi¢na aktivnost
citrat sintaze.

Citrat sintaza (CS) je enzim kodiran jadarnim genomom koji se transportuje u mitohondrijski
matriks i tamo igra klju¢nu ulogu u Krebsovom ciklusu. CS katalizuje reakciju u kojoj od acetil-koenzima
A i oksalacetata u prisustvu vode nastaju citrat i regenerisani koenzim A.

(1) acetil-CoA + oksalacetat + H>O — citrat + CoA-SH

Specifi¢na aktivnost citrat sintaze meri se spektrofotometrijskom metodom preko apsorbance
molekula TNB (2-nitro-5-tiobenzoi¢na kiselina) koji nastaje u reakciji regenerisanog koenzima A i
DTNB (5,5-ditio-bis-(2-nitrobenzoi¢na kiselina)):

(2) CoA-SH + DTNB — TNB + CoA-S-S-TNB

Naime, apsorbanca je jednaka proizvodu molarnog ekstinkcionog koeficijenta supstance (¢, mM"
Yem™) koji je specifi¢an za supstancu i talasnu duZinu, molarne koncentracije supstance (C, cm) i duZine
optickog puta (I, cm) koji je odreden dimenzijama kivete:

(3)A=excxl

Stopa povecéanja apsorbance je proporcionalna aktivnosti enzima i racuna se formulom:

dA

D)1y = ar

Stopa promene koncentracije TNB-a (dc/dt) proporcionalna je specifi¢noj aktivnosti enzima i
izvodi se iz formula (3) i (4):

dc dA T
(S)E_dtxlXS_ZXS

Specificna aktivnost enzima v je direktno proporcionalna stopi promene koncentracije TNB-a a
obrnuto proporcionalna faktoru razredenja (Vuzorak/Viiveta) 1 gustini uzorka (p, mg/ml) i izrazava se u
[U/mg. Dakle, specifi€na aktivnost enzima jednaka je:

Ta Vkiveta
X & Vuzorak X p

(6)V=l

TNB najbolje apsorbuje na talasnoj duzini od 412 nm, a molarni ekstinkcioni koeficijent € mu
iznosi 13,6 mM™cm. Sva merenja izvedena su na konstantnoj temperaturi od 30°C u kivetama debljine
lcm(1=1cm).

3.5.2.1 Protokol za merenje aktivnosti CS
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U Kivetu je stavljano 700 pl dejonizovane vode, 100 pl DTNB (2 mg DTNB rastvorenau 1 M
Tris-HCI puferu (pH = 8,1); finalna koncentracija u kiveti 0,1 mM), 25 ul 10% rastvora Triton-X, 50 pl
oksalacetata (6,6 mg oksalacetata rastvorena u 5 ml 0,1 M trietanolamin-HCI-EDTA pufera (pH = 8,0);
finalna koncentracija u kiveti 0,5 mM), 25 ul acetil-CoA (25 mg acetil-CoA rastvoreno u 2,5 ml
dejonizovane vode; finalna koncentracija u kiveti 0,31 nM) i 100 pl homogenata tkiva (Vuzorak). Ukupna
zapremina kivete (Vkiveta) je 1000 pl.

Promena apsorbance u kiveti merena je na talasnoj duzini od 412 nm 180 sekundi sa integerom
od 0,2 sekunde i ciklusom od 30 sekundi. Konacni rezultati stope povecanja apsorbance za svaki uzorak
umanjeni su za vrednost stope povecanja apsorbance blanka, to jest kivete u kojoj su se nalazila sva
jedinjenja kao u kivetama sa uzorkom sem homogenata tkiva.

Da bi se rezultati respirometrije normalizovali na aktivnost citrat sintaze sve sirove vrednosti
potro$nje kiseonika Su podeljene sa specificnom aktivno$¢éu ovog enzima.

3.6 Testiranje efekta kandidat TTZ mitotipa i kontrolnih mitotipova u razlicitim jedarnim
sredinama i temperaturnim rezimima

Cilj ove teze bio je i odredivanje efekta TTZ i kontrolnih mitotipova na fertilitet muzjaka i Zenki
pasuljevog ziska u razli¢itim varijabilnim jedarnim sredinama poreklom iz prirodnih populacija.
Kriterijum za izbor prirodnih populacija bio je da su parne vrednosti parametra Fst izra¢unate za jedarne,
mikrosatelitske lokuse izmedu svake od populacija statisticki znacajne i da se nalaze na udaljenim
lokacijama, to jest u razli¢itim regionima Srbije. Dodatno, vaZan prakti¢ni kriterijum bio je da su to
populacije koje su u laboratoriji uspe$no odrzavane u velikoj brojnosti barem pet generacija pre pocetka
eksperimenta, dakle da su se prilagodile na laboratorijske uslove sredine. Postujuci navedene kriterijume
izabrane su populacija iz Bele Palanke (BP; juzna Srbija), Srpske Crnje (SC; severna Srbija) i Ravnja
(Ra; zapadna Srbija).

Da bi se ispitao efekat MG3b i dva kontrolna mitotipa, MGla i MG1d, u razli¢itim jedarnim
sredinama, neophodno je kontrolisanim ukrStanjima zameniti njihovu staru jedarnu sredinu novim
sredinama. Ovaj proces se vrsio dve generacije za svaku od Sest replika ova tri mitotipa. Naime, prvo su
zenke fokalnog mitotipa ukrStene sa muzjacima iz Zeljene prirodne populacije. Njihove F1 kéerke su
zatim ponovo ukrStene sa muzjacima iz iste populacije. Da bi se dobijenim F, muzjacima i Zenkama
nezavisno ispitao fertilitet, bilo je neophodno ukrstiti je sa referentnom populacijom, za $ta je koris¢ena
osnivacka, B populacija (Slika 3.6.1).

Testiranje efekta mitotipova vrseno je u F2 generaciji zbog moguénosti javljanja hibridnog vigora
u prvoj generaciji nakon hibridizacije jedinki razli¢itih jedarnih sredina. Naime, Fi hibridi su
heterozigotni za veliki broj jedarnih lokusa. To znaci da je moguce da se efekti mnogih $tetnih recesivnih
alela ne ispoljavaju (Hill i sar., 2019). Dodatno, ukoliko u originalnoj jedarnoj sredini segregiraju
kompenzacione mutacije koje maskiraju negativne efekte mitohondrijskih haplotipova, moguce je da ¢e
one i dalje ispoljavati svoj maskirajuéi efekat u heterozigotnom stanju. U F2 generaciji je heterozigotnost
mnogo niza te ¢e tek u njoj dovoljno veliki broj jedinki biti homozigotan za jedarne alele koji maskiraju
efekat mitotipova (Burton i sar., 2006; Rand i Mossman, 2020). Dakle, ako se u F1 generaciji ve¢ ispolji
negativan efekat mitohondrijskog mitotipa, kao $to je to bio slucaj u eksperimentu opisanom u odeljku 4
ovog poglavlja, onda se moze ocCekivati da ¢e se efekat intenzivirati u daljim generacijama. Medutim,
kako je moguce da efekat bude zamaskiran, u ovom eksperimentu je odmah testirana F. generacija.

Kako su brojna istrazivanja pokazala da pored mito-jedarnih interakcija znaajan uticaj na
ispoljavanje osobina Zivotne istorije imaju 1 interakcije sa zivotnom sredinom, pre svega temperaturom
(Dowling i sar., 2007b; Arnqvist i sar., 2010; Hoekstra i sar., 2013), dodatni cilj ove disertacije bilo je
utvrdivanje da li temperatura ima uticaj na efekat razli¢itih mito-jedarnih kombinacija na fertilitet
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muzjaka i Zenki. Dakle, ovaj eksperiment je raden paralelno na 30°C, Sto je temperatura na kojoj se
standardno odrzavaju populacije pasuljevog ziska, i na 32°C, temperaturi koja se u prethodnom
laboratorijskom iskustvu pokazala kao stresor za ovu vrstu. Odmah nakon ukr$tanja F» jedinki sa B
jedinkama, parovi su smesteni u termostat podesen na 32°C i drzani unutra dok svo njihovo potomstvo

nije izaslo iz semena pasulja.

P: X

zenka sa muzjak iz
fokalnim prirodne
mitotipom populacije
50% L jedra
Fi: x 50% novog
jedra

muzjak iz

prirodne
populacy
g ] @

25% L jedra

ng x 75% novog x

jedra

B muzjak ﬁ B Zenka

merenje fertiliteta

Slika 3.6.1. Shema eksperimentalnog dizajna za odredivanje efekta mitotipova u razli¢itim jedarnim sredinama. L
jedro — jedro poreklom od populacija u L selekcionom rezimu. B — osnivacka populacija. Zutom mitohondrijom predstavljen
je fokalni mitotip. Preuzeto i modifikovano od Vlajni¢ i sar. (2025).

3.6.1 Merenje fertiliteta

Za ispitivanje efekta tri mitotipa u tri jedarne sredine na fertilitet, F. jedinke iz kontrolisanih
ukrS§tanja sa muzjacima iz prirodnih populacija sparene su sa B jedinkama. Pojedina¢ni parovi smesteni
Su u Petri Solje dijametra 5 cm napunjene zrnima pasulja. Za svaku repliku u svakoj jedarnoj 1
temperaturnoj sredini napravljeno je 60 parova po polu (3 mitotipa x 2 replike x 3 jedarne sredine x 2
pola x 60 parova x 2 temperature = 4.320 parova).



3.7 Dinamika rasta i promena ucestalosti kandidat TTZ i kontrolnih mitotipova u
populacijama sa razlic¢itim udelima trojanskih Zenki

Poslednji cilj ove disertacije bio je da se utvrdi kakav efekat na prirodnu populaciju ima
introdukecija trojanskih zenki u razli¢itim udelima. Ideja ovog eksperimenta bila je da se u laboratorijskim
uslovima reprodukuje proces ubacivanja trojanskog mitotipa u populaciju sa ciljem kontrole brojnosti
Stetnih vrsta. U svrhu ostvarivanja ovog cilja zasnovane su populacije sa 25% i 75% Zenki kandidat TTZ
ili kontrolnih mitotipova za sve replike. Ukupno je formirano 12 populacija (3 mitotipa x 2 replike x 2
udela), to jest eksperimentalnih grupa. Da bi se napravile populacije sa 25% Zenki Zeljenog mitotipa, za
svaku repliku MG1la, MG1d i MG3b mitotipova uzeto je 10 zenki koje su zajedno sa 30 zenki i 40
muzjaka iz prirodne populacije formirale parentalnu generaciju novonastale populacije. Isto tako, za
populacije sa 75% zenki zeljenog mitotipa, za svaku repliku tri mitotipa uzeto je 30 zenki koje su sa 10
zenki 1 40 muzjaka iz prirodne populacije predstavljale parentalnu generaciju (Slika 3.7.1). U drugoj i u
petoj generaciji su merene osobine Zivotne istorije na osnovu kojih su racunati populaciono-ekoloski
parametri, a u parentalnoj, drugoj, petoj i desetoj generaciji je odredena geneticka struktura populacije
za cox1 gen. Za sprovodenje ovog eksperimenta kori§éena je prirodna populacija iz Bele Palanke.

10 (za 25%) 30 (za 25%)
30 (za 75%) 10 (za 75%) 40

Q@ Q g
P: -|-— X

Zenka sa zenka 1z Bele muzjak iz
fokalnim Palanke Bele Palanke
mitotipom

* merenje osobina Zivotnje istorije Q d
F.: ¢ odredivanje gencticke strukture
2. populacije
¢ merenje osobina Zivoinje istorije Q
Fs: o odredivanje geneticke strukture
populacijc

Q@ g

df— N f—

f— R

Fo: * odredivanje geneticke strukture
populacije

Slika 3.7.1. Shema dizajna eksperimenta koji odreduje dinamiku rasta i promenu udestalosti mitotipova u
populacijama sa razlic¢itim startnim udelima fokalnih mitotipova. Iznad Zenki i muzjaka u parentalnoj generaciji oznaceno je
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koliko je jedinki kori$¢eno za formiranje populacija sa razliitim startnim udelima. Zutom mitohondrijom predstavljen je
fokalni mitotip.

3.7.1. Analiza dinamike rasta populacija

Za racunanje populaciono-ekoloskih (demografskih) parametara za svaki tretman koris¢eni su
podaci iz analiza preadultnih i1 adultnih osobina Zivotne istorije. Analize su sprovodene u drugoj i u petoj
generaciji.

3.7.1.1 Merenje preadultnih osobina Zivotne istorije

Za svaku repliku iz svake eksperimentalne grupe (25% ili 75% startni udeo zeljenog mitotipa)
koris¢eno je ~150 F2, odnosno Fs jedinki starih jedan dan. Stavljene su u Petri Solju dijametra 9 cm sa
nekoliko zrna pasulja da bi se podstakla ovipozicija. Jaja su svaki dan odstranjivana iz Petri Solje,
prebrojavana i ~100 jaja je stavljano u nove Petri Solje napunjene zrnima pasulja. Za svaku repliku iz
svake eksperimentalne grupe postavljeno je po 10 Petri Solja, ukupno 240 (3 mitotipa x 2 replike x 2
udela x 2 generacije x 10 Petri Solja). Nakon izleganja prve jedinke, otprilike mesec dana kasnije, svaki
dan je prebrojavan broj muzjaka i Zenki koji se izlegli iz zrna pasulja. Vijabilitet za svaku grupu je
racunat kao odnos broja izlezenih adulata i broja postavljenih jaja po Petri Solji. Odnos polova u
odredenoj grupi, odnosno udeo Zenskog potomstva u ukupnom potomstvu racunat je kao koli¢nik
ukupnog broja zenki koje su se izlegle iz date Petri Solje i ukupnog broja jedinki. Brzina razvica je
zabeleZena kao broj dana koji je protekao od postavljanja jaja na zrna pasulja do izleganja jedinki.

3.7.1.2 Merenje adultnih osobina zivotne istorije

Da bi se ispitali fekunditet i duzina Zivota, muZjaci i Zenke jedan dan stari, koji su se izlegli iz
Petri Solja postavljenih za merenje vijabiliteta, odnosa polova i brzine razvica za svaku grupu su ukrS§tani
medusobno i pojedina¢ni parovi su smestani u Petri $olje dijametra 5 cm sa po jednim zrnom pasulja. Za
svaku eksperimentalnu grupu napravljeno je okvirno 60 parova (3 mitotipa x 2 replike x 2 udela x 2
generacije x 60 parova = 1.440 parova). Jaja su brojana svakodnevno i odbacivana nakon prebrojavanja.
Petri Solje su pracene tokom celog Zivota jedinki.

3.7.1.3 Racunanje populaciono-ekoloskih parametara rasta populacije

Na osnovu izmerenih osobina Zivotne istorije mogu se izracunati razliciti populaciono-ekoloski
(demografski) parametri. Oni su u ovom istrazivanju procenjeni prema Maia i sar. (2000) statistickom
paketu za SAS softverski paket koji omogucava racunanje demografskih parametara i njihovu statisticku
obradu.

Izracunavanja demografskih parametara zasnivaju se na pretpostavci da populacija ima
tendenciju da eksponencijalno raste $to je opisano modelom:

(7) N(t) = Ny x e"m*t

gde je N(t) veli¢ina populacije u vremenskom trenutku t; No pocetna veli¢ina populacije a I'm
intrizicka stopa rasta populacije.
U nastavku se nalazi detaljan opis raCunanja populaciono-ekoloskih parametara rasta populacije.
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1. Neto stopa reprodukcije Ro kvantifikuje koliko svaka zenka doprinosi narednoj generaciji
zenskim potomstvom tokom trajanja ovipozicije. Da bi se izraCunao ovaj demografski parametar, pre
svega je potrebno imati informaciju o tome koliko Zenskog potomstva nastaje u odredenom vremenskom
intervalu x unutar ispitivane eksperimentalne grupe g (mgx). Mgx se dobija mnoZenjem broja polozenih
jaja u datom vremenskom intervalu (NEGGgy) i prosecne vrednosti proporcije zenki u potomstvu za tu
eksperimentalnu grupu (SRg) (8). Dakle, mgx zapravo predstavlja ocekivani broj zenki koji ¢e se izleéi iz
jaja polozenih u odredenom vremenskom periodu. Dalje, za izraGunavanje Ro potreban je i podatak o
stopi prezivljavanja Zenki (lgx) date eksperimentalne grupe g u vremenskom intervalu x. lgx predstavlja
proizvod prezivljavanja u preadultnoj (SURVy) i adultnoj fazi razvica (9). SURVy je varijabilnost date
eksperimentalne grupe g koji se racuna kao prose¢na vrednost koli¢nika broja izlezenih jedinki (NAg) i
broja polozenih jaja od svake pojedinaéne Zenke (Ng) u grupi (SURVy = NN—%). PreZivljavanje na adultnom

g
nivou jeste koli¢nik broja prezivelih Zenki u datom intervalu X (NSFgx) i ukupnog broja zenki u svakoj
NSFgy

grupi g (NFq) (52 5)-

Mgx se izracunava kao:

(8) mgx = NEGGgy X SR,
lgx izra¢unava kao:

NS,

NF,

(9) lyx = SURV, x

Formula za Rogx je:
(10) Rogx = mgy X lgx

Rogx predstavlja stopu neto reprodukcije u odredenom vremenskom intervalu X za ispitivanu
eksperimentalnu grupu g (10). Da bi se dobila ukupna stopa neto reprodukcije, za sve vremenske
intervale, odnosno od prvog dana izlaska adultnih jedinki iz zrna pasulja (min;[x0,4;] = x0,) pa do
poslednjeg dana Zivota poslednje Zenke u grupi (max;tfy; = £2,), potrebno je sabrati sve Rogx vrednosti.

2. Srednje vreme generacije populacije T predstavlja srednje vreme koje protekne od izleganja
adulata u dve uzastopne generacije. Moze se racunati pomoc¢u aproksimativne 1 iterativne metode. Prema
aproksimativnoj metodi, T za odredenu grupu g (Tg) racuna se kao:

Prema iterativnoj metodi, Ty se racuna iz modela eksponencijalnog rasta populacije (7) u kom je
Nt
t = Tg aRogx :N_og
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3. Vreme za koje populacija duplira brojnost Dt se takode racuna iz modela eksponencijalnog

rasta populacije (7) za koji se uzima da je t = T, aljvﬁ =2:
0
Ln(2
(13) Dt, = @)
mg

4. Konacna stopa rasta populacije 4 je parametar koji kvantifikuje koliko puta je populacija
vecéa za svaki ispitivani vremenski interval u odnosu na pocetnu populaciju. Racuna se iz formule:

(14) Ay = ™™g

5. Intrinzicka stopa rasta populacije rm predstavlja trenutnu stopu rasta populacije i
aproksimativnom metodom racuna se iz modela eksponencijalnog rasta populacije u kom je t =T, a

Nt
Rng =—4
No
Ln(R
(15) Tmg = (T—Og)
g

Iterativnom metodom racuna se slede¢om formulom:

Qg
(16) z e L m, =1

x=xog

u kojoj se za vrednost r prvo uzima ry izraunato aproksimativnom metodom, a onda se trazi
optimalna vrednost r u intervalu izmedu 0,8 rm i 1,2 rm za koje je razlika izmedu leve i desne strane
jednacine najmanja.

Pri statistickoj analizi ovih parametara nemoguce je izraCunati njihovu varijansu samo na osnovu
podataka dobijenih koriS¢enjem opisanih formula. Razlog tome je Sto ovo nisu zasebne osobine vec
sinteticki parametri izracunati koriS¢enjem podataka o ve¢em broju osobina Zivotne istorije. Zato ovaj
model koristi jackknife proceduru. Naime, prvobitno se za svaki od parametara izracunavaju tzv. prave
vrednosti koriséenjem formula 7-16. Takve procene parametara obelezavaju se Rog®, rmg©®, T¢© Dtg@ i
29©. Dalje se ovi parametri radunaju po istim formulama, ali se u svakoj iteraciji iz proraduna izuzme po
jedna Zenka. Ovako procenjeni parametri obelezavaju se Rog, rmg®, Tq® Dtg" i 1® gde i oznacava
pojedinacnu iteraciju. Ovaj proces se ponavlja dok se iz proracuna pojedinacno ne iskljuce sve Zenke, to
jest onoliko puta koliko ima Zenki u eksperimentalnoj grupi g (ng). Na osnovu pravih vrednosti i vrednosti
izraCunatih izuzimanjem zenki racunaju se pseudovrednosti svakog od parametara po sledecoj formuli:

@ _ (0) O]
(17) PSVDt,” = ny x Dt — (ng — 1) X Dt

Formula je data za Dt, ali vazi za sve demografske parametre. Kada se izracunaju sve i-te
pseudovrednosti datog parametra formira se raspodela pseudovrednosti na osnovu koje se mogu racunati
srednja vrednost, varijansa i standardna greska konkretnog parametra.
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Poredenje demografskih parametara izmedu razli¢itih eksperimentalnih grupa uradeno je
Studentovim t-testom uz Welch-ovu korekciju za stepene slobode.

3.7.2 Analiza promene ucestalosti mitohondrijskog haplotipa

U ovom eksperimentu prac¢ena je promena ucestalosti MGla, MG1d i MG3b mitotipa kroz deset
generacija nakon njihovog ubacivanja u prirodnu populacija u dva eksperimentalna rezima (25% ili 75%
startni udeo fokalnog mitotipa). Ucestalost mitotipova pracena je sekvenciranjem barkoding regiona cox1
gena po istom protokolu opisanom u odeljku 3.2 ovog poglavlja. KoriS¢ena prirodna populacija iz Bele
Palanke izabrana je jer u njoj do sad nisu nadeni cox1 haplotipovi karakteristi¢ni za MGla, MG1d i
MG3b mitotip (H1 i H3 haplotipovi, tabela 15) $to je omogucilo jednostavno formiranje parentalnih
populacija i prac¢enje ucestalosti mitotipova. Radi provere ispravnosti konstruisanja parentalnih
populacija sekvenciran je coxl barkoding region kod 40 parentalnih Zenki iz svake eksperimentalne
grupe. Nakon toga, po 24 jedinke uzorkovano je iz svake eksperimentalne grupe za sve replike u drugoj,
petoj i desetoj generaciji i sekvenciran im je barkoding region. Ukupno, analizirano je 1.344 jedinki od
cega je 1.320 uspesno sekvencirano.

3.8 Statisticka obrada podataka

Analize varijanse uradene su unutar svakog pola. Poredenje izmedu polova nije moguée zbog
asimetrije samog dizajna. Primera radi, u eksperimentu u kom je odredivan efekat mitotipova na osobine
zivotne istorije, fokalni F1 muzjaci i zenke ukr$tani su sa B jedinkama. To znaci da su u tim ukrStanjima
zenke imale razli¢ite jedarne sredine. U ukr$tanju fokalne F1 Zenke i B muZjaka, zenka ima 50% L jedarne
sredine, za koju je u prethodnim istrazivanjima pokazano da dovodi do povecanja broja polozenih jaja i
duzine zivota u odnosu na B jedarnu sredinu (Tucic i sar., 1996). Sa druge strane, u ukr§tanju fokalnog
F1 muzjaka i B zenke, Zenka ima B jedarnu sredinu. Dakle, razlike izmedu muZzjaka 1 Zenki istog mitotipa
u duzini zivota i broju poloZenih jaja poti¢u od razlika u jedarnim sredinama Zenki u ukrStanjima.
Eksperimenti 1 statisticka analize su dizajnirani tako da se utvrdi postoje li razlike izmedu muzjaka, to
jest zenki, razli¢itih mitotipova.

Za raCunanje srednjih vrednosti, standardnih greSaka 1 standardnih devijacija svih merenih
osobina koriS¢ena je PROC MEANS procedura u SAS softverskom paketu (SAS Institute, 2010).
Poredenja izmedu parova vrednosti osobina vrSena su Scheffé i Tukey testovima pomo¢u PROC GLM
procedure.

Za odredivanje efekta Sest mitohondrijskih haplotipova na preadultni vijabilitet, totalni fekunditet
1 duzinu Zivota koriS¢ena je jednofaktorska analiza varijanse posebno za svaki pol. Fiksirani faktor
predstavljao je mitohondrijski haplotip, a zavisna varijabla bili su podaci o vijabilitetu, fekunditetu ili
duzini zivota. Pre analize na podatke o vijabilitetu primenjena je arkus sinusna transformacija da bi bili
zadovoljeni uslovi ove parametarske analize za normalnost podataka i homogenost varijanse za varijable
¢ije vrednosti se nalaze u opsegu od 0 do 1. Dodatno, pri analizi totalnog fekunditeta i duzine zivota masa
je modelovana kao kovarijabla, a pri analizi duzine zivota Zenki kovarijablu je predstavljao i njihov
totalni fekunditet.

Za statistiCku analizu uticaja tri mitohondrijska haplotipa na adultne osobine Zivotne istorije
koriS¢en je meSani model analize kovarijanse sa tipom III sume kvadrata zasebno za svaki pol. Fiksirani
faktori bili su mitotip i replika, a masa je predstavljala kovarijablu. Dodatno, u analizi duzine Zivota Zenki
i totalni fekunditet je modelovan kao kovarijabla. Replike su ugnezdene u mitohondrijski haplotip kao
nasumican faktor. Pre analize, podaci o duzini Zivota i fertilitetu su transformisani koris¢enjem logaritma
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sa bazom 10 da bi zadovoljili uslove testa. Parna poredenja za sve osobine radena su Scheffé testom.
Krive prezivljavanja za muzjake i zenke razli¢itih mitotipova konstruisane su tako $to je tokom celog
perioda Zivota za odredenu grupu (od prvog dana postavljanja parova u Petri Solje do smrti poslednje
jedinke) za svaki dan racunat procenat prezivelih jedinki. Da bi se utvrdilo da li su efekti MG3Db
mitohondrijskog haplotipa nezavisni za svaki pol, izracunate su Pirsonove fenotipske korelacije izmedu
ranog fekunditeta i fertiliteta muzjaka i ranog fekunditeta, fertiliteta i duzine zivota zenki ovog mitotipa
koris¢enjem PROC CORR procedure u SAS softverskom paketu.

Statisticka analiza rezultata merenja respiratornog kapaciteta i aktivnosti kompleksa oksidativne
fosforilacije obavljena je koriS¢enjem meSanog modela varijanse sa tipom III sume kvadrata. Fiksirani
faktor je bio mitohondrijski haplotip, a linije su ugnezdene u mitotip i modelovane kao nasumican faktor.
Varijable €iji su uzroci variranja ispitani su respiracija u LEAK stanju, respiratorni kapacitet kompleksa
I, respiratorni kapacitet kompleksa 11, respiratorni kapacitet kompleksa I i 11, aktivnost kompleksa 1V.
Vrednosti ovih varijabli normalizovane na vrednosti aktivnosti citrat sintaze takode su modelovane kao
varijable. Konacno, i sama specificna aktivnost citrat sintaze je analizirana kao varijabla. Pre pocetka
analiza vrednosti respiracije u LEAK stanju normalizovane na aktivnost citrat sintaze, respiratornog
kapaciteta kompleksa 1l normalizovanog na aktivnost citrat sintate i specifi¢ne aktivnosti citrat sintaze
logaritamski su transformisane (kori§¢enjem prirodnog logaritma) da bi zadovoljile uslove analize
varijanse za normalnu distribuciju i homogenost varijanse podataka. Parna poredenja izmedu mitotipova
sprovedena su Tukey testom.

Za analizu efekta mitohondrijskih haplotipova u razli¢itim jedarnim sredinama na standardnoj
temperaturi od 30°C na fertilitet koriS¢en je meSani model analize varijanse sa tipom III sume kvadrata
unutar svakog pola. Fiksirani faktori bili su mitohondrijski haplotip, jedarna sredina i njihova interakcija,
dok su replike ugnezdene u interakciju mitohondrije i1 jedra kao nasumican faktor. Identi¢na analiza
iskoriS¢ena je i za podatke o fertilitetu na 32°C. Analiza puliranih rezultata iz eksperimenta na 30°C i
32°C radena je meSanim modelom varijanse gde su fiksirani faktori bili mitohondrijski haplotip, jedarna
sredina, temperatura, i sve interakcije ova tri osnovna faktora. Ponovo, replike su modelovane kao
nasumican faktor ugnezdene u interakciju mitotipa 1 jedarne sredine. U obe analize, parna poredenja
unutar svakog pola radena su Tukey testom. Konacno, poredenja izmedu fertiliteta na dve temperature
unutar svakog mitotipa uradena su Studentovim t-testom metodom prema Satervajtu.

Sve slike uradene su koris¢enjem BioRender (https://www.biorender.com) programa sa
akademskom individualnom licencom.
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4. REZULTATI

4.1 Molekulska karakterizacija L laboratorijskih mitohondrijskih linija

Prvi cilj ovog rada bio je molekulska karakterizacija mitohondrijskih genotipova poreklom od
konstruisanih mitohondrijskih linija poteklih od L laboratorijskih linija (linija koje su pod selekcionim
rezimom za kasnu reprodukciju). Karakteristika ovih linija jeste da sve jedinke u okviru njih dele istu
mitohondrijsku DNK buduc¢i da je svaka linija potekla od samo jedne zenke. U prvoj fazi eksperimenta
je za 20 konstruisanih mitohondrijskih linija sekvencirano osam mitohondrijskih protein-kodiraju¢ih
gena (cox1, cox3, nad4, nad4l, nad6, cytb, nadl i cox2). Za svaki gen pronadena su dva ili tri haplotipa,
anajvecu varijabilnost sekvenci pokazali su had4l i cox2 geni sa 1,89% i 1,17% varijabilnih nukleotidnih
mesta (Tabela 1). Na osnovu sekvenci ovih gena identifikovano je Sest multilokusnih genotipova (MG):
MGla, MG1b, MGlc, MG1d, MG3a i MG3b. Nukleotidne razlike izmedu genotipova date su u Tabeli
2, a graficki prikazane haplotipskom mrezom na Slici 1. MGla, MG1b, MGlc i MG1d su vrlo sli¢ni i
razlikuju se u jednoj do dve nesinonimne nukleotidne zamene. MG3a i MG3b razlikuje jedna
nesinonimna i jedna sinonimna razlika, ali od haplotipova iz grupe MG1 deli ih znacajno veci broj
mutacija. Naime, od MGla mitotipa, kome su najsli¢niji, razlikuju se u 27 (MG3a) to jest 29 (MG3b)
nukleotidnih zamena. Najveéi broj opisanih nukleotidnih promena je sinoniman, to jest ne menja
sekvencu kodiranog proteina. Nesinonimne promene nalaze se u pet gena. U cox3 genu MGla, MG3a i
MG3b na poziciji 170 imaju aminokiselinu treonin, a MG1b, MG1c i MG1d izoleucin. Aminokiselinska
zamena u nad6 specifi¢na je samo za MGlc mitotip koji na poziciji 36 ima aminokiselinu metionin
umesto valina. U cytb genu MG3a i MG3b mitotipovi imaju valin na 334. poziciji, dok ostala Cetiri
mitotipa sadrze izoleucin. MG1d se od ostalih mitotipova razlikuje u mutaciji u nad1 genu koja je dovela
do zamene asparaginske kiseline, koju sadrze ostali mitotipovi, asparaginom na 164. poziciji u proteinu.
Konac¢no, u cox2 genu nalazi se aminokiselinska zamena specifi¢na za MG3b mitotip koji na 34. poziciji
ima valin, dok preostali mitotipovi imaju izoleucin. Izraunata je 1 matrica parova distanci za ovih Sest
mitotipova koja jasno pokazuje da je MG3b mitotip najudaljeniji od MG1 mitotipova, sa distancama od
0,0067 od MG1a mitotipa, 0,0070 od MG1b mitotipa i 0,0072 od MG1c i MG1d mitotipova (Tabela 3).

Na osnovu stepena divergencije sekvence, broja nesinonimnih mutacija i efekta na preadultne i
adultne osobine muZjaka i zenki (sekcija 4.2.1. Rezultata), MG3b mitotip izabran je za kandidat TTZ
mitotip, to jest mitotip koji bi se potencijalno mogao Koristiti u tehnici trojanskih Zenki zahvaljuju¢i svom
polno specificnom dejstvu, a MGla 1 MG1d za kontrolne mitotipove 1 oni su kori§¢eni u svim daljim
eksperimentima.

