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Naslov: Efekat elektromagnetnog polja (50 Hz, 0,25 mT)
na komponente adaptivne vrednosti i morfometriju krila

kod Drosophila subobscura Collin, 1936 (Insecta, Diptera)

Rezime: Od svog nastanka zivot na Zemlji se odvijao u prisustvu prirodnih
elektromagnetnih polja (EMP) koja su relativno jednostavna i poticu od malobrojnih
emitera elektromagnetne energije. Ziva bi¢a su se tokom svoje evolucije prilagodila
ovom konstantnom sredinskom faktoru, ali su danas pored prirodnih, u sve ve¢oj meri
izlozena EMP poreklom od izvora koje je stvorio covek. Intenzitet i frekvencija ovih
polja su daleko ve¢i u odnosu na polja prirodnog porekla, a tu spadaju najve¢im delom
EMP mrezZne frekvencije (u okviru dela spektra ekstremno niske frekvencije (ENF) od
50 ili 60 Hz), polja koji poti¢u od uredaja masovnih (RTV predajnici, 100-500 MHz) i
mobilnih komunikacija (800-900 MHz i 1800-2200 MHz). EMP ENF imaju veliki
biofizicki znacaj jer su sveprisutna u zivotnoj sredini usled prenosa i upotrebe elektri¢ne
energije. Elektromagnetna polja antropogenog porekla predmet su izuc¢avanja razlicitih
bioloskih disciplina, ali pre svega sa aspekta zdravlja ljudi. Izlaganje organizama ELM
ENF, cak 1 tokom kraceg vremenskog perioda, ima za posledicu naruSavanje ravnoteze
bioloskih sistema, kao i poremecaje na razliCitim nivoima organizacije, ali jo§ uvek ne
postoji opste prihvacena teorija o mehanizmima dejstva EMP ENF u bioloskim
sistemima. Pored toga, sredinske promene, usled prisustva EMP ENF, mogu imati uticaj
na ekoloske 1 evolucione procese koji utiCu na stepen 1 obim promena u genetickoj
strukturi 1 evoluciji populacije. Stoga je od suStinskog znacaja dublje razumevanje
mehanizama koji omogucavaju organizmima da se manje ili viSe uspesno prilagodavaju
sredinskim izazovima, kao 1 mogucnost da se predvide i prate odgovori populacija na

promene u zivotnoj sredini koja ih okruzuje.

Tokom poslednje tri decenije izvedene su brojne studije na Drosophila sa
ciljem ispitivanja bioloskih efekata EMP ENF. Eksperimentalno izlaganje individualnih
genotipova Drosophila EMP ENF tokom razli¢itih faza zZivotnog ciklusa, rezultuje
razli¢itim odgovorima koji su Cesto oprecni, jer efekat delovanja EMP ENF na rast i
metabolizam organizama, bilo inhibitorni, bilo stimulativni, zavisi od kompleksnih veza

izmedu frekvencije, jacine polja, duZine izlaganja, i stanja i tipa celija ili organizama.



Postoje brojni podaci o uticaju EMP ENF na razvice, fekunditet, vijabilitet i druge
komponente adaptivne vrednosti, praceni na jedinkama Drosophila u laboratorijskim
uslovima. Medutim EMP ENF, kao sveprisutni abioticki sredinski faktor, moze imati
efekat na geneticku stukturu populacija, uticu¢i i na nivo geneticke varijabilnosti
populacija. Takva geneticka varijabilnost moze biti glavni osnov za delovanje drugih

evolucionih mehanizama na nivou populacije.

Cilj ovog rada je ispitivanje efekata EMP ENF, kao kompleksnog
sredinskog faktora, na populaciono-genetiCkom nivou. Eksperiment evaluira mrezu
fenotipskih odgovora na EMP ENF koriste¢i geneticku varijabilnost linija u okviru
populacije vrste D. subobscura. Analizirani fenotipovi opisuju finu saradnju izmedu
genotipa 1 sredine potenciraju¢i znacajnost njihove interakcije za opstanak populacija u

uslovima stresa kojima su jedinke/populacije izloZzene tokom vecéeg broja generacija.

Jedinke Drosophila subobscura izlagane su u embrionalnom i ranom
postembrionalnom razvicu EMP ENF od 50 Hz i 0,25 mT, tokom tri sukcesivne
generacije. Rezultati ispitivanja komponenti adaptivne vrednosti su pokazali da jedinke
ve¢ tokom prve generacije izlaganja EMP ENF odgovaraju na prisustvo ovog
sredinskog faktora, 1 to duZim embrionalnim razvicem (jaje-adult), slabijim
prezivljavanjem, skrac¢ivanjem duZine zivota, i1 trendom povecanja fekunditeta u
stresnim uslovima, u odnosu na jedinke iz kontrolne grupe koje su citavo razvice
provele izvan dejstva EMP. Nakon tre¢e generacije, jedinke koje su izlagane
navedenom EMP takode imaju slabije preZivljavanje 1 kraci Zivotni vek, ali njihovo
razvice traje krace, a u pogledu fekunditeta uocava se trend smanjivanja u poredenju sa
jedinkama iste generacije iz kontrolnih uslova. Prose¢na vrednost komponenti adaptivne
vrednosti opada tokom generacija, §to je posebno izrazeno u znafajnom smanjenju
prezivljavanja kroz generacije kod jedinki izlozenih EMP od 50 Hz i 0,25 mT. Ovi
rezultati takode pokazuju da uticaj EMP ENF tokom niza sukcesivnih generacija ima
kumulativno dejstvo. Fenotipske korelacije analiziranih komponenti adaptivne vrednosti
pokazuje da EMP ENF kao sredinski faktor uti¢e na kovariranje analiziranih osobina,
menjajuci smer i smanjujuci stepen povezanosti osobina. Izlagane jedinke iz druge 1
trece generacije pokazuju varijabilnost fenotipske plasticnosti u duzini razvica, §to moze

moze biti vazno za adaptaciju na veStacka EMP ENF. Jedinke posmatranih IF linija,



koji se medusobno mogu razlikovati u osetljivosti i fizioloskim mehanizmima odgovora
na sredinske uslove, variranjem duzine razvi¢a delimi¢no kompenzuju sredinski stres
nastao usled uticaja EMP od 50 Hz 1 0,25 mT. Uticaj EMP ENF na jedinke
D. subobscura izlagane tokom embrionalnog i ranog post-embrionalnog razvica ogleda
se 1 kroz promenu veli€ine, ali ne 1 oblika krila. Jedinke koje su bile izlagane vestackom
EMP ENF u prvoj generaciji imaju veca krila u odnosu na jedinke iz kontrolne grupe, i
to kod oba pola, za razliku od jedinki iz tre¢e generacije kojih je doslo do smanjenja
veliCine krila. Promena veli¢ine krila izlaganih jedinki tokom tri generacije je pokazatelj
uticaja EMP ENF na procese razvi¢a tokom embrionalne i larvalne faze. Rezultati
pokazuju da se pod delovanjem EMP ENF na puteve i mehanizme tokom razvi¢a menja

1 konacni fenotip organizama.

Rezultati ovog rada su pokazali da EMP ENF predstavlja faktor
spoljasnje sredine koji ima uticaj na rast, razvice i adaptivnu vrednost jedinki
D. subobscura, pa na populacionom nivou ovaj faktor moze predstavljati selekcioni
pritisak za komponente adaptivne vrednosti, fenotip i geneticku varijabilnost populacije.
Analizirani efekti EMP od 50 Hz i 0,25 mT na populacionom nivou se ogledaju u
smanjivanju vrednosti pojedinih komponenti adaptivne vrednosti populacije
D. subobscura, a samim tim i na sposobnost populacije da adekvatno odgovori na
dodatne 1/ili budu¢e promene u Zivotnoj sredini. Na osnovu svega iznetog, moze se
zakljuciti da EMP ENF moze da se klasifikuje kao stresogeni faktor antropogenog
porekla.

Klju€ne reéi: elektromagnetno polje (EMP) ekstremno niske frekvencije (ENF),
Drosophila subobscura, komponente adaptivne vrednosti, geometrijska morfometrija

krila, fenotipska plasti¢nost

Nauéna oblast: biologija
Uza naucna oblast: ekoloska genetika

UDK broj: [574:575]:[537.8:621.3.029.4]:575.17(043.3)



Title: The effect of electromagnetic field (50 Hz, 0.25 mT)
on fitness components and wing morphometrics

of Drosophila subobscura Collin, 1936 (Insecta, Diptera)

Summary: Since its beginning, the life on Earth has been evolved in the presence of
natural electromagnetic fields (EMFs) which are relatively simple and and with few EM
energy emitters. During their evolution living organisms have well adapted to this
constant environmental factor, but in nowadays, they are being increasingly exposed to
artificial EMF’s. The intensity and frequency of these fields are far higher than in the
fields of natural origin, and includes mostly EMP power frequency (within the spectrum
of extremely low frequency (ELF) of 50 or 60 Hz), fields originating from the unit of
mass (radio and television transmitters, 100-500 MHz) and mobile communications
(800-900 MHz and 1800-2200 MHz). The ELF EMFs have great biophysical
significance since they are part of ubiquitous electric power transmission and
consumption. The artificial EMF’s have been a subject of various biological studies,
focused mainly on the effects to human health. Exposing organisms to ELF EMFs, even
for a short period, results in a disturbance of equilibrium of biological systems, as well
as in disorder/disturbance on different levels of the organization. Nevertheless, there is
no generally accepted theory about the ELF EMF mechanisms and their effects on
biological systems. Furthermore, environmental changes caused by ELF EMF can have
an effect on ecological and evolutionary processes that affect the level and extent of
genetic structure and evolutionary changes within a population. Therefore, it is of
utmost importance to not only thoroughly understand the mechanisms that enable
organisms to adapt to environmental challenges, but to anticipate and observe

populations’ responses to environmental changes.

In the last three daecades, there have been numerous biological studies
on ELF EMF effects on Drosophila. The results of exposing Drosophila individuals to
ELF EMF during different life stages are often contradictory because the ELF EMF
effects on growth and metabolism can be either inhibitory or stimulative depending on
the complex relations between the frequency, field intensity, exopusre duration, and
condiotion and type of cells or organisms. There are many data on ENF EMP effects on

development, fecundity, viability, and other fitness components observed on Drosophila



in laboratory conditions. Nevertheless, the ENF EMP, being one of the ubiqutous
abiotic environmental factors, can affect populations’ genetic structures and levels of
populations’ genetic variability. This kind of the genetic variability can serve as a basis

for other evolutionary mechanisms within a population.

The goal of this research is to analyse the effects of ENF EMP, complex
environmental factor, on a populational-genetic level. The experiment evaluates
network of phenotypic responses to ELF EMF by using the genetic variability of IF
lines whitin population of D. subobscura. Analized phenotypes describe delicate
cooperation between genotype and the environment, emphasizing the importance of
their interaction for population survival in the conditions of stress, to which the

individuals/populations are exposed during the generations.

Individuals of D. subobscura were exposed to ELF EMF of 50 Hz and
0,25 mT in embryonal and early post-embryonal developmental stages during three
successive generations. The results of fitness components analysis showed that
individuals responded to exposure with ELF EMF already in the first generation. The
response was reflected in longer embrionic development (egg-to-adult), lower survival,
shortening of longevity, and by the trend of fecundity increase in stressful conditions,
when compared to individuals of the control group whose development was completed
outside of the EMP. In the third generation, individuals exposed to EMF also had lower
survival and shorter life span, but their development was faster, while fecundity showed
trend of decrease, when compared to control individuals of the corresponding
generation. Average values of fitness components decreased through generations, which
can be observed in particular by lowered survival through generations of individuals
exposed to 50 Hz and 0.25 mT EMF. The results also show that the effect of EMF ELF
is cummulative during generations. Phenotypic correlations of fitness components
indicate that EMF ELF as an environmental factor affects covariation of the analized
traits by changing the direction and by lowering the degree of trait interconnection.
Exposed individuals from second and third generation show variation of phenotypic
plasticity of developmental time, which can be important for adaptation to artificial
EMF ELF. By varying the developmental time, individuals of the analized IF lines,

which can differ in sensitivity and physiological mechanisms of response to



environmental factors, partially compensate environmental stress caused by EMF ELF.
The effect of ELF EMF on individuals of D. subobscura exposed during embryonic and
early post-embryonic development, is reflected through the change of wing size as well,
but not through the wing shape. Individuals of both sexes exposed to an artificial EMF
ELF in first generation had larger wings compared to control group individuals.
Contrary to that, in exposed individuals of the third generation there has been a decrease
of wing size . Change of wing size of the exposed individuals during three generations
is the indicator of the EMF ELF effect on developmental processes during embrionic
and larval phase. The results also show that the effect of EMF ELF on developmental

mechanisms changes final phenotype of individuals as well.

The results showed that EMF ELF represents environmental factor which
influence growth, development and fitness of D. subobscura individuals. Therefore, on
a population level this factor can represent selection pressure for fitness components,
phenotype and population genetic variability. Analized effects of 50 Hz and 0,25 mT
EMEF on population level are reflected in the decrease of particular fitness components
of D. subobscura population, and by that in the ability of population to adequately
respond to added and/or future changes in the environment. Based on all the evidence
presented here, the conclusion is that ELF EMF can be clasified as a stressongenic

factor of the anthropogenic origin.

Key words: extremely low frequency (ELF) electromagnetic field
(EMF), Drosophila subobscura, fitness components, geometric morphometrics,
phenotypic plasticity

Specific scientific field: ~ Biology

Scientific field: Ecological genetics
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Efekat
elektromagnetnog polja (50 Hz, 0,25 mT)
na komponente adaptivne vrednosti
i morfometriju krila
kod Drosophila subobscura
Collin, 1936 (Insecta, Diptera)

The best way to envisage the situation is as follows:
the environment presents challenges to living species,
to which the latter may respond by adaptive genetic changes.

Theodosius Dobzhansky (1973)
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na komponente adaptivne vrednosti
i morfometriju krila
kod Drosophila subobscura
Collin, 1936 (Insecta, Diptera)
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Sve veca brojnost ljudske vrste i njenih povecanih zahteva za prostor i resurse
tokom proslog veka doveli su do opsSteg devastiranja prirodne sredine, pa i poveéanja
njenog zagadenja na globalnom nivou. Antropogeni uticaj izaziva i lokalne i globalne
promene u biosferi, a obim 1 porast stope ovih promena predstavljaju nove izazove za
zivot na planeti. U velikoj raznovrsnosti fizickih 1 hemijskih agenasa antropogenog
porekla ¢ije se delovanje na zivotnu sredinu danas intezivno proucava, zna¢ajno mesto
zauzimaju elektromagnetna polja (EMP). Iako se zivot na Zemlji od samog postanka
odvija u njithovom neprekidnom prisustvu, veliki interes za proucavanje delovanja
elektromagnetnih polja na organizme je zasnovan pre svega, na sve vecoj upotrebi, ali i
izlozenosti kao propratnoj pojavi vestacki stvorenih elektromagnetnih polja. Naucni i
tehnoloski napredak dovodi do sve veceg prisustva EMP, pre svega u masovnim i
mobilnim komunikacijama i1 u prenosu elektri¢ne energije, a karateristike ovih EMP
predstavljaju abioticki faktor sa kojima se Zivi svet ranije nije sretao. Posto su stalno
prisutna u zivotnoj sredini paznja velikog broja istrazivaca usmerena je na ispitivanje
bioloskih efekata EMP koja poti¢u od brojnih vestackih izvora, pre svega po zdravlje

ljudi, ali i na moguce posledice ovog sredinskog faktora na sav zivi svet.

Sredinske promene imaju uticaj na ekoloske i evolucione procese koji uticu na
stepen 1 obim promena u genetickoj strukturi 1 evoluciji odredene populacije, pa je stoga
od sustinskog znacaja dublje razumevanje mehanizama koji omogucavaju organizmima
da se manje ili viSe uspesno prilagodavaju sredinskim izazovima, kao i moguénost da se
predvide 1 prate odgovori populacija na promene u Zivotnoj sredini koja ih okruzuje. U
svakom slucaju, populacije mogu odgovoriti fenotipski i/ili geneticki na prisutni
sredinski stres mehanizmima koji omogucavaju opstanak u izmenjenim uslovima

sredine.

Pitanje koje se nuzno namece, a postavlja u ovom radu, je kako populacije
reaguju na vestacko elektromagnetno polje koje predstavlja sve jaci abioticki sredinski
faktor? Odgovor mozemo traziti u analizi efekata EMP kao sredinskog faktora na seriju
razli¢itih genotipova u viSegeneracijskom modelu. Genotipovi ¢e na ovakav sredinski
izazov odgovoriti oblikovanjem fenotipa, koji moZe biti procenjen preko varijabilnosti
razli¢itth komponenata adaptivne vrednosti, kao 1 preko varijabilnosti odredenih

morfometrijskih karaktera.



[uvod]

Zivotna sredina i mehanizmi prilagodavanja na sredinske promene

Zivotna sredina svojom raznovrsnoi¢u i slozeno$¢u igra vaznu ulogu u
evolucionim procesima, jer zivotne sredine nisu ni homogene ni konstantne, ve¢ se
uslovi u njima 1 vremenski i prostorno menjaju. Na abioticke i biotiCke faktore zivotne
sredine jedinke i populacije reaguju razli¢ito u zavisnosti od intenziteta i duzine
njihovog dejstva, kao i od osobina samih jedinki i evolutivne istorije populacije.
Savremene populacije mnogih biljnih 1 Zivotinjskih vrsta Sirom sveta suoCene su sa
drasticnim promenama u uslovima zivotne sredine koje nastaju kao rezultat
svakodnevnih ljudskih aktivnosti (Pimms i sar., 2014). Glavnu brigu, i nauc¢no i Sire
drustveno, predstavljaju prisutne klimatske promene, koje izazivajuéi efekat staklene
baste i konstantno povecavanje prosecne temperature (Kerr, 2007; Moss 1 sar., 2010)
ugrozavaju opstanak brojnih populacija 1 vrsta (Parmesan, 2006). Populacije se
suoCavaju 1 sa drugim ekoloskim promenama u zivotnoj sredini, pre svega sa
fragmentacijom staniSta i narusavanjem prirodnih ekosistema (Bennett i Saunders,
2010), ali 1 sa sve ve¢im stepenom zagadenjenja (Anderson i sar., 1994), i razli¢itim
biotickim faktorima, poput patogena (Parker i Gilbert, 2004), i invazivnih vrsta, Cije
introdukcije menjaju obrasce kompeticije 1 predatorstva u odredenom stanistu (Mack 1
sar., 2000). Pored toga, 1 intenzivna izlovljavanja u znacajnoj meri menjaju selekcioni

pritisak 1 demografske karakteristike populacija (Allendorf i sar., 2008; Coltman, 2008).

Velike promene u spoljasnjoj sredini izazivaju stres, poremecaj funkcionisanja
ili ¢ak smrt organizama, ali i male promene mogu da umanje njihove fizioloSke
kapacitete (Hofmann i Todgham, 2010). Za svaki abioti¢ki i bioticki faktor postoji
opseg unutar koga organizam moZe da prezivi i da se reprodukuje. Za promene unutar
tog opsega organizmi poseduju kapacitet za toleranciju na odredeni faktor, i ako se
granice tolerancije ne predu, nece do¢i do Stetnih posledica niti do fatalnog ishoda. Da
bi ublazili posledice delovanja spoljasnje sredine 1 osigurali svoj opstanak, organizmi su
razvili Sirok spektar strategija prilagodavanja novonastaslim uslovima. To
prilagodavanje u kratkom vremenskom roku odvija se prevashodno na nivou fenotipa,
izbegavanjem nepovoljnih lokacija disperzijom i/ili prilagodavanjem kroz fenotipsku
plasticnost, odnosno ekspresijom odredene osobine u skladu sa lokalnim uslovima

sredine. Dugoro¢ni odgovor vodi adaptivho evolutivnim promenama na nivou
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populacije, koje omogucavaju prilagodavanje na promenljive uslove izvan granica
mogucih odgovora pripisanih fenotipskoj plasticnosti. Ukoliko organizmi ne mogu da
odgovore niti jednim od ovih mehanizama, a izazov sredine je suviSe jak, populacije

postaju ugrozene, i u nepovoljnim sredinskim uslovima mogu i da iS¢eznu.

Disperzija

Disperzija, kretanje jedinki dalje od njihovih natalnih lokacija, ¢esto predstavlja
prvu liniju odbrane kojom pokretne jedinke pokuSavaju da izbegnu nepovoljne uslove
sredine biranjem lokacije u kojoj je taj faktor u granicama tolerancije, ¢cime populacija
opstaje bez promene na nivou fenotipa ili geneticke strukture. Disperzija je ponaSajni
odgovor koji zavisi i od hererogenosti staniSta i od disperzionih sposobnosti samih
jedinki. Ona ima vazne implikacije na viSe nivoa organizacije, utice na prezivljavanje,
rast 1 razmnozavanje jedinki, a time i na sastav, strukturu i dinamiku populacija i
zajednica. Sire gledajuéi, disperzija je bitna i za opstanak, evoluciju i geografsku
rasprostranjenost vrsta. Povoljnije lokacije se potencijalno mogu nalaziti i na velikim
udaljenostima, a rastojanja koje jedinke prelaze tokom disperzije znacajno variraju
izmedu vrsta (Swingland, 1982) 1 predstavljaju osnovu populacione demografije 1
prostorne dinamike (Arcese, 1989; Clobert 1 sar., 2001), kolonizacije (Hengeveld, 1994)
1 protoka gena (Neigel 1 Avise, 1993; Ronce, 2007). Studije na fosilnim zapisima
ukazuju da je pomeranje populacija naj¢eséi nacin izbegavanja nepovoljnih uslova, pa je
tako pokazano da je zajednicka karakteristika u odgovoru na klimatske promene u
Zemljinoj proSlosti 1 sadasnjosti, promena geografskih granica rasprostranjenja vrsta.
Meta-analizom podataka za oko 2000 razli¢itih vrsta, procenjeno je da su granice
distribucije vrsta nedavno pomerene ka ve¢im nadmorskim visinama u proseku za 11
metara po deceniji, i ka viSim geografskim Sirinama srednjom stopom od 16,9
kilometara po deceniji (Chen i sar., 2011). Medutim, pojedine vrste se u velikoj meri
razlikuju u svojim stopama promene distribucije areala, Sto ukazuje da opseg promena
svake vrste zavisi 1 od ostalih ekoloskih faktora, kao i1 od njihove osetljivosti na lokalne

aspekte mikrosredinskih promena.
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Vazno je pomenuti da u mnogim slucajevima izbegavanje nepovoljnih uslova
premesStanjem na povoljnije lokacije nije moguée zbog niske pokretljivosti i/ili
ogranicene stope disperzije samih jedinki, zbog ekoloskih ograni¢enja kao Sto su hrana
ili dostupnost sklonista, ili disperziju otezavaju i onemogucavaju geografske barijere i
sve prisutnija fragmentacija staniSta (Ronce, 2007; Matter, 2006). Iz tog razloga,
sposobnost jedinki da se prilagode ili adaptiraju na lokalne uslove staniSta, postaje od
suStinskog znacaja, bilo da je to prilagodavanje kroz fenotipsku plasticnost, Sto
omogucava odgovor na promenu zivotne sredine u kratkom roku, ili kroz geneticku
adaptaciju dugoro¢nim procesom (Gienapp i sar., 2008). Kod vrsta koje nemaju
sposobnost ili moguénost za disperziju, fenotipska plasti¢nost predstavlja prvi odgovor

na sredinske promene (Bradshaw i Holzapfel, 2006; Fuller i sar. 2010).

Fenotipska plasticnost

Prostorno i vremensko variranje uslova sredine moze dovesti do prilagodavanja
in situ novim uslovima promenom fenotipa u istoj generaciji, na osnovu ve¢ postojece
geneticke varijabilnosti, bez promene geneticke strukture populacije. Ovakav odgovor
na bioti¢ku 1 abioti¢ku promenljivost sredine predstavlja fenotipsku plasti¢nost, koja se
definiSe kao “sposobnost pojedinacnih genotipova da daju razlicite fenotipove kada se
nalaze u razli¢itim sredinskim uslovima” (Bradshaw, 1965; Palmer, 1994; Falconer 1
Mackay, 1996; Pilgliucci i sar., 2006). Ove promene u fenotipu obuhvataju promene u
ponasanju, u osobinama Zivotne istorije i drugim kompleksnim osobinama, u koje su
ukljueni mnogi aspekti organizma na niZim nivoima organizacije, pa odgovor na
promenjene uslove sredine obavezno ukljucuje promene u fiziologiji, biohemiji,
morfologiji. U osnovi tih odgovora leZe epigeneticke, hormonske, metabolicke
promene, koje ukljucuju moguénost modifikovanja razvojne putanje u odgovoru na
specificne sredinske signale, kao i1 sposobnost organizma da menja svoje fenotipsko
stanje ili aktivnosti u odgovoru na kratkorocne promene u spoljasnjoj sredini (Garland 1
Kelly, 2006). Stoga plasti¢nost obuhvata brojne vidove, koji se mogu podeliti u
ireverzibilne oblike fenotipske plasti¢nosti, koji nastaju kao rezultat interakcije izmedu
odredenog programa razvica (genotipa) 1 njegove zZivotne sredine — razvojna plasti¢nost,
1 brze 1 reverzibilne promene organizama koje se mogu deSavati tokom ¢itavog zivota

organizma.
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Primeri kratkorone i reverzibilne fenotipske plastiCnosti su na primer
melanizacija (akumulacija melanina u ¢elijama koze pri povecanom izlaganju UV
zracenju), izmenjen metabolizam pri gladovanju ili fizioloska aklimatizacija u uslovima
zagadenja. Fizioloska aklimatizacija predstavlja vid fenotipske plastiCnosti, jer ona
podrazumeva zbir prilagodavanja jedinke na odredeni sredinski faktor koje prati
ponovljeno i produzeno izlaganje suboptimalnim uslovima, $to povecava verovatnocu
prezivljavanja u uslovima stresa veceg intenziteta, Sto znaci da ranija iskustva u pogledu
delovanja nekog faktora mogu da modifikuju kasniji odgovor i toleranciju. Tako stecena
tolerantnost nije nasledna, jer je to sposobnost genotipa da menja fenotip u skladu sa
promenama uslova zivotne sredine. Sve ove promene su reverzibilne, ograni¢enog
trajanja 1 na vremenskoj skali mogu biti u trajanju od nekoliko Casova, dana ili meseci
(kao $to je na primer period mirovanja — dijapauze kod nekih vrsta).

Dugoroc¢ni, najcesce, ireverzibilni fenotipski plasti¢ni odgovori na promene u
spoljasnjoj sredini odvijaju se tokom razvica, kada se integriSu razli¢ite informacije iz
zivotne sredine kako bi se formirao veliki broj razli¢itih fenotipskih oblika koje se bolje
uklapaju sa konkretnim Zzivotnim uslovima u pogledu fitnesa. Kao takva razvojna
plasti¢nost se razlikuje od razvojnog Suma koji je posledica sluc¢ajnih dogadaja tokom
razvica 1 predstavlja fenotipsko variranje koje je nekorelisano sa bilo kojim sredinskim
faktorom. Razvojna plasti¢nost se moze definisati i kao promena razvojnih puteva
jednog genotipa indukovana sredinskim efektima (Scheiner, 1993; Via, 1993), i
predstavlja vaZan nacin odrzavanja fenotipskog diverziteta i znacajan faktor za razvice
organizma, njegovo funkcionisanje i evoluciju populacije u sredini koju nastanjuje.

lako je razvojna plasti¢nost veoma bitna jer omogucava prilagodavanje, pa u
krajnjem slucaju i prezivljavanje organizama u izmenjenim uslovima sredine, organizmi
ne mogu neograniceno da se prilagodavaju varijabilnim uslovima Zivotne sredine. Oni
poseduju brojne mehanizme koji ucestvuju u odrzavanju stabilnosti sistema, tj.
mehanizme fenotipske stabilnosti koji su im tokom evolucije omogucili da zadrze
relativnu stabilnost procesa individualnog razvica uprkos odredenim genetickim i
sredinskim promenama. Dva mehanizma koji smanjuju razvojnu varijabilnost su
kanalisanje razvica 1 razvojna stabilnost, procesi koji podrazumevaju odvijanje razvica i
zadrzavanje stabilnosti fenotipa uprkos poremecajima, s tim §to je izvor tih poremecaja

razli¢it. Razvojna stabilnost predstavlja stabilnost fenotipa uprkos slucajnim
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odstupanjima koja uklju¢uju male razlike izmedu homologih delova unutar individue
(Van Dongen i Lens, 2000), dok savremene definicije opisuju kanalisanje kao proces
kojim se struktura ili organizam razvija ka ciljnom fenotipu u razli¢itim genetickim 1
sredinskim uslovima (Palmer, 1994), pa razlikujemo geneticko i sredinsko kanalisanje.
To su procesi kojima se smanjuje osetljivost strukture ili organizma na alelsku varijaciju
(npr. rekombinaciju, mutaciju, epistazu), i na sredinske promene (npr. temperaturu,
ishranu). Bitna razlika izmedu kanalisanja i razvojne fenotipske plasti¢nosti se ogleda u
tome da se kanalisanje odnosi na jednu Zivotnu sredinu u kojoj se organizam nasao i u
kojoj se deSava njegovo razvi¢e, dok razvojna plasticnost predstavlja fenotipsku
promenu uzrokovanu razlikama izmedu dve ili viSe zivotnih sredina. Tako razvojna
fenotipska plastiénost omogucava populaciji da se prilagodi promeljivim uslovima
sredine 1 tako povecava varijansu izmedu grupa jedinki koje stvaraju razlicite
fenotipove u razli¢itim sredinama. Kanalisanje smanjuje unutargrupnu varijabilnost oko
ciljnog fenotipa smanjujuci osetljivost prema genetickim i sredinskim promenama, dok
razvojna stabilnost amortizuje slu¢ajne poremecaje tokom razvica.

Opseg fenotipske varijabilnosti odredenog genotipa u razli€itim uslovima
sredine predstavlja se normom reakcije. Ovaj pojam je uveo 1909. Woltereck, i prema
savremenoj definiciji predstavlja ukupnost fenotipova koje moze da ostvari jedan
genotip pod razli¢itim uslovima zZivotne sredine (Sultan, 1987; Sarkar, 1999), dok
veli¢ina fenotipske promene neke osobine, koja je nastala u razli¢itim sredinama,
predstavlja meru plasticnosti te osobine u konkretnim Zivotnim uslovima (Bradshaw,
1965). Norme reakcija razliitih genotipova omogucavaju procenu fenotipske
plasti¢nosti u eksperimentima u kojima se ¢lanovi srodnic¢kih grupa razvijaju u dve ili
viSe razli¢itth Zivotnih sredina. U slucaju kada se fenotipski odgovori razliitih
genotipova razlikuju njihove norme reakcije se ukrStaju, 1 u datoj populaciji postoji
geneticka varijabilnost fenotipske plasticnosti, a time 1 potencijal za njenu evolucionu
promenu. UkrStanje normi reakcija razliitih genotipova je pokazatelj interakcije
genotipa 1 sredine (G x E). Ukoliko su norme reakcije razli¢itih genotipova paralelne,
odnosno analizirani genotipovi pokazuju isti pravac i opseg fenotipske promene,
odgovori genotipova na sredinska variranja su identi¢ni i1 najverovatnije su elementi
regulacije fenotipskog odgovora na sredinske uslove isti kod razli¢itih genotipova.