Za ova tri mitotipa je naknadno sekvencirano i preostalih pet mitohondrijskih protein-kodirajucih
gena (nad2, nad3, nad5, atp6 i atp8). U Tabeli 4 date su sve pronadene nukleotidne zamene. Geni nad3
i nad5 pokazali su se kao evoluciono o¢uvani izmedu tri mitotipa bez ijedne bazne supstitucije (Tabela
1). U nad2 genu MG3b mitotipa pronadeno je Sest nukleotidnih promena od kojih su dve nesinonimne
(zamena izoleucina treoninom na poziciji 73 i zamena valina metioninom na poziciji 138). atp6 gen ima
Cetiri promene specificne za MG3b, dve sinonimne i dve nesinonimne. Naime, MG3b sadrzi leucin na
poziciji 45, dok MGla sadrzi glicin, a MG1d arginin, dok na poziciji 64 ima lizin, a kontrolni mitotipovi
imaju serin. Konac¢no, u atp8 genu identifikovane su dve supstitucije karakteristicne za MG3b, od kojih
je jedna dovela do zamene fenilalanina tirozinom na poziciji 20 proteinskog produkta (Tabela 5). Na slici
2 oznacene su sve OXPHOS subjedinice ¢iji geni sadrZze nesinonimne promene. Ukupno, MG3b se od
MG1a razlikuje u 45 nukleotidnih zamena, a od MG1d u 47, §to je graficki prikazano haplotipskom
mrezom na slici 3. Kada je re¢ o promenama u sekvenci proteina, od MGla se MG3b razlikuje u sedam
aminokiselina, a od MG1d u devet (Tabela 5). Kada se u racun genetickih distanci ukljuéi i pet naknadno
sekvenciranih gena, divergencija MG3b mitotipa je joS viSa u odnosu na procenu sa osam sekvenci
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protein kodiraju¢ih gena: vrednost distance od MGla mitotipa iznosi 0,0074, a od MGI1d 0,0077.
Udaljenost izmedu kontrolnih mitotipova, MGla i MG1d, je 0,0007 (Tabela 6).

4.1.1 Test na prisustvo Wolbachia

Prisustvo ovog intracelularnog parazita nije otkriveno ni u jednom uzorku $to je u skladu i sa
prethodnim analizama laboratorijskih populacija pasuljevog ziska (Pordevic i sar., 2017).

4.2 Odredivanje efekta mitohondrijskih haplotipova na osobine Zivotne istorije

Drugi, i najvazniji, cilj ove disertacije jeste testiranje hipoteze materinske kletve u laboratorijskim
populacijama pasuljevog ziska, kao i identifikacija mitohondrijskog haplotipa koji ima negativan efekat
na fertilitet muzjaka ali ne 1 na zenke 1 koji bi se potencijalno mogao koristiti u tehnici trojanskih Zenki
(kandidat TTZ mitotip). U tu svrhu, prvo je ispitan efekat $est mitotipova na preadultni vijabilitet, totalni
fekunditet 1 duzinu Zivota muZzjaka i Zenki, a potom efekat odabranih mitotipova na rani i totalni
fekunditet, duzinu zivota i fertilitet u jednoj, varijabilnoj i nekoevoluiranoj jedarnoj sredini.

4.2.1 Pilot ekspertiment ispitivanja efekta Sest mitotipova na osobine Zivotne istorije

Rezultati jednofaktorske analize varijanse za preadultni vijabilitet muzjaka i zenki Sest razli¢itih
mitotipova za oba pola pokazali su da je efekat mitotipa na vijabilitet statisticki znacajan (Fs, 136 = 3,71,
P = 0,0035 za zenke; Fs 116 = 8,51, P < 0,0001 za muzjake) S$to ukazuje na to da kod oba pola
mitohondrijski genotip igra vaznu ulogu u ispoljavanju preadultnog vijabiliteta. Srednje vrednosti,
standardne greske kao i rezultati parnih poredenja uradenih unutar svakog pola Scheffé metodom mogu
se videti na Slici 4. Od $est ispitanih mitotipova, tri, MGla, MG1d i MG3a, ne smanjuju vijabilitet ni
muzjacima ni Zenkama u odnosu na druge mitotipove. Srednje vrednosti vijabiliteta Zenki ova tri mitotipa
su redom 0,572, 0,501 i 0,514 a muZzjaka 0,438, 0,483 i 0,426. Posmatrano unutar pola, ove vrednosti
nisu statisticki znacajno razli¢ite. Interesantno, MG1b mitotip ima negativan efekat kako na muzjake
tako i na Zenke. Naime, srednja vrednost vijabiliteta Zenki nosilaca ovog mitotipa iznosi 0,409 a muzjaka
0,335. Kona¢no, MG1c i MG3b smanjuju vijabilitet samo muzjacima, dok vijabilitet zenki nije naruSen.
Kad je re¢ o MGlc mitotipu, srednja vrednost vijabiliteta Zenki iznosi 0,446 a muzjaka 0,282, §to je
ujedno i najmanja zabeleZena vrednost vijabiliteta. MG3b zenke imaju vrednosti vijabiliteta 0,512, dok
su muzjaci statisticki zna¢ajno pogodeni sa vrednoS¢u od 0,31.

Analiza kovarijanse sa tipom III sume kvadrata totalnog fekunditeta takode je pokazala da i kod
zenki (Fs = 6,60, P <0,0001) i kod muZzjaka (Fs = 13,59, P < 0,0001) na variranje ove osobine zna¢ajan
uticaj ima mitohondrijski haplotip. Masa je kod Zenki imala znacajan efekat na totalni fekunditet (F1 =
165,08, P < 0,0001) dok kod muzjaka to nije bio slucaj (F1 = 0,53, P = 0,4651). Rezultati Tukey parnih
poredenja unutar pola prikazani su na slici 4. Rezultati eksperimenta za mitotipove MGla 1 MG1d sa
vrednostima totalnog fekunditeta od 62,38 1 62,85 polozenih jaja za zenke 1 42,07 1 43,54 jaja za ukrStanja
u kojima su ucestvovali muzjaci ovih haplotipova i u ovom slu¢aju ukazuju na to da MGla i MG1d
nemaju nepovoljan efekat ni na jedan pol. VVrednosti fekunditeta MG3a zenki od 53,28 iako se statisticki
ne razlikuju od vrednosti za MGla i MG1d zenke, ipak ukazuju na trend smanjenja fekunditeta kod ovog
mitotipa. MG1b mitotip se i za ovu osobinu pokazao kao nepovoljan za oba pola (vrednost totalnog
fekunditeta za zenke 47,18, a za B Zenke ukrStene sa MG1b muZjacima 31,53). Isto vazi i za MGlc sa
vrednostima od 49,75 jaja za Zenke nosioce ovog haplotipa i 32,35 jaja za B Zenke pri parenju sa MGlc
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muzjacima. Jedino MG3b mitotip uzrokuje pad totalnog fekunditeta samo u ukrStanju u kom ucestvuju
muzjaci ovog mitotipa (35,94 jaja), dok ne utice na zenke (59,2 jaja).

Konacno, variranje duzine zivota nije izazvano razli¢itim mitotipovima kod zenki (Fs = 1,04, P
=0,3920) (iako jeste masom zenki: F1 = 25,42, P < 0,0001), dok jeste kod muzjaka (Fs = 14,08, P <
0,0001). Masa muzjaka takode zna¢ajno uti¢e na njihovu dugovecnost (F1 = 35,53, P < 0,0001). Kada je
re¢ o rezultatima parnih poredenja dobijenih Tukey testom, zenke razli¢itih mitotipova ne pokazuju
statisticki znacajne razlike u duzini zivota, koja varira od 11,45 dana kod MG3a Zenki do 12,26 dana kod
MG1d zenki. Kod muzjaka mitotipovi MG1b i MGlc opet dovode do pada vrednosti osobine (9,7 dana
za MG1b muZjake i 9,55 dana za MG1c muzjake), dok ostali mitotipovi nemaju negativan efekat na
duzinu zivota muzjaka sa vrednostima koje variraju od 10,36 dana za MG3a do 11,36 dana za MG1d
(Slika 4).

Na osnovu ove analize i analize sekvenci osam protein-kodiraju¢ih mitohondrijskih gena, izabran
je kandidat TTZ mitotip koji jedini ima negativan uticaj na vijabilitet i totalni fekunditet muZjaka ali ne
i zenki 1 koji nema negativan efekat na dugovecnost jedinki nijednog pola— MG3b — kao i dva kontrolna
mitotipa koja ne utiu $tetno ni na muzjake ni na zenke (MGla i MG1d). Ovi mitotipovi kori$¢eni su u
svim daljim analizama.

4.2.2 Efekat kandidat TTZ i dva kontrolna mitotipa na reproduktivni potencijal

Efekat tri mitotipa na reproduktivni potencijal odreden je preko ranog fekunditeta, totalnog
fekunditeta i fertiliteta. Kada je re¢ o ranom fekunditetu, koji predstavlja broj jaja polozen u prva dva
dana polaganja jaja, ni kod zenki ni kod muzjaka analiza kovarijanse nije identifikovala znacajan efekat
mitotipa (F2,3,03 = 0,42, P =0,6883 za zenke i F2, 308 = 6,15, P = 0,0838 za muzjake), iako je kod muzjaka
P vrednost grani¢na. Masa ni kod jednog pola nema znacajan efekat na variranje osobine (F1, 344 = 0,10,
P =0,7577 za Zenke 1 F1, 322 = 0,58, P = 0,4483 za muzjake). Replike ugnezdene u mitotip su statisticki
znacajan izvor variranja za zenke (F3 344 = 8,16, P < 0,0001), a grani¢no su beznacajne za muzjake (F3,
322 = 2,47, P = 0,0619) (Tabela 7). B Zenke sparene sa MG3b muzjacima u proseku su polagale 35%
manje jaja u prva dva dana polaganja jaja u poredenju sa zenkama sparenim sa MGla i MG1d muzjacima.
Naime, u ukrStanjima sa MGla muZjacima u prva dva dana poloZeno je u proseku 10,26 jaja, a u
ukr§tanjima sa MG1d muzjacima 10,32 jaja, dok su Zenke ukrStene sa MG3b muzjacima polagale
statisticki znacajno manje — U proseku 6,72 jaja u ovoj ranoj fazi polaganja jaja. Sa druge strane, Scheffé
post-hoc test pokazao je da MG3b zenke nemaju znacajno nizi fekunditet u odnosu na zenke kontrolnih
mitotipova, iako vrednosti njihovog fekunditeta jesu nize (10,79 jaja u odnosu na 13,21 jaje koje polazu
MGla Zenke i 12,16 jaja MG1d Zenki) (Slika 5).

Ista analiza za totalni fekunditet, to jest ukupan broj jaja polozen tokom celog Zivota zenke,
pokazala je da mitotip ni kod muzjaka ni kod Zenki nije statisticki znacajan izvor variranja osobine (F2,
308 = 0,18, P =0,8436 za Zenke i F2 305 = 1,93, P = 0,2872). Masa ima znacajan efekat na osobinu kod
zenki (F1,342 = 104,9, P <0,0001), a grani¢no beznacajan efekat na muzjake (F1,316 = 3,27, P = 0,0715).
U ovom slucaju replike imaju znacajan efekat na variranje osobine (F3 342 = 3,19, P = 0,0239 za zenke i
F3, 316 = 3,80, P = 0,0106) (Tabela 8). Odsustvo efekta mitotipa na totalni fekunditet i kod muzjaka i kod
zenki ukazuje da on ne utice na variranje ove osobine, mada Scheffé test ukazuje na to da MG1d zenke,
kao 1 B zenke uparene sa MG1d muzjacima, ostavljaju vise jaja u odnosu na MGla i MG3b mitotip (Slika
5). MG3b zenke u toku zZivota u proseku polazu 55,45 jaja, Sto je u slicno broju jaja koje ostavljaju MG1la
(52,75 jaja) 1 MG1d Zenke (59,03 jaja). Za razliku od ranog fekunditeta, ukr§tanja MG3b muzjaka ne
rezultiraju statisticki manjim ukupnim brojem polozenih jaja (41,12) u odnosu na ukr§tanja MGla
muzjaka (40,51).
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Dvofaktorska ANCOVA za fertilitet kao najvazniju meru reproduktivnog potencijala jedinki
utvrdila je da dok kod Zenki mitotip nema znacajan uticaj, kod muzjaka je ovaj efekat statisticki znacajan
(F2,300=0,15,P=0,8671 za zenke i F2,300 = 35,39, P = 0,0082 za muzjake). Kod Zenki (F3 334 = 3,24,
P =0,0222), ali ne i muzjaka (Fs, 333 = 1,02, P = 0,3849), replike imaju znacajan efekat. Fertilitet MG3b
muzjaka iznosi u proseku 16,92 potomka po ukrstanju, dok je fertilitet muzjaka kontrolnih mitotipova
24,67 za MGla haplotip 126,99 za MG1d haplotip. Dakle, smanjenje fertiliteta MG3b muZzjaka u proseku
je 34% u odnosu na muZzjake kontrolnih mitotipova, Sto je smanjenje skoro jednako smanjenju ranog
fekunditeta Zenki koje se ukrsStaju sa MG3b muzjacima. Kada je re¢ o fertilitetu MG3b Zenki, on se ne
razlikuje od fertiliteta kontrolnih Zenki (31,59 potomaka za MGla Zenke, 31,68 potomaka za MG1d
zenke 1 31,86 potomaka za MG3b Zenke) (Slika 5).

Iz opisanih rezultata uticaja tri razlicita laboratorijska mitotipa na reproduktivni potencijal, MG3b
je jasan kandidat za koriS¢enje u tehnici trojanskih zenki s obzirom na to da znacajno smanjuje fertilitet
muzjaka u odnosu na MG1la i MG1d mitotip, dok na 0sobine Zenki ovaj mitotip nema negativan uticaj.

4.2.3 Efekat kandidat TTZ i kontrolnih mitotipova na duZinu Zivota

Mesani model analize kovarijanse za duZinu Zivota muzjaka i zenki nosilaca tri razli¢ita
mitohondrijska haplotipa (MGla, MG1d i MG3b) pokazao je da efekat mitotipa nije znacajan ni kod
zenki (F2,301 = 1,12, P =0,4322) ni kod muzjaka (F2,302 = 2,11, P = 0,2668) (Tabela 9). S obzirom na to
da su mitotipovi za ovaj eksperiment izmedu ostalog i birani prema svom efektu na dugovecnost i
izabrani su oni koji ne smanjuju duzinu zivota ni muzjacima ni Zenkama, izostanak efekta mitotipa koji
je prisutan u prethodnom eksperimentu je o¢ekivan. Kovarijabla masa statisticki je znac¢ajna kod oba pola
(F1,340 = 45,81, P < 0,0001 za Zenke i F1, 322 = 29,04, P < 0,0001 za muzjake), kao i kovarijabla totalni
fekunditet specificna za Zenke (F1, 340 = 15,54, P <0,0001). I kod muzjaka i kod Zenki replike ugnezdene
u mitotip su znacajan izvor variranja duZine zivota (Fz 340 = 16,02, P < 0,0001 za zenke 1 F3, 322 = 10,74,
P <0,0001 za muzjake).

lako dvofaktorska ANCOVA nije pokazala znacajan efekat mitotipa na variranje duZine Zivota,
parno poredenje sprovedeno Scheffé post-hoc testom ukazuje na to da Zenke MG1d mitotipa Zive
znacajno duze u odnosu na MGla i MG3b Zenke. Njihove prose¢ne vrednosti duZine zivota iznose 13,02
dana, dok je za MGla zenke to 11 dana a za MG3b Zenke 11,5 dana. Isto tako, prema Scheffé testu
postoje znacajne razlike u duzini Zivota muzjaka sva tri mitotipa gde i muzjaci MG1d mitotipa zZive
najduze (11,47 dana) a muzjaci MG1a mitotipa statisticki najkrace (9,74 dana) (Slika 6). Prose¢na duzina
zivota MG3b muzjaka iznosi 10,71 dan. Dakle, jedinke MG1d mitotipa oba pola zive u preseku 12,4%
duZe od jedinki druga dva mitotipa, dok MG1a jedinke oba pola u proseku zive 12,05% krace. Sli¢no se
moze zakljuciti 1 na osnovu krivi prezivljavanja odakle se vidi da umiranje jedinki MG1d pocinje kasnije
u odnosu na jedinke druga dva mitotipa, a kod MG1a jedinki najranije (Slika 6).

4.2.4 Pirsonove fenotipske korelacije

Da bi se utvrdilo da li je efekat koji MG3b mitotip ispoljava na svoje nosioce u skladu sa jakom
ili slabom materinskom kletvom, izracunate su Pirsonove korelacije izmedu ranog fekunditeta, to jest,
fertiliteta MG3b muzjaka i osobina zivotnih istorija MG3b Zenki. Naime, ukoliko se javlja efekat jake
materinske kletve, ofekujemo da rezultati ove analize pokazu znacajne negativne interseksualne
korelacije izmedu osobina. Drugim re¢ima, to bi ukazalo na polno antagonisticki efekat MG3b mitotipa
— istovremeno negtivan efekat na muzjake a pozitivan na zenke. S druge strane, ukoliko MG3b ispoljava
efekat slabe materinske kletve, statisticki znacajne korelacije se ne o¢ekuju. To znaci da dok ovaj haplotip
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ima Stetan efekat po muzjake, efekat na zenke je neutralan. Rezultati poredenja ranog fekunditeta MG3b
muzjaka i ranog fekunditeta (r = 0,138 P = 0,1391), fertiliteta (r =-0,019, P = 0,8441) i duzine zivota (r
=0,079, P = 0,3980) MG3b zenki nisu pokazali statisticku znacajnost. Slicno se moze videti 1 kada se
uporede fertilitet MG3b muZzjaka i rani fekunditet (r = -0,065, P = 0,4911), fertilitet (r = 0,111, P =
0,2515) 1 duzina zivota (r = 0,029, P = 0,7533) MG3b Zenki. Dakle, efekat MG3b mitotipa u skladu je
sa hipotezom slabe materinske kletve.

4.3 Odredivanje mitohondrijske funkcije kandidat TTZ i kontrolnih mitotipova

Ispoljavanje osobina Zivotne istorije zavisi od dostupne energije i energetskog metabolizma
organizma (Ballard i sar., 2007b). Ovo posebno vazi za osobine povezane sa reproduktivnim
potencijalom muzjaka, s obzirom na to da su produkcija spermatozoida i njihova aktivnost izuzetno
energetski zahtevni procesi (Vaught i Dowling, 2018). 1z tog razloga je tre¢i cilj ove disertacije bio da se
utvrdi energetski status MG1la, MG1d i MG3b muzjaka. Specifi¢nije, odredeni su kapacitet oksidativne
fosforilacije vezan za komplekse I i Il i aktivnost kompleksa IV.

U ovom eksperimentu dobijena su dva bioloski relevantna seta podataka. Prvi su vrednosti
respiracije po gramu tkiva, §to nam daje uvid o funkcionisanju procesa oksidativne fosforilacije na nivou
Citave jedinke. Drugi set podataka dobijen je normalizacijom prvog seta na aktivnost citrat sintaze,
markera koli¢ine mitohondrija, i predstavlja respiraciju na nivou pojedina¢nih mitohondrija.

Pre analize rezultata respiracije u razliitim respiratornim stanjima bilo je neophodno potvrditi
pouzdanost dobijenih podataka utvrdivanjem ocuvanosti integriteta spoljaSnje mitohondrijske
membrane. Za to su upotrebljene vrednosti efekta citohroma ¢ koje predstavljaju procentualno povecanje
respiracije nakon dodavanja ovog jedinjenja. Povecanje do 20% se smatra normalnim fizioloSkim
odgovorom i kod ove vrste se toleriSe. Rezultati su pokazali da je u veéini nasih uzoraka homogenizacija
ispravno odradena i da nije doSlo do perforacije prevelikog broja mitohondrija u uzorku (Slika 7).
Prosecne vrednosti efekta citohroma c bile su za MGla mitotip 17,14%, za MG1d 12,70% a za MG3b
11,09%. Pojedinacni uzorci u kojima su vrednosti respiracije porasle preko grani¢ne vrednosti su
iskljuceni iz daljih analiza.

4.3.1 Respiracija na nivou organizma

Mitohondrijska respiratorna funkcija na nivou organizma ispitana je kroz analizu razli¢itih
respiratornih stanja: LEAK stanje u kome se usled neaktivnosti ATP sintaze respiracija odvija samo na
osnovu curenja protona kroz unutraSnju membranu mitohondrija, respiracija u prisustvu supstrata za
kompleks | (kapacitet oksidativne fosforilacije vezan za kompleks 1), respiracija u prisustvu supstrata za
kompleks Il (kapacitet oksidativne fosforilacije vezan za kompleks Il), respiracija u prisustvu supstrata
za komplekse I i 1l (kapacitet oksidativne fosforilacije vezan za komplekse 1'i I) i respiracija u prisustvu
sintetickog supstrata za kompleks IV (aktivnost kompleksa IV).

Mesani model varijanse pokazao je da mitotip nema znacajan efekat na respiraciju u LEAK stanju
(F2,3.00=7,46, P =0,0684), mada je P vrednost niska i izostanak statisticke zna¢ajnosti se moze objasniti
statisti¢ki znaCajnim variranjem ove osobine u okviru replika ugnezdenih u mitotip (Tabela 10). Na Slici
8.A dati su rezultati Tukey post-hoc testa koji su pokazali da se sva tri mitotipa medusobno znac¢ajno
razlikuju, pri ¢emu je prose¢na LEAK respiracija najveéa za MGla mitotip i iznosi 3,68 pmol/s*mg?,
statisticki niza za MG1d (2,44 pmol/s*mg™) a najmanja za MG3b za koji je iznosi 1,63 pmol/s*mg™.

Variranje kapaciteta oksidativne fosforilacije vezanog za kompleks I, kompleks 11 i komplekse I
i I pokazalo je znaCajnu zavisnost od mitohondrijskog haplotipa (F2,300 = 20,62, P =0,0176 za kompleks

49



I; F2,300 = 19,70, P = 0,0286 za kompleks II; F2 300 = 20,10, P = 0,0183 za komplekse 1 i 1I). U sva tri
slu¢aja su se replike izmedu sebe znacajno razlikovale (Tabela 10). Kapacitet vezan za kompleks |
statisti¢ki je najveéi za MG1a mitotip i iznosi u proseku 54 pmol/s*mg™, a najmanji za MG3b, sa duplo
manjom prose¢nom vredno$éu od 24,99 pmol/smg™ (Slika 8.B). Isti trend primetan je i za kapacitet
vezan za komplekse I i 11 (Slika 8.D). I u ovom slucaju je respiracija muzjaka MG1a mitotipa duplo veca
(71,66 pmol/stmg™) u odnosu na respiraciju MG3b muzjaka (32,18 pmol/stmg™) koja je ujedno i
najniza. Kapacitet vezan za komplekse I i I MG1d muZjaka iznosi u proseku 47,59 pmol/s*mg™. Kada
je re¢ o kapacitetu oksidativne fosforilacije vezanom za kompleks II, on je najve¢i za MGla muzjake
(43,05 pmol/stmg™), dok se MG1d i MG3b ne razlikuju znacajno medu sobom (20,12 pmol/s*mg™? za
MG1d, 18,85 pmol/stmg™ za MG3b muzjake) (Slika 8.C).

Aktivnost kompleksa IV se meri nakon egzogenog dodavanja donora elektrona te aktivnost ovog
kompleksa ne zavisi od aktivnosti ostalih kompleksa u elektron transportnom lancu. Iz tog razloga su
vrednosti respiracije pri ovom merenju mnogo vise nego pri merenju respiratornog kapaciteta preostalih
kompleksa (Slika 8.E). I u ovom slucaju respiracija je statisti¢ki znac¢ajno zavisna od mitotipa (F2, 300 =
29,55, P =0,0106) dok replike bitno variraju medu sobom (Tabela 10). Tukey test pokazao je da se svi
mitotipovi znac¢ajno razlikuju u nivou respiracije kada se maksimalno aktivira kompleks IV i da postoji
isti trend uocen 1 u analizi ostalih kompleksa: MG1la ima najviSu prosecnu respiraciju koja iznosi 237,5
pmol/stmg™, MG1d znagajno nizu sa vrednoscéu 154,88 pmol/smg? a MG3b ponovo najnizu (102,37
pmol/s*mg?) (Slika 8.E).

Odnos respiratorne kontrole (RCR), odnosno efikasnost kori$¢enja transporta elektrona za sintezu
ATP-a, pokazala je znacajno variranje u odnosu na mitotip muzjaka (F2, 300 = 4,16, P = 0,0202), dok se
replike unutar mitotipova nisu znacajno razlikovale (Tabela 10). Znacajno variranje poreklom od
mitotipa posledica je smanjene vrednosti ovog parametra kod MG3b muzjaka u odnosu na kontrole (Slika
9.A). Naime, prosecna vrednost RCR-a MG3b muzjaka je 0,846935, dok je prosec¢na vrednost parametra
za MGla muzjake 0,872179, a MG1d muzjake 0,874137.

4.3.2 Koli¢ina mitohondrija

Promene u sekvenci mtDNK mogu dovesti i do promene u broju mitohondrija u celiji zbog
nemogucnosti pravilnog sklapanja OXPHOS kompleksa ili promenjene koli¢ine ROS-a koji sluze kao
molekuli koji jedru mogu signalizirati potrebe za odredenom koli¢inom mitohondrija (Pichaud i sar.,
2019). Marker za koli¢inu mitohondrija koriS¢en u izradi ove teze je aktivnost enzima citrat sintaze.
Rezultati meSanog modela analize varijanse pokazali su znacajan efekat mitohondrijskog haplotipa na
variranje specifi¢ne aktivnosti citrat sintaze (Fz, 300 = 10,17, P = 0,0460) kao i na to da se replike unutar
mitotipa znacajno razlikuju u ovoj osobini (Tabela 10). Znacajan efekat mitotipa poreklom je od toga Sto
MG 1a ima znacajno vecu aktivnost ovog enzima (0,0219 IU/mg) u odnosu na druga dva mitotipa (0,0083
zaMG1d 10,0075 za MG3Db) (Slika 9.B). Dakle, moze se zakljuciti da MG1a ima duplo viSe mitohondrija
u poredenju sa MG1d 1 MG3b mitotipom. Ovaj rezultat objaSnjava uoceni trend da MGla mitotip ima
povisenu respiraciju izrazenu po gramu tkiva u svim respiratornim stanjima.

4.3.3 Respiracija na nivou mitohondrije

Informacija o aktivnosti citrat sintaze po gramu uzorka, to jest o koli¢ini mitohondrija u gramu
uzorka, omogucila je normalizaciju rezultata respiracije razlicitih stanja na koli¢inu mitohondrija. Dakle,
dobijeni su podaci o respiraciji pri aktivnosti razli¢itih kompleksa na nivou pojedina¢nih mitohondrija.
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Kada je re¢ o ovako normalizovanim podacima, ni u jednom slucaju nije utvrden statisticki
znacajan efekat mitotipa na variranje osobina (F2, 301 = 4,49, P = 0,1245 za LEAK respiraciju; F2, 301 =
5,17, P = 0,1063 za respiratorni kapacitet kompleksa I; F2, 301 = 1,03, P = 0,4564 za respiratorni kapacitet
kompleksa Il; F2, 301 = 6,33, P = 0,0835 za respiratorni kapacitet kompleksa I i 1l; F2, 301 = 7,43, P =
0,0685 za aktivnost kompleksa V) (Tabela 11). Iako ne postoji znaCajan efekat mitotipa kada se
respiracija posmatra na nivou pojedinacnih mitohondrija, moZe se uociti trend povisene respiracije kod
muzjaka MG1d mitotipa. Naime, parna poredenja uradena Tukey testom pokazala su da MG1d mitotip
ima statisti¢ki znacajno visu LEAK respiraciju (311,35 pmol/sIU™) u odnosu na MG1a (176,14 pmol/s
U i MG3b (246 pmol/stIUl) (Slika 10.A), kapacitet oksidativne fosforilacije vezan za kompleks |
(5.071,85 pmol/stIU? u poredenju sa 2.665,25 pmol/stIUt (MG1a) i 3.279.91 pmol/stiU?t (MG3b))
(Slika 10.B), kapacitet oksidativne fosforilacije vezan za komplekse I i 11 (6.360,83 pmol/sIU?, dok je
respiracija MGla muzjaka 3.459.49 pmol/stlU?t a MG3b muzjaka 4.761,46 pmol/s?t1U?) (Slika 10.D) i
aktivnost kompleksa IV (20.692,09 pmol/s™t1U* u odnosu na MG1d mitotip sa respiracijom od 11.625,66
pmol/stIUt i MG3b mitotip sa respiracijom od 14.771,81 pmol/s1U™) (Slika 10.E). Ovaj trend se jedino
ne uocava za kapacitet oksidativne fosforilacije vezan za kompleks Il gde su vrednosti respiratornih
kapaciteta muzjaka sva tri mitotipa sli¢ne (2.100,82 pmol/stIU? za MG1a, 2.599,16 pmol/stiU? za
MG1d i 2.766,95 pmol/s?IU za MG3b) (Slika 10.C). Ovakvi rezultati su i odekivani s obzirom na to da
je kompleks 11 jedini OXPHOS kompleks koji je u celosti kodiran sa jedarnog genoma.

Kada se rezultati ovog eksperimenta sumiraju, moze se zakljuciti da MG1d muZjaci imaju najbolji
performans pojedina¢nih mitohondrija. Medutim, na nivou organizma, u odnosu na koli¢inu
mitohondrija, najveca aktivnost i respiratorni kapacitet karakteriSsu MG1a mitotip, dok je stopa respiracije
najmanja kod MG3b muzjaka.

4.4 Odredivanje geneticke strukture prirodnih populacija pasuljevog Ziska

Za odredivanje geneticke strukture prirodnih populacija na nivou mitohondrijskog i jedarnog

genoma pasuljevog ziska kori$¢ene su jedinke prikupljene sa 32 lokaliteta Sirom Srbije i Balkana (Slika
3.2.1, Tabela S1).

4.4.1 Geneticka struktura prirodnih populacija na nivou mitohondrijskog genoma

Na nivou mitohondrijskog genoma, geneticka struktura prirodnih populacija odredena je
analizom barkoding regiona cox1 gena. Ukupno je identifikovano 12 cox1 haplotipova §to ukljucuje i H2
haplotip poreklom iz laboratorijske B populacije. Svi ostali haplotipovi su pronadeni u prirodnim
populacijama. Ovih 12 haplotipova razlikuje se na ukupno 17 nukleotidnih pozicija, to jest 2,587%
sekvence (Tabela 12). Sve nukleotidne promene prikazane su u Tabeli 13, sa specificiranim
nesinonimnim zamenama kojih ukupno ima ¢etiri. H9 haplotip odlikuje se zamenom serina asparaginom
na poziciji 116 proteinskog produkta. H12 je specifican po tome $to ima ¢ak dve aminokiselinske
zamene: na pozicijama 174 i 177 sadrzi lizin, dok ostali mitotipovi sadrze asparagin i serin. Poslednja
aminokiselinska promena karakteriSe haplotip H13 koji na 207. poziciji ima serin umesto treonina koji
imaju ostali haplotipovi. Distance izmedu haplotipova date su u Tabeli 14. Haplotipovi H7 i H12 su

U Tabeli 15 prikazane su ucestalosti 12 cox1 haplotipova u 32 ispitivane prirodne populacije kao
1 u osnivackoj, B populaciji koja je sakupljena iz tri skladista iz okoline Beograda 1983. godine i od tad
odrzavana u laboratorijskim uslovima. H3 i H7 su najzastupljeniji haplotipovi — javljaju se u 24 od 33
populacije (H3), to jestu 22 od 33 (H7). U najve¢em broju slucajeva ova dva haplotipa javljaju se zajedno
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kao jedini identifikovani mitotipovi u populaciji iako im je nukleotidna distanca relativno visoka — 0,008.
Populacija sakupljena u Pozarevcu je najvarijabilnija sa cak pet identifikovanih haplotipova (H3, H4,
HS5, H6 1 H7). Neke populacije su vrlo specifi¢ne po svojoj genetickoj strukturi ovog markera. Primera
radi, populacija iz Sombora je jedina koja pored populacije iz Pozarevca ima haplotip H6. Medutim,
vazno je naglasiti da je ova populacija sakupljena sa pasulja kupljenog na pijaci, a ne direktno od
odgajivaca pasulja, te je nemoguce tacno odrediti poreklo pasuljevog ziSka sa ovog lokaliteta. Pored H6,
ima jos retkih mitotipova poput H1 koji se javlja samo u B laboratorijskoj populaciji i Zubinom Potoku
na Kosovu i Metohiji, H2 koji je specifican za B laboratorijsku populaciju, H5 specifi¢an za populaciju
iz Pozarevca, H9 pronaden samo u Beloj Palanci, H10 karakteristican za Srpsku Crnju 1 Li¢ku Jasenicu
u Hrvatskoj, H11 pronaden u Zubinom Potoku i Trebinju, H12 koji se sa visokom ucestalos¢u od 0,67
javlja samo u Bogutovackoj banji i H13 koji je haplotip karakteristi¢an za Matijevac. Na Slici 11 data je
haplotipska mreza 12 haplotipova sa koje se moze jasno videti njihova raznovrsnost.

Rezultati analize molekulske varijanse (AMOVA) za ovaj mitohondrijski marker prikazani u
Tabeli 16 pokazali su da ne postoji grupisanje testiranih populacija viseg ranga. Jedna od hipoteza kojom
se moze objasniti uocena slika ukupne varijabilnosti podrazumevala je postojanje strukturiranosti
populacija na nivou regiona Srbije (isto¢na, juzna, centralna, severna i zapadna Srbija) uz pretpostavku
da prenos pasulja moze biti intenzivniji u okviru regiona nego izmedu njih. Medutim, Fct vrednost za
ovako zadato grupisanje je -0,00260. Isto tako, odbacena je i hipoteza da su veliki re¢ni tokovi (Sava,
Dunav, Morava) geografske barijere koje sprecavaju meSanje populacija s obzirom na to da je Fer
vrednost datog grupisanja 0,002990. Konacno, testirana je i hipoteza da postoji razlika izmedu
vojvodanskih populacija pasuljevog ZiSka 1 onih u ostatku Srbije, postavljena zbog podataka o
specifi¢nim putevima dolaska pasulja u razli¢ite delove Srbije u 16. veku. Naime, moguce je da je pasulj
u Vojvodinu stigao iz drugih delova tadasnje Austrougarske, dok je u ostatak Srbije doSao iz Turske
(Bellucci i sar., 2023). Ipak, kao i u prethodnim slu¢ajevima, AMOVA ne potvrduje ovu hipotezu — Fcr
vrednost za odvajanje vojvodanskih od ostalih populacija je -0,00148. Dakle, postojeca varijabilnost
analiziranih populacija ne moZze se objasniti postojanjem hijerarhijske strukture viseg ranga. Najvec¢i deo
varijabilnosti poreklom je od varijabilnosti unutar populacija (62,54% variranja), a manji izmedu
uzorkovanih populacija (37,46%; Fst = 0,37460, P < 0,0001).

Matrica parnih Fst vrednosti izmedu svih populacija (Slika 12, Tabela S2) jasno pokazuje da
postoje znacajne razlike izmedu odredenih populacija, ali, u skladu sa rezultatima AMOVA, nivo razlika
se ne povecava sa geografskom udaljeno$¢u i ne odgovara obrascu nijednog specificnog grupisanja. Iako
Fst vrednosti ukazuju na to da su pojedinac¢ne populacije znacajno diferencirane, treba imati na umu da
je za sve populacije raden samo jedan mitohondrijski marker za svega Sest uzoraka po populaciji (Tabela
S1) i da bi ove se razlike potencijalno mogle smanjiti dodavanjem jo§ markera ili pove¢anjem uzorka.

4.4.2 Geneticka struktura prirodnih populacija na nivou jedarnog genoma

Geneticka struktura populacija pasuljevog ziSka za jedarni genom odredena je koris¢enjem Sest
mikrosatelitskih lokusa Cije su karakteristike date u Tabeli 3.3.3.1. Prosecan broj alela u populaciji krece
se od 2,5 do 4,6 (Tabela 17). Najvece razlike izmedu o¢ekivane i izmerene heterozigotnosti zabelezene
su u populacijama iz Arandelovca (Fis = 0,449), Vr¢ina (Fis = 0,403) i Pivnica (Fis = 0,359). Pozitivne
vrednosti ovog indeksa fiksacije unutar populacija ukazuju na procese koji dovode do smanjene
ucestalosti heterozigota u odnosu na oc€ekivanu kada je populacija u geneti¢koj ravnotezi, poput
delovanja prirodne selekcije 1 asortativnog ukrStanja. S druge strane, negativne vrednosti, poput onih
izmerenih u populacijama iz Bele Palanke (Fis = -0,098), Srpske Crnje (Fis = -0,003) i Licke Jasenice
(Fis =-0,271) ukazuju na povecanje uéestalosti heterozigota u odnosu na o¢ekivanu, i moze biti posledica
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heterozisa 1 disasortativnog ukrStanja. Ipak, u vecini populacija odstupanje dobijene od ocekivane
heterozigotnosti nije veliko (Tabela 17).

Rezultati Bajesovog grupisanja populacija u softveru STRUCTURE pokazali su da nema
grupisanja populacija, to jest da ne postoje visi nivoi organizacije populacija. Vrednost AK bila je najvisa
(46,48297) za 32 klastera (Slika 13), $to je ujedno i broj testiranih populacija. Na osnovu grafika
pripadnosti klasterima (Slika 14) jasno je da su i same populacije vrlo varijabilne i da se veéina ne izdvaja
kao zaseban geneticki klaster. Ovo ne vazi samo za populaciju iz Sombora i Licke Jasenice.

Analiza molekulske varijanse uradena na osnovu Sest mikrosatelitskih lokusa dala je vrlo sli¢ne
rezultate analizi mitohondrijskog cox1l gena. Naime, sve testirane hipoteze (grupisanje po regionima
Srbije, prema velikim re¢nim tokovima, odvajanje populacija iz Vojvodine i ostatka Srbije) nisu
potvrdene, §to je i o¢ekivano imajuéi u vidu rezultate Bajesovog grupisanja. Fct vrednost za odvajanje
po regionima je 0,00430 i ne pokazuje statistiC¢ku znacajnost. S druge strane, analiza za odvajanje prema
velikim re¢nim tokovima dala je Fct vrednost 0,01382 niske statisticke znacajnosti ali dato odvajanje
objasnjava samo 1,38% ukupne varijabilnosti. Isto tako, odvajanje vojvodanskih populacija od
populacija iz ostatka Srbije pokazuje nisku znacajnost sa vrednos¢u Fct od 0,02849, ali, opet, objaSnjava
jako mali procenat varijabilnosti (2,85%). Najveci deo varijabilnosti pripada onoj unutar jedinki (72,32%
od ukupne varijabilnosti), manji razli¢itosti izmedu jedinki unutar populacija (12,71%), dok na variranje
izmedu populacija odlazi 14,97% ukupne varijabilnosti (Tabela 18).

Na Slici 15 i Tabeli S3 data je matrica parnih Fst vrednosti sa koje se moze videti da je mala
divergencija izmedu veéine parova populacija. Ipak, neke populacije izdvajaju se u odnosu na ostale,
poput populacije iz Sombora, Kremne i Licke Jasenice.

4.5 Efekat kandidat TTZ i kontrolnih mitotipova na fertilitet u razli¢itim geneti¢kim i
sredinskim kontekstima

Kako efekat bilo kog mitohondrijskog haplotipa na osobine jedinki zavisi od interakcija sa
jedarnom sredinom, to jest genetickog konteksta u kojem je mitotip eksprimiran, ali i od interakcija sa
zivotnom sredinom, pre svega temperaturom, peti cilj ovog istrazivanja bio je da se ispita efekat kandidat
MG3b i kontrolnih mitotipova na fertilitet muzjaka i Zenki u razli¢itim jedarnim i sredinskim uslovima.

Jedan od kriterijuma za izbor jedarnih sredina poreklom iz prirodnih populacija bio je da su Fst
vrednosti za jedarne lokuse izmedu ovih populacija statisticki znacajne. Vode¢i se time, 1 ostalim
kriterijumima opisanim u sekciji 3.6 Materijala i Metoda izabrane su populacije sakupljene u Beloj
Palanci (BP) koja predstavlja juznu Srbiju, Ravnju (Ra) koje predstavlja zapadnu Srbiju i Srpskoj Crnji
(SC) kao reprezentu severne Srbije. S obzirom na veliku varijabilnost i nisku stopu diferencijacije
lokalnih populacija, ove vrednosti su generalno niske, ali ispunjavaju navedeni kriterijum. Fst vrednost
za Belu Palanku i Ravnje je 0,089, za Belu Palanku i Srpsku Crnju 0,09 a za Ravnje i Srpsku Crnju 0,066
(Tabela S3). Dodatno, vrednosti Fst dobijene analizom 12 mitohondrijskih haplotipova izmedu ovih
populacija su visoke i znacajne za Belu Palanku 1 Ravnje (0,631), kao i za Belu Palanku i Srpsku Crnju
(0,508), dok je ova vrednost za Ravnje i Srpsku Crnju niza (0,2) i nije statisticki znacajna (Tabela S2).

4.5.1 Ispitivanje uticaja razli¢itih jedarnih sredina na ispoljavanje efekta kandidata TTZ i
kontrolnih mitotipova na fertilitet na standardnoj temperaturi

Polovina ovog eksperimenta radena je na temperaturi od 30°C $to predstavlja standardnu
temperaturu na kojoj se odrzavaju sve laboratorijske populacije i linije pasuljevog ziska i imala je za cilj
da ispita efekat mitotipova u tri varijabilne jedarne sredine.
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Rezultati meSanog modela analize varijanse za Zenke pokazali su da je efekat mitotipa na fertilitet
statisti¢ki znacajan (F2,9 = 21,48, P = 0,0004) (Tabela 19) sto je posledica toga $to zenke MG1a mitotipa
imaju povisen fertilitet u odnosu na zenke druga dva mitotipa (Slika 16.A). Naime, MGla Zenke u
proseku su imale 38,21 potomaka, dok su MG1d i MG3b Zenke ostavljale znac¢ajno manje, 28,5 1 27,07
potomaka, redom. Dodatno, znac¢ajan je i efekat jedarne sredine (F2,9 = 5,35, P = 0,0294) zbog toga Sto
jedinke sa jedrom iz Srpske Crnje ostavljaju manji broj potomaka (27,81) u odnosu na jedinke sa jedrima
iz Bele Palanke (32,47) ili Ravnja (33,5). Konac¢no, efekat mito-jedarnih interakcija (MxJ u Tabeli 19)
nije pokazao statistiCku znacajnost (Fs,9 = 0,81, P = 0,5518). Varijabilnost izmedu replika unutar mito-
jedarnih interakcija (replika (MxJ) u Tabeli 19) je statisti¢ki znacajna (Fg, 1062 = 2,35, P =0,0125). Vazno
je naglasiti da MG3b Zenke ni u jednoj sredini nemaju znac¢ajno manje vrednosti fertiliteta od kontrolnog
MG1d mitotipa.

Rezultati me$anog modela analize varijanse za fertilitet kod muZjaka nosilaca razli¢itih mito-
jedarnih kombinacija pokazali su da MG3b mitotip u svim jedarnim sredinama dovodi do zna¢ajnog
smanjenja fertiliteta u odnosu na kontrole (Slika 16.B). To se ogleda u znacajnom efektu mitotipa (F2, 9
= 22,02, P = 0,0003) prikazanom u Tabeli 19. MGla muzjaci, kao i MGla zenke, u proseku ostavljaju
najvise potomaka (34,78), MG1d muzjaci manje (28,82) dok MG3b muzjaci statisticki imaju najmanji
fertilitet (18,09). Ovo smanjenje fertiliteta MG3b muzjaka u odnosu na kontrolne muzjake procentualno
iznosi u proseku 40,84% (najmanje smanjenje iznosilo je 19,79% izmedu MG3b i MG1d muzjaka sa
jedrom iz Bele Palanke, a najvece 54,2% izmedu MG3b i MGla muzjaka sa jedrom iz Ravnja). Efekat
jedarne sredine je takode statisticki znacajan (Fz, 9 = 5,84, P = 0,0236) jer je fertilitet muzjaka najveci
kada im je mitohondrijski haplotip eksprimiran u jedarnoj sredini poreklom iz Ravnja, sa prosecnom
vredno$cu broja potomaka od 31,88 (Slika 16.B). Sa druge strane, najmanje vrednosti fertiliteta imaju
muZjaci sa jedarnom sredinom iz Bele Palanke (23,24). Efekat mito-jedarnih interakcija na fertilitet
muzjaka nije pokazao statisticku znacajnost (Fs, 9 = 2,27, P = 0,1409) sto ukazuje na to da efekat
pojedina¢nog mitotipa ne zavisi od toga u kojoj jedarnoj sredini je eksprimiran. Dodatno, varijabilnost
replika ugnezdenih u mito-jedarne interakcije bila je statisticki znacajna (Fo, 1062 = 6,70, P < 0,0001).

4.5.2 Ispitivanje uticaja razli¢itih jedarnih sredina na ispoljavanje efekta kandidata TTZ i
kontrolnih mitotipova na fertilitet na poviSenoj temperaturi

Drugi deo eksperimenta pratio je istovetni dizajn, s tom razlikom da su parovi kojima je meren
fertilitet drZzani na poviSenoj temperaturi od 32°C od momenta kada su smesteni u Petri Solje do izlaska
svog potomstva iz semena pasulja. Dakle, reprodukcija i celo razvic¢e odvijali su se na temperaturi koja
se u prethodnom laboratorijskom iskustvu pokazala kao stresna za ovu vrstu.

Mesani model analize varijanse za podatke o fertilitetu Zenki na povisenoj temperaturi pokazao
je bitno razlicite rezultate u odnosu na analizu podataka na temperaturi od 30°C. Naime, u ovom slucaju
ni mitotip ni jedarna sredina nemaju znac¢ajan uticaj na variranje osobine (Fz2, 9 = 0,77, P = 0,4927 za
mitotip; F2,9 = 1,04, P = 0,3916 za jedarnu sredinu) (Tabela 20). Srednje vrednosti fertiliteta MGl1a,
MG1d 1 MG3b zenki su sli¢ne: 29,52 za MGla Zenke, 27,21 za MG1d Zenke 1 24,67 za MG3b Zenke.
Medutim, na osnovu Slike 16.C moze se zakljuditi da se i na ovoj temperaturi zadrzava trend povecanog
prosecnog fertiliteta MGla Zenki u svim jedarnim sredinama osim u Ravnju. Iako efekat jedra nije
znacCajan, interesantno je primetiti da na poviSenoj temperaturi jedinke sa jedarnom sredinom iz Ravnja
imaju najmanje vrednosti fertiliteta, dok su na standardnoj temperaturi imale najvise. Naime, prosecne
vrednosti njihovog fertiliteta su 24,76 potomaka, dok su za jedinke sa jedrom iz Srpske Crnje i Bele
Palanke redom 26,66 i 30,32 potomaka. Mito-jedarne interakcije ni ovde ne pokazuju znacajan efekat
(F4,0=1,05, P =0,4348) na variranje osobine, dok se replike unutar mito-jedarnih kombinacija znacajno
razlikuju medu sobom (Fg, 1047 = 9,27, P < 0,0001).
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Rezultati analize varijanse fertiliteta muzjaka na temperaturi od 32°C vrlo su sli¢ni onima kod
zenki. Dakle, 1 u ovoj analizi su se mitotip i jedarna sredina pokazali kao nevazni izvori variranja osobine
(F2,9 = 0,65, P = 0,5456 za mitotip; F2, 0 = 1,77, P = 0,8557 za jedarnu sredinu) (Tabela 20), a u istoj
analizi kod muzjaka na 30°C bili su statisticki znacajni. Ipak, vredno je zapazanja da iako vrlo slicne
vrednostima ostalih muzjaka, fertilitet MG3b muzjaka je najmanji i na poviSenoj temperaturi (22,74 u
odnosu na 25,73 MGla muzjaka i 26,13 MG1d muzjaka) (Slika 16.D). Veoma je upecatljivo i to da, iako
nema znacajnog efekta jedarne sredine, jedinke sa jedrom iz Bele Palanke ostavljaju prose¢no najvise
potomaka (28,15) §to je suprotno rezultatima na 30°C gde su ovi muzjaci ostavljali najmanje potomaka,
a u skladu sa rezultatima kod Zenki na 32°C. Takode, muZjaci (kao i Zenke) sa jedrom iz Ravnja na
povisenoj temperaturi ostavljaju najmanje potomaka (22,09) a na standardnoj temperaturi ostavljali su
najvise u odnosu na muzjake druga dva mitotipa. Ni u ovom sluc¢aju nije uocen znacajan efekat mito-
jedarnih interakcija (Fs,9 = 0,32, P = 0,8557) a jeste replika ugnezdenih u mito-jedarne interakcije (Fo,
1062 = 11,79, P < 0,0001).

_ 4.5.3 Ispitivanje uticaja interakcija temperature, jedarne sredine i mitotipa na fertilitet kandidata
TTZ i kontrolnih mitotipova

Cilj ovakvog dizajna testiranja efekta mito-jedarnih kombinacija na fertilitet na standardnoj i
stresnoj temperaturi bio je da se, poredeci rezultate iz prvog i drugog dela eksperimenta, razluci efekat
koji ostvaruju interakcije mitotipa, jedra i temperaturne sredine na fertilitet muzjaka i zenki.

Kada je analiza varijanse uradena na podacima za fertilitet Zenki na obe temperature rezultati su,
sli¢no i kada su analizirani samo podaci na 30°C, pokazali da je efekat mitotipa (F2,9 = 10,08, P = 0,0050)
znacajan izvor variranja ove osobine (Tabela 21). Ovaj efekat je posledica toga Sto su Zenke MGla
mitotipa u proseku najuspesnije sa najvisim vrednostima fertiliteta na obe temperature. Ovo je najpre
posledica razlika u mitotipovima na standardnoj temperaturi, s obzirom na to da su razlike u prosecnom
fertilitetu zenki razli¢itih mitotipova na povisenoj temperaturi znatno manje. Jedarna sredina, s druge
strane, ne ostvaruje znacajan uticaj na variranje fertiliteta (F2,9 = 2,50, P = 0,1371). lzostanak efekta jedra
moze se pripisati potpuno drugacijim trendovima na razli¢itim temperaturama koji se onda ponistavaju:
na standardnoj temperaturi od 30°C najvece vrednosti fertiliteta imaju Zenke sa jedrom iz Ravnja, a
najmanje sa jedrom iz Srpske Crnje, dok na povisenoj temperaturi od 32°C Zenke sa jedrom iz Ravnja su
te sa najmanjim vrednostima prose¢nog fertiliteta, dok najvece imaju zenke sa jedrom iz Bele Palanke.
Temperatura je pokazala visoku statisticku znacajnost kao faktor koji najviSe utiCe na ispoljavanje
fertiliteta (F1, 2118 = 32,71, P < 0,0001). Oc¢ekivano, u proseku je fertilitet Zenki bio visi na temperaturi od
30°C (31,26 potomaka) nego na poviSenoj temperaturi (27,13 potomaka). Kada se razlika izmedu
vrednosti fertiliteta na dve temperature posmatra unutar svakog mitotipa zasebno, upecatljivo je da do
statisticki znacajnog pada vrednosti dolazi samo kod MGla (fertilitet sa 38,21 pada na 29,52; tees33 =
6,85, P <0,0001), dok je kod Zenki druga dva mitotipa smanjenje fertiliteta mnogo manje i nije statisticki
znacajno (tzo2,31 = 1,00, P = 0,3164 za MG1d; t71220 = 1,74, P = 0,0819 za MG3b) (Slika 17). Kada je re¢
o interakcijama izmedu razlicitih faktora, rezultati analize u skladu su sa analizama na temperaturama od
30°C i 32°C gde se ne uocava znacajan efekat mito-jedarnih interakcija (F4,9 = 1,94, P = 0,1873). S druge
strane, sve interakcije sa temperaturom pokazale su statisticku znacajnost (F2, 2118 = 10,88, P < 0,0001 za
interakcije mitotipa i temperature; F2, 2118 = 11,20, P < 0,0001 za interakcije jedarne sredine i temperature;
F4, 2118 = 2,40, P = 0,0481 za interakcije mitotipa, jedarne sredine i temperature). Ovakvi rezultati nisu
iznenadujuc¢i posmatrano u kontekstu prethodno obrazlozenih rezultata. Naime, znacajan efekat
interakcija mitotipa i temperature moZze se pripisati antagonistickom dejstvu MGla mitotipa u jedarnoj
sredini iz Ravnja na dve temperature: na standardnoj temperaturi svojim nosiocima obezbeduje najvise
vrednosti fertiliteta, dok na povisenoj temperaturi dovodi do ispoljavanja najnizih vrednosti fertiliteta.
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Statisticki znacajan efekat interakcije jedarne i temperaturne sredine poreklom je od ve¢ opisanih
drugacijih trendova efekata razlicitih jedarnih sredina na fertilitet zenki na 30°C i1 32°C, dok znacajan
efekat interakcije sva tri faktora (MxJxT) ukazuje na kompleksan odnos i uticaj koji ovi faktori imaju na
formiranje fenotipa. Konacno, i replike ugnezdene u mito-jedarne interakcije znacajno su varirale izmedu
sebe (Fo, 1939 = 4,39, P <0,0001). Vazno je naglasiti da bez obzira na temperaturu i jedarnu sredinu kojima
su mitotipovi izlozeni, zenke kandidat MG3b mitotipa nemaju statisticki znac¢ajno smanjen fertilitet u
odnosu na MG1d kontrolni mitotip (Slika 17).

Analiza varijanse fertiliteta muzjaka na standardnoj i poviSenoj temperaturi takode je pokazala
da je mitohondrijski haplotip zna¢ajan izvor variranja ove osobine (F2,9 = 7,77, P =0,0109) (Tabela 21).
Ovo je posledica velikih razlika u prose¢nom broju potomaka muzjaka tri mitotipa na obe temperature:
MG1la muzjaci ostavljaju 30,25 potomaka, MG1d 27,47 dok su MG3b muzjaci znacajno pogodeni i
ostavljaju u proseku samo 20,41 potomaka. Ipak, interesantno je naglasiti da iako MG3b muzjaci
ostavljaju najmanje potomaka u proseku bez obzira na temperaturne uslove, dok se za mitotipove MGla
1 MG1d fertilitet znacajno smanjio pri povecanju temperature (sa 34,78 na 25,73, t71272 = 8,72, P < 0,0001
za MGla; sa 28,82 na 26,13, tros92 = 2,38, P = 0,0174 za MG1d) fertilitet MG3b muzjaka se zapravo
povecao sa povecanjem temperature (sa 18,09 na 22,74, trog37 = -4,94, P < 0,0001) (Slika 17). Dakle, ne
iznenaduje §to je meSani model analize varijanse pokazao izuzetno znacajan efekat interakcije mitotipa i
temperature (F2, 2133 = 49,65, P < 0,0001). Efekat temperature je takode znacajan (F1, 2133 = 17,73, P <
0,0001) zbog toga Sto u proseku dolazi do znacajnog smanjenja fertiliteta muzjaka pri povecanju
temperature —sa 27,23 potomka koliko u proseku ostavljaju na 30°C fertilitet na pada na 24,87 potomaka
32°C. Efekat jedarne sredine na variranje fertiliteta muzjaka nije pokazao statisti¢ki znac¢ajan efekat (F2,
9 = 0,21, P = 0,8174). Sli¢cno zenkama, nepostojanje znacajnog efekta zapravo je poreklom od veoma
interesantnog rezultata da se na dve temperature u potpunosti menja trend fertiliteta muzjaka sa razlic¢itim
jedarnim sredinama. Ovi rezultati se uklapaju sa ¢injenicom da su interakcije izmedu jedarne sredine i
temperature statisticki najznacajniji faktor koji utie na variranje fertiliteta muzjaka (F2, 2133 = 57,02, P <
0,0001). Ni u puliranim podacima za obe temperature ne uoCava se znacajan efekat mito-jedarnih
interakcija na fertilitet muzjaka (F4, ¢ = 0,69, P = 0,6143). Dodatno, visoku statisticku znacajnost
pokazuju interakcije mitotipa, jedra i temperature (Fs,2133 = 9,50, P < 0,0001). Replike ugnezdene u MxJ
znacajno su doprinele variranju fertiliteta muzjaka (Fo, 2133 = 14,00, P < 0,0001).

Rezultati ovog eksperimenta pokazali su da mitohondrijski haplotip, jedarna sredina, temperatura
i njihove interakcije na veoma kompleksan nacin oblikuju osobine Zivotnih istorija muzjaka i zenki.

4.6 Dinamika rasta i promena ucestalosti mitotipova u populacijama sa razli¢itim udelima
trojanskih Zenki

Sesti i posledniji cilj ove disertacije bio je da se utvrde procesi na populacionom nivou nakon $to
se u prirodnu populaciju introdukuju Zenke sa kandidat TTZ, to jest kontrolnim mitotipovima u razli¢itim
ucestalostima: 25% 1 75% od ukupnog broja Zenki u populaciji.

4.6.1 Promena ucestalosti mitotipova kroz generacije

Ugestalosti ubaéenih mitohondrijskih haplotipova, MGla, MG1d i kandidat TTZ mitotipa MG3b
zabeleZene suu 2., 5., 1 10. generaciji (Slika 18). Upecatljivo je to Sto je bez obzira na mitotip i njegovu
startnu ucestalost, u svim populacijama doslo do fiksacije ubacenog mitotipa. MG1la mitotip fiksiran je
ve¢ u drugoj generaciji i u slucaju startne ucestalosti od 25% 1 75%. MG1d mitotip u drugoj generaciji u
populaciji sa startnim udelom od 25% ima prosec¢nu ucestalost od 91,6%, dok mu prose¢na ucestalost u
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populaciji sa startnim udelom od 75% iznosi 83,3%. U petoj generaciji ovaj mitotip je fiksiran. Ucestalost
MG3b mitotipa takode se povecala u drugoj generaciji: za udeo od 25% ucestalost mu je bila 91,67% a
za udeo od 75% iznosila je 89,58%. Kao i MG1d, u petoj generaciji je fiksiran (Slika 18). Zbog toga §to
su prosecne ucestalosti mitotipova u populacijama sa 25% i 75% startnim udelima veoma sli¢ne u drugoj
generaciji, a identi¢ne u petoj, u daljim analizama se faktor udela nije uzimao u obzir.

4.6.2 Populaciono-ekoloski parametri rasta populacije

Za sve populacione parametre prave i pseudovrednosti dobijene jackknife procedurom bile su
vrlo sli¢ne ili identi¢ne (Tabela 22). Ovakvi rezultati ukazuju na adekvatnost koris¢enja jackknife
procedure i utvrdenih parametara (Maia i sar., 2000) te su za grafi¢ki prikaz rezultata koris¢ene
pseudovrednosti.

Parametri rasta populacije ukazuju na trend da, bez obzira na mitotip ubaen u prirodnu
populaciju, stope rasta populacije vece su u petoj u odnosu na drugu generaciju (Tabela 22, Slika 19).
Naime, u drugoj generaciji, vrednosti kona¢ne stope rasta populacije (4) su 1,09926 za MG1a, 1,09933
zaMG1d11,09685 za MG3b, dok su vrednosti istog parametra u petoj generaciji vise: 1,10826 za MGla,
1,10765 za MG1d i 1,11083 za MG3b. Vrednosti izmedu mitotipova unutar generacije nisu statisticki
znacajne, dok izmedu generacija jesu, iako je interesantno primetiti da MG3b ima najmanje vrednosti u
drugoj generaciji a najvise u petoj u odnosu na ostale mitotipove (Slika 19, Tabela 22). Potpuno isti trend
uocljiv je i za intrinzi¢ku stopu rasta (rm) i vreme za koje populacija udvostruci brojnost (Dt) (Slika 19,
Tabela 22). Kada je re¢ o neto stopi reprodukcije Zenki (Ro) populacija u koju je ubacen kandidat MG3b
mitotip u drugoj generaciji ima statisticki znacajno nizu vrednost u odnosu na populaciju sa kontrolnim
MG1a mitotipom (za MG3b Ro = 13,5434, a za MGla Ro = 15,0209) (Slika 19, Tabela 22, Tabela 23). |
u ovom slucaju vrednosti parametra u petoj generaciji znac¢ajno su vise u odnosu na vrednosti u drugoj
generaciji za sva tri mitotipa ((Slika 19, Tabela 22, Tabela 23), pri cemu MG3b ima najnize vrednosti i
u drugoj i u petoj generaciji. Konac¢no, srednje vreme generacije T pokazuje drugaciji trend variranja
vrednosti. Statisti¢ki najduze vreme generacije imaju jedinke iz populacije u koju je ubaten MGla
mitotip nakon dve generacije (28,6335 dana). U petoj generaciji skracuje se razvice, te je srednje vreme
generacije u ovoj populaciji 28,1189 dana (Slika 19, Tabela 22, Tabela 23). Kod MG1d mitotipa ne
dolazi do znacajne promene u prosecnom vremenu generacije u petoj u odnosu na drugu generaciju
(Tabela 23). Medutim, MG3b mitotip je specifican po tome §to mu se u petoj generaciji vreme generacije
intenzivno skracuje — za ceo jedan dan. Naime, u drugoj generaciji srednje vreme generacije mu je
28,1925 dana, dok je u petoj generaciji ta vrednost 27,0874 dana (Slika 19, Tabela 22, Tabela 23).

Skrac¢ivanje vremena generacije, to jest preadultnog razvi¢a, MG3b mitotipa u petoj generaciji u
odnosu na sve ostale eksperimentalne grupe vidi i se iz dinamike polaganja jaja zenki (Slika 20). Jedinke
iz populacije sa MGla mitotipom koje imaju najduze srednje vreme generacije u odnosu na ostale
mitotipove karakteriSe i najkasniji pik polaganja jaja — u 32. danu razvica i u drugoj i1 u petoj generaciji.
Populaciji sa MG1d mitotipom pik je pomeren par dana ranije — izmedu 30. i 32. dana razvi¢a u F»
generaciji i 30. i 31. dan u Fs generaciji. U drugoj generaciji pik polaganja jaja populacije sa uba¢enim
MG3b mitotipom nije upecatljiv — kao 1 za MG1d traje od 30. do 32. dana razvi¢a. Medutim, u petoj
generaciji, broj polozenih jaja najveéi je u 28. i 29. danu razvic¢a, znacajno ranije u 0dnosu na sve ostale
eksperimentalne grupe (Slika 20).
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5. DISKUSIJA

5.1 ,,Materinska kletva“ u laboratorijskim populacijama pasuljevog Ziska

Hipoteza materinske kletve predvida da se u mitohondrijskim genomima nakupljaju mutacije sa
negativnim efektima na adaptivnu vrednost muzjaka, a istovremeno neutralnim ili ¢ak korisnim efektom
na adaptivnu vrednost Zzenki. Nakupljanje takvih mutacija, Stetnih za muski pol, omoguceno je
¢injenicom da prirodna selekcija na ovaj genom deluje isklju¢ivo preko Zenske linije nasledivanja
(Gemmell i sar., 2004). Imajuéi u vidu da se u jedarnom genomu, koji je selektivno prepoznat i u muskoj
liniji nasledivanja, mogu pojaviti kompenzacione mutacije koje ¢e biti selektivno favorizovane usled
epistati¢kih interakcija izmedu mitohondrijskog i jedarnog genoma, jasno je da koevolucija dva genoma
potencijalno moze zamaskirati polno specifi¢ni efekat mtDNK varijabilnosti na adaptivnu vrednost
muzjaka. Postojanje mutacija na mtDNK sa opisanim polno specificnim Stetnim efektom moze biti
utvrdeno ukoliko se ,,uklone® kompenzacione mutacije u jedarnom genomu, odnosno kada se razliciti
mitotipovi eksprimiraju naspram jedarne sredine sa kojim mitohondrije nisu koevoluirale (Dowling i
Adrian, 2019).

Iako hipoteza materinske kletve ima jaku teorijsku osnovu, dosada$nja istrazivanja nisu uspela
da je nesporno potvrde u velikom broju Zivotinjskih taksona. Kod biljaka je ovaj fenomen dobro izuc¢en
i dokazan (Budar i sar., 2003; Chase i sar., 2007; Case i sar, 2016), dok su kod Zivotinja dokazi redi i
ograni¢eni na mali broj model taksona, a rezultati istrazivanja ¢esto opre¢ni (Edmands, 2024). Brojna su
istrazivanja koja su ustanovila ve¢i efekat mitohondrijske varijabilnosti na variranje osobina Zenki u
odnosu na muzjake (Mossman i sar., 2016b; Mossman i sar., 2017; Hoekstra i sar., 2018; Nagarajan-
Radha i sar., 2019; Anderson i sar., 2022; Betinazzi i sar., 2024), §to je u suprotnosti sa o¢ekivanjima
hipoteze materinske kletve (Dowling i Adrian, 2019). Analize veceg broja ki¢menjackih vrsta pokazale
su nepostojanje ili jako mali uticaj mutacija materinske kletve na osobine jedinki iz analiziranih
populacija (Leeflang i sar., 2021; Cayuela i sar., 2023). Dodatno, raznolikost istraZivanja po dizajnu i
izboru statistickih metoda za analizu podataka predstavlja teskocu za poredenje razli¢itih studija i taksona
(Dowling 1 Adrian, 2019). S obzirom na veliki dijapazon veoma razliCitih rezultata 1 zakljucaka,
razumevanje fenomena materinske kletve zahteva analizu jos veceg broja vrsta, ukljucujuéi i brojne
taksone koji nisu model organizmi, kao i precizno formulisanje hipoteze koja ¢e potom biti testirana
vodeci se ve¢ uspostavljenim protokolima.