Opisani primeri odnosa normi reakcija dva razlicita genotipa su prikazani na Slici 1.1.
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Slika 1.1. Dijagrami normi reakcija. Na y-osi su predstavijene odgovarajuce srednje
vrednosti analizirane fenotipske osobine, dok su na x-osi predstavljene dve razlicite
Zivotne sredine (E1 i E2). Svaka linija predstavlja pojedinacni genotip, i povezuje
vrednost osobine u jednoj sredini sa vrednoscu te osobine u drugoj sredini, ukazujuci
na fenotip koji genotip daje u razlicitim sredinama.

Fenotipski plasti€ni odgovor omogucava organizmu da postigne kontinuirane
performanse u vec¢em spektru ekoloskih uslova nego $to bi inace mogli. Medutim, nije
svaka fenotipska plasti¢nost adaptivna, vec specificnost staniSta, pored toga S$to
indukuje odredeni plasti¢ni odgovor, odreduje 1 da li je formirani fenotip adaptivan ili
neadaptivan (Gotthard i Nylin, 1995; Grether, 2005). Tako ubrzavanje razvia u
nepovoljnim uslovima moze biti adaptivno, neadaptivno, ili ¢ak 1 Stetno, Sto zavisi od
karakteristika populacije 1 Zivotnog staniSta. Sa druge strane, u uslovima smanjenih
resursa u staniStu dolazi do smanjenja telesne mase, Sto nije adaptivni, ve¢ neizbezZni

odgovor na uslove zivotne sredine koji ¢esto vodi ka manjem ulaganju u reprodukciju.

Vecina jedinki ima kapacitet da odgovori na promene u lokalnim uslovima
sredine preko fenotipskih promena, ali ukoliko fenotipske promene (morfologije,
fiziologije ili ponaSanja) najve¢im delom odrazavaju plasti€nost, odgovori na
kontinuirane promene zivotne sredine ¢e biti ograni¢eni (Gienapp i sar., 2008).
Medutim, plasti¢nost moze da obezbedi pocetni, brz adaptabilni odgovor na promene
zivotne sredine koji onda moze olakSati geneticku adaptaciju pruzaju¢i dodatno vreme
za geneticko adaptiranje putem pojave novih mutacija 1/ili rekombinacija, ili
olakSavaju¢i evoluciju novih, korisnih, obrazaca aktivnosti u regulatornim genskim

putevima (West-Eberhard, 1989; Espinosa-Soto i sar., 2011).
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Iako adaptivna fenotipska plasticnost predstavlja slozen i efikasan mehanizam
usaglasavanja organizma sa variranjem zivotne sredine (Nylin i Gotthard, 1998),
sposobnost organizama da plasticno odgovori na variranja sredine moze biti veoma
»skupa®, jer odgovor plasticnog genotipa na uslove zivotne sredine zahteva ukljucivanje
veéeg broja elemenata u molekularne, biohemijske, fizioloske i razvojne puteve, pa i
vedi utroSak materije, energije i vremena koji su mogli biti usmereni u druge somatske
procese, kao Sto su rast, sazrevanje i reprodukcija. Cena plasticnosti se manifestuje kroz
smanjenje adaptivne vrednosti plasticnog genotipa, pa ukoliko su uslovi Zivotne sredine
stabilni, ocekuje se da ¢ée genotipovi sa efikasnije kanalisanim razvicem ka fenotipu
(koji je optimalan za takve uslove) imati vecu adaptivnu vrednost od plasti¢nih
genotipova sa visokom adaptivnom cenom. PoSto plastiénost ima ogranicenja i
troSkove, odrzivost populacije u promenjenim uslovima zivotne sredine ¢esto zahteva i

evolucionu promenu tokom dugoro¢ne, geneticke promene kroz procese adaptacije.

Geneticka adaptacija

Proces oblikovanja genetickih adaptacija na konkretna Zivotna staniSta odvija se
mehanizmom prirodne selekcije koja deluje preko fenotipskih razlika u adaptivnoj
vrednosti jedinki u populaciji. Fenotipske razlike leZe u osnovi genetickih adaptacija na
sredinske uslove, jer selekcija ne “prepoznaje gene, ve¢ fenotipske osobine koje su
rezultat interakcije genotipa 1 sredine. Posledice delovanja selekcije su promene u nivou
geneticke varijabilnosti u genofondu populacije. Favorizovanjem neke osobine koja
daje prednost u prezivljavanju 1/ili reprodukciji nosilaca, prirodna selekcija je odrzava u
populaciji 1 povecava ucestalost date osobine, S§to dovodi do promene ucestalosti
odredenih alela u populaciji 1 do promene genetiCke strukture populacije tokom
generacija. Moze se re¢i da prirodna selekcija deluje kada su ispunjena tri uslova:
prisustva fenotipske varijabilnosti u populaciji, postojanja razlika u prezivljavanju i/ili
reprodukciji tih razli¢itih genotipova, tj. u njihovom fitnesu, 1 nasledivanja te fenotipske

varijabilnosti (Lewontin, 1970).
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Prisustvo fenotipske varijabilnosti u prirodi, koja se oblikuje dejstvom selekcije,
je nuzan i neizbezan uslov za evoluciju. Zivotna sredina uti¢e na formiranje fenotipa, ali
ona uti¢e u velikoj meri 1 na Sanse za opstanak i reprodukciju razli¢itih fenotipova u
populaciji. Ovim se isti¢e dvostruka uloga Zivotne sredine u evolucionim procesima:
spoljasnja sredina utice na formiranje fenotipa kroz interakciju sa genotipom u procesu
razvica, pa je vazan kreator varijabilnosti, ali i ustanovljava specificni odnos izmedju
fenotipa 1 adaptivne vrednosti jedinke, kroz interakcije sa abiotiCkim 1 biotickim

uslovima sredine (Slika 1.2.).

Spoljasnja

sredina
| Slucajni Procesi() | ) - , Prirodna
| procesi | razvica Fenotip selekcija
’ Genotip | | Evolucija

Slika 1.2. Shematski prikaz odnosa izmedju razviéa, genotipa, Zivotne sredine i
evolucije, faktora koji su ukljuceni u formiranje fenotipa i njihove uloge u pravcima
delovanja prirodne selekcije, odnosno evolutivnih promena u populaciji (preuzeto iz
Scheiner, 1993)

Genotipovi koji su fenotipski prilagodeni novim uslovima sredine najc¢es¢e veé
postoje u populaciji, ili se pojavljuju u populaciji tokom rekombinacije gena u narednoj
generaciji, a u redim slucajevima se pojavljuju 1 putem naslednih mutacija. Bez obzira
na poreklo, odredeni genotipovi se favorizuju ukoliko imaju funkcionalno odgovarajuce
osobine u promenjenoj zivotnoj sredini. Adaptacije u okviru postojee geneticke
varijabilnosti u populaciji mogu se odigravati brze u onom stepenu u kome geneticka

varijabilnost sadrzi genotipske kombinacije koje daju povoljan fenotipski odgovor na
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nove uslove, s obzirom da su odgovarajuce osobine ve¢ prisutne u populaciji i sa viSom
ucestalos¢u nego Sto bi stopa mutacija mogla da ih uvede u populaciju. Medutim,
odgovaraju¢a geneticka varijanta nije uvek prisutna, pa su u takvim populacijama
mutacije neophodne za uspesSan geneticki odgovor na promene u okruzenju. Adaptivno
povoljne mutacije se ne javljaju Cesto u vremenskom okviru nepromenljive sredine.
Prema neutralnoj teoriji molekularne evolucije one su izuzetno retke, a veéina
novonastalih mutacija je Stetna ili neutralna, recesivna i sa malim fenotipskim efektom
(Kimura, 1983; Eyre-Walker 1 Keightley, 2007). Time se redukuje prose¢na adaptivna
vrednost jedinki sa mutacijama, i to predstavlja mutaciono opterecenje populacije
(Haldane, 1937; Muller, 1950). Brojni eksperimentalni podaci prikupljeni na
Drosophila pokazuju da faktori spoljasnje sredine, kao Sto su zagadenja, povecanje
temperature, insekticidi, teski metali, zracenja, povecavaju stopu mutacija (Guzman-
Rincon i sar., 2001; Karasov i sar., 2010), kao i stopu rekombinacija (Zhuchenko i sar.,
1985). Proucavanje stresom izazvane mutageneze, pokazuju da pod uticajem
nepovoljnih sredinskih uslova dolazi do povecanja stope mutacija kod laboratorijskih
sojeva 1 prirodnih populacija bakterija (Bjedov i sar., 2003; Foster, 2007; Rosenberg i
sar., 2012; Al Mamun i sar., 2012; Maharjan i1 Ferenci, 2015), kvasca (Heidenreich,
2007; Rodriguez 1 sar., 2012; Shor 1 sar., 2013), nematoda (Matsuba 1 sar., 2013),
Drosophila (Sharp 1 Agrawal, 2012), humanih c¢elija kancera (Bindra 1 sar., 2007;
Bristow 1 Hill, 2008), i u biljnom model-organizmu Arabidopsis thaliana (Jiang 1 sar.,
2014). Teorijski rezultati podrzavaju pretpostavku da stresom izazvane mutacije
predstavljaju sirovi materijal za selekciju 1 da podsticu brzu adaptaciju na sloZene
ekoloske izazove bez ugrozavanja adaptivne vrednosti populacije u stabilnom okruzenju
(Ram i1 Hadany, 2014). OpseZna studija na D. melanogaster na osnovu brojnih dokaza
divergencije sekvenci i polimorfizma regiona sa razli¢itim rekombinacionim stopama,
sugeriSe da su rekombinacione stope pozitivnho povezane sa povecanjem efikasnosti i
pozitivne 1 preciS¢avajuce (eng. purging, purifying) selekcije, ¢cime se podrzava stav da
genske rekombinacije povezane sa polnim razmnozavanjem povecavaju uspeSnost

prirodne selekcije (Campos i sar., 2014).

Odgovor na antropogene uticaje u sredini putem geneticke adaptacije zahteva
nekoliko generacija, ali verovatno jeste i najbolji mehanizam prilagodavanja jer se na

ovaj nacin za odgovaraju¢u osobinu ne ulaze dodatni “troSak”, za razliku od osobina
9
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formiranih kroz fenotipsku plasti¢nost, kao i zbog ograni¢enog kapaciteta za plasti¢nost
mnogih vrsta (Stillman, 2003; DeVitt i sar., 1998). Ipak, prisustvo antropogenih faktora
koji menjaju uslove u sredini moze znatno smanjiti geneticku varijabilnost konkretne
populacije. Primeri smanjenja geneticke varijabilnosti wusled zagadenja su
dokumentovani u populacijama Ameiurus nebulosus, (Silbiger 1 sar., 2001),
Heterandria formosa (Athrey i sar., 2007), Chironomus riparius (Nowak 1 sar., 2009), i
kod Drosophila subobscura pri uticaju viSih temperaturnih vrednosti (Santos 1 sar.,
2005), ali su zabelezeni i slucajevi kada se odigrala brza evolutivha promena bez
gubitka varijabilnosti kao u slucaju izlaganja jedinki D. melanogaster parazitoidima
(Jalvingh i sar., 2014). Osim gubitka geneticke varijabilnosti, povecani selekcioni
pritisak moze da dovede i1 do ukrSanja u srodstvu, a time i inbriding depresije
(Charlesworth i Charlesworth, 1987; Kristensen i sar., 2003). Stoga, cenu prirodne
selekcije u uslovima izrazenog antropogenog uticaja za populaciju ¢ine inbriding
depresija 1 smanjenje geneticke varijabilnosti populacije, Sto posledicno smanjuje
sposobnost populacije da odgovori na druge sredinske promene koje nisu u okviru

antropogenog uticaja (Meyer 1 Di Giulio, 2003; Vogt 1 sar., 2010; Pauls i sar., 2013).

Izlaganje antropogenim zagadenjima 1 promenama u spoljasnjoj sredini Cesto
moze da dovede, zbog vecih selekcionih pritiska, 1 do promene u brzini evolucije.
Tradicionalno je miSljenje da je za evolucioni odgovor potrebno da prode veliki broj
generacija, medutim skoro je utvrdeno da se evolucija moze odigrati i u mnogo kra¢im
vremenskim skalama. Adaptivni evolucioni dogadaji nastali tokom relativno kratkog
vremenskog perioda generalno se oznacavaju sa ,savremena‘ ili ,brza“ evolucija
(Hendry 1 Kinnison, 1999). Jedan od znacajnijih primera brze evolucije dolazi sa malog
Galapagoskog ostrva Dafne Major, gde su jedinke zebe Geospiza fortis prosle nekoliko
selekcionih dogadaja, i pokazale znake adaptivne evolucije u samo jednoj generaciji
(Boag i Grant, 1981, 1984; Grant 1 Grant, 1995, 2003). Interesovanje za ovu oblast je
znatno poraslo, posebno u poslednjoj deceniji sa nedavnim saznanjem da se vecina
dokumentovanih primera brze evolucije pripisuje, barem nekim delom, antropogenom
uticaju u zivotnoj sredini, i upravo se evolucioni odgovori smatraju suStinskim za

opstanak populacije usled dugotrajnih ekoloSkih promena (Lande i Shannon, 1996).
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Adaptacija ima veoma bitnu ulogu i u definisanju stepena diferencijacije izmedu
populacija, posto proces adaptacije moze dovesti do populacione divergencije zbog
evolucije u razli¢itim sredinama, a u nekom trenutku i do nastanka novih vrsta.
Medutim, ona takode moze da dovede do konvergencije 1 kada se razli¢ite populacije
nadu u istom okruzenju i produ sli¢ne selektivne pritiske tokom vise generacija. Tako je
pri istrazivanju evolucione dinamike populacija Drosophila subobscura pokazano da se
populacije prilagodavaju, adaptiraju na novu sredinu, ali i da postoje i1 jasne razlike u
njihovim evolucionim stopama (Matos i sar., 2000, 2002; Simdes i sar., 2007, 2008;
Santos 1 sar., 2010). Pored toga, autori su takode utvrdili i naznake konvergencije
izmedu populacija, ukazuju¢i da geneticke pozadine uticu na adaptivni odgovor.
Specificna geneticka pozadina moze da dovede do razlicitih ishoda (Cohan, 1984 a, b;
Cohan i1 Hoffmann, 1989), ukljucujuéi i nemoguc¢nost da se populacije prilagode novim
uslovima, $§to moze biti vazno 1 u smislu ocuvanja biodiverziteta i konzervacione
genetike. Proces geneticke adaptacije je Cesto od sustinskog znacaja za dugorocni
opstanak vrsta, pored postojanja genetiCke varijabilnosti populacije, poSto se vecim
brojem razli¢itih genotipova koji predstavljaju razlic¢ite morfoloSke 1 fizioloske
fenotipove, omogucéava stalna reprodukcija i opstanak u okruZenju, ¢ime je vrsta u
skladu sa trenutnim okruzenjem, ali poseduje i1 geneticku varijabilnost neophodnu za
prirodnu selekciju 1 prilagodavanje na promenljive uslove. Kada se suoce sa promenama
parametara sredine u kojoj zive, diferencirane vrste mogu posedovati i razliCitu
evolucionu dinamiku, odnosno mogu da se razlikuju u adaptivhom potencijalu (npr.
England 1 sar., 2003; Reed 1 sar., 2003). Ovo je od posebne vaznosti poSto antropogena
aktivnost uvodi dodatne selekcione pritiske u prirodne ekosisteme ¢ime se otvara

mogucénost razli€itih ishoda za populacije diferenciranih vrsta.