5.1.1 Potraga za mitotipom sa negativnim polno specificnim efektom na muzjake

U ranijim istrazivanjima laboratorijskih populacija pasuljevog ziSka ustanovljeno je da
mitohondrijska varijabilnost jeste nesporno selektivno prepoznatljiva (Pordevic i sar., 2015; Pordevic i
sar., 2017; Stojkovié i sar., 2017). Stavise, rezultati ovih studija pokazali su da je efekat mitohondrijske
varijabilnosti na fenotipsku polno specifican, to jest ima veci negativni efekat na adaptivnu vrednost
muzjaka u odnosu na zenke (Pordevi¢ i sar., 2015; Pordevic¢ i sar., 2017). Vodeci se ovim podacima,
kao i Daulingovim i Adrijanovim smernicama za odredivanje efekta materinske kletve (Dowling i
Adrian, 2019), u prvoj fazi izrade ove disertacije ispitivan je efekat svih identifikovanih laboratorijskih
mitotipova na osobine jedinki. Na osnovu sekvence osam mitohondrijskih protein-kodiraju¢ih gena
odredeno je Sest mitotipova (MGla, MG1lb, MGlc, MG1d, MG3a i MG3b) ¢iji je efekat na osobine
zivotne istorije muzjaka i zenki pasuljevog ziska u delimi¢no narusenoj, to jest nekoevoluiranoj, jedarnoj
sredini potom testiran. Mitotipovi su pokazali znacajnu divergenciju sekvenci (i do 0,72%) S$to
prevazilazi divergencije mitotipova u slinim istrazivanjima Drosophila melanogaster koja su
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detektovala mitohondrijske mutacije sa polno specifi¢nim efektom; kod ove vrste ispitivani mitotipovi
su se razlikovali do 0,4% (Clancy, 2008; Innocenti i sar., 2011; Yee i sar., 2013; Carnegie i sar., 2021).
Dakle, iako su svi koriS¢eni mitotipovi pasuljevog ziSka u ovoj disertaciji poreklom iz laboratorijskih
populacija, a ne prirodnih kao u navedenim radovima, pronadena varijabilnost je bila visoka i
odgovarajuca za ispitivanje uticaja mitohondrijske na fenotipsku varijabilnost. Ustanovljeno je, takode,
da svi analizirani mitotipovi sadrZe specificne nesinonimne supstitucije, to jest kodiraju za proteinske
produkte specificnih aminokiselinskih sekvenci. Imaju¢i u vidu da materinska kletva predstavlja
nakupljanje mtDNK mutacija Stetnih po muzjake, malo je verovatno da bi samo jedna mutacija mogla
izazvati efekte materinske kletve. Teorijska geneticka predvidanja zasnivaju se na aditivnom modelu vise
mutacija sa manjim negativnim fenotipskim efektom na adaptivnu vrednost muzjaka (Camus i sar., 2012;
Wolff i Gemmell, 2013). Sest ustanovljenih mitotipova u laboratorijskim populacijama pasuljevog Ziska,
sa razli¢itim nivoima divergencije i brojnim sinonimnim i nesinonimnim razlikama, predstavljali su
dobru osnovu za ispitivanje materinske kletve, evolucionog fenomena koji je predmet istraZivanja ove
disertacije.

Ukr$tanjem Zenki nosilaca specifiénog mitotipa i muZjaka sa novom, heterogenom jedarnom
sredinom, delimi¢no su narusene koevoluirane mito-jedarne interakcije (Slika 3.4.1). Jedinkama sa
takvom kombinacijom mitohondrijskog i jedarnog genotipa merene su razli¢ite osobine zivotne istorije
— preadultni vijabilitet, totalni fekunditet i duzina zivota. Rezultati su pokazali znacajan efekat
mitohondrijskog genoma i njegovih varijanti na variranje svih analiziranih osobina kod muzjaka, dok je
kod zenki mitotip imao uticaj samo na variranje preadultnog vijabiliteta i fekunditeta. Komparativne
analize osobina zizaka sa razliitim mitotipovima, izdvojile su mitotip MG3b kao varijantu
mitohondrijskog genoma sa o¢ekivanim karakteristikama hipoteze materinske kletve, to jest smanjivao
je adaptivnu vrednost muzjaka u odnosu na muzjake drugih mitotipova, dok na Zenke nije imao uticaj.
Ovaj mitotip smanjivao je kako preadultni vijabilitet potomaka MG3b muzjaka, tako i fekunditet zenki
sa kojima su se ovi muzjaci parili, uz odsustvo negativnog efekta na duzinu Zivota. Interesantno je da je
MG3a mitotip, koji se od MG3b razlikuje u samo dve nukleotidne zamene, jednoj sinonimnoj u nad4l
genu i jednoj nesinonimnoj u cox2 genu, ispoljavao potpuno drugaciji efekat, ostvarujuci pozitivan uticaj
na vijabilitet 1 fekunditet muzjaka. Buduéi da su MG1b 1 MG1c mitotipovi dovodili do pada adaptivne
vrednosti 1 muZjaka i Zenki, a da MGla i MG1d mitotipovi nisu ispoljavali Stetan efekat ni na muzjake
ni na Zenke, za podrobnije analize uticaja mitotipa na osobine Zivotne istorije muzjaka i Zenki pasuljevog
7iska izabrani su MG3b, kao kandidat TTZ mitotip, 1 MGla i MG1d kao kontrolni mitotipovi.

Cinjenica da mitotipska varijabilnost ima znacajan efekat na variranje duzine Zivota kod muzjaka,
ali ne i zenki u potpunom je skladu sa rezultatima Kamus i saradnika, premda su ovi autori pokazali
povezanost izmedu broja razlika izmedu mitotipova 1 razlika u njihovom efektu na duZinu zZivota jedinki
(Camus i sar., 2012). Kod pasuljevog ziska MG1b i MG1c mitotipovi znacajno smanjuju duzinu zZivota
kod muzjaka u odnosu na MGla i MG1d mitotipove od kojih se razlikuju u samo jednoj do dve
nukleotidne zamene. Dodatno, razlika u efektima MG3a i MG3b mitotipova na reproduktivni potencijal
muzjaka nesrazmerna je malom broju nukleotidnih razlika izmedu njih. Prikazani rezultati nisu potvrdili
predvidanja da su negativni efekti na muzjake a neutralni na zenke MG3b mitotipa posledica aditivnog
efekta mutacija sa pojedinacno malim efektima, ve¢ su pokazali da pojedinacne sinonimne i/ili
nesinonimne mutacije mogu ispoljiti znacajan uticaj na osobine Zivotne istorije.

5.1.2 MG3b mitotip — ,,materinska kletva“ i potencijalna primena u ,,tehnici trojanskih zenki*

Pri testiranju osobina zivotne istorije izabrana su tri mitotipa (MGla, MG1d i MG3b), a poseban
fokus usmeren je na komponente reproduktivnog potencijala muzjaka i zenki, s obzirom na teorijska 1
empirijska predvidanja da je reproduktivno tkivo najpodloznije efektima mutacija materinske kletve
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(Gemmell i sar., 2004; Dowling i Adrian, 2019). Ukoliko je duZina Zzivota kod vecine vrsta polno
dimorfna osobina, postavljena je hipoteza po kojoj bi materinska kletva mogla biti jedan od razloga ovog
fenomena (Cayuela i sar., 2023). 1z tog razloga testiran je i efekat mitotipova i na dugovec¢nost zizaka.
Dodatno, tehnika trojanskih Zenki zasniva se na smanjenju isklju¢ivo reproduktivne funkcije muzjaka,
dok ostale osobine Zivotne istorije, poput duzine Zivota, ne bi smele biti ugrozene.

Kod pasuljevog ziSka, parenje podrazumeva deponovanje spermatofore muzjaka u Zenski
genitalni trakt. Ovaj ¢in stimuliSe oogenezu 1 ovipoziciju i privremeno smanjuje receptivnost zenki za
ponovno parenje (Huignard, 1982). Specificna odlika ponaSanja ovih insekata podrazumeva da Zenke
vremenski odlazu polaganje jaja u nepovoljnim uslovima zivotne sredine, kao $to je izostanak semena
biljke domaéina ili fertilnog partnera koji je u stanju da jaja oplodi (Seslija i sar., 2009a). Ukoliko se
povoljni uslovi ne ostvare, zenke ¢e pri kraju svog zivota poloziti jaja, kako oplodena tako i neoplodena.
Ovaj fenomen se oznacava kao napustanje jaja (engl. egg dumping). Iz jaja polozenih kasnije u toku
zivota zizaka izleze se manji broj jedinki nego iz jaja polozenih u prvih nekoliko dana ovipozicije
(Parsons i Credland, 2003). 1z tog razloga rani fekunditet, a ne totalni, bolja je mera reproduktivnog
uspeha Zenki 1 muzjaka. Rezultati dobijeni na osnovu analize ranog i totalnog fekunditeta i fertiliteta
zenki 1 muzjaka koji nose razliite ispitivane mitotipove, upravo oslikavaju ovaj fenomen. Naime,
najizrazeniji rezultat ovog eksperimenta, koji se uklapa u ocekivanja hipoteze materinske kletve,
predstavlja pad u ranom fekunditetu zenki koje su se ukrstale sa MG3b muzjacima, a u odnosu na zenke
ukrStane sa muZjacima drugih mitotipova, kao 1 u fertilitetu MG3b muZjaka u odnosu na druge muzjake.
Pad fertiliteta i ranog fekunditeta iznosio je oko 35%. S druge strane, mitotip muzjaka nije uticao na
promenu vrednosti totalnog fekunditeta, $to se i oekuje imajuc¢i u vidu fenomen napustanja jaja.
Rezultati ukazuju da je pad fertiliteta, to jest ukupnog broja potomaka MG3b muzjaka uzrokovan
smanjenjem broja oplodenih jaja, odnosno smanjenjem oplodne sposobnosti muzjaka i/ili kvaliteta
njihove sperme. Kod zenki, variranje sve tri osobine nije zavisno od mitotipa, uklju¢ujuéi i MG3b
mitotip.

Molekulsko-bioloskim analizama MG3b i dva kontrolna mitotipa, MGla i MG1d, dodatno su
okarakterisane sekvence jos pet protein-kodirajucih gena (¢ime je okarakterisano svih 13 mitohondrijskih
protein-kodirajucih gena), i utvrdeno je da se MG3b mitotip razlikuje za 0,74%, tj. 0,77% od ostala dva
mitotipa, $to ukljucuje ¢ak sedam aminokiselinskih promena u pet razli¢itih gena: nad2, cytb, cox2, atp6
i atp8, koji kodiraju proteinske komponente u kompleksima l, 111, 1V i V. Od pomenutih aminokiselinskih
promena, u dva slucaja je aminokiselina drugacijih hemijskih svojstava u odnosu na onu koja se javlja
kod kontrolnih mitotipova: u proteinskom produktu atp6 gena kod MG3b mitotipa javlja se bazna
aminokiselina lizin, dok se kod kontrola javlja neutralni serin i u produktu nad2 gena za MG3b
karakteristi¢na je polarna aminokiselina treonin dok se kod druga dva mitotipa javlja nepolarni izoleucin.
Interesantno je da se i u dva prethodno potvrdena 1 istraZzena mitotipa materinske kletve kod vrste
Drosophila melanogaster takode javljaju nesinonimne mutacije u cytb i cox2 genima. Klensi i saradnici
identifikovali su mutaciju u cytb genu BRO mitotipa za koji je utvrdeno da uzrokuje sterilnost muzjaka
u specifi¢noj jedarnoj sredini (Clancy, 2008; Yee i sar., 2013). Ova mutacija dovodi do aminokiselinske
zamene (Ala-278-Thr) u regionu proteina koji katalizuje oksidaciju ubikvinola (Clancy i sar., 2011).
Autori smatraju da opisana aminokiselinska zamena dovodi do produkcije vece koli¢ine reaktivnog
superoksida ¢ime objasnjavaju potencijalni mehanizam steriliSuéeg efekta BRO mitotipa. Kako se
pokazalo, testisi pogodenih muzjaka nisu formirali individualizacioni kompleks neophodan za formiranje
spermatida. Umesto toga, u testisima su bile uocljive grupacije spojenih spermatida koje su vremenom
degradirane. Imajuci u vidu da su muske polne ¢elije izuzetno osetljive na oksidativna oStec¢enja jer su
im Celijske membrane bogate polinezasicenim masnim kiselinama sklonima oksidaciji, uz odsustvo
endogene katalaze i glutationa koji bi potencijalna oksidativna oStecenja sprecili (Agarwal i sar., 2003),
upravo se kod ovih ¢elija moze ocekivati najveca Steta poreklom od produkcije vece koli¢ine ROS-ova
izazvane BRO mitotipom. Druga istrazivacka grupa je na istoj vrsti pronasla jo§ jedan mitotip, G177S,
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koji u specificnoj jedarnoj sredini dovodi do pada fertilnosti muzjaka, dok na zenke nema negativan
efekat (Patel i sar., 2016). Upecatljivo je da i BRO i G177S mitotip Stete muzjacima u istoj, wll18
jedarnoj sredini. G177S odlikuje se nesinonimnom mutacijom u cox2 genu (Gly-177-Ser). Zenke koje
su se parile sa muzjacima G177S mitotipa polagale su isti broj jaja kao i zenke parene sa drugim
muzjacima, ali su ta jaja mahom bila neoplodena. Kao i kod BRO mitotipa, spermatide uglavnom nisu
zavrSavale proces individualizacije. Dodatno, spermatozoidi koji jesu zavrs$ili razviée imali su smanjenu
pokretljivost. Interesantno je da je ova mutacija asocirana sa smanjenim nivoom ROS-a kod pogodenih
muzjaka (Patel i sar., 2016). Dakle, iako BRO i G117S mitotipovi dovode do vrlo sli¢nog fenotipa,
mehanizmi njihovog delovanja su razli€iti.

Ni kod jednog pola pasuljevog ziSka nije ustanovljeno statisti¢ki znac¢ajno variranje duzine zZivota
u odnosu na mitotip. Sli¢ne rezultate dobili su Votson i saradnici koji su testirali efekat Cetiri distinktna
mitotipa na osobine zivotne istorije vrste Tigriopus californicus (Watson et al., 2022). S druge strane,
istrazivanja Kamus i saradnika (Camusi sar., 2012) i Av i saradnika (Aw i sar., 2017) utvrdila su znacajan
efekat mitotipa na duzinu zivota muzjaka, ali ne i Zenki vinske musSice. Ipak, treba naglasiti da su u jos$
jednoj studiji, koja je koristila identi¢an mitotipski panel kao u Camus i sar. (2012), dobijeni znacajno
drugaciji rezultati po kojima efekat mitotipa nije bio specifi¢an za muzjake, ali je pokazan za Zenski pol
(Nagarajan-Radha i sar., 2019). U nedavnoj studiji na 104 sisarske vrste ispitivana je veza izmedu duZzine
zivota muzjaka i zenki i stope mutacija izazvanih oksidativnim oSte¢enjima usled negativnih efekata
mutacija mitohondrijskog genoma. Utvrdeno je da ne postoji polno specificna korelacija izmedu stope
mutacija i duzine Zivota, $to ukazuje na ¢injenicu da materinska kletva ne oblikuje duzinu zivota muzjaka
kod ovih vrsta (Cayuela i sar., 2023). Iz suprotstavljenih rezultata navedenih istrazivanja proistice
zakljucak da jo$ ne postoji jasan odgovor na pitanje na koji nacin i u kojoj meri mutacije materinske
kletve uticu na duzinu zivota jedinki, ili da je prisustvo/odsustvo ovog fenomena specifi¢no za takson.

Za primenu MG3b mitotipa u tehnici trojanskih zenki vazan je nalaz da ovaj mitotip ne utice
negativno na duzinu Zivota ni muZjaka ni Zenki. Smanjenje duzine Zivota muZjaka, nosilaca ovog
mitotipa, podrazumevalo bi da su oni manje kompetitivni u odnosu na druge muzjake i, posledi¢no, da
imaju manju verovatno¢u ukrStanja sa Zenkama. Ispitivanja efekata do sad otkrivenih mutacija
materinske kletve na duzinu zivota dala su, kako je pokazano, meSovite rezultate. S jedne strane, BRO
mitotip vinske musice (Drosophila melanogaster) nema negativan efekat na duZinu zivota muzjaka, ali
kod Zenki znacajno smanjuje dugovecnost (Camus i sar., 2012; Nagarajan-Radha i sar., 2019). Skracenje
Zivota Zenki sa ovim mitotipom podrazumeva i smanjenja adaptivne vrednosti trojanskih Zenki Sto
ugrozava pretpostavke TTZ-a i $irenje takvog mitotipa kroz populaciju. S druge strane, G177S mitotip,
slicno MG3b, ne uti¢e na dugovecnost nijednog pola (Patel i sar., 2016).

Jo§ jedan vazan rezultat ovog eksperimenta je odsustvo negativnih interseksualnih interakcija
izmedu osobina koje su pogodene MG3b mitotipom kod muZzjaka (rani fekunditet i fertilitet) i osobina
zivotne istorije Zenki. Zajedno sa ¢injenicom da je varijansa testiranih osobina ve¢a kod muzjaka nego
kod Zenki, a u skladu sa predikcijama koje su dali Dauling 1 Adrijan, u MG3b mitotipu mutacije sa
negativnim efektom za muzjake nakupile su se pod dejstvom ,,slabe* materinske kletve (Dowling i
Adrian, 2019). Drugim re¢ima, MG3b mitotip ne pokazuje pozitivan efekat na adaptivnu vrednost zenki,
1 u populaciji ne menja svoju ucestalost pod dejstvom pozitivne prirodne selekcije, ve¢ je njegova
zastupljenost posledica delovanja genetickog drifta (Frank i Hurst, 1996; Gemmell i sar., 2004). U
suprotnosti sa ovim rezultatima, Kamus i Dauling utvrdili su postojanje negativnih interseksualnih
korelacija za veliki broj osobina za panel od 13 mitotipova, Sto ukazuje na postojanje polno
antagonisticke varijabilnosti mitotipova i delovanje ,jake* materinske kletve. Stavise, pokazali su da
potomci Zenki BRO mitotipa imaju najvise vrednosti preadultnog vijabiliteta (Camus 1 Dowling, 2018) i
predlazu da je to potencijalni razlog odrzavanja ovog mitotipa u populaciji i pored toga §to dovodi do
smanjenja duzine zivota Zzenki (Camus i sar., 2012).
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5.2 Mehanizmi delovanja mutacija ,,materinske kletve na reproduktivni potencijal muZjaka

5.2.1. Efekti mitotipova na respiraciju i koli¢inu mitohondrija

Efikasnost sistema za oksidativnu fosforilaciju (OXPHOS) zavisi od preciznih interakcija
mitohondrijskog 1 jedarnog genoma. OXPHOS funkcija moze biti naruSena mito-jedarnom
nekompatibilno$¢u ili mtDNK mutacijama na nekoliko nac¢ina. Najpre, usled greSaka u prenosu elektrona
izmedu redoks centara kompleksa, oni mogu ,,bezati“ iz subjedinica u ve¢oj meri i formirati ROS-ove
¢ime se potencijalno povecava nivo oksidativnih oSte¢enja molekula u celiji. Dalje, suboptimalno
funkcionisanje sistema dovodi do povecanog curenja protona kroz membranu nazad u matriks
mitohondrija, ¢ime se smanjuje elektrohemijski gradijent Cija energija se koristi za sintezu ATP-a.
Konaéno, mitohondrije i jedro su u konstantnoj komunikaciji preko signalnih molekula (poput ROS-
ova). Promene u mitohondrijskoj respiraciji, dakle, imaju direktan uticaj na ekspresiju jedarnih gena
(Ballard i Melvin, 2010). I zaista, specifi¢ni mitotipovi (Pichaud i sar., 2010; Correa i sar., 2012; Pichaud
i sar., 2013; Wolff i sar., 2016b; Aw i sar., 2017) i narusavanje koevoluiranih mito-jedarnih interakcija
(Meiklejohnisar., 2013; PBordevic¢ i sar., 2017; Pichaud i sar., 2019) pokazali su se kao uzro¢nik promena
funkcije razli¢itih komponenti OXPHOS-a. Funkcionisanje OXPHOS, to jest energetski metabolizam,
oblikuje ekspresiju osobina zivotne istorije i zZivotne strategije organizama (Ballard i sar., 2007b). U
skladu sa ovim teorijskim postavkama, sve su brojniji radovi koji pokazuju asocijaciju izmedu promene
u mitohondrijskoj funkciji i promena u ispoljavanju razlicitih osobina zivotne istorije (Meiklejohn i sar.,
2013; Wolffisar., 2016b; Bordevi¢ i sar., 2017). Predvida se da je muski reproduktivni sistem sa posebno
metabolicki zahtevnim tkivima glavna meta mutacija materinske kletve. Kako su ranije studije pokazale,
male promene u funkcionisanju mitohondrija i OXPHOS-a odrazavaju se na razvi¢e i pokretljivost
spermatozoida (Gemmell i sar., 2004; Beekman i sar., 2014; Vaught i Dowling, 2019). Dakle, da bi se
ispitalo da li efekti koje MG3b mitotip ostvaruje na reproduktivni potencijal muzjaka poti¢u od njegovog
uticaja na mitohondrijsku respiratornu funkciju, jedan od eksperimenata ove disertacije imao je za cilj
utvrdivanje OXPHOS aktivnosti 1 brojnosti mitohondrija kod muzjaka sa MG3b mitotipom i kontrolnih
mitotipova u varijabilnoj sredini jedra sa kojim mitohondrije nisu koevoluirale.

Rezultati su pokazali da MG3b muZjaci imaju smanjenu mitohondrijsku aktivnost preracunatu na
gram tkiva, u odnosu na muzjake kontrolnih mitotipova, iako svaka pojedina¢na mitohondrija MGla 1
MG3b muzjaka ima sli¢ne vrednosti respiracije. Na osnovu ovih nalaza moZze se zakljuciti da MG3b
muzjaci imaju znacajno manji broj mitohondrija, a samim tim i sniZenu mitohondrijsku respiraciju u
celini. Mitotip je imao znacajan efekat na funkcionisanje svih ispitivanth OXPHOS kompleksa
pojedina¢nih mitohondrija osim kompleksa I1, §to je u skladu sa ocekivanjem buduci da kompleks II nije
kodiran mtDNK genima (Rand i sar., 2004). Identican obrazac variranja respiracije kompleksa dobijen
je kod MajkldZzona i saradnika (Meiklejohn i sar., 2013) gde je jedna nekompatibilna kombinacija tRNK
kodirane mitohondrijskim genomom D. simulans i tRNK sintetaze kodirane jedarnim genomom D.
melanogaster dovela do pada kapaciteta oksidativne fosforilacije vezanog za kompleks | i aktivnosti
kompleksa 1V, ali nije imala uticaj na kompleks 1.

Vaznost mito-jedarnih interakcija najizrazenija je u kompleksu I. Studije su pokazale da je za
sklapanje ovog kompleksa potrebna precizno regulisana interakcija 39 od 45 subjedinica (Gershoni i sar.,
2014; Stroud i sar., 2016). Pored toga Sto aminokiselinske promene sa velikom verovatno¢om mogu
dovesti do gresaka u sklapanju samog kompleksa, oCekivana posledica je 1 povecana produkcija ROS-a
u ¢eliji, s obzirom na to da je kompleks I glavno mesto nastanka ovih reaktivnih molekula (Murphy,
2009; Andreyev i sar., 2015). Uocen pad u kapacitetu oksidativne fosforilacije kod MG3b muzjaka moze
se objasniti aminokiselinskom mutacijom u nad2 genu uklju¢enom u sintezu proteinske subjedinice
kompleksa I. Budu¢i da kompleks I predstavlja glavni izvor elektrona za elektron-transportni lanac kod

62



veéine vrsta (Sunnucks i sar., 2017), ne iznenaduju zakljucci da promene u na¢inu funkcionisanja ovog
kompleksa jesu najéeséi uzrok metaboli¢kih sindroma kod ljudi. Subjedinica kodirana nad2 genom
ukljucena je u proces sastavljanja ovog kompleksa i od velike je vaznosti za njegovu stabilnost. Kod ljudi
je utvrdeno da se kod pacijenata sa specificnim mutacijama ovog gena formiraju respirazomi
(superkompleksi koje formiraju kompleksi I, 111 i 1V) bez funkcionalnog kompleksa | (Janssen i sar.,
2006). Ukoliko i kod MG3b muzjaka dolazi do problema sa formiranjem respirazoma u unutras$njoj
membrani mitohondrija, to bi objasnilo i smanjenje funkcionalnosti kompleksa IV. Ipak, kompleks I bi
mogao imati manju ulogu u oksidativnoj fosforilaciji kod pasuljevog Ziska u odnosu na druge insekte
(Sayadi i sar., 2017). Naime, visak energije dobijen konzumiranjem kotiledona u semenu larve ove vrste,
u toku preadultnog razvica, skladiste u vidu masnih rezervi koje su izvor energije u adultnom stadijumu
(Immonen i sar., 2016). Pri ishrani bogatoj proteinima ili mastima, funkcionalnost OXPHOS-a je manje
zavisna od kompleksa I nego §to je to pri ishrani bogatoj ugljenim hidratima (Speijer i sar., 2014). Stavise,
pokazano je da je ekspresija subjedinica kompleksa I niska kod jedinki oba pola pasuljevog ziska, dok je
ekspresija subjedinica ostalih OXPHOS kompleksa ve¢a kod muzjaka u odnosu na Zzenke (Sayadi i sar.,
2017) sto je posledica vise stope metabolizma muzjaka u odnosu na zenke (Arnqvist i sar., 2017). Dakle,
relativna vaznost pada aktivnosti kompleksa I kod MG3b muzjaka na ispoljavanje osobina Zivotne
istorije ne mora biti velika.

Pored uticaja navedenih mutacija u kompleksu | na sklapanje citavog respirazoma, uocen je
efekat MG3b mitotipa na aktivnost kompleksa IV potencijalno uzrokovanog aminokiselinskom
zamenom u cox2 genu. Kod vinske musice je otkrivena mutacija u istom genu koja dovodi do pada
aktivnosti kompleksa IV za oko 20% na poviSenoj temperaturi, a ujedno je povezana sa smanjenjem
broja i aktivnosti spermatozoida (Patel i sar., 2016). Sli¢an pad (28%) zabeleZen je kod MG3b mitotipa
u odnosu na kontrolni MG1d pasuljevog ZiSka. Kod ljudi, zabelezen je mitotip koji dovodi do smanjenja
aktivnosti kompleksa I 1 IV, sli¢no efektu MG3b mitotipa, a koji je asociran sa astenozoospermijom, to
jest smanjenom pokretljivos¢u spermatozoida (Ruiz-Pesini i sar., 2000).

Jo$ jedan mitotip sa polno specifi¢nim, negativnim efektom na muzjake, koji ima specifi¢nu
nesinonimnu zamenu u istom genu kao MG3b, otkriven je kod vrste D. melanogaster — BRO mitotip.
Naime, MG3b i BRO odlikuju se mutacijom u cytb genu koji kodira za subjedinicu kompleksa I1I.
Respirotmetrijska metoda primenjena u eksperimentima na pasuljevom ZiSku nije utvrdivala aktivnost
ovog kompleksa. Ipak, nekoliko istraZzivanja na BRO mitotipu moZe pruZiti uvid u potencijalni nacin
delovanja mutacije u ovom genu na energetski metabolizam muzjaka. VVolf i saradnici testirali su efekat
12 mitohondrijskih haplotipova, uklju¢uju¢i 1 BRO, na ukupnu respiratornu aktivnost OXPHOS
kompleksa u homogenoj jedarnoj sredini. BRO mitotip nije doveo do smanjenja aktivnosti OXPHOS
kompleksa, ve¢, nasuprot, BRO muzjaci imali su najvise vrednosti u odnosu na ostale muzjake i u odnosu
na BRO zenke (Wolff i sar., 2016b). Medutim, pokazano je da je stopa metabolizma BRO muzjaka,
merena preko potro$nje CO2, niza u odnosu na druge muzjake (Nagarajan-Radha i sar., 2020). Ovaj nalaz
¢ini se kontraintuitivnim, imajuéi u vidu da OXPHOS kompleksi stvaraju energiju ¢ije koriS¢enje na
nivou organizma karakteriSe stopu metabolizma. Naizgled kontradiktorni rezultati razli¢itih studija
pokazuju da veza izmedu celijskog disanja i stope metabolizma i dalje ostaje nejasna. Jedan od retkih
radova koji se bavio ovim problemom pokazao je da ne postoji korelacija izmedu ove dve metabolicke
karakteristike kada se nivo respiracije procenjuje na intaktnim ¢elijama velikih senica (Parus major). U
permeabilizovanim ¢elijama ustanovljeno je da se samo mali deo variranja stope metabolizma moze
pripisati variranju mitohondrijske respiracije (Thoral i sar., 2024). Kod pasuljevog ziska pokazano je da
muzjaci imaju viSu stopu metabolizma u odnosu na Zenke (Arnqvist i sar., 2017) a manju aktivnost
OXPHOS kompleksa (Pordevié¢ i sar., 2017). Dakle, s obzirom na ograni¢en broj studija, izvodenje
jasnih zakljucaka o potencijalnom uticaju mutacija materinske kletve na stopu metabolizma nije moguce
(Sunnucks i sar., 2017). Medutim, kada je re¢ o efektu BRO mitotipa na fertilitet muzjaka, povecana
aktivnost OXPHOS kompleksa mogla bi biti uzrok povecane proizvodnje ROS-a za koju su Klensi i
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saradnici predvideli da dovodi do oStecenja i sprec¢ava proces individualizacije spermatozoida (Clancy |
sar., 2011).

Jedna studija ukazuje na dodatni mehanizam polno specifi¢nog delovanja mutacija materinske
kletve (Aw i sar., 2017). Naime, pokazano je da se mitohondrijska respiratorna funkcija specifiénog
mitotipa, koji je prethodno asociran sa smanjenjem duzine zivota muzjaka, brze smanjuje sa starenjem
kod muZjaka u odnosu na Zenke. Zenke ovog mitotipa su, slitno muZjacima, imale sniZenu aktivnost
respiratornih kompleksa, ali, za razliku od muzjaka, kod njih nije detektovana povecana koncentracija
ROS-ova. Dakle, Zenke su uspevale da kompenzuju promenu aktivnosti sistema za respiraciju, dok je
kod muzjaka ona potencijalno dovodila do oksidativnih oStec¢enja i daljeg gubitka funkcije. Opisani
rezultati daju uvid u to da je moguce da oStecenja OXPHOS-a izazvana mitohondrijskim mutacijama ne
uti¢u podjednako na Celijske funkcije oba pola.

Upecatljiv nalaz eksperimenata na pasuljevom zisku jeste i rezultat da muzjaci sa MGla
mitotipom imaju najnizu aktivnost respiratorne funkcije pojedinacnih mitohondrija (slicnu onoj kod
MG3b muzjaka), ali najvisu aktivnost na nivou celog organizma (ili, specifi¢nije, grama tkiva). Ova
diskrepancija posledica je ¢ak duplo pove¢anog broja mitohondrija u odnosu na MG1d i MG3b muzjake.
Povecanje brojnosti mitohondrija tumaci se kao kompenzacioni mehanizam za ostecujuci efekat koji
mitotip ostvaruje na mitohondrijsku respiratornu funkciju (Ballard i Melvin, 2010). Na osnovu ovih
rezultata moze se zakljuciti da iako MGla i MG3b mitotipovi na slican nacin deluju na aktivnost
OXPHOS-a muzjaka, kod MG3b izostaje kompenzacioni mehanizam putem povecanja brojnosti
mitohondrija, odnosno stvaranja dodatnih kompleksa koji nadomesScuju smanjenje aktivnosti
pojedina¢nih kompleksa.

U svetlu ¢injenice da muzjaci MG3b mitotipa imaju smanjenu mitohondrijsku respiratornu
funkciju, smanjeni rani fekunditet zenki koje se ukrStaju sa MG3b muZjacima moZe se razumeti kao
posledica uticaja respiratornog metabolizma na sazrevanje i pokretljivost spermatozoida. Drugim rec¢ima,
mehanizam smanjenja reproduktivnog potencijala MG3b muzjaka sli¢an je efektima opisanim kod
drugih mutacija materinske kletve (Clancy i sar., 2011; Patel i sar., 2016) i efektima mutacija u
mitohondrijskom genomu ljudi koje uzrokuju astenozoospermiju kod muskaraca (Ruiz-Pesini i sar.,
2000). Buduca istrazivanja trebalo bi da se fokusiraju na merenje brojnosti, vijabiliteta i pokretljivosti
spermatozoida MG3b i1 kontrolnih muzjaka pasuljevog zZiska.

5.2.2 Reproduktivno ponasanje MG3b muzjaka

Mutacije materinske kletve podrazumevaju polno specifican efekat na osobine muZzjaka i Zenki,
kao §to je reproduktivno ponasanje (Brand, 2024). Kod velikog broja Zivotinjskih vrsta muzjaci pokazuju
specifi¢ne oblike ponasanja prilikom pristupanja Zenkama (Koch i HIIl, 2018) — od jednostavnog jurenja
zenki kod pasuljevog ziska do kompleksnih ,,svadbenih igara® i oglasavanja kod ptica. Budu¢i da je
borba za pristup Zenkama energetski skup proces, posebno u uslovima kompeticije sa drugim muZzjacima,
jasna je pretpostavka je da bi mitohondrijski metabolizam mogao znacajno uticati na reproduktivni uspeh
muzjaka (Hill, 2011). Drugim rec¢ima, jo$ jedan nacin na koji polno specifi¢ne mitohondrijske mutacije
dovode do pada reproduktivnog kapaciteta muzjaka jeste uticaj na reproduktivno ponasanje.

Dobro je poznata uloga mitohondrija u razvicu i funkcionisanju nervnog sistema. Nervno tkivo
spada medu energetski najzahtevnije, pa je 1 njegova funkcionalnost direktno zavisna od efikasnosti
OXPHOS-a. Isto tako, signalizacija putem ROS-a vazna je za funkcionisanje i plasti¢nost sinapsi. Nervne
stem celije oslanjaju se na anaerobnu respiraciju, zahvaljuju¢i ¢emu je produkcija ROS-a svedena na
minimum, a omogucena deoba veliki broj puta. Medutim, za diferencijaciju u nervne ¢elije kljucan je
prelazak na aerobnu respiraciju zavisnu od OXPHOS-a. lako ovo nije karakteristika samo nervnih stem
¢elija, pokazalo se da je precizna regulacija ovog procesa za njih od posebne vaznosti (Koch i HIII, 2018).
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U evolucionoj ekologiji velika paznja se pridaje tzv. pace-of-life sindromu (sindromu ,,ritma
zivota®) koji predstavlja korelaciju izmedu karakteristika metabolizma, ponasanja i osobina zivotnih
istorija jedinki (Réale i sar., 2010; Laskowski i sar., 2021). Jedna meta analiza utvrdila je pozitivnu
korelaciju izmedu stope metabolizma i energetski skupih oblika ponasanja (Mathot i sar., 2019). U drugoj
studiji pokazano je da agresivne jedinke u principu imaju vecu stopu metabolizma, ali da veza izmedu
metabolizma i ponasanja nije jednoznac¢na (Niemeld i Dingemanse, 2018). Inspirisani ulogom
mitohondrija u razvi¢u nervnog sistema, produkcije ATP-a i delimi¢nom oblikovanju stope metabolizma,
nekoliko istrazivackih grupa ispitalo je uticaj mitohondrijske (i mito-jedarne) varijabilnosti na razlicite
oblike ponasanja (Clark i sar., 2010; Levlie i sar., 2014; Ueno i Takahashi, 2021; Anderson i sar., 2022).

Lovli i saradnici ispitali su efekat tri mitotipa u tri jedarne sredine (ukupno devet mito-jedarnih
interakcija) na fizicku aktivnost nakon tanatozisa kod pasuljevog ziska vrste C. maculatus (Lavlie i sar.,
2014). Rezultati su pokazali da mito-jedarne interakcije imaju znacajan efekat na ovu osobinu. Posebno
je interesantan nalaz da su muZjaci, nosilaci naru$ene mito-jedarne interakcije, pokazivali povisen nivo
kretanja u odnosu na druge muzjake. U drugoj studiji u kojoj je ispitivan efekat mito-jedarnih interakcija
na aktivnost D. melanogaster utvrdeno je postojanje efekta mitotipa i mito-jedarnih interakcija na fizi¢ku
aktivnost 1 vreme provedeno u snu, a ovi efekti bili su izrazeniji kod zenki u odnosu na muzjake
(Anderson i sar., 2022). Istrazivanje uradeno na dve vrste parazitoidne ose, Nasonia vitripennis i N.
giraulti, pokazalo je da se muski hibridi obe vrste rede udvaraju zenkama, kao i da imaju smanjenu
proizvodnju spermatozoida (Clark i sar., 2010).

U studiji na pasuljevom zisku (A. obtectus) testiran je efekat pet mitohondrijskih mitotipova,
ukljucujuéi 1 MG3b, na osobine reproduktivnog ponasanja muZjaka — pocetak i trajanje kopulacije 1
procentualna uspesnost ukrstanja. lako nije ustanovljen efekat mitotipa na pocetak i trajanje kopulacije,
MG3b mitotip pokazao je znacajno povisen procenat ukr§tanja. Drugim re¢ima, ovi muZzjaci bili su
uspesniji u svom ,,jurenju‘ zenki i ¢eS¢e su uspevali da zapo¢nu kopulaciju (Biocanin, 2023) Sto ukazuje
na zakljucak da pad fertiliteta MG3b muzjaka nije uzrokovan pasivno$¢u reproduktivnog ponaSanja.
Ovaj nalaz, iako u suprotnosti sa rezultatima koji su pronasli pozitivnhu korelaciju izmedu stope
metabolizma i energetski skupljih oblika ponaSanja (Mathot i sar., 2018), sli¢an je rezultatu Lovlija i
saradnika gde su hibridni muZzjaci pokazivali veéi nivo aktivnosti (Lgvlie i sar., 2014). Imajuci u vidu
postojecu literaturu koja je potvrdila efekat mitohondrijske varijabilnosti na fizi€ku aktivnost insekata
(Lavlie i sar., 2014; Ueno i Takahashi, 2021; Anderson i sar., 2022) moze se zakljuciti da je povecan
procenat ukr$tanja MG3b muZjaka pasuljevog Ziska posledica njihove povecane fizi¢ke aktivnosti. Iako
su eksperimenti na pasuljevom Zisku radeni u nekompetitivnom kontekstu (BioCanin, 2023), rezultati
opisane studije su vazan pokazatelj da MG3b muzjaci nisu kompetitivno inferiorni u odnosu na druge
muzjake. Ovaj nalaz je od izuzetne vaZnosti za uspeSnost 1 efikasnost tehnike trojanskih Zenki u
prirodnim populacijama.

5.2.3 Mitohondrijske mutacije i ekspresija gena

Mitohondrijske mutacije mogu ostvarivati efekat na adaptivnu vrednost muzjaka preko promene
u regulaciji ekspresije jedarnih i mitohondrijskih gena. Epigeneticke modifikacije, poput metilacije DNK
I metilacije, fosforilacije i acetilacije histonskih repova, modulirane su koli¢inom dostupnog ATP-a, kao
1 derivatima energetskog metabolizma (Wallace 1 Fan, 2010), §to predstavlja direktnu vezu izmedu
respiratorne aktivnosti mitohondrija i genske ekspresije. Dodatno, ROS-ovi imaju poznatu ulogu u
regulaciji ekspresije gena kao signalni molekuli (O’Hagan i sar., 2011; Picard i Shirihai, 2022). Postoje
studije koje su pokazale vezu izmedu metilacionog statusa jedarne DNK, s jedne, i broja mitohondrija
(Smiraglia i sar., 2008) i specifi¢nih mitotipova (Bellizzi i sar., 2012), s druge strane. Dodatno, poznato
je da je i sama mitohondrijska DNK metilovana (Shock i sar., 2011), kao i da mitohondrijski haplotip
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utiCe na nivo ekspresije mitohondrijskih protein-kodiraju¢ih gena (Camus i sar., 2015). Kod ljudi su
otkrivene i male nekodiraju¢e RNK koje nastaju od mitohondrijskih tRNK, takozvane mitohondrijske
tSRNK (Mercerisar.,2011), za koje se smatra da imaju ulogu u regulaciji ekspresije drugih nekodirajucih
RNK (Haussecker i sar., 2010). Svakako je jasno da tsSRNK imaju kompleksnu funkciju u genomskoj
regulatornoj mrezi i potencijalno plejotropno dejstvo. U poslednje dve decenije pronadena je i nova klasa
mitohondrijskih peptida, nazvana mitokini, koji predstavljaju kratke peptide kodirane sa mitohondrijskih
gena za ribozomalnu RNK. Do sada ih je pronadeno osam i smatra se da igraju vaznu ulogu u apoptozi i
starenju kod ki¢menjaka i beskicmenjaka (Picard i Shirihai, 2022).

Mitohondrijski genom pasuljevog ZiSka specificne je grade. Svojom duzinom od 26.613 baznih
parova predstavlja jedan od najvec¢ih do sada sekvenciranih zivotinjskih mitohondrijskih genoma. Pored
gena za 13 proteinskih produkata, 22 tRNK, dve rRNK i kontrolnog regiona standardnih za sve
bilateralno simetricne organizme, sadrzi i dva duga intergenska regiona sastavljena od velikog broja
tandemskih ponovaka (Sayadi i sar., 2017). S obzirom na to da je evolucija mitohondrijskog genoma
tekla u pravcu njegovog smanjivanja (Adams i Palmer, 2003), ¢injenica da su ovi intergenski regioni
zadrzani u genomu pasuljevog ziska ukazuje na to da oni nisu selektivno neutralni, to jest da imaju neke
funkcije. Buduéi da sekvenca ovih regiona nije evoluciono o¢uvana ni izmedu veoma srodnih vrsta, a
duZzina jeste, 1 da su bogati AT baznim parovima, pretpostavlja se da mogu formirati razli¢ite sekundarne
strukture i time regulisati transkripciju mitohondrijskih gena. Uz to, sa ova dva intergenska regiona
transkribuju se duge, a vrlo verovatno i kratke nekodiraju¢e RNK (Sayadi i sar., 2017).

Dakle, kumulativno dejstvo identifikovanih mtDNK mutacija u subjedinicama kompleksa I i 111
MG3b mitotipa, koje rezultuje promenjenom koli¢inom produkovanog ROS-a (Murphy, 2009), i
promena u sekvencama sa kojih se transkribuju nekodiraju¢e RNK, moglo bi uticati na ekspresiju
jedarnih (i mitohondrijskih gena), a potencijalno dovoditi i do polno specificnih razlika u delovanju
mitotipa. Ovu predikciju potkrepljuju rezultati istrazivanja Inosentija i saradnika koji su pokazali da
mitohondrijski haplotipovi dovode do diferencijalne ekspresije velikog broja jedarnih gena kod muzjaka,
ali ne 1 kod zenki, kao i da geni sa izmenjenom ekspresijom uglavnom ispoljavaju svoju funkciju u
muskom reproduktivnom tkivu (Innocenti i sar., 2011).

5.2.4 Smanjenje reproduktivnog potencijala kroz efekat na semenu te¢nost

Jo§ jedan moguéi mehanizam preko kojih bi mitohondrijske varijante mogle uticati na
reproduktivni potencijal muzjaka jeste efekat na seminalne proteine. Naime, pokazano je da kod insekata
semena te¢nost sadrzi proteine koji imaju ulogu u podsticanju oogeneze, polaganja jaja, kratkotrajno
smanjuju receptivnost zenki za ponovno parenje Cime se povecava kompetitivnost sperme u
poliandri¢nim vrstama, uticu na ishranu zenki, i ¢ak smanjuju duzinu zivota zenki (Ram i Wolfner, 2007
Avila i sar., 2011; Xu i Wang, 2011). Smatra se da muzjaci i Zenke imaju razli¢ite interese kad je re¢ o
sadrzaju semene te¢nosti, to jest da postoji interlokusni seksualni konflikt izmedu gena za semene
proteine muzjaka i gena koji kodiraju za produkte koji sa ovim proteinima interaguju kod zenki. U prilog
ovoj hipotezi idu podaci da veliki broj gena za semene proteine vrlo brzo evoluira, Sto ukazuje na
postojanje ,.trke u naoruzanju* izmedu muzjaka i Zzenki (Ram 1 Wolfner, 2007). Imajuéi u vidu ovaj
konflikt izmedu polova i da se u mitohondrijskim genomima mogu nakupljati mutacije negativne po
muzjake, logi¢na je pretpostavka da jedan od mehanizama delovanja mutacija materinske kletve
predstavlja smanjenje efekta seminalnih proteina na komponente adaptivne vrednosti Zenki. lako do sada
nije testiran efekat mitohondrijske varijabilnosti na ovu klasu proteina, zna se da je aktivnost OXPHOS
kompleksa pozitivno korelisana sa koncentracijom drugih elemenata semene te¢nosti poput L-karnitina
(Ruiz-Pesini i sar., 2001), aminokiselinskog derivata pozitivno asociranog sa brojnos¢u, pokretljivoscu i
vijabilitetom spermatozoida kod ljudi (lliceto i sar., 2024). Dakle, imajuéi u vidu uticaj mitotipova na
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ekspresiju polno specifi¢nih gena (Innocenti i sar., 2011), mitotipovi bi svoj efekat na proteine semene
teCnosti mogli ispoljavati kroz smanjenje nivoa ekspresije kod muzjaka uzrokujuéi smanjenje
reproduktivnog ulaganja zenki pri ukrStanju sa takvim muZzjacima.

5.3 Geneticka struktura populacije i ,,tehnika trojanskih Zenki“

Poznavanje genetiCke strukture populacija pruza razumevanje rasprostranjenosti i disperzione
sposobnosti ekonomski $tetnih vrsta te moze posluziti kao sredstvo za pracenje zarazenih podrucja,
predvidanje rizika od Sirenja areala populacija, kao i1 procenu efektivnosti metoda kontrole Stetocina
(Kirk i sar., 2013). Primera radi, poznavanje geneti¢ke strukture populacije za gene koji se nalaze u
osnovi rezistencije na insekticide omoguc¢ava kreiranje i1 testiranje modela evolucije rezistencije u
populacijama (Jin i sar., 2015). Isto tako, geneticka struktura populacija igra klju¢nu ulogu u odredivanju
aplikativnog potencijala tehnike trojanskih zenki.

Evoluciona teorija ukazuje na ocekivanje da nivo strukturiranosti populacije uti¢e na evoluciju
mitohondrijskih varijanti, kao i na mito-jedarnu evoluciju. U strukturiranim populacijama, sa
ograni¢enim protokom gena, ocekuje se manja varijabilnost mitohondrijskih i jedarnih varijanti, zbog
¢ega u takvim populacijama postoje¢i mitotipovi interaguju sa manjim brojem jedarnih sredina §to
olakSava njihovu koevoluciju. S druge strane, u manje strukturiranim populacijama brojniji mitotipovi
interaguju sa velikim brojem jedarnih sredina usled ¢ega prirodna selekcija manje efikasno favorizuje
specificne kombinacije. 1z tog razloga, ocekuje se da ¢e kod vrsta sa diferenciranim populacijama
ukrstanje jedinki iz razli¢itih populacija dovesti do veéih nivoa nekompatibilnosti i posledica po
adaptivnu vrednost jedinki (Rand i Mossman, 2020). Dodatno, u manjim i/ili strukturiranim
populacijama efekat drifta je snazniji i o¢ekuje se brza akumulacija $tetnih varijanti (Rand i sar., 2004).

Da bi TTZ bila upotrebljiva metoda kontrole brojnosti Stetnih vrsta insekata, pre svega je
neophodno prona¢i mtDNK mutaciju sa negativnim efektom na fertilitet muzjaka, a koja ne uti¢e na
adaptivnu vrednost zenki. Nakon §to je introdukovana, ova se mutacija mora odrzavati u populaciji, to
jest selekcija ne sme delovati protiv nje. Kako je identifikacija TTZ mutacija mukotrpan i dugacak
proces, znanje o tome u kakvim je populacijama pronalazak ovakvih mutacija najverovatniji od klju¢nog
je znacaja za ubrzavanje razvoja ove metode.

Polaze¢i od modela odnosa genetickog drifta, prirodne selekcije 1 mutacija, prvobitno je
ravnotezna udestalost TTZ mutacija modelovana samo kao funkcija koliénika njihove stope mutacija u i
koeficijenta selekcije st (koja deluje na zenke) (Frank i Hurst, 1996). Dalje je pretpostavljeno da zbog
velikog efekta drifta i nakupljanja Stetnih mutacija (Rand i sar., 2004) veéa verovatnoc¢a nakupljanja
mutacija materinske kletve, to jest kandidat TTZ mutacija, postoji u malim populacijama (Gemmell i
Allendorf, 2001; Gemmell i sar., 2004). Ipak, noviji modeli, koji matematicki opisuju razli¢ite tipove
populacione strukture i simuliraju ponasanje mutacija sa polno specificnim efektima, pokazali su da se
ova pretpostavka mora preispitati. Naime, nekoliko istrazivackih grupa napravilo je matemati¢ke modele
za istrazivanje promene ucestalosti mutacije sa negativnim efektom na muZzjake, a neutralnim ili
pozitivnim na Zenke u malim diferenciranim populacijama (visoke vrednosti Fst) (Unckless i Herren,
2009; Wade i Brandvain, 2009; Hedrick, 2012; Zhang i sar., 2012). lako su se parametri i detalji postavke
ovih modela razlikovali, svima je zajedni¢ko da su pokazali da se u malim populacijama smanjuje
ucestalost mutacija materinske kletve. ObjaSnjenje se krije u procesima ukrStanja u srodstvu i1 kin
selekcije. U malim populacijama verovatnoca reprodukcije sa geneticki srodnom jedinkom je povecana.
Dakle, ukoliko se brat i sestra, nosioci mutacije materinske Kkletve, ukrste, zbog negativnih efekata
mutacije na komponente fertiliteta muzjaka, i njegovoj sestri bice smanjena adaptivna vrednost. Isto tako,
ukoliko Zenkama adaptivna vrednost zavisi od adaptivne vrednosti njenih muskih srodnika (inkluzivna
adaptivna vrednost) mutacija materinske kletve koja pogada muske srodnike imace direktan efekat i na
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zenke (kin selekcija). Posledica ovih fenomena je selektivno smanjenje ucestalosti mutacija materinske
kletve (Unckless i Herren, 2009; Wade i Brandvain, 2009; Hedrick, 2012; Zhang i sar., 2012). S druge
strane, modeli koji su se bavili promenama ucéestalosti mtDNK mutacija sa polno specificnim efektom u
velikim populacijama, pokazali su da muzjaci sa mutacijom materinske kletve zapravo imaju vecu Sansu
da se ukrste sa zenkom sa kojom nisu u srodstvu. Pri takvom, genotipski disasortativnom, ukrStanju
smanji¢e se adaptivna vrednost, tj. broj fertilnih potomaka nesrodne zenke, ali ¢e biti povecana relativna
adaptivna vrednost njihovih sestara sa mutacijama materinske kletve, a koje se ukrStaju sa nesrodnim
muzjacima. Dakle, u ovom slucaju ocekivano je da prirodna selekcija povecava ucestalost mitotipa
materinske kletve (Engelstiddter and Charlat, 2006; Hedrick, 2012). Ultimativno, ovi modeli predvidaju
da je mnogo veca verovatno¢a da mtDNK mutacije sa negativnim efektima na muzjake budu pronadene
sa visokim ucestalostima u nestrukturiranim populacijama sa visokom stopom protoka gena (Zhang i
sar., 2012). Uzimaju¢i u obzir ovakve pretpostavke, zakljuCuje se da su beski¢menjacke populacije
potencijalno sklonije nakupljanju mutacija materinske kletve, buduc¢i da su uglavnom brojnije od
ki¢menjackih i sa jedinkama koje imaju vece disperzione sposobnosti (Smith i Connallon, 2017). Vode¢i
se istom logikom, TTZ mutacija ¢e biti efikasnija u velikim nestrukturiranim populacijama u odnosu na
male u kojima bi mogla biti eliminisana za kratko vreme usled delovanja selekcije i/ili genetickog drifta.
U skladu sa ovim predikcijama, istraZivanja koja su pokusala da utvrde postojanje efekta materinske
kletve na ki¢menjackim populacijama, utvrdila su da mutacije materinske kletve u ovim populacijama
nisu Ceste i ne igraju vaznu ulogu u oblikovanju osobina zivotne istorije jedinki (Leeflang i sar., 2021;
Cayuela i sar., 2023).

S obzirom na to da pasuljev zizak predstavlja kosmopolitsku, ekonomski vaznu vrstu, jedno od
pitanja u ovoj disertaciji jeste i podobnost prirodnih populacija za pronalazak TTZ mutacija i njihovu
upotrebu u kontroli brojnosti populacija.

U analiziranim prirodnim populacijama pasuljevog ziSka pronadeno je 12 mitohondrijskih
haplotipova na osnovu sekvence barkoding regiona cox1 gena sa medusobnom divergencijom i do 1,4%.
Ovaj nivo divergencije, uoc¢en na relativno maloj teritoriji Srbije, veoma je visok. Primera radi, kod
populacija vrste Drosophila simulans uzorkovanih Sirom sveta (Baba-Aissa i sar., 1988), tri pronadene
haplogrupe pokazuju nivo divergencije od 3% (izracunato analizom polimorfnosti mesta secenja
restrikcionih enzima) i karakteristi¢ne su za razlicite geografske regione, dok je varijabilnost unutar
haplogrupa mnogo manja (0,06%) (James i Ballard, 2003). S druge strane, divergencija mitotipova vrste
D. melanogaster koji su i najéesc¢e koriséeni u istrazivanjima materinske kletve, iznosi oko 0,4%. Vrlo
sli¢na je 1 divergencija glavnih ljudskih mitohondrijskih haplogrupa (Morrow i sar., 2015). Nasuprot
tome, divergencija mitohondrijskih haplotipova vrste racica Tigriopus californicus dostize i 20% izmedu
nekih alopatrickih populacija (Watson i sar., 2022). Vazno je ipak naglasiti da je ova vrsta karakteristi¢na
po visokoj strukturiranosti i izolovanosti populacija. U skladu sa pretpostavkama modela o evoluciji
mutacija materinske kletve, u populacijama ove vrste, i pored velike mitohondrijske divergencije, nije
utvrdeno postojanje efekta materinske kletve (Watson i sar., 2022). Cinjenica da u populacijama
pasuljevog Ziska postoji velika varijabilnost mitotipova, i da oni nisu geografski jasno rasporedeni (Slika
11, Tabela 15) govori u prilog postojanju intenzivnog protoka gena. Na isti zaklju¢ak navodi i podatak
da je dobijena heterozigotnost mikrosatelitskih lokusa u vecini populacija sli¢na oc¢ekivanoj, ili je ¢ak 1
prevazilazi.

Analiza strukturiranosti populacija pasuljevog ziska uradena i na mitohondrijskom i na jedarnim
markerima ukazala je na to da ne postoje visi nivoi hijerarhijske strukture populacije. Naime, iako su
neke od populacija prostorno vrlo udaljene 1 odvojene razliitim geografskim barijerama, vecina
populacija nije znacajno geneticki diferencirana na nivou jedarnog genoma. Na varijabilnost unutar
populacije 1 divergenciju izmedu njih utic¢u evolucioni mehanizmi i razli€iti tipovi neslu¢ajnog ukrstanja
(Pinho i Hey, 2010). Kod herbivornih insekata, poput pasuljevog ziska, pokazalo se da je njihova
sposobnost disperzije jedan od glavnih faktora koji odreduje strukturiranost populacije (Mazzi i Dorn,
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2012). Ukoliko je disperziona mo¢ velika, stopa protoka gena izmedu razliCitih populacija bi¢e znacajna
S$to smanjuje strukturiranost metapopulacije (Kim i Sappington, 2013). Dodatno, abioticki faktori, poput
strukture reljefa, postojanja razli¢itih geografskih barijera (npr. velikih vodenih povrSina) i klimatskih
uslova mogu znacajno uticati na disperziju jedinki. Imajuéi sve ovo u vidu, o¢ekivano je da geografska
udaljenost izmedu populacija korelise sa njihovom divergencijom (Bessette i sar., 2022). Jedno
istrazivanje na Sargarepinom ziSku pokazalo je visok stepen diferencijacije izmedu udaljenih populacija
ove vrste, kao 1 znacajno smanjenu heterozigotnost u okviru svih testiranih populacija. Ovakav rezultat
u skladu je sa ¢injenicom da su jedinke Sargarepinog ziska slabi letaci i da se uglavnom kre¢u hodanjem,
Sto uveliko smanjuje njihovu disperzionu sposobnost (Bessette i sar., 2022). Pasuljev Zizak je takode slab
leta¢ (Oliveira i sar., 2013), te je malo verovatno da je uo¢eno mesanje populacija rezultat migracija
adulata ove vrste. Najve¢i udeo u ukupnom protoku gena izmedu populacija ove vrste deSava se
zahvaljujuc¢i ljudskoj aktivnosti, i to u toku larvenog razvi¢a kada se jedinke nalaze unutar semena pasulja
i drugih mahunarki (Oliveira i sar., 2013). Rezultati ove teze u potpunosti odgovaraju istrazivanju
Alvareza i saradnika koje je pokazalo da jedinke pasuljevog ziska na divljem pasulju, koji se ne koristi
Siroko u poljoprivredi i ljudskoj ishrani, pokazuju o¢ekivanu strukturiranost populacije za vrste sa niskom
disperzivnom moc¢i — sa udaljeno$¢u povecava se divergencija populacija (model izolacije putem
distance). Medutim, populacije pasuljevog ziSka koje su naselile polja i skladiSta domaceg pasulja ne
divergiraju u skladu sa geografskom udaljenoscu, jer se intenzivni protok gena ostvaruje uglavnom
ljudskim transportom zarazenih zrna pasulja (Alvarez i sar., 2007). U drugom istrazivanju, analizirana je
geneticka struktura populacija ove vrste uzorkovanih iz Meksika i Evrope i pokazano je da postoji jasno
razdvajanje meksickih i evropskih populacija, dok unutar ovih regiona nema diferencijacije populacija
(Restoux i sar., 2010). Jos jedno istrazivanje na ovoj vrsti uo€ilo je veliku stopu protoka gena u Meksiku
u okviru testiranih regiona, dok je na ve¢im geografskim skalama ustanovljena znacajnija divergencija
(Gonzélez-Rodriguez i sar., 2000). Istrazivanje radeno na populacijama ove vrste iz Kine pokazalo je
divergenciju populacija povezanu sa izostankom transporta pasulja izmedu udaljenih regiona (Duan i
sar., 2017). Izostanak znacajne geneticke diferencijacije populacija uzorkovanih na domaéem pasulju u
basStama 1 skladiStima na geografskom podrucju Srbije u skladu je sa oc¢ekivanjima. Jedino odstupanje
pokazuju populacije iz Licke Jasenice 1 Sombora. Licka Jasnica, pored toga Sto je najudaljenija od svih
populacija u odnosu na druge populacije, pripada teritoriji druge drZave pa je transport zarazenog pasulja
ogranic¢en. Populacija iz Sombora, s druge strane, ne potice od uzgajivaca pasulja, ve¢ je uzorkovana iz
zarazenog pasulja kupljenog na pijaci 1 nije poznato da li je pasulj, to jest ova populacija Ziska, vodi
poreklo iz Srbije.

Opisana geneticka struktura analiziranih populacija pasuljevog ziSka iz Srbije podrzava model
akumulacije mutacija materinske kletve po kom izostanak jake strukturiranosti i visoka stopa protoka
gena sprecavaju ukrstanje u srodstvu i dejstvo prirodne selekcije protiv takvih mutacija. Dodatno, veliki
broj 1 stepen divergencije izmedu uocenih mitotipova ukazuju na varijabilnost ¢iji se polno specifi¢ni
efekat moze testirati u laboratoriji. Konacno, meSanje populacija povecava jedarnu geneticku
varijabilnost §to usporava koevoluciju specificnih mito-jedarnin  kombinacija koje bi mogle
kompenzovati efekat TTZ mutacija i smanjiti efikasnost ove tehnike.

5.4 Mito-jedarne interakcije i ,,tehnika trojanskih Zenki

Tehnika trojanskih zenki zasniva se na ubacivanju u prirodne populacije mitohondrijskih
haplotipova koji smanjuju fertilitet muzjaka, a sa ciljem smanjenja brojnosti populacija ekonomski
Stetnih vrsta (Gemmell i sar., 2013). Imajuci u vidu da mitotipovi ne uti¢u nezavisno na ekspresiju
osobina organizama, veé njihov efekat zavisi od interakcije sa jedarnim genomom, efikasnost TTZ-a
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uslovljena je potencijalom mtDNK mutacije da utice na fertilitet u razli¢itim jedarnim sredinama
(Dowling i sar., 2015).

Shodno tome, jedan od sprovedenih eksperimenata za cilj je imao testiranje efekta MG3b,
kandidata za TTZ metodu, i dva kontrolna mitotipa na fertilitet muzjaka i zenki u tri razli¢ite jedarne
sredine poreklom iz prirodnih populacija u Srbiji. Rezultati su pokazali da MG3b muzjaci u svim
jedarnim sredinama imaju smanjene vrednosti fertiliteta u odnosu na ostale muzjake. U proseku, ovo
smanjenje iznosilo je 41%, Sto je slicno rezultatima prvog eksperimenta ove teze, gde su efekti tri
mitotipa testirani u jednoj varijabilnoj jedarnoj sredini sa kojom nisu koevoluirali, gde je MG3b mitotip
uslovljavao pad fertiliteta od oko 35% u odnosu na kontrole. Vazno je naglasiti da i u ovom, kao i prvom
eksperimentu, jedarne sredine nisu homogene ve¢ vrlo varijabilne, Sto ukazuje na robusnost efekta
mitotipa, to jest potvrduje da efekat mitotipa nije posledica specifi¢nih epistatickih interakcija (Wolff i
sar., 2016a). Sli¢ne rezultate dobili su Dauling i saradnici (Dowling i sar., 2015) i VVolf i saradnici (Wolff
i sar., 2016a) koji su testirali fertilitet muzjaka BRO mitotipa u razli¢itim jedarnim sredinama i ustanovili
smanjenje fertiliteta koje je posebno bilo izrazeno u kompetitivnom kontekstu kada su se muzjaci parili
sa zenkama koje su prethodno bile ukrstane (Dowling i sar., 2015). Ukoliko mitohondrijska mutacija
deluje tako $to smanjuje kompetitivnost sperme muzjaka, bilo kroz uticaj na same spermatozoide ili na
komponente seminalne tecnosti, o¢ekivano je da pogodeni muZjaci u kompeticiji sa onima bez mutacije
imaju dodatno smanjene vrednosti fertiliteta. Ovo je posebno vazno za poliandri¢ne vrste, poput
pasuljevog Ziska (Seslija i sar., 2009b), gde se Zenke pare sa vise muzjaka u toku Zivota.

Pri uporedivanju rezultata testiranja fertiliteta muzjaka MG3b i BRO mitotipa treba imati na umu
jedarne sredine koriS¢ene u istrazivanju. Dok je u eksperimentima na pasuljevom ZiSku fertilitet jedinki
meren u F2 generaciji, u kojoj su jedinke imale 75% potpuno nove jedarne sredine poreklom iz prirodne
populacije 1 25% svoje koevoluirane jedarne sredine, u testovima kod muSice na BRO mitotipu, testiran
je fertilitet muzjaka u F1 generaciji koji imaju 50% nove, varijabilne jedarne sredine iz prirodne
populacije i 50% w1118 jedarne sredine. Razlog zasto je ovo vazno je taj $to je steriliSuéi efekat BRO
mitotipa upravo i ustanovljen u w1118 jedarnoj sredini, te je verovatnije da je smanjenje fertiliteta kod
BRO muzjaka u pet (Dowling i sar., 2015) odnosno tri (Wolff i sar., 2016a) jedarne sredine rezultat
epistatic¢kih interakcija sa w1118 sredinom, a ne pravi pokazatelj doslednog dejstva BRO mitotipa na
fertilitet muZzjaka.

Vazan rezultat analize na prirodnim populacijama pasuljevog ZiSka jeste izostanak znacajnih
mito-jedarnih interakcija na variranje fetiliteta muzjaka i zenki. Ovo je interesantno bududi da je veliki
broj radova utvrdio da na variranje osobina zivotne istorije jedinki sa mitotipovima eksprimiranim u
novoj jedarnoj sredini znacajno uti¢u mito-jedarne interakcije (Ellison i Burton, 2008; Chang i sar., 2016;
Rank i sar., 2020; Betinazzi i sar., 2024). Zbog vaznosti mito-jedarnih interakcija ofekuje se pojava
jedarnih kompenzacionih mutacija koje maskiraju efekat $tetnih mitohondrijskih mutacija. Stavise, ovo
se smatra jednim od retkih na¢ina na koji muZjaci mogu da izbegnu efekte materinske kletve (Gemmell
i sar., 2004). Izostanak uticaja mito-jedarnih interakcija, to jest slicno smanjenje fertiliteta MG3b
muzjaka u odnosu na kontrole bez obzira na jedarnu sredinu, sugeriSe da se u ispitivanim jedarnim
sredinama ne nalaze varijante koje bi kompenzovale efekat materinske kletve. Ovaj zakljucak u skladu
je sa evolucionim modelima koje su predlozili Vejd (Wade, 2014) i Konalon i saradnici (Connallon i
sar., 2018). Kako su ovi modeli pokazali, efikasnost selekcije na jedarne kompenzacione mutacije moze
biti smanjena iz nekoliko razloga. Najpre, samo muZjaci imaju korist od takvih mutacija, Sto znaci da
selekcija deluje samo na polovinu populacije. Drugim rec¢ima, prose¢na adaptivna vrednost na nivou
populacije bi¢e smanjena. Smanjenje prosecne adaptivne vrednosti usled prisustva kompenzacione
mutacije bi¢e jo§ vece ukoliko ona ima polno antagonisticki efekat, to jest ako Steti zenkama. Dodatno,
Cesta je pojava da nove mutacije moraju biti u homozigotnom stanju da bi ispoljile efekat, Sto dodatno
usporava njihovo Sirenje u populaciji. Cak i ako se nade u homozigotnom stanju, kompenzaciona
varijanta mora biti eksprimirana zajedno sa mitotipom koji ostvaruje negativan efekat na muzjake.
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Konacno, ukoliko je potrebno viSe mutacija za ostvarivanje kompenzacionog efekta, delovanje selekcije
je dodatno otezano. Procenjeno je da stopa pojave i verovatnoca Sirenja jedarnih kompenzacionih
mutacija iznosi samo 25% verovatnoc¢e pojave i $irenja mutacija materinske kletve u mitohondrijama
(Wade, 2014). Neki od novijih modela predvidaju da je ovaj odnos i manji od % (Dapper i sar., 2023).
Dakle, Cinjenica da su istrazivanja na BRO mitotipu mus$ica pokazala znacajan efekat mito-jedarnih
interakcija na fertilitet muzjaka (Dowling i sar., 2015; Wolff i sar., 2016a) mogla bi ukazivati na
postojanje kompenzacionih mutacija u prirodnim populacijama D. melanogaster. Takav nalaz je u
saglasnosti i sa rezultatima na G177S mitotipu koji Steti fertilitetu muzjaka u w1118 jedarnoj sredini. U
drugim jedarnim sredinama, negativni efekat ovog mitotipa na muzjake u potpunosti se gubi (Patel i sar.,
2016). S druge strane, rezultati eksperimenata na pasuljevom ziSku u saglasju su sa predstavljenim
evolucionim modelima i sugerisu da, makar u ispitanim prirodnim populacijama, nisu prisutne jedarne
varijante koje bi maskirale efekat MG3b mitotipa na fertilitet muzjaka. Dodatno, izostanak
kompenzacionih varijanti u testiranim prirodnim populacijama slaze se sa ocekivanjima koja proizilaze
iz populaciono-genetickih analiza koja ukazuju na veliku stopu protoka gena izmedu populacija Ziska u
Srbiji $to usporava kompenzacionu koevoluciju (Rand i Mossman, 2020). Ovo je jo$ jedan u nizu
rezultata koji ukazuju da bi MG3b mogao biti prvi mitotip otkriven na ekonomski $tetnoj vrsti koji ima
potencijal da se koristi u tehnici trojanskih Zenki.