Iako su adaptivni procesi u evoluciji dobro dokumentovani i jasno pokazani
¢injenicom da su se mnogi organizmi veoma brzo prilagodili antropogenim promenama
u zivotnoj sredini, proces adaptacije na zagadenje antropogenog porekla moze biti i
neuspesan, $to dovodi do ugrozavanja opstanka populacije i njenog moguéeg nestanka
(Guillemaud 1 sar., 1998; Hoffmann 1 Hercus, 2000; Reznick i Ghalambor, 2001; Sanen
1 sar., 2003; Smith 1 Bernatchez, 2008; Hendry 1 sar., 2011; Pomati. i Nizzetto, 2013;
Bouétard i sar., 2014).
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Komponente adaptivne vrednosti kao indikatori promene stredinskih uslova

Konacan rezultat svih razvojnih i fizioloskih procesa koji su se realizovali kod
jedinki odredenog genotipa u okolnostima zivotne sredine koju nastanjuju, predstavlja
adaptivnu vrednost (fitnes) tog genotipa. To je sloZena karakteristika koja predstavlja
meru populaciono-evolucionog uspeha odredenog genotipa, a ispoljava se preko
performansi fenotipa koje nazivamo komponentama adaptivne vrednosti. Osnovne
komponente adaptivne vrednosti su vijabilitet i fekunditet, ali i brojne druge
karakteristike su na posredan ili neposredan nacin povezane sa fitnesom. Osobine koje
su najblize povezane sa vijabilitetom 1/ili reprodukcijom su: veli¢ina tela pri rodenju;
trajanje prereproduktivne faze - duzina i obrasci razvi¢a, uzrast i veliCina tela u trenutku
reproduktivnog sazrevanja; trajanje reproduktivne faze; komponente vijabiliteta -
preadultni i adultni vijabilitet, dugovecnost, tj.duzina zivota; i komponente fekunditeta -
rani, kasni 1 ukupni fekunditet, veli¢ina potomaka 1 odnos polova potomaka (Stearns,
1992). Adaptivna vrednost je svojstvo organizama, i preko nje se izrazavaju sve
interakcije organizama i njihovih zivotnih sredina. Uocene i merljive razlike izmedu
jedinki iste geneticke konstitucije u razli¢itim sredinama u nizu komponenti adaptivne
vrednosti predstavljaju u tom sluc¢aju manji ili ve¢i odraz varijabilnosti koja potice od

sredinskih faktora, a ne od genetickih.

Sredinski uslovi ne uti€u samo na jednu ili viSe izolovanih osobina, ve¢ mogu
uticati tokom razvica i na balans raspodele ogranicenih resursa za viSe osobina Zivotne
istorije. Medusobna ogranicenja (eng. trade-off) zbog limitiranih resursa predstavljaju
opstu prepreku za evoluciju osobina zivotne istorije, jer da bi genotipovi ulagali znatna
sredstva u jednu osobinu ili aktivnost moraju smanjiti svoja ulaganja u druge osobine
(Reznick 1 sar., 2000; Roff, 2002; Sgro i Hoffmann, 2004; Flatt i Heyland, 2011).
Sli¢no, ulaganje u resurse u jednoj fazi razvi¢a moZze predstavljati ogranicenje za druge
faze. Tako na primer, trade-off moze da se javi izmedu ulaganja u juvenilni rast i adultni
fekunditet. Medusobna ogranicenja su obi¢no opisana negativnim fenotipskim ili
genetickim korelacijama izmedu dve ili viSe fitnes komponenti medu jedinkama u
populaciji. Geneticka korelacija postoji u slucaju da su osobine odredene istim skupom
gena, pa selekcija jedne osobine rezultira odgovaraju¢om promenom u drugoj, a na

genetickom nivou ova medusobna ograniCenja su posledica alela sa antagonisti¢kim
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plejotropnim efektima ili neravnoteze vezanosti (eng. linkage disequilibrium) izmedu
lokusa. Siroko je prihvaceno da je veéina adaptacija povezana sa ograni¢enjima, a na
nivou populacije je ocekivano da ¢e ograniCenja prouzrokovati negativne geneticke
korelacije 1 kovarijanse medu osobinama koje su povezane sa adaptivnom vrednoscu, i
koje su ukljucene u trade-off, mada neke situacije 1 neke osobine izazvaju i pozitivne
korelacije. Tako je za Sevenster i van Alphen (1993) model Zivotne istorije od sustinske
vaznosti pozitivna korelacija izmedu duzine preadultnog razvi¢a i1 otpornosti na
gladovanje. Neki od najboljih dokaza za geneticku osnovu medusobnih ogranicenja su
dobijeni na Drosophila, vestatCkom selekcijom i eksperimentalnom evolucijom (Flatt i
Schmidt, 2009; Flatt, 2011). U mnogim studijama su utvrdene negativne korelacije
izmedu ranog fekunditeta 1 duzine Zivota adulta, kao i1 izmedu ranog 1 kasnog
fekunditeta, dok su pozitivne korelacije uocene izmedu duzine razvica i veliCine tela,
kao i izmedu duzine razvica ili veli¢ine tela, 1 ranog fekunditeta (npr. Reznick, 1985;
Partridge i sar., 1987; Stearns, 1989; Sgro i Partridge, 1999; Roff, 2002; Partridge i sar.,
2005). Ove geneticke korelacije mogu oteZati adaptaciju na nove uslove sredine kada je
selekcija jedne osobine u suprotnosti sa selekcijom za druge osobine. Stoga je za

razumevanje obrazaca u adaptaciji vazno znati pravac i veli¢inu tih korelacija.

Eksperimentalna evolucija pruza mnostvo dokaza za Siroko rasprostranjenje
prisustva preraspodele resursa i uzajamnih ogranicenja, kao i uvid u njihove mehanizme
odrzavanja u specifiénim slucajevima (npr. Fry, 2003; Roff i Fairbairn, 2007, 2012;
Kellermann 1 sar., 2013). Neka ograni¢enja, uocena kod mnogih Zivotinjskih vrsta, su
prili¢no dobro proucena, kao §to je slu€aj sa reproduktivnim ulaganjem koji se ogleda u
vidu slabijeg prezivljavanja ili smanjenog somatskog rasta, 1 buduce reprodukcije (npr.
Lenski, 1988; Snow i Whigham, 1989; Tessier i sar., 2000; Shefferson i sar., 2003;
Kraus i sar., 2013; Haeler i sar., 2014). Reproduktivno ulaganje predstavlja opste
da bude optimizovan u odnosu na ostale osobine uzajamnim ogranic¢avanjem, kako bi se
omogucila budu¢a reprodukcija i samim tim, postigao optimalni fitnes. Primer
uzajamnog ogranic¢enja je i selekcija na Drosophila melanogaster za odlozeno, kasnije
starenje 1 produzeni zivotni vek, ¢ija je cena slabiji rani fekunditet (Rose, 1984), a
rezultati ovog 1 nekoliko slicnih eksperimenta su od kljuénog znacaja u Sirem

prihvatanju evolutivnih objaSnjenja starenja.
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Mnogobrojne informacije o genetickoj osnovi sloZenih osobina kao S$to su
komponente adaptivne vrednosti, kao i o obrascima geneticke divergencije u odredenim
sredinama dobijene su na jedinkama razli¢itih vrsta roda Drosophila. Evolucioni
odgovori organizama u pogledu komponenti adaptivne vrednosti su oc¢ekivani u slucaju
bilo kog faktora zivotne sredine sa intenzitetom koji je izvan granica tolerancije
organizma, i koji specifi¢no deluje na osobine adaptivne vrednosti, kao Sto su trajanje
razvica, stepen prezivljavanja ili reprodukcija (Michod, 1979; Stearns, 1992). Studije o
uticaju sredinskih faktora na adaptivnu vrednost mogu pruziti i uvid u mehanizam kojim
selekcija produkuje evolucionu divergenciju unutar populacija Drosophila, ali i Sire, u

kontekstu drugih vrsta.

Preko adaptivne vrednosti definiSu se 1 nepovoljni sredinski uslovi kao oni koji
dovode do ostre redukcije adaptivne vrednosti populacija tj. koji utiu na drasti¢nu
redukciju reprodukcije i prezivljavanja, a takvi sredinski uslovi se mogu oznaciti i kao
stresni (Sibly 1 Calow, 1989; Koehn i Bayne, 1989). Opadanje prose¢ne adaptivne
vrednosti moze da vodi daljoj redukciji u brojnosti ka nivoima koji su ispod odrzivog,
Sto populaciju dalje vodi ka izumiranju. Duzina trajanja tih uslova dovodi i do

nepovratnog ostecenja populacije (Hoffmann 1 Hercus, 2000).
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Veli€ina i oblik krila Drosophila kao indikatori promene sredinskih uslova

Krila Drosophila predstavljaju proveren i Cesto koriséen fenotipski model za
geneticke 1 evolucione analize veli¢ine 1 oblika, jer je oblik krila evoluciono stabilan, a
sama krila su u sustini dvodimenzionalne strukture koje se relativno lako i brzo mere.

Razvice krila razlicitih vrsta iz roda Drosophila je dobro prouceno, a polozaj
vena na krilima je visoko konzervativna osobina (Houle i sar., 2003; Blair, 2007).
Razvi¢e krila kod Drosophila pocinje u ranom larvalnom stadijumu u celijama
imaginalnog diska krila, nastavlja se tokom stadijuma lutke i traje sve do finalnih
modifikacija odmah nakon izleganja adulta (Johnson i Milner, 1987; de Celis, 2003;
Kiger i sar., 2007). Rastu¢i imaginalni disk krila nastaje kao mozaik od centara
proliferusuc¢ih ¢elija, smeStenih u anteriornom, posteriornom, dorzalnom 1 ventralnom
delu krila, kao glavnim delovima krila (Gonzales-Gaitan i sar., 1994). Ovi centri
proliferacija su ograniCeni pozicijom primordijlnih vena na oblasti koje ¢e dati
meduvenske regione na krilu odraslih jedinki. Pozicija primordijalnih vena je regulisana
ekspresijom provenskih gena u okolnim ¢elijama imaginalnog diska, mada je regulacija
odnosa izmedu gena eksprimiranih u primordijalnim venama i meduvenskim oblastima
nepoznata (Lecuit 1 sar., 1996; Nellen 1 sar., 1996; Bier, 2000). Pretpostavlja se da bi u
slu¢aju postojanja adekvatne geneticke varijabilnosti gena uklju¢enih u formiranje vena,
to bio jedan od puteva kojim bi se modulirala relativna veli¢ina 1 polozaj delova krila, a
posledica toga bi bila promena u veli€ini /ili obliku krila. Konaéni oblik i veli¢ina krila
Drosophila su rezultat tesne koordinacije izmedu celijske proliferacije, apoptoze,
raspodele ¢elija, 1 mitotiCke orijentacije (de Celis, 2003; Palsson 1 Gibson, 2004; Baena-
Lopez i sar., 2005; Dworkin 1 sar., 2005; Dworkin 1 Gibson, 2006). Promena obrasca
rasta krila je izgleda veoma ogranicena (Guerra i sar., 1997; Pezzoli i sar., 1997; Moreto
1 sar., 1998; Klingenberg i Zaklan, 2000), Sto bi moglo da bude posledica homeostatske
organizacije genetiCkog sistema ili nefleksibilnosti razvojnog puta. Nefleksibilnost u
razvojnim putevima moze biti rezultat prirodne selekcije 1 moze da dovede do visoke
kanalisanosti veli¢ine 1 oblika krila, jer je funkcija krila usko povezana sa
prezivljavanjem, a samim tim i sa fitnesom (Gilchrist i sar., 2000).

Poznato je da su neke komponente oblika krila Drosophila regulisane u velikoj
meri nezavisno od veli¢ine krila (Weber 1 sar., 1999, 2001; Zimmerman 1 sar., 2000;

Gilchrist 1 Partridge, 2001; Carreira i sar., 2011), §to ukazuje na to da postoji znatna
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aditivna geneticka varijansa za veli¢inu i oblik krila u populacijama Drosophila, uprkos
razvojnim ograni¢enjima u formiranju krila. Veli¢ina krila ima nize vrednosti za
heritabilnost u odnosu na vrednosti za heritabilnost oblika krila, Sto implicira da je u
slucaju veli¢ine krila uceS¢e geneticke varijanse u celokupnoj fenotipskoj varijansi
takode malo, a uticaj faktora spoljasnje sredine koji se ispoljava delovanjem direkcione
selekcije velik (Bitner-Mathé i Klaczko, 1999; Moraes i sar., 2004; Breuker i sar.,
2006). Nasuprot veli¢ini krila, varijabilnost oblika krila je visoko heritabilna, a time i
manje podlozna promenama faktora spoljasnje sredine, $to potvrduje i odsustvo klinalne
distribucije oblika krila u populacijama vrsta Drosophila (Weber i sar., 1999, 2001;
Gilchrist 1 Partridge, 2001; Santos i sar., 2004). Identifikovan je veliki broj genskih
lokusa, oko 150 u genomu D. melanogaster (Méarquez 1 sar., 2013) koji imaju znacajan i
uglavnom aditivni efektat u determinaciji oblika krila, kao 1 manji plejotropni efekat na
fitnes (Weber i sar., 1999, 2001; Zimmerman i sar., 2000; Carreira i sar., 2011). Smatra
se da ovi geni nisu u vezi sa genima koji determiniSu veli¢inu krila, ali da pored
ispoljavanja plejotropnog dejstva stupaju u epistatiCke interakcije sa genima
odgovornim za razvoj vena na krilima (Bitner-Math¢ 1 Klaczko, 1999; Birdsall 1 sar.,

2000; Dworkin i Gibson, 2006).