I pored obecavajucih rezultata u vezi sa fertilitetom muzjaka, upotrebljivost MG3b mitotipa u
tehnici trojanskih Zenki bila bi upitna ukoliko bi ta mitohondrijska varijanta uticala negativno na Zenke
u interakcijama sa razli¢itim jedarnim sredinama. Dobijeni rezultati eksperimenata na prirodnim
populacijama u saglasnosti su sa prvim analizama efekata MG3b mitotipa na osobine Zivotne istorije
zenki u jednoj varijabilnoj jedarnoj sredini. Drugim re¢ima, MG3b Zenke su u svim jedarnim sredinama
ispoljavale vrednosti fertiliteta slicne kontrolnim Zenkama i nije utvrden znacajan efekat mito-jedarnih
interakcija na ovu osobinu. MG3b zenke nisu ispoljile ni povisene vrednosti fertiliteta (Stavise, MGla
zenke su te koje su imale najviSe vrednosti) Sto potvrduje da MG3b nema polno antagonisticko dejstvo,
to jest da je re¢ o delovanju ,,slabe* materinske kletve (Dowling i Adrian, 2019).

5.5 Uticaj %ivotne sredine na efekat kandidat TTZ mutacije

Dobro je poznata ¢injenica da faktori spoljaSnje sredine, pre svega temperatura, imaju uticaj na
funkcionisanje mitohondrija i sistema oksidativne fosforilacije (Blier i Lemieux, 2001; Pichaud i sar.,
2010). Uzimaju¢i u obzir brojne radove koji su demonstrirali efekat temperaturne sredine na dejstvo
mito-jedarnih interakcija (Dowling i sar., 2007b; Arnqvist i sar., 2010; Hoekstra i sar., 2013), opravdano
je razmatrati efikasnost tehnike trojanskih zenki u kontekstu ovog faktora Zivotne sredine. 1z tog razloga,
vazan aspekt ove teze jeste eksperiment u kom je testiran efekat tri mitotipa (kandidat TTZ MG3b
mitotipa i dva kontrolna) u jedarnim sredinama iz prirodnih populacija na dve temperature — standardnoj
na kojoj se odrzavaju laboratorijske populacije (30°C), i povisenoj (32°C), koja predstavlja sredinski
stresor.

Glavni rezultat ovog eksperimenta je taj da se na povisenoj temperaturi u najve¢em obimu gube
razlike izmedu mitotipova. Muzjaci sa MG3b mitotipom 1 na povisenoj temperaturi imaju najmanje
vrednosti fertiliteta, ali razlike izmedu mitotipova su manje nego pri standardnoj temperaturi gajenja.
Fertilitet MG3b Zenki ostao je sli¢an Zenkama nosiocima dva kontrolna mitotipa. Najinteresantniji
rezultat je potpuno razli¢it nain reagovanja muZzjaka i Zenki tri mitotipa na povecanje temperature.
MG1la muzjacima i Zenkama fertilitet na poviSenoj temperaturi znac¢ajno opada, MG1ld muZzjacima i
zenkama smanjenje fertiliteta je neznatno u odnosu na fertilitet na standardnoj temperaturi, dok MG3b
jedinke imaju vrlo idiosinkrati¢nu reakciju. Dok Zenkama fertilitet blago opada, muZzjacima se povecava!
Ovi rezultati u skladu su sa radovima koji su pokazali da specifi¢ni mitotipovi i mito-jedarne interakcije
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mogu razli€ito reagovati na povecanje temperature. Primera radi, istrazivanje na pasuljevom zisku C.
maculatus pokazalo je da se jedinke nekih mito-jedarnih genotipova razvijaju brze, a nekih sporije na
povisenoj temperaturi (Dowling i sar., 2007b). Isto tako, pokazano je da larve D. melanogaster sa
specificnom nekoevoluiranom mito-jedarnom kombinacijom bolje reaguje na sredinski stres nego larve
sa mitohondrijskim i jedarnim genomom koji su koevoluirali u jednoj populaciji (Rodriguez i sar., 2021),
sli¢cno muzjacima MG3b mitotipa. U ve¢ pomenutom istrazivanju Volfa i saradnika, u kom su testirali
efekat BRO mitotipa u razli¢itim jedarnim sredinama, ispitan je i uticaj tri razli¢ita temperaturna reZima
na fertilitet muzjaka sa razli¢itim mito-jedarnim kombinacijama. [ u ovom istrazivanju temperatura je
imala razli¢it efekat na razli¢ite kombinacije — kontrolnim mitotipovima se fertilitet povecavao sa
poveéanjem temperature, dok je BRO mitotip imao najnize vrednosti fertiliteta na najnizoj temperaturi,
a najviSe na srednjoj (Wolff i sar., 2016a).

S druge strane, u brojnim istrazivanjima je ustanovljeno da toplotni stres dovodi do dodatnog
pada adaptivne vrednosti jedinki sa naru$enim mito-jedarnim interakcijama (Hoekstra i sar., 2013; Patel
I sar., 2016), Sto se objasnjava moguénos$éu da stres samo dodatno razotkriva smanjenu efikasnost
OXPHOS-a sastavljenog od nekompatibilnih subjedinica. Mina i saradnici pokazali su da akutni toplotni
stres kod D. melanogaster dovodi do pada fertiliteta muZzjaka zbog osetljivosti procesa spermatogeneze
na povisenu temperaturu (Meena i sar., 2024).

Dakle, iako je ocigledno da su plasticni odgovori na povisenu temperaturu veoma varijabilni
(Immonen i sar., 2020), postavlja se pitanje zasto muzjaci MG3b mitotipa pokazuju poveéane vrednosti
fertiliteta u stresnim uslovima sredine. Postoji nekoliko potencijalnih objasnjenja.

Razli¢ite mitohondrijske varijante i mito-jedarne kombinacije mogu biti u razli¢itom stepenu
prilagodene na specificne temperaturne uslove (Fontanillas i sar., 2005; Camus i sar., 2017).
Mitohondrije prilagodene na hladnije uslove zivotne sredine pokazuju manji stepen korelisanosti procesa
transfera elektrona sa proizvodnjom ATP-a, jer se protoni nakupljeni u medumembranskom prostoru ne
vracaju u matriks kroz ATP sintazu, ve¢ pomocu tzv. dekuplujuéih proteina koji u tom procesu stvaraju
toplotu. Ovakva mitohondrija bila bi $tetna u toplijim uslovima, gde nema potrebe za produkcijom
toplote. Isto tako, mitohondrije sa bolje povezanim procesima transporta elektrona i sinteze ATP-a
korisnije su u toplijim uslovima, ali $tetne u hladnijim (Sunnucks i sar., 2017). Dodatno, ovakve
mitohondrije povezane su sa povecanom produkcijom ROS-a, $to im dodatno smanjuje adaptivnu
vrednost na nizoj temperaturi (Stier i sar., 2014). Jedno od mogucih objaSnjenja za razlicit efekat MG3Db
mitotipa zavisan od temperature podrazumeva da, iako ovaj mitotip ima snizene vrednosti aktivnosti
OXPHQOS-3, procesi transporta elektrona i sinteze ATP-a su vise spregnuti. Rezultati, medutim, ukazuju
da ovo objasnjenje nije validno. Naime, vrednosti odnosa respiratorne kontrole, iako ne daju informaciju
o proizvodnji toplote na racun dekuplujucih proteina, ipak daju uvid u efikasnost kori§¢enja transporta
elektrona za sintezu ATP-a. Ove vrednosti najnize su za MG3b mitotip, $to ukazuje na manju povezanost
procesa 1 ne pruza objaSnjenje povecanog fertiliteta MG3b muZjaka na viSim temperaturama.

Rodrigez i saradnici objasnili su povecanu adaptivnu vrednost larvi musica D. melanogaster sa
naruSenim mito-jedarnim kombinacijama u stresnim uslovima sredine fenomenom koji se oznac¢ava kao
mitohormeza (Rodriguez i sar., 2021). Hormeza predstavlja pojavu u kojoj prethodno dozivljen stres
povecava otpornost na buduci stres. Mitohormeza je, saglasno tome, pojava koja predvida da ¢e bilo koji
stres koji iskusi mitohondrija (u slu¢aju MG3b mitotipa je to genomski stres poreklom od mtDNK
mutacija u nekoevoluiranoj jedarnoj sredini) aktivirati jedarni odgovor (Epsetin i sar., 2001). Ovaj
odgovor moZe ukljucivati velike metabolicke i biohemijske promene koje mogu da pruze i dugotrajnu
zaStitu od razlicitih novih stresora (Yun 1 Finkel, 2014). MoZe se pretpostaviti, na osnovu navedenih
objaSnjenja 1 detektovanih efekata MG3b mitotipa na adaptivnu vrednost muzjaka pasuljevog Ziska, da
deficitarna OXPHOS funkcija izaziva globalni ¢elijski odgovor. Iako reakcija jedra na mitohondrijski
stres nije dovoljna da kompenzuje negativne efekte mitotipa, $to je nesporno ocigledno na nivou
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fertiliteta muzjaka na standardnoj temperaturi, ona uspeva da kompenzuje negativne efekte povisene
temperature.

Proteini toplotnog Soka (HSP, engl. heat-shock proteins) jedan su od najznacajnijih i najbolje
izuCenih mehanizama zaStite protiv toplotnog stresa kod insekata. Nivo njihove ekspresije se menja pri
porastu temperature i specifiGan je za razli¢ita tkiva (Gonzalez-Tokman i sar., 2020). Pored tkivne
specifi¢nosti, ekspresija HSP gena pokazuje i polnu specifi¢nost. Jedno nedavno istrazivanje na
muzjacima i Zenkama moljca vrste Spodoptera frugiperida pokazalo je razli¢it transkripcioni odgovor
polova na povecanje temperature. Pored razliCite ekspresije proteina toplotnog stresa, €itav niz drugih
gena asociranih sa odgovorom na stres bio je takode diferencijalno eksprimiran. U svetlu ¢injenice da
mitotipovi mogu izazvati potpuno razliitu ekspresiju jedarnih gena kod muzjaka i zenki (Innocenti i sar.,
2011), moguce je da MG3b mitotip dovodi do povecane ekspresije HSP-a kod muzjaka u toplotnom
stresu.

Cinjenica da se na povisenoj temperaturi smanjuje negativan efekat MG3b mitotipa na fertilitet
muZjaka ukazuje na vaznost ovakvih eksperimenata pri utvrdivanju kandidat TTZ mitotipova. S obzirom
na to da pasuljev zizak najveéu ekonomsku Stetu na kvalitet semena mahunarki ostvaruje u skladiStima
pasulja u kojima se mogu kontrolisati abioti¢ki faktori sredine, povoljan efekat poviSene temperature na
TTZ muzjake mozZe se sprediti odrzavanjem konstantne temperature na kojoj ovi muZjaci imaju najmanje
vrednosti fertiliteta. 1z tog razloga, buduci eksperimenti trebalo bi da testiraju efekat mitohondrijskih
haplotipova u ve¢em opsegu temperatura i odrede onu na kojoj je efekat na muzjake najveci.

5.6 Introdukcija trojanskih Zenki u prirodnu populaciju

Tehnika trojanskih Zenki zasniva se, kako je ve¢ naglaSeno, na ubacivanju u prirodne populacije
zenki nosilaca specifiénog mitotipa koji Steti samo reproduktivnom potencijalu muzjaka. Teorijska
pretpostavka je da bi kroz generacije trebalo da dode do odrzivog pada brojnosti populacije usled
produkcije sterilnih muzjaka u svakoj generaciji (Gemmell i sar., 2013). Matematic¢ki modeli podrzali su
teorijske postavke ove metode. Naime, pokazano je da ukoliko koriS¢eni mitotip izaziva potpunu
sterilnost muzjaka, dolazi¢e do znaCajnog pada brojnosti populacije nakon samo jednog otpustanja
trojanskih zenki u kom je proporcija introdukovanih zenki 10% (Gemmell i sar., 2013). Ipak, kako su
istrazivanja u poslednje dve decenije uspela da identifikuju samo mitotipove koji smanjuju muski
reproduktivni potencijal, tj. ne postizu steriliSuéi efekat, javila se potreba za modifikovanim modelima.
Tako, Volf i saradnici u svom modelu demonstriraju da je i parcijalni efekat na reproduktivni kapacitet
muzjaka dovoljan za supresiju populacije, ali da udeo trojanskih Zenki koje je neophodno introdukovati
u populaciju mora biti veé¢i (Wolff i sar. 2016a). Ipak, sudeci po ve¢ postoje¢em modelu Gemela i
saradnika, za ovu tehniku to ne bi trebalo da predstavlja problem jer manje, sukcesivne introdukcije imaju
aditivan efekat i potencijal da izazovu i znacajnije smanjenje brojnosti populacije od jednog velikog
otpustanja trojanskih zenki (Gemmell i sar., 2013).

Vodeéi se opisanom teorijom i modelima, u poslednjem eksperimentu na pasuljevom zisku je
repliciran proces primene tehnike trojanskih Zenki u skladi$nim populacijama. Zenke sa MG3b
mitotipom (trojanske zenke) ubacene su u populaciju u dva razli¢ita odnosa: 25% 1 75% od ukupnog
broja zenki. Po istom principu formirane su i kontrolne populacije u kojima su ubacene zenke posedovale
neki od dva kontrolna mitotipa. Kroz generacije pra¢ena je ucestalost ubacenih mitotipova 1 mereni Su
parametri stope rasta populacije (Slika 3.7.1).

5.6.1 Ugestalost TTZ mitotipa nakon introdukcije trojanskih Zenki
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Promene uéestalosti kandidat TTZ mitotipa u prirodnoj populaciji daju uvid u naéin delovanja
selekcije na fenotipske efekte tog mitotipa. Ukoliko mu se brojnost smanjuje, trojanske Zenke nisu
kompetitivne u odnosu na one iz prirodne populacije, to jest imaju manju adaptivnu vrednost. U tom
slu¢aju, kandidat TTZ mitotip Se ne moze Kkoristiti u tehnici trojanskih Zenki u testiranoj prirodnoj
populaciji. Ukoliko ucestalost raste, mitotip povecava adaptivhu vrednost zenkama 1 Siri se kroz
populaciju. U tom slu¢aju povecava se i brojnost trojanskih sinova, §to je najbolji scenario za TTZ.
Konac¢no, ukoliko mitotip nema nikakav efekat na zenke, ocekivano je da se njegova ucestalost menja
prvenstveno pod dejstvom genetickog drifta. Za MG3b mitotip nisu detektovani polno antagonisticki
efekti (videti ranije). Zenke MG3b mitotipa sa jedarnom sredinom iz Bele Palanke imale su sli¢ne
vrednosti fertiliteta u odnosu na kontrolni MG1d mitotip, zbog ¢ega se moze pretpostaviti da ¢e se kroz
generacije uociti fluktuacije uCestalosti samo usled delovanja drifta. Medutim, rezultati su pokazali da je
u svim formiranim populacijama (i replikama), ve¢ posle dve generacije, ubaceni mitotip bio fiksiran (u
slu¢aju MGla) ili se priblizio fiksaciji (u slu¢aju MG1d i MG3b) (Slika 18).

Ishod ovog eksperimenta mogao je biti o¢ekivan samo za MGla mitotip ¢ije su zenke pokazale
poviSene vrednosti prosecnog fertiliteta u jedarnoj sredini iz Bele Palanke u poredenju sa Zenkama druga
dva mitotipa (Slika 16.A). U slucaju MG1d i MG3b mitotipa, jedino objasnjenje brzog povecanja
ucestalosti jeste ekstremni efekat geneti¢kog drifta u populacijama sa malom inicijalnom veli¢inom. U
sli¢nom eksperimentu Volfa i saradnika na D. melanogaster sa istom pocetnom brojnos¢u populacije,
BRO mitotip je blago povecao ucestalosti kroz generacije (ovo jedino nije vazilo za startni udeo od 25%
trojanskih zenki gde se ucestalost BRO mitotipa neznatno smanjila). Medutim, u nekim replikama doslo
je do fiksacije ili eliminacije ovog mitohondrijskog haplotipa (Wolff i sar., 2017). Nedovoljan broj
replika u eksperimentu iz ove disertacije i mala pocetna brojnost populacije onemogucili su sticanje prave
slike o dinamici promene udestalosti TTZ i kontrolnih mitotipova. Ipak, ¢injenica da je identi¢an trend
izuzetno brze fiksacije uocen u populacijama svih mitotipova, bez obzira na njihov pocetni udeo, u svim
replikama, ¢ini geneticki drift malo verovatnim jedinim krivcem za uocenu fiksaciju.

S obzirom na to da se mitotipovi specifi¢ni za populaciju iz Bele Palanke (H7 i H9) u potpunosti
gube iz svih formiranih populacija do pete generacije eksperimenta, govori u prilog negativnim
adaptivnim efektima u novim laboratorijskim uslovima. Pored selektivnog smanjenja ucestalosti
mitotipova H7 i H9, njihova rapidna eliminacija uzrokovana je udruzenim delovanjem prirodne selekcije
1 genetiCkog drifta. Belopalanacka populacija odrzavana je u laboratoriji najmanje pet generacija pred
pocetak eksperimenata, dovoljno da se populacija aklimatizuje na nove, stabilne uslove sredine
(Hoffmann 1 Ross, 2018), ali ne i1 da se evoluciono (geneticki) adaptira, posebno ukoliko selekcioni
pritisak nije veliki. Budu¢i da je ova populacija osnovana od jedinki uzorkovanih iz basSte odgajivaca, a
ne iz skladista, laboratorijski uslovi jesu znac¢ajno drugaciji od originalnog stanista populacije. Ne moze
se iskljuciti moguc¢nost da je u belopalanackoj populaciji pasuljevog ZiSka ve¢ u prvoj generaciji
eksperimenta doSlo do smanjenja ucestalosti jedinki sa jedarnom sredinom iz Bele Palanke koja nije
prilagodena na opisani reZim, a samim tim i do postepene eliminacije H7 i H9 mitotipova asociranih sa
datom jedarnom sredinom. Jo§ jedno potencijalno objaSnjenje daju rezultati istrazivanja na zisku slatkog
krompira (Cylas formicarius) koje je pokazalo da zenke laboratorijskih populacija imaju znac¢ajno
smanjen otpor prema pokuSajima muZzZjaka da sa njima stupe u reprodukciju u odnosu na Zenke iz
prirodnih populacija (Kuriwada i sar., 2014). Navedena hipoteza koja podrazumeva i ulogu seksualne
selekcije, mogla je ve¢ u prvoj generaciji drasticno povecati ucestalost MGla, MG1d i MG3b mitotipova
usled toga sto L Zisci, od kojih svi mitotipovi vode poreklo, karakteriSe ¢eSce stupanje u reprodukciju
(Stojkovi¢ i sar., 2011). Nakon pocetnog selektivnog uvecanja ucestalosti, verovatnoca fiksacije
najcesceg mitotipa se uvecava usled delovanja genetickog drifta. Bez obzira na selektivni pritisak koji
stoji iza smanjenja ucestalosti mitotipova iz prirodne populacije, ¢injenica da kandidat TTZ MG3b
mitotip povecava ucestalost zadovoljava jednu od najvaznijih pretpostavki tehnike trojanskih Zenki.
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Konaéno, ¢injenica da dolazi od fiksacije TTZ mitotipa ¢ak i pri njegovim niskim pocetnim udelima
ukazuje na to da bi ova metoda mogla biti efikasna i pri ubacivanju manjeg broja jedinki.

5.6.2. Efekat TTZ mitotipa na brojnost populacije

Volf i saradnici razvili su model tehnike trojanskih Zenki kojim su predvideli opadanje brojnosti
populacije proporcionalno stepenu smanjenja fertiliteta trojanskih sinova i udelu introdukovanog
trojanskog mitotipa u prirodnoj populaciji (Wolff i sar., 2016a). Vazno je naglasiti da se procentualna
zastupljenost TTZ mitotipa u navedenom modelu odnosi na zastupljenost mitotipa u celoj populaciji, dok
se u eksperimentu na pasuljevom Zigku odnosi na zastupljenost TTZ mitotipa kod Zenki. Dakle, zbog
toga Sto su pocetne generacije tretmana formirane sa po 40 zenki i muzjaka, pocetne ucestalosti MG3b i
kontrolnih mitotipova u ukupnoj populaciji su 12,5% (za tretman sa 25% trojanskih Zenki) i 37,5% (za
tretman sa 75% trojanskih Zenki). Za ove vrednosti pocetnih ucestalosti i uoceno prosecno smanjenje
fertiliteta MG3b muzjaka od oko 35%, ocekivan je pad brojnosti populacije za oko 4% (za tretman sa
25% trojanskih Zenki), tj. 14% (za tretman sa 75% trojanskih zenki) (Wolff i sar., 2016a).

Rezultati na populacijama pasuljevog ziska pokazali su da se ekoloski parametri (stope rasta)
populacija sa razli¢itim pocetnim ucestalostima trojanskih Zenki ne razlikuju medusobno u drugoj i u
petoj generaciji. Takav nalaz nije iznenaduju¢ u svetlu ¢injenice da su se ucestalosti testiranih
haplotipova u drugoj generaciji izjednacile 1 dostigle visoke vrednosti. Najznacajniji rezultat ovog
eksperimenta jeste da brojnost populacije u koju su introdukovane MG3b Zenke blago opada u drugoj
generaciji (vrednosti Ro za oko 10% nize u odnosu na MG1la mitotip), ali u petoj generaciji se ovaj efekat
ne pojacava. Stavise, stope rasta populacije vise su u petoj generaciji u odnosu na drugu i ne razlikuju se
u odnosu na populacije sa introdukovanim kontrolnim mitotipovima. Sli¢an rezultat dobijen je i u ve¢
pomenutom istrazivanju u kom je ispitivan efekat BRO mitotipa na pad brojnosti populacije (Wolff i
sar., 2017). Za razliku od eksperimenta iz ove disertacije, pomenuto istrazivanje kao meru brojnosti nije
koristilo populacione parametre rasta populacije, ve¢ procenat izlezenih jedinki iz jaja (vijabilitet).
Uprkos tome, u jednom eksperimentu na vinskoj musSici dobili su zna¢ajno nize smanjenje brojnosti
populacije sa BRO mitotipom od matemati¢ki modelovanog, a u drugom, u kom su dozvoljene vece
fluktuacije u promeni brojnosti populacije, supresivni efekat je potpuno izostao (Wolff i sar., 2017).
Dakle, iako i MG3b i BRO mitotip u jedarnoj sredini u koju su introdukovani u ovim eksperimentima
muZjacima smanjuju fertilitet, to nije pokazalo efekat na brojnost populacije.

Manja stopa rasta u drugoj u odnosu na petu generaciju ukazuje na potencijalnu selekciju jedarnih
kompenzacionih mutacija (Wolff i sar., 2017). Iako se ocekuje da je kompenzaciona evolucija u
prirodnim populacijama neefikasna (Wade, 2014; Connallon i sar., 2018; Dapper i sar., 2023), posebno
imajuc¢i u vidu izostanak znacajnih mito-jedarnih interakcija pri ispoljavanju razlic¢itih mitotipova u
jedrima iz prirodnih populacija pasuljevog ziska (Tabela 19; Vlajnic i sar., 2025), postojanje jedarnih
kompenzacionih mutacija utvrdeno je u prirodnim populacijama D. melanogaster (Dowling i sar., 2015;
Patel i sar., 2016; Wolff i sar., 2016a). Jedan od razloga zasto se delovanje selekcije na kompenzacione
mutacije smatra manje efikasnim jeste taj S§to se takva mutacija mora na¢i u kombinaciji sa
mitohondrijom ¢iji efekat maskira kako bi ispoljila pozitivan efekat na fenotip i bila favorizovana
selekcijom (Connallon i sar., 2018). U prirodnim populacijama ovo zaista jeste otezavajuca okolnost, ali
u laboratorijskim populacijama testirani mitotipovi su ve¢ posle dve generacije postali prevalentni. U
datoj situaciji, prirodna selekcija mogla je efikasno da deluje na postoje¢e kompenzacione varijante i
povecéa im ucestalost. U petoj generaciji stope rasta populacije rastu, u ¢emu se ogleda efekat delovanja
ovih jedarnih varijanti. Interesantan rezultat da se populacijama sa MG3b mitotipom kroz generacije
ubrzava razvice, pomera pik ovipozicije par dana ranije 1 skracuje vreme generacije zbog Cega se i
procene stope rasta povecava, a moze se objasniti promenama interakcije ovog mitotipa sa specifi¢nim
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jedarnim varijantama. Rezultat je u skladu sa ranijim istrazivanjima koja su pokazala da neke mito-
jedarne kombinacije dovode do ubrzavanja preadultnog razvi¢a (Dowling i sar., 2007b; Hoekstra i sar.,
2013; Jeli¢ i sar. 2015).

Dodatni vazan aspekt u razmatranju dobijenih rezultata jeste ucestalost ponovnog parenja zenki.
Naime, pasuljev Zizak je poliandri¢na vrsta insekta, to jest vrsta kod koje se zenke mogu pariti sa vise
muzjaka u toku zZivota. Ova karakteristika vrste predstavlja potencijalan nacin prevazilazenja negativnih
efekata mutacija materinske kletve s obzirom na to da Zzenke mogu sakupiti vise kvalitetnih
spermatozoida (Gemmell i sar., 2004), kroz parenje sa istim ili razli¢itim muzjacima (Wolff'i sar., 2017).
U vezi s tim, pokazano je da su, barem kod nekih vrsta, Zenke sklonije da se ukrstaju sa novim muzjacima
u odnosu na muzjake sa kojima su se ve¢ parile (Zeh i sar., 1998). Ukoliko je razlog izostanka supresije
brojnosti populacija sa ubac¢enim MG3b Zenkama to Sto zenke imaju povecanu stopu ponovnog parenja
u odnosu na onu koja je predvidena modelima (Wolff i sar., 2016a), ocekuje se evidentnije smanjenje
brojnosti u prirodnim populacijama, koje su po pravilu manje gustine od laboratorijskih i u kojima je
stopa ponovnog parenja znacajno niza (Gemmell i sar., 2004; Wolff i sar., 2017). Manja verovatnoca
evolucije kompenzacionih mutacija joS je jedan razlog zasSto bi se u velikim prirodnim populacijama
mogao ocekivati veci supresivni efekat od procenjenog u opisanom eksperimentu.

5.7 Buduénost ,tehnike trojanskih Zenki*

Predstavljeni rezultati ove disertacije prvi su nalazi koji ukazuju na postojanje mitohondrijske
varijante koja smanjuje fertilitet muzjaka kod ekonomski vazne vrste insekta, a u skladu sa predikcijama
materinske kletve, zbog Cega bi se takva varijanta mogla primeniti u kontroli brojnosti populacija.
Podrobne analize pokazale su da bi potencijalna upotreba pronadenog kandidat TTZ mitotipa mogla biti
ograni¢ena zbog delovanja kompenzacionih jedarnih mutacija ili specifi¢nih uslova Zivotne sredine koji
menjaju efekat mitotipa na fertilitet muzjaka. Ipak, zna¢aj pronalaska MG3b mitohondrijske varijante,
pored njene nezavisne primene u tehnici trojanskih zenki, ogleda se u njenom koris¢enju u geneticki
modifikovanim TTZ mitotipovima. Naime, jedna od najveéih prepreka razvoju TTZ-a je ta §to nijedan
do sad pronaden mitotip ne izaziva kompletnu sterilnost muzjaka u razli¢itim jedarnim 1 sredinskim
okruzenjima. Iz tog razloga, buduc¢nost ove metode mogla bi da lezi u integrisanju metoda biokontrole
kao i u dizajniranju mitohondrijskih konstrukata koji sadrze mutacije sa ve¢ utvrdenim polno specifi¢nim
dejstvom na reproduktivni potencijal muzjaka (Wolff'i sar., 2017), poput mutacija u MG3b mitotipu kod
pasuljevog ziska ili BRO mitotipa D. melanogaster.

Integrisana metoda brojnosti ekonomski Stetnih vrsta podrazumeva kombinovanje vise postojecih
metoda da bi se postigao zadovoljavajuéi efekat na smanjenje brojnosti populacije (Kogan, 1998).
Istovremeno koris¢enje razli¢itih metoda biokontrole, poput SIT-a i I1T-a, ve¢ je predlozeno kao
najefektivniji na¢in smanjenja brojnosti populacija koji ne podrazumeva upotrebu pesticida (Zhang i sar.,
2016). Imajuéi u vidu da je jedna od najvecih prepreka u Sirokoj upotrebi SIT-a $tetan efekat koji zracenje
ima na razli¢ite komponente adaptivne vrednosti jedinki (Teem i sar., 2020), ova metoda bi se mogla
uspesno primenjivati sa TTZ-om. Kako MG3b mitotip smanjuje fertilitet muzjaka za 35% (Slika 5;
Vlajnié i sar., 2024), koli¢ina zracenja koja bi morala biti upotrebljena da se ovi muzjaci steriliSu mogla
bi biti znacajno manja od one koja se koristi pri sterilizaciji muzjaka kojima fertilitet nije smanjen. Na
ovaj nacin bi se mogle prevazi¢i najvece prepreke za upotrebu obe metode.

Kada je re¢ o formiranju vestackih mtDNK konstrukata, ve¢ postoje primeri istrazivanja koja su
pokazala da je moguce kreirati mtDNK genotip sa negativnim efektom na fertilitet muzjaka. Trifunovi¢
1 saradnici napravili su miSeve kojima je geneticki modifikovana mtDNK polimeraza na takav nacin da
joj je oStecena 3°-5 egzonukleazna aktivnost (Trifunovié i sar., 2004). Dakle, dok je normalno obavljala
5°-3” replikaciju DNK, neuspesno je ispravljala greske u replikaciji. MiSevima sa ovakvom mtDNK
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polimerazom znacajno ¢esce su se javljale mitohondrijske mutacije, zbog ¢ega im je 1 nadenut naziv
,mutator miSevi“. Efekat nakupljenih mutacija bio je viSestruk i sve izrazeniji sa starenjem. Kao
interesantan posebno se pokazao uticaj akumuliranih promena na fertilitet muzjaka i Zenki. Dok su i
zenke bile pogodene mutacijama i posle 20. nedelje zivota nisu mogle da iznesu trudnocu, skoro svi
testirani muzjaci bili su potpuno sterilni. Ovo je povezano sa smanjenom koli¢inom sperme u epididimisu
muzjaka i degradacijom tkiva testisa (Trifunovi¢ i sar., 2004). Ksu i saradnici imali su drugaciji pristup.
Navedeni istrazivaci napravili su jedinke D. melanogaster sa genskim konstruktom zbog kog se u
mitohondrijama eksprimirao restrikcioni enzim koji prepoznaje samo jedno restrikciono mesto u okviru
cox1l gena, a uslovljava nemoguénost dobijanja potomstva. Ovakve jedinke uspesno su zavrSavale
razvi¢e, medutim muZzjaci su bili potpuno sterilni, najverovatnije usled smanjenja brojnosti
spermatozoida (Xu i sar., 2008). Pored mutacija materinske kletve koje se prirodno nalaze u
populacijama, i ovako identifikovane mutacije mogle bi se iskoristiti za dizajniranje geneti¢kih
konstrukata sa ve¢im brojem polno specifi¢nih varijanti ¢ije bi udruzeno dejstvo potencijalno dovelo do
potpune sterilnosti muZzjaka bez negativnog uticaja na Zzenke.