Veli¢ina krila je pozitivno korelisana sa veli¢inom tela u celini (Robertson i
Reeve, 1952; Robertson, 1959; Misra i Reeve, 1964; Wilkinson i sar., 1990; Partridge 1
sar., 1994, 1999; Huey i sar., 2000; Calboli 1 sar., 2003; David i sar., 2005, 2006), i kao
takva je povezana sa brojnim fitnes komponentama (Reeve i sar., 2000; Trotta i sar.,
2007). Oblik krila se moze povezati sa sposobnoscu letenja, pa i oblik krila moze takode
imati uticaja na fitnes (Cavicchi 1 sar., 1991; Koéliker-Ott 1 sar., 2003). Oblik krila je
odgovoran 1 za stvaranje zvuka, specifi¢nih signala karakteristicnih za vrste za
prepoznavanje i komunikaciju jedinki, posebno bitnih u ritualima parenja (Birdsall i
sar., 2000). Zbog toga se smatra da je odrzavanje 1 distribucija fenotipova po obliku
krila rezultat balansa izmedu seksualne 1 ostalih vidova prirodne selekcije, ali da 1 uticaj
genetickog drifta nije zanemarljiv (Gilchrist 1 sar., 2000; Santos 1 sar., 2004). lako je
kod vecine vrsta roda Drosophila utvrdena pozitivna korelacija veli¢ine krila (ili tela) 1
uspesnosti u parenju, kod vrste Drosophila subobscura krila ne predstavljaju osobinu
koja je pod dejstvom seksualno selekcije (Monclus 1 Prevosti, 1971; Steele, 1986; Steele
1 Partridge, 1988).
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Istrazivanja geometrijsko-morfometrijskih komponenti krila imaju znacaja i u
proucavanju adaptivnih procesa u evoluciji razliitih vrsta roda Drosophila (Trotta i
sar., 2007, 2011; Soto i sar., 2008; McGuigan 1 Blows, 2013), kao i kod vrste
Drosophila subobscura (Huey 1 sar., 2000; Gilchrist i Huey, 2004; Santos 1 sar., 2004,
2005; Kurbalija Novici¢ i sar., 2012). Tako je pokazano da adaptacija na laboratorijske
uslove (Cavicchi i sar, 1985, 1991; Weber, 1990; Santos i sar., 2004, 2005), prirodna
selekcija (Bitner-Mathe 1 sar., 1995; Bitner-Mathe 1 Klaczko, 1999; Gilchrist 1 sar.,
2000), 1 vestacka selekcija (Weber, 1990, 1992; Guerra i sar., 1997) mogu da dovedu do
promena u veli¢ini i obliku krila. Brz morfoloski odgovor u velic¢ini krila uocen je kod
D. subobscura introdukovane iz Evrope u Severnu Ameriku, ve¢ nakon dve decenije
posle introdukcije (Huey 1 sar., 2000). Stopa uofene morfoloske evolucije je veoma
visoka, ¢ak i u odnosu na stope izmerene u lokalnim populacijama. Formirane
geografske kline u Severnoj Americi ponavljaju klinalne obrasce prisutne kod predackih
populacija u Evropi, gde se sa porastom geografske Sirine povecava i duzina krila, ali su
ove promene postignute produZenjem razli¢itih delova krila. Tako je pokazano da je
brza morfoloska evolucija klinalne varijacije za veli¢inu krila postignuta kroz analogne,
a ne homologne promene u relativnoj duzini razli¢itih sekcija krila (Gilchrist i sar.,
2000; Gilchrist 1 Huey, 2004). Pobrojani rezultati pokazuju da promene srednjih
vrednosti, varijansi 1 razvojne varijabilnosti krila Drosophila predstavljaju dobar model
za istraZivanje uticaja razlicitih sredinskih faktora na razvojne puteve morfologije krila

tokom procesa razvica.
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Elektromagnetna polja - osnovne karakteristike i izvori

Zivot na Zemlji odvija se u uslovima neprekidnog prisustva elektromagnetnih
polja, a izvori ovih polja mogu biti razli¢iti i brojni, jer se elektromagnetna polja
javljaju kao prirodne pojave i kao posledica ljudske delatnosti. Bez obzira na njihovo
poreklo, izvori svih EMP su elementarne naelektrisane Cestice, protoni i elektroni. Oko
naelektrisanih Cestica koje miruju nastaju elektricna polja, a oko tih Cestica kada se
krecu stvaraju se magnetna polja. Oscilovanje naelektrisanja u nekom izvoru izaziva u
okolnom prostoru ritmi¢nu promenu magnetnog i elektricnog polja, jer naelektrisanja
koja se krecu u prostoru stvaraju oko sebe vremenski promenjivo elektri¢no polje koje
je uvek praceno i vremenski promenjivim magnetnim poljem (Faradejev zakon
elektromagnetne indukcije), a vazi 1 obrnuto (Maksvelova opSta teorija
elektromagnetnog polja). Shodno tome, vremenski promenjivo elektri¢cno i magnetno
polje uvek postoje jednovremeno i predstavljaju jedinstveno elektromagnetno polje, ¢ije
se kretanje naziva elektromagnetni talas. Ove dve komponente elektromagnetnog talasa

osciluju u fazi normalno jedna na drugu i1 upravno na pravac prostiranja energije (Slika

1.3).
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Slika 1.3. Prostiranje elektromagnetnog talasa
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Osnovne veli¢ine koje definiSu EMP i njihove medunarodne (SI) jedinice su
prikazane u Tabeli 1.1., i to su: magnetna indukcija, tj. gustina magnetnog fluksa B,
intenzitet (jaCina) magnetnog polja H, magnetni fluks ® i magnetna permeabilnost, tj.
magnetno svojstvo materijala p. Magnetna permeabilnost je odredena svojstvima

sredine 1 za veéinu bioloskih materijala priblizno je jednaka vrednosti magnetne

permeabilnosti vakuuma (jo): o =4 x Tx 10~ (H/m).

Tabela 1.1. Veli¢ine koje opisuju EMP i njihove jedinice po medunarodnom sistemu
(SI) jedinica

Velic¢ina Oznaka Sl jedinica Simbol

Intenzitet elektricnog polja Volt/metar V/m

E

Intenzitet magnetnog polja H Amper/metar A/m
Magnetna indukcija (gustina magnetnog fluksa) B Tesla * T
Magnetni fluks ) Veber Wb
Frekvencija 1% Herc Hz
Magnetna permeabilnost M Henri/metar H/m
Dielektricna konstanta € Faradej/metar F/m
Magnetna permeabilnost vakuma Ho Ho=12,57 X 107"

Dielektri¢na konstanta u vakumu € €,=8,854x10"?

* u literaturi se ¢esto moZe nadi i jedinica Gaus: 1 G = 10* T, odnosno 1 G = 100 pT

Medusobni odnosi ovih veli¢ina su dati u relacijama:
B=pH
i ® =SB

gde je za vecinu bioloskog materijala p = po.

Brzina prostiranja elektromagnetnog talasa i njegova frekvencija su povezane

slede¢om relacijom:

v=c/A

pri ¢emu je:
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v - frekvencija variranja elektricnog i magnetnog polja, a definiSe se kao broj
promena u jedinici vremena, odnosno kao broj punih talasa u sekundi, sa
jedinicom Herc (Hz);

¢ - brzina svetlosti, ¢ = 3% 10® m/s

A - talasna duzina elektromagnetnog talasa, tj. najkrace rastojanje izmedu dve tacke

koje su u istoj fazi oscilovanja dva uzastopna talasa.

Talasna duzina elektromagnetnih talasa ekstremno niske frekvencije je veoma
velika, pa tako elektromagnetni talas frekvencije od 50 Hz ima talasnu duzinu priblizno
6000 km, dok je talasna duzina elektromagnetnih talasa vidljivog dela
elektromagnetnog spektra od 400 do 780 nm.

EMP se prostiru kroz prostor u vidu elektromagnetnog zracenja, koja obuhvataju
vrlo S§iroko podruéje u pogledu talasnih duzina. Ceo opseg talasnih duzina
elektromagnetnog zraenja naziva se elektromagnetni spektar i obuhvata zrafenja
ekstremno niskih frekvencija (ENF, do 300 Hz), veoma niskih frekvencija (VNF, od
300 do 3000 Hz), niskih (NF, 30x10” do 300x10° Hz), srednjih (SF, 300x10° do 3x10°
Hz), visokih (VE, 3x10° do 30x10° Hz), veoma visokih (VVF, 30x10° do 300x10° Hz),
ultra visokih frekvencija (UVF, 300x10° do 3x10° Hz), mikrotalasna zratenja (MT,
3x10° do 300x10° Hz), infra-crveno (IC, 300x10° do 300x10'? Hz), vidljivi deo spektra
(300x10"* do 3x10'" Hz), ultra-violetno (UV, 3x10" do 30x10'" Hz), X-zracenje
(30x10" do 30x10" Hz) i gama zradenje (y, 30x10' do 300x10' Hz) (sl.1.4.).

Medutim, iako postoji ovakva podela, elektromagnetni spektar je kontinualan.

Spektar zratenja EMP prikazan je na Slici 1.4. IstraZeni opseg elektromagnetnih
talasa obuhvata podrugje talasnih duzina od 10’ do 10™* cm i frekvencije od 0 do 10**
Hz, i veé¢ih frekvencija od 10** Hz za kosmicka zratenja. Konstantna magnetna polja

imaju frekvenciju od 0 Hz, 1 talasnu duZinu koja tezi beskonacnosti.
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Slika 1.4. Spektar elektromagnetnog zracenja

U delu spektra elektromagnetnog zracenja sa frekvencijom iznad 100 kHz, efekti
elektri¢nih 1 magnetnih polja se obi¢no posmatraju zajedno kao elektromagnetna polja i
u skladu sa osnovnom Maksvelovom jednacinom propagirajuceg polja, ali u delu
spektra sa frekvencijom ispod 100 kHz, elektricna i magnetna polja nisu obavezno
normalna jedna u odnosu na drugu i ne ponasaju kao talasi, zbog fega se mogu

posmatrati posebno, kao odvojena, vremenski sporo - varirajuca polja.

Sva zraCenja elektromagnetnog spektra su iste prirode, pa imaju istu brzinu
prostiranja koja odgovara brzini svetlosti, ali sa poveéanjem frekvencije
elektromagnetnog talasa se povecava i energija emitujuceg zracenja. Tacan odnos je
opisan Plankovom relacijom, E = h v, gde je h Plankova konstanta: 6.624 x 10™* Jsec,

a v frekvencija talasa u hercima (Hz). Energija se izrazava u dzulima (J) ili elektron-

Voltima (e?), gde je 1 J=6.24 x 10'® eV

Na osnovu energije koju nosi elektromagnetni talas, spektar zratenja EMP se
moze podeliti na jonizujuéa i nejonizujuca zracenja. Elektromagnetni talasi veoma
velike energije oznaceni su i kao jonizujuca zracenja jer imaju energiju zrac¢enja koja u
interakciji sa materijom moze da prouzrokuju promene na nivou atoma i molekula
izazivajuéi jonizaciju okolnih medijuma. U joniziraju¢a zrafenja spadaju: y 1 x zraci,
kao 1 deo ultraviolentnog zracenja sa frekvencijom ve¢om od 3x10"° Hz i talasnom
duzinom manjom od 107 m. Ostali oblici elektromagnetnih talasa imaju energiju fotona

manju od 12,4 eV, §to nije dovoljno da izazove stvaranje slobodnih radikala, pa se Cesto
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nazivaju 1 nejonizujuca zraCenja. U nejonizujuéa zracenja ubrajaju se: deo
ultraljubi¢astog (UV) zratenja sa frekvencijom manjom od 3x10" Hz, vidljivi deo
spektra, infra-crveno zraCenje, radiofrekventno 1 mikrotalasno zraCenje, i
elektromagnetna polja frekvencije ispod 3x10° Hz. U nejonizujuéa zradenja, iz
prakticnih razloga se ukljucuju i elektrostaticna i magnetnostaticna polja, kao i

mehanicki ultrazvucni talasi, zbog njihovog uticaja na zivu materiju.

Do pocetka XX veka zivi svet je bio izlozen samo prirodnim EMP, na koje su se
organizmi prilagodili tokom svoje evolucije. Teslinim pronalaskom naizmeni¢nih struja
prakti¢no je reSeno dobijanje, prenosSenje i koris¢enje naizmenicne struje u industriji i
svim vidovima Zzivota, ali je time zivi svet izloZzen daleko vecem intenzitetu EMP,

razli¢itih frekvencija 1 amplituda koja poti¢u od sve brojnijih vestackih izvora.

Prirodni izvori EMP nejonizujuceg zracenja

Prirodne izvore EMP nejonizujuceg zrafenja predstavljaju elektricna i magnetna
polja koje stvara Zemlja svojim magnetizmom, aktivnost Sunca, atmosferska praznjenja
(staticki elektricitet, munje), kao 1 zraenja iz svemira (nove i supernove, sinhrotrona
polja, radio galaksije, 1 dr). Prirodna nejonizuju¢éa EMP su slabog intenziteta, 1 to su
staticka ili veoma sporovariraju¢a polja. Prirodni fenomeni, kao §to su oluje 1 solarna
aktivnost proizvode vremenski promenljivo EMP u opsegu ekstremno niske frekvencije.
Ova EMP su generalno male indukcije, priblizno oko 0,1 pT. Medutim, tokom
intenzivnih magnetnih bura intenzitet ovih polja se pojacava za 10 1 viSe puta, 1 dostize 1
do 1 uT za nekoliko minuta, mada su ovakve brze promene dosta retke 1 u korelaciji su

sa solarnim ciklusom.

Prirodno EMP Zemlje poti¢e pre svega od naelektrisanja Zemlje i njenog
omotaca, 1 procesa vezanih za ta naelektrisanja. JaCina elektromagnetnog polja Zemlje
nije konstantna, zavisi od prirodnih procesa koji se odvijaju u njenoj unutrasnjosti, na
povrsini i u okolnom prostoru, pre svega od atmosferskog elektriciteta, radio-emisija

Sunca i1 kosmosa. Ovi faktori su promenljivi, a njihova kolebanja zavise od brojnih
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Cinilaca, pa tako na primer na jacinu prirodnog elektromagnetnog polja Zemlje utice i
spektar radioemisija kosmosa koji je ujednaceniji, ali i spektar radioemisija sa Sunca,
koji zavisi od ucestalosti i ja¢ine Suncevih protuberanci i pega. I pored toga, promene u
variranju jacine geomagnetnog polja se najceS¢e odigravaju tokom duzeg perioda

vremena, pa se zato ono posmatra kao staticko polje.

Zemljino EMP je primarno dipolarno, ali polovi ne odgovaraju geografskom
severnom 1 juznom polu. Od pocetka XIX veka, Zemljin magnetni severni pol se
pomerio ka severu za vise od 1.100 kilometara, a stopa pomeranja je povec¢ana na oko
64 km godisnje, trenutno, u poredenju sa 16 km godisnje koliko je procenjeno da je
iznosila u XX veku. Horizontalna komponenta prirodnog geomagnetnog polja je
maksimalna na Ekvatoru i iznosi oko 28 A/m, §to odgovara magnetnoj indukciji od 35
uT u vazduhu, dok na magnetnim polovima ova komponenta polja iznosi svega
nekoliko A/m, $to zavisi od kretanja elektri¢ne struje pod zemljinom korom. Vertikalna
komponenta je najizrazenija na magnetnim polovima (48 - 56 A/m, ili 70 puT) i opada ka
Ekvatoru, gde je skoro jednaka nuli. Magnetna indukcija Zemljinog magnetnog polja je
relativno konstantna i1 kreée se od 20 do 50 uT, ali se menja u velikim vremenskim
razmacima, a opada za 20 nT godiSnje. Postoje magnetski mirni i magnetski aktivni
dani, $to zavisi od suneve i meseceve aktivnosti (Deno i1 Carpenter, 1994). Srednja
vrednost jacine prirodnog elektricnog polja pri vedrom vremenu iznosi oko 130 V/m, a
zavisi od vremenskih prilika, doba dana, nadmorske sredine i sezone, tako da zimi
dostize nivo od 150 - 200 V/m, tokom leta je prosecna ja¢ina polja 100 - 120 V/m, au
toku atmosferskih padavina i grmljavina, ja¢ina elektricnog polja moze da iznosi i 3 - 20
KV/m. Do promena prirodnih polja dolazi u vreme neposredno pre zemljotresa 1 u

vreme promena na Suncu.

Od svog nastanka Zivot na Zemlji se odvijao u prisustvu prirodnih EMP koja su
relativno jednostavna i poti¢u od malobrojnih emitera elektromagnetne energije. Ziva
bica su se prilagodila ovom konstantnom sredinskom faktoru, a mnogi koriste prirodna
EMP u regulaciji brojnih bioloskih sistema kao Sto su cirkadijalni ritam, vizuelni
sistemi, sistemi za orjentaciju, navigaciju, migraciju. Pokazano je da Zemljino EMP ima
ulogu u kompleksnim ponasajnim odgovorima kod razlicitih vrsta insekata (Kirschvink

isar., 1981; Wiltschko 1 Wiltschko, 1995; Hsu i sar., 2007; Dommer 1 sar., 2008; Y oshii
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i sar., 2009; Paz i sar., 2012; Fedele i sar., 2014). Pokazano je da je D. melanogaster
sposobna da odgovari na slaba EMP ENF, sli¢ne jacine kao geomagnetno polje (Picton,
1966), a za medonosne pcele da su u stanju da detektuju variranja u intenzitetu
magnetnih polja od samo 26 nT, odnosno promene u jacini geomegnetnog polja od oko

0,6% (Walker i Bitterman, 1989).