Metode dirigovanog genetickog editovanja mitohondrijskog genoma jo§ uvek su u razvoju.
Selektivno odstranjivanje mutiranih mitohondrija uspe$no se radi koriS¢enjem restrikcionih
endonukleaza, nukleaza sliénim aktivatorima transkripcije (Reddy i sar., 2015) i nukleaza sa cinkanim
prstima (Gammage i sar., 2018a). Medutim, precizno ubacivanje Zeljenih varijanti u mitohondrijski
genom mnogo je veci izazov. lako se ovakvo ubacivanje ve¢ uveliko izvodi CRISPR/Cas9 metodom na
jedarnom genomu, mitohondrijski genomi i dalje ve¢inom ostaju zaklju¢ani za primenu ove metode zato
Sto se CRISPR/Cas9 oslanja na upotrebu malih nekodiraju¢ih RNK molekula, a jo§ nije otkriven
mehanizam prolaska RNK kroz mitohondrijsku membranu (Wisnovsky i sar., 2016; Gammage i sar.,
2018b). Ipak, nekoliko studija pokazalo je uspeh u editovanju mtDNK kori$¢enjem ove tehnike (Jo i sar.,
2015; Hussain i sar., 2021), s§to ukazuje na to da je skorasnji proboj u ovom polju izvestan.

Razumevanje fenomena materinske kletve i mutacija sa negativnim efektom na muzjake ne mora
imati znac¢aj samo za razvoj tehnika biokontrole ekonomski Stetnih vrsta. Pojavila su se misljenja da
upoznavanje zastupljenosti ovog fenomena, mehanizma delovanja mutacija 1 razvoj genetickog
editovanja mtDNK mogu pronaci upotrebu i u programima zastite ugrozenih vrsta (Leeflang i sar., 2021;
Iverson, 2024).
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6. ZAKLJUCCI

Iz rezultata testiranja hipoteze materinske kletve i primenjivosti mitohondrijskih varijanti u
tehnici trojanskih zenki kod pasuljevog Ziska (Acanthoscelides obtectus, Say) izvedeni su sledeci
zakljucci:

e Identifikacija mitotipa, koji dovodi do pada reproduktivnog potencijala muzjaka a ne utice na
zenke, MG3b mitotipa, u laboratorijskim populacijama pasuljevog ziska, potvrduje pretpostavku
hipoteze materinske kletve da se u populacijama nakupljaju polno specificne mutacije sa
negativnim efektom na muzjake.

e Testirani mitotipovi pokazali su ve¢i efekat na variranje osobina kod muzjaka u odnosu na zenke,
dok su negativne interseksualne korelacije osobina Zivotne istorije izostale, Sto je u skladu sa
hipotezom ,,slabe* forme materinske kletve. Specifi¢no, pronadeni MG3b mitotip ostvaruje
negativan efekat na muzjake, dok ima neutralan efekat na Zenke.

MG3b mitotip smanjuje fertilitet muzjaka tako $to im smanjuje oplodnu sposobnost, Sto je
evidentno iz manjeg broja jaja koja polazu zenke u prva dva dana pri ukrStanju sa muzjacima
nosiocima ovog mitotipa.

Iako mitotipska varijabilnost uti¢e na variranje duzine Zivota muzjaka, MG3b mitotip nema
negativan efekat na ovu osobinu ni kod muzjaka ni kod zenki, $to ga ¢ini dobrim kandidatom za
primenu u tehnici trojanskih Zenki (kandidat TTZ mitotip).

e Mitohondrijska respiratorna funkcija muzjaka MG3b mitotipa smanjena je u odnosu na muzjake
druga dva mitotipa, $to potencijalno dovodi do uo¢enog pada oplodne sposobnosti muzjaka. Ovi
rezultati ukazuju na potrebu da se detaljnije analiziraju osobine spermatozoida i kvalitativni
sastav ejakulata MG3b muzjaka.

e Analiza geneticke strukture prirodnih populacija pasuljevog ziska sa teritorije Srbije pokazala je
izostanak viSih nivoa populacione organizacije 1 ukazuje na postojanje visoke stope protoka gena.
Ovo je u skladu sa drugim populaciono-genetickim istraZivanjima ove vrste i objaSnjava se
intenzivnim me$anjem populacija kao posledica transporta semena pasulja i drugih leguminoza.

Velika varijabilnost na nivou mitohondrijskog genoma i meSanje populacija ukazuju na to da u
prirodnim populacijama pasuljevog ZiSka postoji visoka verovatno¢a nakupljanja mutacija
materinske kletve, kao i na to da selekcija neée delovati protiv TTZ mitotipa nakon njegove
introdukcije u prirodne populacije.

e Analiza efekta MG3Db i kontrolnih mitotipova na fertilitet muzjaka i Zenki u razli¢itim jedarnim
sredinama pokazala je da se smanjenje fertiliteta muzjaka odrzava u razli¢itim jedarnim
sredinama, dok efekat na Zenke konzistentno izostaje, Sto je od izuzetnog znacaja za primenu
materinske kletve.

Izostanak zna€ajnog efekta mito-jedarnih interakcija na fertilitet muzjaka ukazuje na to da u

testiranim jedarnim sredinama kompenzacione mutacije ne segregiraju u visokim ucestalostima,
Sto je u skladu sa predikcijama modela evolucije ovakvih mutacija.
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Povisena temperatura ima znacajan efekat na fertilitet muzjaka i Zenki. Od posebnog znacaja je
podatak da se MG3b muzjacima povecao proseCan fertilitet, dok je kod kontrolnih muzjaka
smanjen, $to ukazuje na proces mitohormeze kod MG3b mitotipa. Sa stanovista primenjivosti u
TTZ-u, ovaj rezultat demonstrirao je potrebu za testiranjem efekata razli¢itih sredinskih faktora
pre primene mitotipova u kontroli brojnosti populacija.

Fiksiranje MG3b i kontrolnih mitotipova nakon njihove introdukcije u prirodnu populaciju
najverovatnije je posledica snizene adaptivne vrednosti mitotipova iz prirodne populacije usled
losije prilagodenosti na laboratorijske uslove sredine kao i njihovih osobina reproduktivnog
ponasanja karakteristi¢nih za ziSke poreklom od L linija.

Izostanak smanjenja brojnosti populacije nakon ubacivanja MG3b mitotipa, uprkos njegovom
utvrdenom efektu na fertilitet muzjaka, ukazuje na kompleksnost procesa koji odreduju
populacionu dinamiku. Bilo da je ovaj rezultat posledica ograniCenosti dizajna samog
eksperimenta, evolucije kompenzacionih mutacija ili nekih drugih, kripti¢nih procesa koji
nadomescuju smanjenje fertiliteta muzjaka, neophodne su podrobnije populacione studije koje ¢e
verno simulirati introdukciju TTZ mitotipa u prirodne populacije.

Konacno, ¢injenica da MG3b mitotip ne dovodi do sterilnosti muZjaka 1 da nije izazvao smanjenje

brojnosti populacije, govori da je buduénost TTZ-a najverovatnije u integrisanoj kontroli
ekonomskih stetocina, koje ukljucuje i geneticko editovanje mitohondrijskog genoma.
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7. TABELE

Tabela 1. Parametri mitohondrijskog diverziteta L mitotipova na osnovu 13 mitohondrijskih
protein-kodirajucih gena. Iznad deblje linije nalaze se podaci za svih Sest mitotipova, a ispod linije su
podaci samo za MG1la, MG1d i MG3b mitotip. Pi — mesta informativna za parsimoniju; S — singlton

mesta.
Lokus Brgj Varijabilna Varijabilna Pi S Aminoki_selinske Amino_kiselinske
haplotipova mesta mesta (%) razlike razlike (%0)
cox1l 3 3 0,46 0 3 0 0
cox2 3 8 1,17 7 1 1 0,44
cox3 3 3 0,48 3 0 1 0,48
nadl 3 2 0,29 1 1 1 0,44
nad4 2 4 0.85 4 0 0 0
nad4l 3 3 1,89 2 1 0 0
nad6 3 5 0,98 4 1 1 0,51
cyth 2 4 0,69 4 0 1 0,52
nad2 2 6 0,91 0 6 2 0,91
nad3 1 0 0 0 O 0 0
nad5 1 0 0 0 O 0 0
atp6 3 4 0,82 0 4 2 1,23
atp8 2 2 1,28 0 2 1 1,92
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Tabela 2. Sve nukleotidne zamene u osam mitohondrijskih gena za $est mitohondrijskih haplotipova. Nesinonimne zamene su
podebljane, obelezene zvezdicom i okarakterisane u poslednjem redu; a.k. zamena — aminokiselinska zamena. Koris¢ene su standarne oznake
za aminokiseline.

coxl cox3 nad4 nad4l nad6 cytb nadl cox2
Pozicija | 279 387 393 531 | 159 399 509 | 490 545 695 707 | 166 214 | 72 106 183 210 318 | 507 786 858 1000 | 382 761 | 100 300 372 390 396 582
MGla c c T G G G T G T T G G A|T G A G c c G G A c G A C T c c A G
MG1b c c T G G G c* | G T T G G A|T G A G c c G G A c G A C T C c A G
MGlc c c T G G G c* | G T T G G AT A A G c c G G A c G A c T c c A G
MG1d C C T G G G Cc* G T T G G A T G A G C C G G A ™ G A C T C C A G
MG3a c T c A A A T A c c Al A A | A G G A T T A A G* c A A T c T T G A
MG3b c T c A A A T A c c Al A G |A G G A T T A A G* c A |G T c T T G A
ak Ile- Val- lle- | Asp- lle-
zan.we'na / / / / / / 170- / / / / / / / 36- / / / / / / 334- | 164- / 34- / / / / / /
Thr Met Val Asn Val

Tabela 3. Matrica parova distanci izmedu Sest laboratorijskih mitotipova izra¢unata kori§¢enjem Tamura-Nei modela nukleotidne
supstitucije (Tajima i Nei, 1984) na osnovu sekvenci osam mitohondrijskih gena. 1znad dijagonale date su procene standardne greske dobijene
bootstrap metodom sa 500 ponavljanja. Podebljane su geneticke distance izmedu mitotipova koris¢enih u daljim eksperimentima: MGla,

MG1d i MG3b.

MGla MG1b MGlc MGid MG3a MG3b
MGla - 0,0002 0,0003 0,0003 0,0012 0,0013
MG1b 0,0002 - 0,0002 0,0002 0,0013 0,0014
MGlc 0,0005 0,0002 - 0,0003 0,0013 0,0014
MGid 0,0005 0,0002 0,0005 - 0,0013 0,0013
MG3a 0,0063 0,0065 0,0068 0,0067 - 0,0003
MG3b 0,0067 0,0070 0,0072 0,0072 0,0005 -
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Tabela 4. Nukleotidne zamene u nad2, atp6 i atp8 genu za tri mitohondrijska haplotipa (MG1a,
MG1d i MG3b). Nesinonimne zamene su obelezene zvezdicom.

nad?2 atpé atp8
Pozicija | 192 218 294 412 567 603 | 134 191 270 360 3 59
MGla T T T G A T A G T A T T
MG1d T T T G A T |G G T A T T
MG3b cC C* C A* G c | ™ A* C G C A*

Tabela 5. Pozicija i vrsta aminokiselinskih zamena u svim protein-kodiraju¢im mitohondrijskim
genima za tri mitotipa (MGla, MG1ld i MG3b). Kosom crtom obelezeni su geni u kojima nema
nesinonimnih mutacija, dok su aminokiselinske supstitucije specificne za MG3b mitotip podebljane.
Korisc¢ene su standarne oznake za aminokiseline.

coxl cox2 cox3 nad4 naddL nad6  cytb nadl nad3 nad5 atp8 atp6 nad2
pozicija u 34 169 334 171 20 45 64 73 138
proteinu
MGla / lle lle / / / lle Asp / / Phe GIn  Ser lle Val
MG1d / lle Thr / / / lle Asn / / Phe Arg Ser lle Val
MG3b / Val lle / / / Val Asp / / Tyr Leu Lys Thr Met

Tabela 6. Matrica parova distanci izmedu tri laboratorijska mitotipa izra¢unata koris¢enjem
Tamura-Nei modela nukleotidne supstitucije (Tajima i Nei, 1984) na osnovu sekvenci 13 mitohondrijskih
gena. Iznad dijagonale date su procene standardne greske dobije bootstrap metodom sa 500 ponavljanja.

MGla MG1d MG3b
MGla - 0,0003 0,0010
MGid 0,0007 - 0,0011
MG3b 0,0074 0,0077 -
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Tabela 7. MeSani model analize kovarijanse za rani fekunditet kod muZjaka i Zenki TTZ
kandidata i kontrola. Mitotip i replika su fiksirani faktori, a masa je modelovana kao kovarijabla. Replika
je ugnezdena u mitotip i predstavlja nasumican faktor u analizi. dF — stepeni slobode, F — F-odnos, P —
statisticka znacajnost.

Izvor variranja dF F P
Zenke
mitotip 2, 3,03 0,42 0,6883
masa tela 1,344 0,10 0,7577
replika (mitotip) 3, 344 8,16 <0,0001
Muzjaci
mitotip 2, 3,08 6,15 0,0838
masa tela 1,322 0,58 0,4483
replika (mitotip) 3,322 2,47 0,0619

Tabela 8. Mesani model analize kovarijanse za totalni fekunditet kod muZjaka i Zenki TTZ
kandidata i kontrola. Mitotip i replika su fiksirani faktori, a masa je modelovana kao kovarijabla. Replika
je ugnezdena u mitotip i predstavlja nasumican faktor u analizi. dF — stepeni slobode, F — F-odnos, P —
statisticka znacajnost.

Izvor variranja dF F P
Zenke
mitotip 2, 3,08 0,18 0,8436
masa tela 1,342 104,90 <0,0001
replika (mitotip) 3,342 3,19 0,0239
Muzjaci
mitotip 2, 3,05 1,93 0,2872
masa tela 1,316 3,27 0,0715
replika (mitotip) 3,316 3,80 0,0106
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Tabela 9. Mesani model analize kovarijanse za duZinu Zivota kod muZjaka i zenki TTZ kandidata
I kontrola. Mitotip i replika su fiksirani faktori, masa kovarijabla u kod muzajka i zenki, a totalni
fekunditet dodatna kovarijabla u analizi za Zenke. Replika je ugneZdena u mitotip i predstavlja nasumican
faktor u analizi. dF — stepeni slobode, F — F-odnos, P — statisticka znacajnost.

Izvor variranja dF F P
Zenke
mitotip 2,3,01 1,12 0,4322
masa tela 1, 340 45,81 <0,0001
totalni fekunditet 1, 340 15,54 <0,0001
replika (mitotip) 3,340 16,02 <0,0001
Muzjaci
mitotip 2, 3,02 2,11 0,2668
masa tela 1,322 29,04 <0,0001
replika (mitotip) 3,322 10,74 <0,0001
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Tabela 10. Mesani model analize varijanse za respiraciju u LEAK stanju, kapacitet oksidativne
fosforilacije vezan za kompleks I, kapacitet oksidativne fosforilacije vezan za kompleks I i Il, kapacitet
oksidativne fosforilacije vezan za kompleks II, aktivnost kompleksa IV, specificnu aktivnost citrat
sintaze i odnos respiratorne kontrole (RCR) kod MGla, MG1d i MG3b muzjaka. Mitotip je fiksiran
faktor, a replika je nasumicéan faktor ugnezden u mitotip. dF — stepeni slobode, F — F-odnos, P — statisticka
znacajnost.

Izvor variranja dF F P

LEAK respiracija

mitotip 2, 3,00 7,46 0,0684

replika (mitotip) 3, 62 3,39 0,0235
Kapacitet kompleksa |

mitotip 2, 3,00 20,62 0,0176

replika (mitotip) 3, 62 3,14 0,0314
Kapacitet kompleksa I i 11

mitotip 2, 3,00 20,10 0,0183

replika (mitotip) 3, 62 3,25 0,0275
Kapacitet kompleksa Il

mitotip 2, 3,00 19,70 0,0188

replika (mitotip) 3, 62 3,22 0,0286
Aktivnost kompleksa 1V

mitotip 2, 3,00 29,55 0,0106

replika (mitotip) 3,62 3,15 0,0311
Aktivnost citrat sintaze

mitotip 2, 3,00 10,17 0,0460

replika (mitotip) 3,59 7,15 0,0004
RCR

mitotip 2,3 4,16 0,0202

replika (mitotip) 3,62 1,33 0,2742
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Tabela 11. Mesani model analize varijanse za podatke normalizovane na specificnu aktivnost
citrat sintaze za respiraciju u LEAK stanju, kapacitet oksidativne fosforilacije vezan za kompleks I,
kapacitet oksidativne fosforilacije vezan za komplekse 1 i I, kapacitet oksidativne fosforilacije vezan za
kompleks Il i aktivnost kompleksa IV kod MGla, MG1d i MG3b muzjaka. Mitotip je fiksiran faktor, a
replika je nasumican faktor ugnezden u mitotip. dF — stepeni slobode, F — F-odnos, P — statisti¢ka
znacajnost.

Izvor variranja dF F P

LEAK respiracija (norm.)

mitotip 2,3,01 4,49 0,1245

replika (mitotip) 3,59 1,48 0,2294
Kapacitet kompleksa I (norm.)

mitotip 2,301 5,17 0,1063

replika (mitotip) 3,59 3,84 0,0141
Kapacitet kompleksa I i Il (norm.)

mitotip 2,301 6,33 0,0835

replika (mitotip) 3,59 3,24 0,0284
Kapacitet kompleksa Il (norm.)

mitotip 2,301 1,03 0,4564

replika (mitotip) 3,59 4,33 0,0079
Aktivnost kompleksa IV (norm.)

mitotip 2,301 7,43 0,0685

replika (mitotip) 3,59 2,69 0,0546
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Tabela 12. Parametri mitohondrijskog diverziteta za 12 mitotipova cox1 gena. Pi — mesta informativna za parsimoniju; S — singlton

mesta.
Lokus Broj Varijabilna Varijabilna P s Aminokiselinske  Aminokiselinske
haplotipova mesta mesta (%) razlike razlike (%)
cox1l 12 17 2,587 7 10 4 1,826

Tabela 13. Sve nukleotidne zamene u barkoding regionu cox1 gena za 12 mitohondrijskih haplotipova pronadenih u prirodnim i
laboratorijskim populacijama. Nesinonimne zamene su obeleZzene zvezdicom i okarakterisane u poslednjem redu; a.k. zamena —
aminokiselinska zamena. Koris¢ene su standarne oznake za aminokiseline.

pozicijaucoxl 102 168 228 276 279 327 347 364 381 384 387 393 402 411 522 530 531 585 619 669 678

H1 A G G A C A G G T C C T T C T G G G A G G

H2 A G G A T A G G T C C T T C T G G G A G G

H3 A G G A C A G G T C T C T C T G A G A G G

H4 A G G A C A G G T C T T T C T G G G A G G

H5 A G G A C G G G T C C C T C T G A G A G G

H6 A G G A C A G G T C T C A C T G A A A G G

H7 A A A G C A G G T C T C T T T G G G A G G

H9 A G G A C A A* G T C T T T C T G G G A G G

H10 A G G A C A G G T C T C T C T G G G A A G

H11 A G G A C A G G T T T C T C T G G G A G G

H12 A A A G C A G G T C T C T T A* A* G G A G G

H13 A G G A C A G G T C T T T C T G G G T G G
Ser- Asn-  Ser- Thr-

a.k. zamena / / / / / / 116- / / / / / / / 174-  177- / / 207- / /
Asn Lys Lys Ser
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Tabela 14. Matrica parova distanci izmedu 12 haplotipova izra¢unata kori§¢enjem Tamura 3-
parametar modela nukleotidne supstitucije (Tamura, 1992) na osnovu sekvenci cox1 barkoding regiona.
Procene standardne greSke date su iznad dijagonale i izracunate bootstrap procedurom sa 500
ponavljanja.

H1 H2 H3 H4 HS H6 H7 H9 H10 H11 H12 Hi13

H1 - 0.001 0.003 0.001 0.003 0.003 0.004 0.002 0.003 0.003 0.004 0.002
H2 0,002 - 0.003 0.002 0.003 0.004 0.004 0.003 0.003 0.003 0.005 0.003
H3 0,005 0,006 - 0.002 0.002 0.002 0.004 0.003 0.002 0.002 0.004 0.003
H4 0,002 0,003 0,003 - 0.003 0.003 0.003 0.001 0.002 0.002 0.004 0.001
H5 0,005 0,006 0,003 0,006 - 0.003 0.004 0.003 0.003 0.003 0.005 0.003
H6 0008 0,009 0,003 0,006 0,006 - 0.004 0.003 0.003 0.003 0.005 0.003
H7 0,009 0,011 0,008 0,008 0,011 0,011 - 0.004 0.004 0.004 0.002 0.004
H9 0003 0,005 0,006 0,002 0,008 0,008 0,009 - 0.003 0.003 0.004 0.002
H10 0,005 0,006 0,003 0,003 0,006 0,006 0,008 0,005 - 0.002 0.004 0.003
H11 0,005 0,006 0,003 0,003 0,006 0,006 0,008 0,005 0,003 - 0.004 0.003
H12 0,012 0,014 0,011 0,011 0,014 0,014 0,003 0,012 0,011 0,011 - 0.004

H13 0,003 0,005 0,006 0,002 0,008 0,008 0,009 0,003 0,005 0,005 0,012 -
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Tabela 15. Ucestalost svih 12 cox1 haplotipova u laboratorijskoj Base populaciji i u prirodnim
populacijama.

HI H2 H3 H4 H5 H6 H7 H9 HI1I0 HI11 H12 H13
Beograd (B, base) 065 0,35 - - - - -
PoZarevac - - 0,19 0,19 0,16 0,03 044 - - - - -

Dubravica - - 05 033 - - 0,17 - - - - -
Golubac - - - - - - 1 - - - - -
Sevica - - - - - - 1 - - - - N
Mali Jasenovac - - 05 - - - 05 - - - - -
Karbulovo - - 0,83 - - - 0,17 - - - - -
Capljinac - - 0,17 - - - 0,83 - - - - -
Bela Palanka - - - - - - 0,67 0,33 - - - -
Cukovac - - 0,83 - - - 0,17 - - - - -
Trebesinje - - 0,25 - - - 0,75 - - - - -
Arandelovac - - 0,33 - - - 0,67 - - - - -
Lunjevica - - 05 017 - - 0,33 - - - - -
Donji Braneti¢i - - 0,17 05 - - 0,33 - - - - -
Vréin - - 0,67 0,17 - - 0,17 - - - - -
Igros - - 1 - - - - - - - - -
Srpska Crnja - - 0,67 - - - - - 0,33 - - -
Banatsko Veliko Selo - - 0,17 05 - - 0,33 - - - - -
Sombor - - - - - 1 - - - - - _
Pivnice - - 0,67 0,33 - - - - - - - -
Purdevo - - - - - - 1 - - - - -
Kremna - - 1 - - - - - - - - -
Borak - - 0,83 - - - 0,17 - - - - -
Sirogojno - - 1 - - - - - - - - _
Kokin Brod - - 0,83 - - - 0,17 - - - - -
Tekeris - - 1 - - - - - - - - -
Macvanski Préinovi¢ - - - - - - 1 - - - - R
Matijevac - - 0,33 - - - 0,17 - - - - 0,5
Ravnje - - 1 - - - - - - - - -
Bogutovacka banja - - 0,33 - - - - - - - 0,67 -
Licka Jasenica - - - - - - - - 1 - - -
Zubin Potok 0,17 - 0,17 - - - 05 - - 0,17 - -
Trebinje - - - - - - 05 - - 05 - -
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Tabela 16. Rezultati analize molekulske varijanse za cox1l mitohondrijski marker za razliCite
hipoteze o grupisanju populacija. dF — stepeni slobode; % variranja — procenat variranja objasnjen
hipotezom; Fct — indeks fiksacije izmedu grupa; Fsc — indeks fiksacije izmedu populacija unutar grupa;
*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

Interpopulacioni indeksi

Grupisanje Izvor variranja dF % variranja fiksacije
Fer Fsc

Izmedu grupa 4 -0,26

Po regionima Unutar grupa 24 37,76 -0,00260  0.37661***
Unutar populacija 165 62,50
Po razdvojenosti Izmedu grupa 3 2,99

velikim re¢nim Unutar grupa 26 33,53 0.02990  0.34563***
tokovima Unutar populacija 170 63,48
L Izmedu grupa 1 -0,97

VOJVOdS'?Si'.é’Statak Unutar grupa 30 37,96 -0,00148  0.36108%**
. Unutar populacija 180 63,01

Izmedu grupa - -

Bez grupisanja Izmedu populacija 31 37,46 - 0.37460***

Unutar populacija 180 62,54
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Tabela 17. Parametri geneti¢ke varijabilnosti prirodnih populacija za Sest mikrosatelitskih lokusa
(AcobtC12, AcobDO06, AcobtEQ1, AcobE0O4, AcobtEO7 i AcobtF09). N — prosecan broj genskih kopija po
lokusu; na — prosecan broj alela po lokusu; Hp — prose¢na dobijena heterozigotnost; Ho — prose¢na
o¢ekivana heterozigotnost; Fis — indeks fiksacije unutar populacija. Statisti¢ki znacajne vrednosti Fis su
podebljane.

Populacija N Na Hp Ho Fis
PoZarevac 12,00 3,500 0,555 0,591 0,065
Dubravica 12,00 3,833 0,611 0,664 0,087
Golubac 12,00 4,167 0,528 0,616 0,156
Sevica 12,00 3,000 0,417 0,513 0,202
Mali Jasenovac 12,00 4,167 0,555 0,674 0,190
Karbulovo 12,00 3,167 0,389 0,561 0,327
Capljinac 12,00 4,000 0,500 0,679 0,283
Bela Palanka 12,00 3,333 0,667 0,649 -0,030
Cukovac 12,00 5,000 0,733 0,764 0,043
TrebeSinje 12,00 4,600 0,600 0,648 0,082
Arandelovac 12,00 4,400 0,367 0,667 0,474
Lunjevica 12,00 4,000 0,528 0,649 0,202
Donji Branetiéi 12,00 3,333 0,417 0,520 0,215
Vréin 12,00 3,833 0,417 0,649 0,380
Igros$ 12,00 3,400 0,433 0,579 0,270
Srpska Crnja 12,00 4,000 0,667 0,623 -0,076
Banatsko Veliko Selo 12,00 3,333 0,611 0,646 0,060
Sombor 12,00 2,500 0,458 0,538 0,160
Pivnice 10,00 3,333 0,467 0,644 0,300
Durdevo 11,67 2,500 0,472 0,483 -0,018
Kremna 12,00 2,750 0,542 0,572 0,058
Borak 12,00 3,333 0,417 0,550 0,261
Sirogojno 12,00 3,333 0,472 0,538 0,133
Kokin Brod 12,00 4,167 0,389 0,609 0,383
Tekeris$ 12,00 3,000 0,500 0,556 0,109
Macévanski Préinovié¢ 12,00 3,200 0,533 0,636 0,175
Matijevac 12,00 3,333 0,556 0,593 0,070
Ravnje 12,00 3,500 0,722 0,609 -0,209
Bogutovacka banja 12,00 3,333 0,444 0,576 0,245
Li¢ka Jasenica 12,00 2,500 0,583 0,462 -0,296
Zubin Potok 11,67 4,000 0,623 0,676 0,052
Trebinje 12,00 2,667 0,417 0,508 0,193
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Tabela 18. Rezultati analize molekulske varijanse za $est mikrosatelitskih jedarnih markera
razli¢ite hipoteze o grupisanju populacija. dF — stepeni slobode; % variranja — procenat variranja
objasnjen hipotezom; Fct — indeks fiksacije izmedu grupa; Fsc — indeks fiksacije izmedu populacija
unutar grupa; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

Interpopulacioni indeksi

Grupisanje Izvor variranja dF % variranja fiksacije
Fer Fsc
Izmedu grupa 4 0,43
oo Unutar grupa 24 13,16 .
Po regionima Unutar populacija 144 13.82 0,00430 0,13214
Unutar jedinki 173 72,60
. . Izmedu grupa 3 1,38
Po razdvojenosti
velikim renim Unutar grupa 26 11,85 0.01382*  0.12012%**
tokovima Unutar populacija 149 13,53
Unutar jedinki 179 73,24
Izmedu grupa 1 2,85
Vojvodina i ostatak Unutar grupa 30 13,90 * .
Srbije Unutar populacija 159 12,45 0.02849 0.14306
Unutar jedinki 191 70,81
Izmedu grupa - -
o Izmedu populacija 31 14,97 i .
Bez grupisanja Unutar populacija 159 12,71 0,14969
Unutar jedinki 191 72,32
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Tabela 19. MeSan model analize varijanse fertiliteta za muZjake i Zenke sa razliitim
mitotipovima i jedarnim sredinama na temperaturi od 30°C. Mitotip, jedarna sredina i interakcija izmedu
njih (MxJ) su fiksirani faktori dok su replike modelovane kao nasumican faktor ugnezden u MxJ. dF —
stepeni slobode, F — F-odnos, P — statisticka znacajnost.

Izvor variranja dF F P
Zenke
mitotip 2,9 21,48 0,0004
jedarna sredina 2,9 5,35 0,0294
Mx]J 4,9 0,81 0,5518
replika (MxJ) 9, 1062 2,35 0,0125
Muzjaci
mitotip 2,9 22,02 0,0003
jedarna sredina 2,9 5,84 0,0236
Mx]J 4,9 2,27 0,1409
replika (MxJ) 9, 1062 6,70 <0,0001
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Tabela 20. MeSan model analize varijanse fertiliteta za muZjake i Zenke sa razliitim
mitotipovima i jedarnim sredinama na temperaturi od 32°C. Mitotip, jedarna sredina i interakcija izmedu
njih (MxJ) su fiksirani faktori dok su replike modelovane kao nasumican faktor ugnezden u MxJ. dF —
stepeni slobode, F — F-odnos, P — statisticka znacajnost.

Izvor variranja dF F P
Zenke
mitotip 2,9 0,77 0,4927
jedarna sredina 2,9 1,04 0,3916
MxJ 4,9 1,05 0,4348
replika (MxJ) 9, 1047 9,27 <0,0001
Muzjaci
mitotip 2,9 0,65 0,5456
jedarna sredina 2,9 1,77 0,2254
MxJ 4,9 0,32 0,8557
replika (MxJ) 9, 1062 11,79 <0,0001
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Tabela 21. Mesani model analize varijanse fertiliteta za muZjake i Zenke sa razliitim
mitotipovima i jedarnim sredinama na dve temperature. Mitotip, jedarna sredina, temperatura, interakcija
izmedu mitotipa i jedra (Mx]), interakcija izmedu mitotipa i temperature (MxT), interakcija izmedu jedra
i temperature (JxT) i interakcija izmedu mitotipa, jedra i temperature (MxJxT) su fiksirani faktori dok
su replike modelovane kao nasumican faktor ugnezden u MxJ interakciju. dF — stepeni slobode, F — F-
odnos, P — statisticka znacajnost.

Izvor variranja dF F P

Zenke
mitotip 2,9 10,08 0,0050
jedarna sredina 2,9 2,50 0,1371
temperatura 1,2118 32,71 <0,0001
MxJ 4,9 1,94 0,1873
MxT 2,2118 10,88 <0,0001
JXT 2,2118 11,20 <0,0001
MxJxT 4,2118 2,40 0,0481
replika (MxJ) 9,2118 4,48 <0,0001

Muzjaci
mitotip 2,9 7,77 0,0109
jedarna sredina 2,9 0,21 0,8174
temperatura 1, 2133 17,73 <0,0001
MxJ 4,9 0,69 0,6143
MxT 2,2133 49,65 <0,0001
IJXT 2,2133 57,02 <0,0001
MxJxT 4,2133 9,50 <0,0001
replika (MxJ) 9, 2133 14,00 <0,0001

Tabela 22. Srednje vrednosti populaciono-ekoloskih parametara izracunate na osnovu celog seta
podataka (prava vrednost) i jackknife metodom (pseudovrednost) sa 95 % intervalima poverenja (CL) za
populacije sa startnim udelom MG1la, MG1d i MG3b mitotipa u drugoj i petoj generaciji. Ro — neto stopa
reprodukcije; rm — intrinzicka stopa rasta; T — srednje vreme generacije; Dt — vreme za koje populacija
udvostruci brojnost; 4 — konacna stopa rasta populacije.
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MGla MG1d
G, G,
Parametar Prava vrednost Pseudovrednost 95 % CL Parametar Prava vrednost Pseudovrednost 95 % CL
R, 15,0209 15,0209 14,3164 — 15,7254 R, 13,8307 13,8307 13,0726 — 14,5888
Tm 0,09462 0,09463 0,09290 — 0,09637 T 0,09469 0,09470 0,09240 — 0,09700
T 28,6335 28,6335 28,4568 — 28,8102 T 27,7425 27,7416 27,5401 — 27,9430
Dt 7,32520 7,32388 7,18980 — 7,45796 Dt 7,32031 7,31806 7,14043 - 7,49570
A 1,09925 1,09926 1,09735-1,10116 A 1,09932 1,09933 1,09680 — 1,10186
G5 GS
Parametar Prava vrednost Pseudovrednost 95 9% CL Parametar Prava vrednost Pseudovrednost 95 % CL
R, 17,9943 17,9975 17,2093 — 18,7858 R, 17,3521 17,3521 16,3685 — 18,3358
Tm 0,10279 0,10279 0,10104 — 0,10455 T 0,10223 0,10224 0,09975 — 0,10474
T 28,1166 28,1189 27,9407 — 28,2971 T 27,9152 27,9139 27,6839 — 28,1438
Dt 6,74344 6,74259 6,62734 — 6,85784 Dt 6,78041 6,77829 6,61256 — 6,94402
A 1,10826 1,10826 1,10631 -1,11021 A 1,10764 1,10765 1,10488 —1,11042
MG3b
Gz
Parametar Prava vrednost Pseudovrednost 95 % CL
R, 13,5434 13,5434 12,7805 — 14,3062
T 0,09243 0,09245 0,09029 — 0,09460
T 28,1928 28,1925 27,9884 — 28,3967
Dt 7,49905 7,49688 7,32193 - 7,67183
A 1,09684 1,09685 1,09449 — 1,09922
Gs
Parametar Prava vrednost Pseudovrednost 95 % CL
R, 17,2262 17,2311 16,3109 — 18,1513
Tm 0,10509 0,10510 0,10274 — 0,10747
T 27,0850 27,0874 26,8207 — 27,3540
Dt 6,59558 6,59401 6,44544 — 6,74257
A 1,11081 1,11083 1,10819 — 1,11346
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Tabela 23. Parna poredenja konac¢ne stope rasta (1), neto stope reprodukcije (Ro), intrinzicke stope rasta (rm), vremena dupliranja (Dt)
i srednjeg vremena generacije jedinki (T) populacija sa razli¢itim startnim mitotipovima (MG1la, MG1d i MG3b) u drugoj i petoj generaciji.
IzraCunavanja su uradena Studentovim bilateralnim t testom (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001).

A MGla MG1d MG3b Ro MGla MG1d MG3b
G, Gs G, Gs G2 Gs G2 Gs G2 Gs G2 Gs
G2 / G2 /
MGla Gs T / MGla Gs *** /
G2 ns *xk / G» * KKk /
MGld G5 *kk ns KKk / MGld G5 *k*% ns *k* /
G ns *** ns **k* / G ** *** ns *** /
' MGla MG1d MG3b Dt MGla MG1d MG3b
G Gs G Gs G2 Gs G2 Gs G2 Gs G: Gs
G / G2 /
MGla Gs —— / MGla Gs *** /
G2 ns Fxk / G2 ns Fxk /
MG1d G5 *kk ns *kk / MG1d GS *kk ns *k*x /
G2 ns **k* nS **k* / G2 nS **k* nS **k* /
MGSb (_‘_’5 **k* ns **k* nS *** / MG3b GS *** ns **k* ns **k* /
T MGla MG1d MG3b
G2 Gs G2 Gs G2 Gs
G2 /
MGla '
(_‘_’2 **k* ** /
MGld Gs  *** ns ns /
G *x ns *x ns /
M G 3 b Gz ***k **k* ***k **k*x *** /
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8. SLIKE

ME1d

Slika 1. TCS haplotipska mreza Sest laboratorijskih mitohondrijskih haplotipova na osnovu

sekvence osam gena. Krugovi predstavljaju mitotipove, a crtice mutacije koje ith medusobno razlikuju.
MGla MGl1d

Kompleks I Kompleks Il Komplel lel Kompleks V Kompleks 1 Kompleks 11 Kompleks Il Kompleks [V Kompleks V
P!

COX ATP! .C OX1,
(cox:)

Mitohondrijski matriks Mitohondrijski matriks

MG3b

Kompleks | Kompleks I Komplek K

COX
cn b
(cox2)

Slika 2. Shematski prikaz aminokiselinskih razlika u subjedinicama OXPHOS kompleksa tri
mitotipa (MGla, MG1d, MG3b). Zutom bojom naznacene su subjedinice ¢ija se aminokiselinska
sekvenca razlikuje u odnosu na istu subjedinicu MG1la mitotipa.

Mitohondrijski matriks

98



Odnos izleienih jedinki i poloZenih jaja

WMGla

MG3h
MG1d

Slika 3. TCS haplotipska mreza tri laboratorijska mitohondrijska haplotipa na osnovu sekvence
13 mitohondrijskih gena. Krugovi predstavljaju mitotipove, a crtice mutacije koje ih medusobno
razlikuju. Neobelezeni krug je hipotetic¢ki prelazni mitotip.

Preadultni vijabilitet Totalni fekunditet DuZina Zivota
AC ¢ 139
0.6 AC
A { ; % é A
60 T h
} 12 A ! *
osd ABL ABYT AB + AC = A . \ A
o - AB ' = t - %
ab AB ¢ b ‘xS0 B = ac "
I¢+ N ! = I 2 1 A -
0.4 = a =1 v
S - [
2 2 i ac B ¥
b i ?
_ b t 404 be 104 b b
0.34 b ¥
Y v
_ o i i
Y i 9 . . . . . .
02 r T . . r T 0 . - . . r . MGla MGIb MGle MGId MG3a MG3b
MGla MGIb MGlc MGId MG3a MG3b MGla MGIb MGIc MGId MG3a MG3b

Slika 4. Srednje vrednosti i standardne greske (= SE) vrednosti preadultnog vijabiliteta, totalnog
fekunditeta 1 duzine zivota Zenki (crveni krugovi) 1 muzjaka (plavi trouglovi) Sest razli¢itih
mitohondrijskih haplotipova. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu mitotipova unutar pola prikazane su
velikim (Zenke) i malim (muZjaci) slovima i izracunate su Scheffé (za preadultni vijabilitet) i Tukey
testom (za totalni fekunditeta i duzinu Zivota) (P < 0,05).
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Slika 5. Srednje vrednosti i standardne greske (+ SE) ranog fekunditeta, totalnog fekunditeta i
fertiliteta za zenke (crveni krugovi) i muzjake (plavi trouglovi) tri razli¢ita mitotipa (MGla, MG1d i
MG3Db). Statisticki znacajne razlike izmedu mitotipova prikazane su velikim slovima za Zenke i malim
slovima za muzjake i izraGunate su Scheffé testom (P < 0,05). Prema Vlajni¢ i sar, 2024.
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Proporcija preZivelih jedinki

DuZina zivota
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Slika 6. Gornji panel: srednje vrednosti i standardne greske (= SE) duZine Zivota (u danima) za
zenke (crveni krugovi) i muZjake (plavi trouglovi) tri razli¢ita mitotipa (MGla, MG1ld i MG3b).
StatistiCki znacajne razlike izmedu mitotipova prikazane su velikim slovima za Zenke 1 malim slovima
za muZzjake i izraCunate su Scheffé testom (P < 0,05). Donji paneli: Krive prezivljavanja zenki (levo) i
muzjaka (desno) tri razli¢ita mitotipa (MGla, MG1d 1 MG3b). Kriva za MGla mitotip data je tanjom
linijom, za MG1d mitotip debljom linijom a za MG3b mitotip isprekidanom linijom. Prema Vlajnic i sar,
2024.
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Slika 7. Efekat citohroma ¢ muzjaka razli¢itih mitotipova (MGla, MG1d i MG3b). Rezultati su
prikazani u boks plotovima iz kojih se mogu videti minimalna vrednost, prvi kvartil, medijana, drugi
kvartil i maksimalna vrednost. Statisticki znacajne razlike izmedu mitotipova prikazane su razlicitim
malim slovima i izracunate su Tukey testom (P < 0,05).
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Slika 8. LEAK respiracija (A), kapacitet oksidativne fosforilacije vezan za kompleks | (B),
kapacitet oksidativne fosforilacije vezan za kompleks Il (C), kapacitet oksidativne fosforilacije vezan za
komplekse 1'i 1l (D) i aktivnost kompleksa IV (E) muzjaka razli¢itih mitotipova (MGla, MG1d i MG3b).
Rezultati su prikazani u boks plotovima iz kojih se mogu videti minimalna vrednost, prvi kvartil,
medijana, drugi kvartil i maksimalna vrednost. Statisticki znacajne razlike izmedu mitotipova prikazane
su razli¢itim malim slovima i izracunate su Tukey testom (P < 0,05).
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A Odnos respiratorne kontrole B Aktivnost citrat sintaze

MGla MGI1d MG3b MGla MGI1d MG3b

Slika 9. Odnos respiratorne kontrole (RCR) (A) i specifi¢na aktivnost citrat sintaze (B) muzjaka
razli¢itih mitotipova (MGla, MG1d i MG3b). Rezultati su prikazani u boks plotovima iz kojih se mogu
videti minimalna vrednost, prvi kvartil, medijana, drugi kvartil i maksimalna vrednost. Statisticki
znacajne razlike izmedu mitotipova prikazane su razli¢itim malim slovima i izracunate su Tukey testom
(P <0,05).
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Podaci normalizovani na aktivnost citrat sintaze
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Slika 10. Podaci normalizovani na specifi¢nu aktivnost citrat sintaze (CSA) za LEAK respiraciju
(A), kapacitet oksidativne fosforilacije vezan za kompleks I (B), kapacitet oksidativne fosforilacije vezan
za kompleks Il (C), kapacitet oksidativne fosforilacije vezan za komplekse I i Il (D) i aktivnost
kompleksa IV (E) muzjaka razli¢itih mitotipova (MGla, MG1d i MG3Db). Rezultati su prikazani u boks
plotovima iz kojih se mogu videti minimalna vrednost, prvi kvartil, medijana, drugi kvartil i maksimalna
vrednost. Statisticki znacajne razlike izmedu mitotipova prikazane su razli¢itim malim slovima i

izraCunate su Tukey testom (P < 0,05).
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Slika 11. Haplotipska mreza 12 cox1 haplotipova pronadenih u prirodnim populacijama i
laboratorijskoj populaciji poreklom iz Beograda.
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Matrica parnih Fg; vrednosti na osnovu mitohondrijskog markera
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Slika 12. Matrica parnih Fst vrednosti izraCunatih na osnovu ucestalosti coxl mitotipova
pronadenih u prirodnim populacijama pasuljevog ziska.
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Slika 14. Graficki prikaz rezultata Bajesovog grupisanja za K
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Slika 16. Srednje vrednosti i standardne greske (= SE) vrednosti fertiliteta Zenki i muZzjaka sa
razli¢itim mitotipovima i jedarnim sredinama na 30°C (A i B) i 32°C (C i D). MG1a mitotip predstavljen
je crvenim trouglovima, MG1d plavim kvadratima a MG3b crnim krugovima. Vrednosti fertiliteta na
30°C predstavljene su punim simbolima, a na 32°C praznim. BP — Bela Palanka, SC — Srpska Crnja, Ra
— Ravnje. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu grupa prikazane su velikim slovima i izracunate su Tukey
testom (P < 0,05). A i B paneli su preuzeti i modifikovani od Vlajni¢ i sar, 2025.
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Slika 17. Srednje vrednosti i standardne greSke (£ SE) vrednosti fertiliteta zenki i muzjaka
razli¢itih mitotipova na 30°C (puni simboli) i 32°C (prazni simboli). MGla mitotip predstavljen je
crvenim trouglovima, MG1d plavim kvadratima a MG3b crnim krugovima. Statisticki znacajne razlike
izmedu fertiliteta na dve temperature unutar svakog mitotipa prikazane su velikim slovima i izraCunate
su Studentovim t-testom (P < 0,05).
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Slika 18. Prose¢ne ucestalosti MGla, MG1d i MG3b mitotipa u populacijama sa startnim udelima (generacija 0) ovih mitohondrijskih

varijanti od 25% i 75% u drugoj, petoj i desetoj generaciji.
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Slika 19. Srednje vrednosti i 95% intervali poverenja pseudovrednosti demografskih parametara izracunate jackknife procedurom za
Sest eksperimentalnih grupa (populacije sa startnim udelima MGla, MG1d ili MG3b mitotipa u drugoj (Gz) i petoj generaciji (Gs)). Slovima
su predstavljene statisti¢ki znacajne razlike izmedu grupa izraCunate bilateralnim Studentovim t testom. Ro — neto stopa reprodukcije; rm —
intrinzi¢ka stopa rasta; Dt — vreme za koje populacija udvostruci brojnost; A — konac¢na stopa rasta populacije; T — srednje vreme generacije.
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Slika 20. Dinamika polaganja jaja tokom zivota zenki iz razli¢itih eksperimentalnih grupa (sa startnim udelima MG1la, MG1d ili MG3b
mitotipa) u drugoj (G2) i petoj (Gs) generaciji. Puna linija povezuje srednje vrednosti broja poloZenih jaja za svaki dan razvica.
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10. PRILOZI

Tabela S1. Opis lokaliteta sa kog su uzorkovane jedinke sa naznacenom godinom uzorkovanja, veli¢inom uzorka kome je izvrSena
genotipizacija cox1l barkoding regiona i brojno$c¢u pronadenih mitotipova. Brojevi u prvoj koloni odgovaraju brojevima sa Slike 3.2.1. KiM —
Kosovo i Metohija; BiH — Bosna i Hercegovina.

Lokalitet Region Okrug Godina Uzorak Mitotip (brojnost)
1 Pozarevac 2021. 32 H3 (6), H4 (6), H5 (5), H6 (1), H7 (14)
2 Dubravica Branicevski 2021. 6 H3 (3), H4 (2), H7 (1)
3 Gplubac istocna Stbija 2022. 6 H7 (6)
4 Sevica 2022. 6 H7 (6)
5 Mali Jasenovac ZajeCarski 2020. 6 H3 (3). H7 (3)
6 Karbulovo Borski 2022. 6 H3 (5), H7 (1)
7 Capljinac Nisavski 2021 6 H3 (1), H7 (5)
8 Bela Palanka . . Pirotski 2021 6 H7 (4), HI9 (2)
9 Cukovac juzna Srbija o 2021, 6 H3 (5). H7 (1)
10 Trebeginje Péinjski 2021, 4 H3 (1), H7 (3)
11 Arandelovac Sumadijski 2021. 6 H3 (2), H7 (4)
12 Lunjevica Moravicki 2021. 6 H3 (3), H4 (1), H7 (2)
13 Donji Branetic¢i centralna Srbija Moravicki 2022. 6 H3 (1), H4 (3), H7 (2)
14 Vréin Beograd 2020. 6 H3 (4), H4 (1), H7 (1)
15 Igro§ Rasinski 2022. 6 H3 (6)
16 Srpska Crnja Srednjobanatski 2021. 6 H3 (4), H10 (2)
17 Banatsko Veliko Selo Severnobanatski 2024. 6 H3 (1), H4 (3), H7 (2)
18 Sombor severna Srbija Zapadnobacki 2021. 6 H6 (6)
19 Pivnice Tusnobacki 2024, 3 H3 (2), H4 (1)
20 DBurdevo 2024, 5 H7 (5)
21 Kremna 2024. 6 H3 (6)
22 Borak . - 2024. 6 H3 (5), H7 (1)
23 Sirogojno Zlatiborski 2024. 6 H3 (6)
24 Kokin Brod 2021. 6 H3 (5), H7 (1)
25 Tekeri§ zapadna Srbija 2022. 6 H3 (6)
26 Mag¢vanski Préinovié¢ Magvanski 2022. 6 H7 (6)
27 Matijevac 2022. 6 H3 (2), H7 (1), H13 (3)
28 Ravnje Sremski 2021. 6 H3 (6)
29 Bogutovacka banja Raski 2021. 6 H3 (2), H12 (4)
30 Licka Jasenica Hrvatska Karlovacka zupanija 2021. 6 H10 (6)
31 Zubin Potok KiM Kosovskomitrovacki 2021. 6 H1 (1), H3 (1), H7 (3), H11 (1)
32 Trebinje BiH Republika Srpska 2022. 6 H7 (3), H11 (3)
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Tabela S2. Rezultati vrednosti parnih Fst indeksa za madupopulaciona poredenja dobijenih na osnovu analize varijabilnosti cox1 gena.
Statisti¢ki zna¢ajne vrednosti su podebljane. 1 — Pozarevac; 2 — Dubravica; 3 — Golubac; 4 — Sevica; 5 — Mali Jasenovac; 6 — Karbulovo; 7 —
Capljinac; 8 — Bela Palanka; 9 — Cukovac; 10 — Trebesinje; 11 — Arandelovac; 12 — Lunjevica; 13 — Donji Braneti¢i; 14 — Vréin; 15 — Igros;
16 — Srpska Crnja; 17 — Banatsko Veliko Selo; 18 — Sombor; 19 — Pivnice; 20 — Burdevo; 21 — Kremna; 22 — Borak; 23 — Sirogojno; 24 —
Kokin Brod; 25 — Tekeri$; 26 — Mac¢vanski Pr¢inovié¢; 27 — Matijevac; 28 — Ravnje; 29 — Bogutovacka banja; 30 — Licka Jasenica; 31 — Zubin
Potok; 32 — Trebinje.

134



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32
1
2 0,014
3 0,284 0,704
4 0,284 0,704 0,000
5 -0,069 0,035 0,400 0,400
6 0,076 -0,063 0,800 0,800 0,067
7 0,118 0,445 -0,000 -0,000 0,067 0,538
8 0,052 0,239 0,200 0,200 0,021 0,383 -0,019
9 0,076 -0,063 0,800 0,800 0,067 -0,200 0,538 0,383
10 0,004 0,291 0,111 0,111 -0,108 0,394 -0,236 -0,113 0,394
1 -0,011 0,217 0,200 0,200 -0,133 0,291 -0,114 -0,056 0,291 -0,242
12 -0,071 -0,132 0,540 0,540 -0,137 -0,065 0,239 0,090 -0,065 0,062 0,008
13 -0,031 -0,083 0,540 0,540 -0,011 0,148 0,265 0,028 0,148 0,111 0,079 -0,104
14 0,030 -0,167 0,736 0,736 0,025 -0,160 0,473 0,296 -0,160 0,318 0,232 -0,129 0,012
15 0,238 0,178 1,000 1,000 0,400 -0,000 0,800 0,631 -0,000 0,736 0,600 0,233 0,425 0,057
16 0,189 0,036 0,893 0,893 0,282 0,016 0,680 0,508 0,016 0,578 0,475 0,114 0,256 -0,014 0,200
17 -0,031 -0,083 0,540 0,540 -0,011 0,148 0,265 0,028 0,148 0,111 0,079 -0,104 -0,200 0,012 0,425 0,256
18 0,483 0,648 1,000 1,000 0,667 0,706 0,865 0,747 0,706 0,831 0,750 0,617 0,671 0,653 1,000 0,800 0,671
19 0,084 -0,227 0,921 0,921 0,167 -0,100 0,636 0,385 -0,100 0,489 0,385 -0,059 0,030 -0,218 0,250 -0,059 0,030 0,848
20 0,268 0,678 0,000 0,000 0,362 0,781 -0,034 0,161 0,781 0,062 0,161 0,506 0,506 0,712 1,000 0,882 0,506 1,000 0,909
21 0,238 0,178 1,000 1,000 0,400 -0,000 0,800 0,631 -0,000 0,736 0,600 0,233 0,425 0,057 0,000 0,200 0,425 1,000 0,250 1,000
22 0,076 -0,063 0,800 0,800 0,067 0,200 0,538 0,383 -0,200 0,394 0,291 -0,065 0,148 -0,160 -0,000 0,016 0,148 0,706 -0,100 0,781 -0,000
23 0,238 0,178 1,000 1,000 0,400 -0,000 0,800 0,631 -0,000 0,736 0,600 0,233 0,425 0,057 0,000 0,200 0,425 1,000 0,250 1,000 0,000 -0,000
24 0,076 0,063 0,800 0,800 0,067 -0,200 0,538 0,383 -0,200 0,394 0,291 -0,065 0,148 -0,160 -0,000 0,016 0,148 0,706 -0,100 0,781 -0,000 -0,200 -0,000
25 0,238 0,178 1,000 1,000 0,400 -0,000 0,800 0,631 -0,000 0,736 0,600 0,233 0,425 0,057 0,000 0,200 0,425 1,000 0,250 1,000 0,000 -0,000 0,000 -0,000
26 0,284 0,704 0,000 0,000 0,400 0,800 -0,000 0,200 0,800 0,111 0,200 0,540 0,540 0,736 1,000 0,893 0,540 1,000 0,921 0,000 1,000 0,800 1,000 0,800 1,000
27 0,093 -0,060 0,671 0,671 0,133 0,131 0,447 0,238 0,131 0,308 0,263 -0,004 -0,041 0,012 0,343 0,191 -0,041 0,646 -0,059 0,644 0,343 0,131 0,343 0,131 0,343 0,671
28 0,238 0,178 1,000 1,000 0,400 -0,000 0,800 0,631 -0,000 0,736 0,600 0,233 0,425 0,057 0,000 0,200 0,425 1,000 0,250 1,000 0,000 -0,000 0,000 -0,000 0,000 1,000 0,343
28 0,192 0,328 0,378 0,378 0,122 0,385 0,176 0,157 0,385 0,069 0,100 0,195 0,235 0,341 0,600 0,509 0,235 0,720 0,411 0,339 0,600 0,385 0,600 0,385 0,600 0,378 0,349 0,600
30 0,360 0,507 1,000 1,000 0,571 0,667 0,815 0,631 0,667 0,769 0,667 0,489 0,489 0,560 1,000 0,600 0,489 1,000 0,793 1,000 1,000 0,667 1,000 0,667 1,000 1,000 0,489 1,000 0,650
31 -0,071 0,038 0,300 0,300 -0,122 0,162 0,028 -0,076 0,162 -0,116 -0,108 -0,093 -0,093 0,079 0,440 0,303 -0,093 0,650 0,158 0,261 0,440 0,162 0,440 0,162 0,440 0,300 0,087 0,440 0,116 0,491
32 0,043 0,180 0,400 0,400 0,000 0,300 0,125 0,021 0,300 -0,000 -0,000 0,042 0,042 0,220 0,571 0,419 0,042 0,727 0,318 0,362 0,571 0,300 0,571 0,300 0,571 0,400 0,209 0,571 0,192 0,571 -0,122
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Tabela S3. Rezultati vrednosti parnih Fst indeksa za madupopulaciona poredenja dobijenih na osnovu analize varijabilnosti Sest
mikrosatelitskih lokusa. Statisti¢ki znadajne vrednosti su podebljane. 1 — Pozarevac; 2 — Dubravica; 3 — Golubac; 4 — Sevica; 5 — Mali
Jasenovac; 6 — Karbulovo; 7 — Capljinac; 8 — Bela Palanka; 9 — Cukovac; 10 — Trebesinje; 11 — Arandelovac; 12 — Lunjevica; 13 — Donji
Braneti¢i; 14 — Vr¢in; 15 — Igros; 16 — Srpska Crnja; 17 — Banatsko Veliko Selo; 18 — Sombor; 19 — Pivnice; 20 — Burdevo; 21 — Kremna; 22
— Borak; 23 — Sirogojno; 24 — Kokin Brod; 25 — Tekeris; 26 — Macvanski Pré¢inovi¢; 27 — Matijevac; 28 — Ravnje; 29 — Bogutovacka banja;
30 — Licka Jasenica; 31 — Zubin Potok; 32 — Trebinje.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32
1
2 0,101
3 -0,005 0,036
4 0,122 0,033 0,046
5 0,118 0,091 0,085 0,132
6 0,160 0,120 0,146 0,171 0,205
7 0,116 0,083 0,094 0,098 -0,012 0,188
8 0,107 0,070 0,091 0,089 0,133 0,163 0,105
9 0,063 0,054 0,020 0,065 0,059 0,107 0,096 0,024
10 0,047 0,100 0,034 0,117 0,149 0,197 0,099 0,133 0,147
1 0,122 0,180 0,106 0,171 0,086 0,151 0,094 0,069 0,028 0,148
12 0,062 0,040 0,008 0,018 0,041 0,128 0,027 0,020 0,001 0,023 0,018
13 0,059 0,185 0,068 0,168 0,133 0,202 0,138 0,068 0,026 0,115 0,022 0,029
14 0,072 0,148 0,074 0,126 0,033 0,180 0,059 0,069 0,044 0,132 0,031 0,025 0,049
15 0,028 0,134 0,039 0,114 0,206 0,185 0,201 0,162 0,100 0,137 0,212 0,100 0,152 0,196
16 0,000 0,059 -0,022 0,084 0,085 0,101 0,104 0,090 0,026 0,031 0,067 0,009 0,066 0,094 0,039
17 0,091 0,147 0,107 0,196 0,132 0,200 0,127 0,131 0,130 0,141 0,172 0,107 0,153 0,109 0,152 0,075
18 0,314 0,283 0,332 0,408 0,213 0,336 0,195 0,279 0,276 0,362 0,295 0,253 0,334 0,248 0,399 0,276 0,262
19 0,099 0,119 0,116 0,156 0,065 0,246 0,083 0,158 0,125 0,158 0,197 0,081 0,195 0,090 0,157 0,102 0,087 0,268
20 0,144 0,156 0,157 0,224 0,181 0,231 0,202 0,235 0,192 0,255 0,286 0,190 0,300 0,230 0,198 0,129 0,172 0,397 0,124
21 0,369 0,237 0,282 0,254 0,313 0,390 0,265 0,276 0,335 0,247 0,345 0,174 0,390 0,284 0,433 0,282 0,334 0,453 0,326 0,423
22 0,103 0,143 0,123 0,180 0,198 0,200 0,137 0,142 0,166 0,083 0,205 0,097 0,165 0,167 0,152 0,137 0,134 0,363 0,172 0,306 0,353
23 0,082 0,033 0,017 -0,031 0,075 0,139 0,087 0,134 0,028 0,126 0,150 0,020 0,134 0,105 0,091 0,037 0,169 0,367 0,123 0,154 0,306 0,203
24 0,070 0,149 0,100 0,162 0,123 0,088 0,125 0,111 0,051 0,120 0,038 0,053 0,066 0,103 0,143 0,061 0,183 0,323 0,158 0,221 0,374 0,156 0,133
25 0,036 0,136 0,034 0,111 0,079 0,206 0,099 0,033 0,002 0,115 0,018 0,024 0,024 0,018 0,128 0,035 0,123 0,341 0,129 0,239 0,347 0,165 0,105 0,081
26 0,129 0,199 0,103 0,230 0,154 0,283 0,186 0,215 0,163 0,175 0,247 0,173 0,209 0,162 0,190 0,142 0,167 0,348 0,212 0,302 0,425 0,165 0,204 0,238 0,141
27 0,134 0,057 0,055 0,072 0,048 0,215 0,055 0,102 0,051 0,122 0,114 0,028 0,160 0,099 0,179 0,093 0,170 0,329 0,132 0,209 0,279 0,211 0,074 0,165 0,106 0,212
28 0,053 0,027 0,043 0,070 0,061 0,179 0,073 0,089 0,058 0,074 0,143 0,019 0,129 0,094 0,116 0,066 0,141 0,292 0,091 0,198 0,315 0,114 0,067 0,141 0,110 0,153 0,029
28 0,036 0,049 0,055 0,089 0,136 0,154 0,120 0,134 0,091 0,092 0,213 0,083 0,147 0,128 0,111 0,070 0,146 0,297 0,137 0,209 0,354 0,182 0,049 0,169 0,149 0,202 0,122 0,054
30 0,376 0,250 0,325 0,348 0,416 0,309 0,385 0,321 0,348 0,348 0,411 0,267 0,426 0,418 0,379 0,253 0,349 0,479 0,382 0,353 0,381 0,396 0,322 0,372 0,444 0,507 0,394 0,361 0,358
31 -0,004 0,017 -0,021 0,024 0,050 0,094 0,051 0,022 -0,005 0,053 0,078 -0,027 0,027 0,037 0,033 -0,018 0,039 0,258 0,049 0,093 0,266 0,067 -0,003 0,071 0,032 0,127 0,062 0,007 0,033 0,256
32 0,170 0,259 0,191 0,294 0,164 0,264 0,176 0,116 0,103 0,278 0,108 0,153 0,094 0,076 0,263 0,185 0,163 0,311 0,219 0,309 0,489 0,239 0,251 0,195 0,130 0,280 0,214 0,209 0,243 0,474 0,117
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1. AytopcTBO

2. AyTOpPCTBO - HEKOMEPIIH]jaTHO

3. AyTOpcTBO — HeKOMepLHjaIHO — 0e3 mpepaje

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIMjaJTHO — JACITUTH O]l HCTUM YCIIOBHMA

5. AytopctBo — 03 npepaze

6. AyTOpPCTBO — JICJIMTH TI0J] HICTUM YCIIOBMA

(Monumo 1a 3a0KpyXKHTE camo jeIHy OJ1 IIeCT MOHY)eHUX JTUICHIIN, KpaTaK OIHC JIMIEHIIH JaT
je Ha mosiehuHu ucTa).
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1. AyropctBo - Jlo3BOJbaBaTEe yMHOXKABAKE, TUCTPUOYIIN]Y U JaBHO CAOIIITaBamKkE Jeia, U Ipepae,
aKo ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HaYMH ojpel)eH o1 cTpaHe ayTopa MM 1aBaola JIMIEHIIE, YaK U Y
koMepuujanHe cBpxe. OBo je HajcI000JHIja O] CBUX JIMIICHIIH.

2. AyTOpCTBO — HEKOMEpIHjaTHO. [[03BOJbaBaTe YMHOXKABAKE, TUCTPHOYIIHM]Y U jJaBHO CAOTIITABAE
7era, ¥ mpepajie, ako ce HaBeje MMe ayTopa Ha HauMH oJpel)eH o1 cTpaHe ayTopa WM JaBaola
nunenie. OBa JUIeHIa He J03B0JbaBa KOMEPIUjalIHy yIOTpeOy aena.

3. AyTOpCTBO - HEKOMepIHjatHO — 0e3 mpepae. J{03BosbaBaTe YMHOKABAKE, TUCTPUOYLIU]Y H jaBHO
CaoIIIITaBakE JIeNa, 0e3 IPOMEHa, IPEOOINKOBamba UITH yIIOTpeOe Jiesia y CBOM eIy, aKO Ce HaBe/e
UMe ayTopa Ha Ha4MH ojpeleH o cTpaHe ayTopa WM AaBaona juneHne. OBa JIMIeHIa He 103B0JbaBa
KOMEpIHjaIHy YHIOTpeOy Jena. Y OZHOCY Ha CBE OCTalle JIMICHIIS, OBOM JIMIIEHIIOM CE OrpaHH4aBa
HajBehn oOuM npasa kopumhema aena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEPIM]AITHO — IEIUTH TIOJl UCTUM yclIoBUMa. J/[03BOJbaBaTe YMHOKABAE,
IUCTPUOYILIM]Y U JaBHO CAOIIITaBamke JeNa, U Ipepajie, ako ce HaBee UMe ayTopa Ha HauMH ojipeheH
O]l CTpaHe ayTopa WM JaBaolia JHIICHIIE U aKo ce Mpepaja TucTpulynpa Mo UICTOM HIIH CTUYHOM
muneHnoM. OBa JIMIeHIa He T03BOJbaBa KOMEpIUjalHy yIoTpeOy Jena u mpepaja.

5. AyropctBo — 6e3 ipepaze. Jlo3BoJbaBaTe yMHOXKaBakhE, TUCTPUOYIIH]Y U JaBHO CAOIIITaBakE JIeIa,
0e3 mpoMeHa, IpeoOIMKOBamka UiIH YIOTpeOe esia y CBOM ey, aKo C€ HaBeJe UMe ayTopa Ha HaYHH
onpeheH o cTpaHe ayTopa WiH JaBaora Juiene. OBa JIMIeHIa J03B0JbaBa KOMEPIIHjaliHy yIoTpedy
nena.

6. AyTOpCTBO - IEIUTHU TIOJI UCTUM yciIoBUMa. J[03BOJbaBaTe YMHOXKABaWbE, TUCTPUOYIIN]Y U JABHO
CaollITaBame JIeNa, U Ipepajie, ako ce HaBeAe UMe ayTopa Ha HauuH ojpeheH o cTpaHe ayTopa wiu
JlaBaolia JIMIICHIIEC U aKo ce mpepajaa JUCTpUOyupa Mo UCTOM WU CIIMYHOM JiniieHoM. OBa JuieHna
JI03BOJbaBa KOMEPIUjaIHy YIoTpeOy Aena u npepana. CiuuHa je cohTBEpCKUM JIMIIEHIIaMa, OJJTHOCHO
JIMLIEHLIaMa OTBOPEHOT KOJa.