Vestacki izvori EMP

Pored prirodnih, danas je zivi svet u vecoj meri izloZzen nejonizuju¢im EMP
poreklom od izvora koje je stvorio covek. Intenzitet ovih polja je daleko ve¢i u odnosu
na polja prirodnog porekla, a tu spadaju najve¢im delom EMP mrezne frekvencije (50-
60 Hz), polja koji poti¢u od sredstava masovnih (RTV predajnici, 100-500 MHz) i
mobilnih komunikacija (800-900 MHz i 1800-2200 MHz) (S/ika 1.5.). Ljudi su izlozeni
ovim razli¢itim nejonizuju¢éim EMP usled primene novih tehnologija, a najcesca
izloZzenost elektromagnetnim poljima antropogenog porekla javlja se prilikom

koriS¢enja zracenja u medicinskim, industrijskim i vojnim aktivnostima.
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Slika 1.5. Primeri vestackih izvora EMP u okviru odredenog dela elektromagnetnog
spektra, ukljucujuci fekvenciju od 50 Hz u ENF delu spektra, koja se koristi za
distiribuciju elektricne energije, radiofrekvenciju - deo od 30 do 300 GHz koji se koristi
za radio i TV emitovanje, i za mobilnu telefoniju, X-zracenje u medicinskoj dijagnostici,
gama  zracenje u  terapiji  kancera  (http:/www.gsma.com/publicpolicy/wp-
content/uploads/2012/04/electromagneticspectrum.gif)
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Danas se zna da nije zanemarljiv ni procenat prosecne godiSnje izlozenosti
zracenju koje poti¢e od aparata u domacinstvu, kao i od elektromagnetnih polja iz
okruzenja koja potic¢u od radara, baznih stanica mobilne telefonije, radio i televizijskih
predajnika, Wi-Fi mreza, dalekovoda visokog napona, transformatora, i drugih izvora.
Samo u poslednjih 20-25 godina, izlozenost EMP u radiofrekventnom opsegu je porasla
nekoliko hiljada puta, zbog masovne upotrebe bezi¢nih sistema. To daje dodatnu
kompleksnost, jer se u realnosti ove dve kategorije EMP obi¢no meSaju u urbanoj
sredini, pa novije studije istrazuju interakcije EMP ENF i RF na zive organizme
(Murbah i sar., 2012). Takode se i brojnost izvora EMP kojima su ziva biéa izlozena
progresivno povecava, i to u opsegu frekvencija od 0 do nekoliko stotina GHz, a
posebno 30 — 300 Hz, ¢ime se stvara tzv. elektromagnetni smog (Anderson i Kaune,
1989). Pokazano je da elektromagnetni smog predstavlja ometajuci i Stetni faktor za Zivi
svet, pre svega insekte i ptice (Balmori, 2014). Elektromagnetni smog u frekventnom
opsegu od 50 kHz do 5 MHz naruSava magnetni kompas i orjentaciju kod ptica selica
(Engels 1 sar., 2014), dok migratorne ribe koje koriste geomagnetno polje kao orjentir,
prilikom prolaska kroz EMP koje proizvode kablovi podmornica, privremeno menjaju

svoj pravac kretanja (Gill i sar., 2012).

Elektromagnetna polja ekstremno niske frekvencije (EMP ENF), obuhvataju
polja frekvencije do 300 Hz, 1 u njih spadaju sva polja koja stvaraju elektri¢ni uredaji,
ukljucujuéi 1 aparate u domacinstvu, zatim polja oko elektro-energetskih instalacija i
osvetljenja, 1 oko elektri¢nih postrojenja. Jaka izlozenost EMP ENF moZe da se desi
samo u blizini visokovoltaznih elektri¢nih vodova, u blizini generatora, transformatora,
podzemnih 1 nadzemnih kablova, kao i u blizini velikih elektriénih masina u nekim
profesionalnim okruZenjima. U njihovoj blizini ponekad se produkuju vrlo jaka polja
indukecije, koja sa udaljenjem od izvora primetno slabe. Prosecne vrednosti polja kojima
su ljudi svakodnevno izloZeni se krecu od 5-50 V/m za elektricna polja 1 0.01-0.2 uT za
magnetna polja, dok se znacajno visa izlozenost deSava samo u kra¢im vremenskim
periodima u velikoj blizini nekih kuénih aparata, Sto je prikazano u Tabeli 1.2. (IARC
Monograph, 2002). Od 2002. godine EMP ENF su, prema medunarodnoj agenciji za

istrazivanje kancera klasifikovana kao moguci kancerogen (IARC, 2002).
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Tabela 1.2. Vrednosti magnetnog polja za razlicite elektri¢ne aparate u domacinstvu

TIP ELEKTRIENOG Vrednosti magnetnog polja (UT) na odredenim distancama od povrsine aparata

APARATA N 5cm SD 50 cm SD 100 cm SD
televizor 73 2,69 1,08 0,26 0,11 0,07 0,04
ketler 49 2,82 1,51 0,05 0,06 0,01 0,02
usisivac 42 39,53 74,58 0,78 0,74 0,16 0,12
fen 39 17,44 15,56 0,12 0,10 0,02 0,02
mikrotalasna rerna 34 27,25 16,74 1,66 0,63 0,37 0,14
masina za pranje vesa 34 7,73 7,03 0,96 0,56 0,27 0,14
pegla 33 1,84 1,21 0,03 0,02 0,01 0,00
radio-budilnik 32 2,34 1,96 0,05 0,05 0,01 0,01
frizider ili zamrzivac 23 0,21 0,14 0,05 0,03 0,02 0,01
radio 23 3,00 3,26 0,06 0,04 0,01 0,01
masina za pranje sudova 13 5,93 4,99 0,80 0,46 0,13 0,13
_ rerma 13 1,79 0,89 0,39 0,23 0,13 0,09
masina za susenje
vesa 7 3,93 5,45 0,34 0,42 0,10 0,10
kompjuter 6 1,82 1,96 0,14 0,07 0,04 0,02
elektricni brijac 1 164,75 - 0,84 - 0,12 -

N - ukupan broj merenja, SD - standardna devijacija
Podaci preuzeti iz monografije medunarodne agencije za istraZivanje kancera (IARC, 2002).
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Bioloski efekti EMP frekvencije 50/60 Hz

Elektromagnetna polja ekstremno niske frekvencije (EMP ENF) od 50/60 Hz
predstavljaju EMP koja se kao sredinski faktor svakodnevno sre¢u u savremenom
drustvu, posto frekvencija od 50 Hz u Evropi i 60 Hz u Americi sluzi za distribuciju
elektricne energije, i1 svi elektri¢ni aparati su prikljuceni na ovu mreznu frekvenciju.
Izucavanje efekata EMP ENF ima relativno dugu istoriju, poSto prvi rezulati o njihovom
uticaju poticu jos iz 1960-tih, pracenjem radnika koji su profesionalno bili izloZeni
uticaju EMP ENF polja. Interesovanje za bioloske efekte EMP ENF je sve vece, pre
svega zbog mogucih posledica po zdravlje ljudi usled svakodnevne i hroni¢ne
izlozenosti. Strucnjaci iz ove oblasti se slazu da izlozenost visokim dozama EMP ENF
izaziva Stetne posledice po zdravlje, ali se njihovi stavovi razlikuju po pitanju da li su
efekti EMP na nivoima koja su obi¢no prisutna u svakodnevnom okruzenju, takode
Stetna. Izrazene nedoumice se ne odnose samo na moguée posledice po zdravlje, vec¢ i

na mehanizme pomocu kojih se ti efekti javljaju.

Bioloski efekti zracenja se mogu sagledati na viSe nivoa, ali se kao jedan od
glavnih podrazumevaju oite¢enja na molekulima DNK. Siroko je prihvaceno da EMP
od 50/60 Hz imaju veoma malu, nejonizuju¢u energiju nedovoljnu da bi direktno
delovala na DNK molekul, a ispitivanja standardnih genotoksi¢nih mehanizama kao
potencijalno odgovornih za manifestacije na kojima se zasniva interakcija EMP ENF sa
bioloSkim sistemima, pokazala su kontradiktorne rezultate. Tako su oSte¢enja na
molekulu DNK (in vitro 1 in vivo) uocCena mikrosatelitskom analizom (Mairs 1 sar.,
2007), testom somatskih mutacija i rekombinacija (Koana 1 sar., 2001), testom razmene
sestrinskih hromatida (Wahab 1 sar., 2007), testom polno vezanih recesivnih letalnih
mutacija (Otaka 1 sar., 1992), mikronuleus testom i testom hromozomskih aberacija
(Erdal 1 sar., 2007), promenom hromatinske konformacije (Sarimov i sar., 2011), komet
testom (npr. Lai 1 Singh, 2004; Paulraj 1 Behari, 2006; Phillips 1 sar, 2009; Villarinia 1
sar., 2013; Mihai 1 sar., 2014). Nasuprot ovim rezultatima, stoje rezultati in vitro
istrazivanja u kojima EMP ENF nisu imala genotoksi¢ni ili mutageni efektat
(Livingston 1 sar., 1991; Scarfi i sar., 1993; Fairbairn i O’Neill, 1994; Ansari i Hei,
2000; Ikehata 1 sar., 2001; Verschaeve i sar., 2011). Ivancsits 1 saradnici (2003 a, b;
2005) su ispitivali efekat EMP od 50 Hz 1 1 mT, u trajanju od 1 do 24 h na razli¢ite
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tipove Celija. Njihovi rezultati pokazuju da genotoksi¢ni efekat EMP ENF zavisi pre
svega od starosti i tipa Celija na koje deluje. Ipak, mehanizam dejstva ovih relativno
slabih EMP na molekul DNK jo$ uvek nije jasan, a teorijski i eksperimentalni rezultati
sugeriSu da EMP ENF deluje na molekul DNK pre svega indirektno, preko drugih
¢elijskih mehanizama, stvarajuéi jednolancane i dvolancane prekide i druge
hromozomske aberacije, uti€u¢i na DNK reparaciju ili izazivajuéi citotoksicni efekat i

¢elijsku smrt.

Fizicki procesi na nivou atoma predstavljaju osnovu za reakcije izmedu EMP
ENF i molekula, posto ova polja uticu i na hemijske veze izmedu susednih atoma, kao i
na energiju i orjentaciju elektrona. Predlozeno je nekoliko hipoteza na osnovu
dosadas$njih rezultata istaraZivanja koja su pokazala da je veliki broj razli¢itih ¢elijskih
komponenti, ¢elijskih procesa i ¢elijskih sistema ukljucen u odgovor na EMP ENF. Ti
sloZzeni odgovori obuhvataju promene u celijskom ciklusu, modifikacije ¢elijskih
membrana, jonskog fluksa, proteinske ekspresije, signalnih puteva, nivoa oksidativnog
stresa 1 povecanje slobodnih radikala u ¢eliji (za opSirnije podatke videti: Santini 1 sar.,
2009; Maes 1 sar., 2012; Consales i sar., 2012). Jedan od predlozenih mehanizama
ukljucuje hiperprodukciju slobodnih radikala kiseonika (ROS) pod uticajen EMP ENF,
posSto je pokazano da izlaganje EMP ENF podize nivo slobodnih radikala u celiji
(Simko 1 sar, 2001; Lupke 1 sar., 2004; Rollwitz 1 sar., 2004; Simko, 2007; Canseven 1
sar., 2008; Eleuteri i sar., 2009). Slobodni radikali su kratkoziveca reaktivna hemijska
jedinjenja (atomi ili molekuli) koja poseduju jedan nespareni elektron, a generiSu se
tokom razli¢itih metaboli¢kih procesa, pre svega u mitohondrijama, ali 1 pod uticajem
nekih spoljasSnjih faktora. Slobodni radikali kiseonika mogu ostetiti celijske
komponente, pre svega lipide membrana i nukleinske kiseline tokom procesa oksidacije,
jer su u stanju da difunduju dovoljno daleko u ¢eliji 1 da direktno interaguju sa DNK
molekulima ili proteinima, §to moZe smanjiti enzimatske i ne-enzimatske antioksidanse,
dovodec¢i do progresivne disfunkcije u ¢eliji, a indirektno do genotoksicnog dogadaja
(Wolf'i sar., 2005; Harakawa i sar., 2005; Valko 1 sar., 2007; Kong i Lin, 2010). Osim
toga, EMP ENF produzavaju vek slobodnih radikala koji su veoma reaktivni i reaguju
sa organskim molekulima, ¢ime nastaju kratkoZive¢i organski radikali koji dalje
generiSu nove hemijske reakcije (Scaiano 1 sar.,1994; Cozens i1 Scaiano, 1993; Roy i

sar., 1995). Takode je pokazano da EMP ENF menjaju sekundarne signalne puteve, kao
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Sto su kalcijumom vodeni signalni procesi, Sto dalje vodi ka drugim fizioloSkim
efektima, pa i kancerogenezi. Jedan od predlozenih mehanizama delovanja EMP je
promena fluksa kalcijumovih jona. Velika koli¢ina kalcijuma koja se nalazi u telu je
smestena u meducelijski prostor, dok je unutar citoplazme niska koncentracija ovog
elementa posto se radom aktivnih membranskih pumpi izbacuje iz ¢elije. Upravo ta
velika razlika u koncentraciji omoguéava njegovu vaznu i aktivhu ulogu u prenosu
informacija. Pokazano je da nakon izlaganja EMP ENF vrlo brzo dolazi do povecanja
nivoa unutarcelijskog kalcijuma (Liburdy i sar., 1993; Lindstrom i sar., 1993;
Loschinger i sar., 1999; Mattsson i sar., 2001; McNamee i sar., 2009; Pilla, 2012; Pall,
2013; Luo i sar., 2014), sto je kriti¢no za njegovu funkciju sekundarnog glasnika. Pored
toga, menja se i oscilatorna aktivnost Ca™ jona (Loschinger i sar., 1999; Zhao i sar.,
2008), sto za posledicu ima, izmedu ostalog menjanje celijske citoskeletne mreze (Lisi i
sar., 2006). Univerzalni intracelularni receptor za Ca®" jone je kalmodulin, i on
posreduje u mnogim procesima koje reguliSu kalcijumovi joni. Jedan vazan primer
kalcijum-signalne kaskade je aktivacija kalmodulin cikli¢ne nukleotidne fosfodiesteraze
koja dalje razgraduje cAMP (cikli¢ni adenozin-monofosfat) i formira neorganski fosfat.
Ova reakcija ukljucuje dva sveprisutna sekundarna intracelularna signalna glasnika,
kalcijum 1 cAMP, ¢ime se utie na kaskadni prenos informacija u signalnoj mrezi, i
kona¢no na aktivaciju ili inhibiranje mnogih enzima, regulaciju ekspresije gena,
metaboli¢ke puteve i fizioloske procese. Pretpostavlja se da EMP ENF utice na ekspresiju
1 aktivnost katalaze, citohrom P450 1 inducibilne azot-oksid sintetaze, kao i na redoks
stanje Gelije i kinetidku aktivnost ovih enzima upravo preko fluksa Ca** jona. Na ovaj
nacin se moZe uspostaviti veza izmedu EMP ENF 1 ¢elijskog metabolizma (Patruno i

sar., 2015).

Rezultati studija na molekularnom nivou pokazuju da celijski odgovor na
delovanje EMP ENF ukljucuje i ekspresiju odredene grupe regulatornih gena i sintezu
specificnih proteina, kao Sto su familije gena za proteine termalnog stresa (eng. heat-
shock proteins, hsp), pre svega hsp70 i transkripcionog faktora hsfl. Celijski odgovor
koji ukljucuje ekspresiju ovih gena i sintezu specificnih proteina je prvi put opisan kao
odgovor na temperaturne promene (Ritossa, 1962), jer ovi proteini Stite Celije 1 ceo
organizam od temperaturnog stresa, ali i od drugih fizi¢kih i hemijskih stresora, npr. od

promena u osmotskom pritisku, pH vrednostima celije, prisustva etanola i jona teSkih
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metala. Hsp proteini funkcioniSu kao molekularni pratioci koji se kratkotrajno i
nekovalentno vezuju za denaturisane proteine i sprovode ih do lizozoma (Chiang i sar.,
1994; Feder i Hofmann, 1999; Mayer 1 Bukau, 2005), ili se vezuju za nativne proteine i
pomazu u uspostavljanju tercijarne strukture nakon vra¢anja u optimalne uslove (Parsell
i Lindquist, 1994). Ovaj ¢elijski odgovor na stres ima protektivau ulogu u slucaju
potencijalno Stetnih stimulusa iz spoljasnje sredine, i deSava se u pojedinacnim
¢elijama, za razliku od odgovora celog organizma na stres koji ukljucuje sekreciju
kortizola 1 adrenalina, €iji je rezultat aktivacija razliCitih sistema u telu. Zbog toga, hsp
proteini sluze i kao hemijski marker stresa na ¢elijskom nivou. Pretpostavlja se da celije
odgovaraju na EMP ENF kao na nespecifiCan stresor (Goodman i Blank, 1998;
Goodman 1 sar., 1994, 2009; Lin i sar., 1998, 1999, 2001; Carmody i sar., 2000;
Tokalov 1 Gutzeit, 2004; Frisch i sar., 2013), ali je pokazano da su celije daleko
senzitivnije na EMP u odnosu na termalni stres (Blank i sar., 1992, 1994). Pretpostavlja
se da su ¢elije daleko senzitivnije na vestacki stvorena EMP u odnosu na druge tipove
stresa koji su od ranije poznati, jer je to relativno novi tip stresa za koje ¢elija nije

razvila zastitne mehanizme.

EMP ENF pokazuju razli¢ite bioloske efekte, koji u nekim uslovima mogu biti 1
pozitivni, stimulativni efekti. Tako su u ispitivanjima efekta EMP od 50 Hz na neuralne
progenitorske Celije zabeleZeni stimulativni efekti u adultnoj neurogenezi, koji bi mogli
da imaju 1 aplikativhu stranu u medicinskoj terapiji neurodegenerativnih oboljenja
(Piacentini i sar., 2008; Podda i sar., 2014; Raus Balind i sar., 2014). Takode su dobijeni
1 rezultati koji potvrduyju da EMP ENF ima ulogu u celijskoj proliferaciji 1
diferencijaciji, pa ova polja mogu da predstavljaju 1 neinvazivnu metodu za proliferaciju
1 diferencijaciju celija, npr. u regeneraciji 1 transplantaciji tkiva i organa, iako
mehanizam koji leZi u osnovi ovog procesa nije do kraja poznat (Pilla i sar., 2011; Yang
1sar., 2010, 2012; Bai 1 sar., 2013). EMP ENF mogu da reguliSu proizvodnju hemokina
1 rast keratinocita, ¢ine¢i ih potencijalnim terapijskim tretmanom za povrede koze
(Vianale i sar., 2008; Patruno i sar., 2010; Manjhi i sar., 2013; Huang 1 sar., 2014).
Pokazano je da EMP ENF sa ili bez dodatnih citostatika, omogucéavaju anti-tumorski
imuni odgovor, inhibiranje rasta tumora i produzavanje vremena prezivljavanja kod
miSeva, kao i nekrozu Celija kancera (Williams 1 sar., 2001; Tofani 1 sar., 2002; Berg,

2005; Berg i sar., 2010; Tatarov i sar., 2010; Hanafy i sar., 2013; Nie i sar., 2013;
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Cameron 1 sar., 2014), Sto pruza mogucnost za uspeSnu, neinvazivnu primenu u
onkologiji.

Eksperimentalno izlaganje c¢elija 1 organizma EMP ENF izaziva razlicite
odgovore koji su Cesto kontradiktorni, jer efekat delovanja ENF EMP na rast i1
metabolizam organizama, bilo inhibitorni, bilo stimulativni, zavisi od kompleksnih veza
izmedu frekvencije, jacine polja, duzine izlaganja, i stanja i tipa ¢elije ili organizma (Sul
1 sar., 2006; Simko6, 2007; Sarimov 1 sar., 2011; Huang i sar., 2014; Bayir i sar. 2015).
Deo razloga za ove razlike lezi u velikim razlikama u metodologiji, eksperimentalnom
dizajnu, izvoru EMP, i/ili tipovima izlozenih celija. Razliciti uslovi sredine mogu
takode da doprinesu i objasne razlike, posto EMP deluju na fizicko-hemijske osobine
vode 1 to razli€ito zavisno od temperature, osvetljenja, itd (Naira 1 sar., 2013). Pored
toga, EMF efekti mogu biti suprotnog smera u zavisnosti od duZine izlaganja (Bae i sar.,
2013), sto dodatno povecava neslaganja dobijenih rezultata.

Najnovija istrazivanja o uticaju EMP ENF na Zivi svet pokazuju da deo razloga
za uocene razlike u odgovorima na delovanje EMP lezi u epigenetickom uticaju ovog
faktora. Poslednjih godina je na osnovu brojnih dokaza postalo jasno da je razvi¢e na
nivou ¢elije 1 organizma delom i pod epigenetickom kontrolom (Kiefer, 2007). Najbolje
proucene nasledne promene u genskoj funkciji koje se deSavaju nezavisno od promena u
primarnoj DNK sekvenci je DNK metilacija, promene u strukturi hromatina histonskim
modifikacijama. Histonske modifikacije u odredenom promotorskom regionu definisu
specificno epigenetsko stanje koje kodira aktiviranje ili utiSavanje gena. Epigenetske
modifikacije su kljucni regulatori vaznih razvojnih dogadaja, ukljuc¢ujuci inaktivaciju X
hromozoma, genomsko utiskivanje, diferenciranje Hox genima, kao 1 u procesima
neurogeneze. Promene u histonskoj modifikaciji i1/ili DNK metilaciji su u osnovi
mnogih dugoro¢nih promena indukovanih transkripcionim faktorima (Kiefer, 2007).

Rezultati Leone 1 saradnika (2014) pokazuju da EMP od 50 Hz i 1 mT
poboljsava proliferaciju 1 neuronsku diferencijaciju hipokampalnih neuralnih stem celija
in vitro epigenetskim mehanizmima regulacije genske ekspresije, pre svega histonskim
modifikacijama u promotorskim regionima. EMP ENF povecava acetilaciju histona 3 na
poziciji lizina 9 (H3K9) 1 fosforilacija transkripcionog faktora CREB (eng. cAMP
response element-binding protein). CREB protein se vezuje za promotorsku sekvencu

neuralnih gena i ima vaznu ulogu u adultnoj neurogenezi i ucenju. Za ove epigenetske
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dogadaje tokom razvoja neurona bitan je kalcijumov signalni put preko voltazno
zavisnih Ca*" kanala.

EMP ENF direktno reguliSe dinamicke epigeneticke promene reprogramiranjem
¢elija 1 ima ulogu u odrzavanju epigeneticke plasticnosti (Baek i sar., 2014). Izlaganje
somatskih ¢elija EMP od 50 Hz i 1 mT dovodi do povecanja reprogramiranja
transformacijom somatskih ¢elija u pluripotentne mati¢ne celije. Proces reprogramiranja
somatskih c¢elija pod uticajem EMP ENF odigrava se indukcijom histonske lizin N-
metil-transferaze MI12, za koju je poznato da doprinosi metilaciji histona 3 na poziciji
lizina 4 (H3K4me3) tokom razvica. EMP od 50 Hz i 1mT povecava nivo MII2, §to je
povezano sa povecanjem hromatinske modifikacije, kao i1 sa aktivacijom genske
ekspresije 1 povecanja transkripcije na nekoliko lokusa odgovornih za pluripotentnost
tokom razvica. Interesantno je da nisu sve Celije pod znacajnim uticajem EMP, ve¢ na
uticaj EMP posebno reaguju ¢elije koje su u procesu razvica i epigenetickih promena.
Pored toga Baek i saradnici (2014) su postavljanjem eksperimenta u prostor bez
vesStackog 1 prirodnog Zemljinog EMP, pokazali da je za epigeneticko reprogramiranje
glavni faktor upravo prisustvo sredinskog EMP. Ovi rezultati otvaraju 1 moguc¢nost da je
za cCelije prirodno Zemljino EMP katalizator bioloskih procesa, za brz i precizan
odgovor kroz epigenetiCke promene na signale iz spoljasnje sredine, kao 1 da EMP ima
fundamentalnu ulogu u uspostavljanju ¢elijskog identiteta ¢elijskim reprogamiranjem.

Pored ovih epigenetickih procesa pod uticajem EMP ENF, indukcija Hsp
proteina prestavlja jo§ jedan mehanizam kojim bi ovaj faktor mogao izazvati
epigeneticke promene. Hsp proteini, pre svega Hsp 90, osim uloge koje imaju u
odgovoru na celijski stres, olakSavaju konformaciju raznolikih proteina u signalnim
putevima tokom razvi¢a, i imaju ulogu u regulaciji hromatinske kondenzacije i genske
ekspresije, ¢ime izazivaju epigeneticke promene (Csermely i sar.,1994; Sollars 1 sar.,
2003; Wang 1 Brock, 2003; Tariq 1 sar., 2009; Gangaraju 1 sar 2011; Khurana i
Bhattacharyya, 2015). Posto EMP ENF uticu na koli¢inu Hsp proteina u ¢eliji, moze se
ocekivati da bi pod uticajem EMP ENF moglo do¢i do promena u konformaciji
hromatina, u regulaciji transkripcije, a time i1 do epigenti¢kih promena, $to je pokazano

za temperatuni stres (Gibert 1 sar., 2007).
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Drosophila kao eksperimentalni model u istrazivanjima uticaja EMP ENF

Jedinke roda Drosophila su dobar model-sistem za ispitivanje razlicitih
odgovora na veliki broj sredinskih 1 genetickih faktora, Sto je posledica generalno male
veli¢ine tela i ektotermne prirode, brzog metabolizma i kratkog Zivotnog ciklusa, kao i
jednostavnog izlaganja velikom broju specifi¢nih sredinskih faktora. Znanja iz genetike
vrsta roda Drosophila, koja su akumulirana u poslednjih sto godina istazivanja, ucinila
su ove musice jedinstvenim eksperimentalnim sistemom u skoro svim aspektima
genetickih istazivanja viSecelijskih eukariota. Geneticka istrazivanja na Drosophila traju
od 1910. godine, kada je Morgan odabrao D. melanogaster za svoja eksperimentalna
proucavanja nasledivanja, da bi na ovoj vrsti, Morgan, Muller, Bridges, Sturtevant i
Dobzhansky, pocetkom XX veka, svojim pionirskim radovima napravili ogromne
pomake u genetici. Ovo je ujedno i prva vrsta ¢iji je genom kompletno mapiran (Adams

i sar., 2000), i predstavlja jedan od najbolje geneticki proucenih organizama koji se kao

model koristi u razli¢itim oblastima biologije, biomedicine, ekologije.

U poslednjih tridesetak godina sprovedene su brojne studije na D. melanogaster
sa ciljem utvrdivanja razli¢itih bioloskih efekta koje izaziva izlaganje EMP ENF.
Rezultati koji su dobijeni u tim studijama su ¢esto oprecni, §to je slucaj 1 sa ispitivanim
genotoksi¢nim efektima pri akutnom 1 hroni€nom izlaganju EMP ENF, u jednoj ili vise
generacija na larvama i adultima D. melanogaster. Tako je blagi porast (ali ne statisticki
znacajan) stope recesivnih letalnih mutacija detektovan posle 13 - 14 dana izlaganja
odraslih muSica EMP ENF od 500 puT 1 5 mT (Otaka 1 sar., 1992), dok je kontinuirano
izlaganje tokom 40 generacija D. melanogaster EMP istih karakteristika dovelo do
znacajne akumulacije mutacija (Kikuchi i sar., 1993). Koana i saradnici (2001) su
pokazali mutageno dejstvo EMP 50 Hz i 20 mT, testom somatskih mutacija i
rekombinacija, a mutacije su izazvane somatskom rekombinacijom 1 terminalnom
delecijom. U in vitro gajenim embrionalnim ¢elijama Drosophila nisu uoceni teratogeni
efekti elektromagnetnih polja od 60 Hz, i 10 uT 1 100 uT (Nguien i sar., 1995). EMP
ENF uti¢e na transkripciju, povecavaju¢i broj transkripata u Celijima Drosophila
melanogaster (Goodman 1 sar., 1992), a poznato je da je abioticki stres povezan sa
promenom ekspresije gena (Kristensen 1 sar., 2006; Cossins 1 sar., 2006; Laayouni 1 sar.,

2007; Roelofs 1 sar., 2008). Kao posledica promena u ekspresiji gena nastaju fizioloske
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promene koje povratno uti€u na otpornost na stres, kao i na komponente adaptivne

vrednosti (Feder i Hofmann, 1999; Silbermann i Tatar 2000; Hercus i sar., 2003).

Efekti EMP ENF su pradeni i na komponentama adaptivne vrednosti D.
melanogaster, pre svega kroz fekunditet 1 prezivljavanje, ali i kroz dinamiku polaganja
jaja 1 duzinu razvica, ali su i ovde dobijeni oprecni rezultati (Ramirez i sar., 1983;
Walter i Carstensten, 1987; Ma i Chu, 1993; Michel i Gutzeit, 1999; Panagopoulos i
Margaritis, 2003). Tako je pokazano da izlaganje jaja D. melanogaster EMP od 100 Hz
11,76 mT, kao 1 EMP od 50 Hz i I mT tokom 48 sati, vodi ka smanjenju polaganja jaja
(Ramirez 1 sar.,, 1983), dok rezultati dobijeni u ponovljenom eksperimentu to
opovrgavaju (Walter i Carstensten, 1987). Kontinuirano izlaganje zenki D.
melanogaster iz roditeljske (P) 1 jedinki iz prve (F1) generacije tokom svih faza razvica
EMP od 50 Hz i 2mT, dovodi do smanjenja broja polozenih jaja, a to smanjenje
ukljucuje 1 naredne generacije koje nisu bile izlozene EMP (Gonet i sar., 2009).
Izlaganje zenki i muzjaka tokom prvih pet dana adultnog zivota, EMP ENF (50 Hz, 7
mT) u kontinuitetu, smanjuje broj poloZenih jaja u proseku za 6,16% u odnosu na
kontrolu (Panagopoulos i Margaritis, 2002). Zenke i muZjaci koji su kontinuirano od
prvog do petog dana starosti proveli u EMP od 50 Hz, jac¢ine 0,1 mT, 1,1 mT 1 2,1 mT,
pokazali su u sve tri EMP grupe redukciju reproduktivnog kapaciteta, mereno brojem
lutki, 1 povecanje fragmentacije DNK u jajima i ovariolama Zenki, u poredenju sa
kontrolnom grupom. Efekat redukcije reproduktivnog kapaciteta je bio veci §to je jaci
intenzitet polja kome su Zenke bile izloZene, mada redukcija nije bila znacajna u grupi
EMP ENF od 0,1 mT (Panagopoulos i sar., 2013). Pokazano je da EMP ENF deluju i na
reproduktivni kapacitet muzjaka Drosophila, ali 1 tu postoji razlika u odgovoru u
odnosu na duzinu izlaganja. Kratkoro¢no izlaganje tokom prva tri dana adultnog Zivota
od 8, 16, 24, 48 1 72 sata u EMP (50 Hz, 3 mT) moze smanjiti reproduktivnu sposobnost
muzjaka, dok dugoro¢na izlozenost polju ovih karakteristika, od jaja do Cetvrtog dana

starosti muzjaka, ne utice na njihovu reproduktivnu sposobnost (Li i sar., 2013).

Duzina razvica je generalno za sve vrste, bitna komponenta adaptivne vrednosti,
relevantna za razvice i fitnes jedinke. Pod uticajem vestatkih EMP ENF duZina razvi¢a
se menja, a ta promena moze da vodi 1 ka skra¢ivanju i ka produzavanju duzine razvica

od jaja do adulta, odnosno ka smanjenom ili povecanom rastu. Ektotermni organizami
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prilagodavaju duzinu razviéa razli¢itim mehanizmima koji podrazumevaju uzajamna
ograniCenja i cenu plasti¢nosti (Gotthard, 2001). Sposobnost organizma da plasti¢no
odovori na variranja zivotne sredine moze biti ograni¢ena cenom odrzavanja plasticnog
odgovora. Indukcija ekspresije gena heat shock proteina pod uticajem EMP ENF
prestavlja primer trade-off- a. Celije aktiviraju hsp gene da bi se zastitile od EMP ENF,
ali u slucaju EMP ENF ekspresija Asp gena se desava u daleko veéem obimu nego u
slucaju samog termalnog stresa, Sto je potencijalno Stetno. Ucestala pojava stresa vodi
ka kontinuiranoj ekspresiji razliCitih hsp gena, Sto moze da dovede do indukcije
proliferacije ¢elija (French i sar., 2001), a pokazano je kod Drosophila i do slabijeg
prezivljavanja 1 pada fekunditeta, inhibicije rasta, produzenog trajanja razviéa i
skra¢ivanja duzine zivota (Krebs i Loeschcke, 1994; Krebs 1 Feder, 1987, 1998;
Silbermann i Tatar, 2000; Yang i Tower, 2009). Stoga nivo ekspresije Asp-a predstavlja
balans izmedu ,,cene” i ,,koristi” za adaptivnu vrednost organizma (Hercus i sar., 2003;

Sorensen i sar., 2003; Sorensen, 2010).

Pokazano je da izlaganje embriona D. melanogaster EMP ENF u nekim
slucajevima ima za posledicu i pojavu morfoloskih abnormalnosti kod adulta (Ho 1 sar.,
1992; Michel 1 Gutzeit, 1999; Mirabolghasemi 1 Azarnia, 2002; Okada 1 Koana, 2002).
Mirabolghasemi 1 Azarnia (2002) su ustanovili da se iz larvi koje su bile izlagane EMP
ENF (50 Hz, 11 mT) razvija znacajno viSe adulta koji imaju neke morfoloSke
abnormalnosti, §to nije slucaj sa adultima koji su se razvili iz jaja izlaganih EMP istih
karakteristika. Takode, isti autori su ustanovili i da je broj abnormalnih muSica u
korelaciji sa duzinom izlaganja EMP. EMP ENF utice i na rast i telesnu masu adulta, jer
su jedinke koje su bile izlagane slabom EMP znafajno manje teZine, mada je uticaj na
razvojnu stabilnost posmatranu preko fluktuiraju¢e asimetrije krila razli¢it u zavisnosti
od magnetne komponente polja (Graham 1 sar., 2000). Stamenkovi¢-Radak 1 saradnici
(2001) su pokazali da jedinke D. melanogaster gajene tokom Sest generacija u
permanentnom magnetnom polju jacine 35 mT pokazuju smanjenje veli¢ine krila u
kasnijim generacijama, dok se bilateralna simetrija, kao parametar razvojne stabilnost

krila, ne menja.

Ovi radovi daju podatke o narusavanju procesa razvica kod Drosophila usled

kratkotrajnog ili dugotrajnog izlaganja EMP od 50/60 Hz.
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Na osnovu sve veceg prisustva elektromagnetnih polja u zivotnoj sredini, kao i
sve veceg broja podataka o uticaju EMP na razlicite bioloske sisteme, postavljeni cilj
ovog istrazivanja je procena uticaja EMP iz opsega “komercijalnog” dela spektra (ENF:
50 Hz, 0,25 mT) analizom fenotipske varijabilnosti razli¢itih linija vrste Drosophila

subobscura.

U skladu sa tim ciljem jeste sagledavanje pravca i obima promena pod uticajem
EMP preko komponenti adaptivne vrednosti i geometrijsko-morfometrijske analize krila
nakon izlaganja jedinki D. subobscura EMP ENF tokom embrionalnog i ranog

postembrionalnog perioda razvica.

Komponente adaptivne vrednosti su pod razli¢itom genetiCkom kontrolom, i
razli¢ito su osetljive na promene u spoljasnjoj sredini. Odabrane komponente adaptivne
vrednosti, fekunditet, prezivljavanje, stopa polaganja jaja, duzina razvica i duzina zivota
zenki, koriS¢ene su sa ciljem procene efekata EMP 1 stepena adaptabilnog odgovora

jedinki D. subobscura razli¢itih genotipova kroz tri sukcesivne generacije.

Geometrijsko-morfometrijska analiza ima aplikativni potencijal u ispitivanju
potencijalnih stresogenih faktora. Krila Drosophila predstavljaju pogodan model-sistem
za ispitivanje uticaja sredinskih faktora, jer je razvi¢e ovih struktura kod Drosophila
dobro prouceno, odredeni delovi krila su tokom razvi¢a pod razli¢itom genetickom
kontrolom 1 ponaSaju se kao odvojene selekcione jedinice. U ovom istrazivanju uticaja
EMP ENF u laboratorijskim uslovima, analizira¢e se promene veli¢ine 1 oblika krila
jedinki D. subobscura nakon dejstva EMP ENF (50 Hz, 0,25 mT) u prvoj i u trecoj

eksperimentalnoj generaciji.
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Drosophila subobscura

U ovom istrazivanju, kao model organizam, koriS¢ena je vrsta Drosophila
subobscura (Collin, 1936). Drosophila subobscura je palearkticki ¢lan obscura grupe, i
pripada podrodu Sophophora, rodu Drosophila. Ova vrsta naseljava vlazna, umereno
osvetljena staniSta, na ivicama Suma, a sre¢e se na nadmorskim visinama od nivoa mora
pa do gornje Sumske granice na planinama. D. subobscura se smatra vrstom koja je
dobro adaptirana na hladnocu, sa temperaturnim opsegom izmedu 6° 1 26° C (Moreteau
i sar., 1997), a najveca aktivnost ove vrste je u zoru i sumrak, na temperaturi izmedu
15° i 20° C (Noor, 1998). Siroko je rasprostranjena po celoj Evropi (izuzev krajnjeg
severa Evrope: Islanda i srednjih i1 severnih delova Skandinavije), i na Srednjem Istoku 1
severnoj Africi. U centralnim delovima areala rasprostranjenja ova vrsta predstavlja
dominantnu vrstu iz roda Drosophila (Krimbas, 1993). Od polovine sedamdesetih
godina proslog veka, D. subobscura se moze naci i na oba americka kontinenta, koje je
uspeSno 1 u relativno kratkom vremenskom roku kolonizovala (Ayala i sar., 1989).
Danas je poznato da je prvo introdukovana u JuZznu Ameriku, a nakon toga je nadjena i
u Severnoj Americi. Pretpostavlja se da se radi o odvojenim osnivackim dogadajima ili
se, verovatnije, iz Juzne Amerike proSirila u Severnu (Pascual 1 sar., 2007).
Eksperimentima hvatanja, obeleZzavanja i ponovnog hvatanja jedinki (eng. mark-
recapture), je utvrdeno da je disperzija ove vrste visoka: rastojanje koje jedinke prelete
tokom jednog perioda aktivnosti u proseku je 160 m (Taylor i sar., 1984; Serra i sar.,
1987). Kolonizacija JuZzne Amerike je pokazala da disperzija ove vrste moze biti i
veoma brza, posto je za manje od godinu dana osvojila 2000 km transekta u pravcu
sever-jug (Prevosti i sar., 1988), a pri tome je i1 protok gena visok (Pascual 1 sar., 2001).
Ovo je vrsta sa velikom adaptivnom fleksibilno$¢u, poSto su primerci ove vrste nadeni u

oblastima sa razli¢itim uslovima stanista 1 klime.

Jedinke vrste D. subobscura imaju holometabolno razvice, tako da ciklus razvica
¢ine stadijumi: jaje, larva, lutka i imago (adult). Adulti su veli¢ine oko 3 mm, i jasno je
izrazen polni dimorfizam: Zenke su vecih telesnih dimenzija u odnosu na muzjake.
Poseduju po jedan par krila koji se razvija od ¢elija imaginalnog diska krila, 1 pripadaju

grupi endopterigotnih insekata koji prolaze kroz znacajne morfoloske promene tokom
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metamorfoze u post-embrionalnoj fazi razvica (larva i lutka). Razvice od jaja do adulta
kod ove vrste traje izmedu 20 i 24 dana, u optimalnim laboratorijskim uslovima, a
temperaturni optimum za ovu vrstu je 18° C (Krimbas, 1993). Istrazivanja ponaSanja su
pokazala da ova vrsta ima termalnu preferenciju za 16,6° C, kada se stavi u linearni
termalni gradijent (Rego i sar., 2010), a slicna vrednost je dobijena i koriS¢enjem
povezanih populacionih kaveza postavljenih na razliitim temperaturama (Davis 1 sar.,
1998). D. subobscura se opisuje kao monandri¢na, tj. Zenke se pare samo jednom tokom
zivota, dok se muzjaci pare viSe puta (Maynard Smith, 1956; Holman i sar., 2008), a
karakteristi¢no je da se ne pare u mraku (Andelkovi¢ i Marinkovi¢, 1983). Ova vrsta je
polifagna vrsta kada je u pitanju ishrana larvi i moze se smatrati generalistom (Krimbas,

1993).

Genom vrste D. subobscura sastoji se od akrocentricni hromozoma: jednog para
taCkastih 1 pet pari Stapicastih (Krimbas i Loukas, 1980). Geneticka struktura prirodnih
populacija ove vrste je opisana upotrebom nekoliko genetickih markera (Andelkovié i
sar., 2003; Jeli¢ i sar., 2009; Stamenkovi¢-Radak i sar., 2008 b, 2012), a najtemeljnije je
izucena velika varijabilnost hromozomskog inverzionog polimorfizma, na svih pet

Stapicastih hromozoma, 1 njegov adaptivni znaca;.

Zbog svojih osobina Drosophila subobscura je intenzivno koriS¢ena vrsta u
mnogim studijama populacione genetike, ali 1 u konzervacionoj, kvantitativnoj i
evolucionoj genetici, ekologiji 1 fiziologiji insekata, genetici ponasanja, 1 u biologiji
generalno (npr. Powell, 1997; Frankham, 2000; Prasad i Joshi, 2003; Burke i Rose,
2009).
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Formiranje laboratorijskih linija Drosophila subobscura

Jedinke vrste Drosophila subobscura koris¢ene u ovom radu su ulovljene u
bukovo-jelovoj Sumi na lokalitetu Gvozdac, na planini Go¢ (A4bieto-fagetum, N
43°33'28.43" 1 E 20°45'10.96"). MusSice su uzorkovane iz prirode koriS¢enjem
fermentisanih voénih trapova, pomocu entomoloskih mrezica, u periodu od 18-20 h.
Zenke oplodene u prirodi su posluZile za formiranje pojedinaénih isofemale (IF) linija u
laboratorijskim uslovima. One su pojedinacno stavljene u flakon sa po 15 ml,
standardnog kukuruznog supstrata za Drosophila. Jedinke F1 generacije iz jednog
flakona smatraju se potomcima u punom srodstvu (eng. ,,full-sibs®, braca i sestre), jer je
utvrdeno da je viSestruka inseminacija Zenki vrste D. subobscura izuzetno retka
(Loukas i sar., 1981). Potomstvo iz svake IF linije je masovno odrzavano kroz sedam
generacija, a nakon izleganja potomstva sedme generacije, unutar svake IF linije su
sakupljane neoplodene Zenke i1 muzjaci, koji se nisu parili. Nakon parenja Zenke sa
jednim od pet ponudenih muzjaka, po principu slucajnosti u okviru IF linije,
pojedinac¢ne oplodene zenke stavljane su na nov kukuruzni supstrat u flakon u cilju
ostavljanja potomstva. UkrStanja u punom srodstvu (,.full-sibs*) ponovljena su jo§ tri
puta u uzastopnim generacijama, u cilju dobijanja inbridingovanih linija Fgs>0.5.
Dobijene IF linije su predstavljale roditeljsku generaciju (P) sa kojima je dalje

realizovan eksperiment.

Eksperimentalna procedura odvijala se u celosti u kontrolisanim, laboratorijskim
uslovima optimalnim za vrstu D. subobscura na temperaturi od 19°C + 0,5°C, pri
relativnoj vlaznosti vazduha oko 60%, 1 intenzitetu svetlosti od 300 lux sa svetlosnim
rezimom 12h svetlost/ 12h mrak. Standardni kukuruzni supstrat za Drosophila, koji je
koriS¢en kao hranljiva podloga, sastoji se od kukuruznog griza (8,54%), Secera (9,45%)
agara (0,64%), suvog kvasca (1,82%) i1 fungicida (rastvor metil-4-hidroksibenzoata-

Nipagin®u 96% etanolu).
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Sistem za izlaganje elektromagnetnom polju

U eksperimentu je koriS¢eno homogeno elektromagnetno polje (50 Hz, 0,25 mT)
generisano pomocu tri istovetna cilindri¢na kalema, pre¢nika od 37 cm, sa namotanom
lakiranom bakarnom zicom. (Slika 3.1.). Kalemovi su paralelno povezani na rastojanju
od 23 cm, a vezani su za reostat koji ih je napajao naizmeni¢nom strujom jacine 2,8 A,
napona 25 V 1 frekvencije 50 Hz. Frekvencija od 50 Hz predstavlja “komercijalni” deo
elektromagnetnog spektra u Evropi, pa je EMP pomenutih karakteristika izabrano s
obzirom na ¢injenicu da se glavni izvori EMP ENF koji nas okruzuju napajaju naponom
sinusoidalnog oblika i frekvencije 50 Hz (dok se u severnoj Americi koristi frekvencija
od 60 Hz). Unutar kalemova stvoreno je relativno homogeno magnetno polje sa
vredno$¢u magnetne indukcije od 0,25 mT. Odstupanje unutar centralnog dela polja je
bilo manje od = 0,01 mT. Intenzitet magnetne indukcije je meren i proveravan pomocu
GMOS5 digitalnog gausmetra sa PT2837 sondom (Hirst Magnetic Instruments, Cornwall,
UK). Tokom celog eksperimenta kontinuirano je prac¢ena temperatura, i nije dolazilo do

pregrevanja namotaja, niti do izazivanja nezeljenih termickih efekata.

Tri paralelno vezana kalema
sa namotajima bakarne Zice

e

Slika 3.1. Prikaz sistema za generisanje homogenog EMP ENF od 50 Hz i 0,25 mT,
unutar koga su u smestene zenke D. subobscura koje su polagale jaja (I grupa flakona)
tokom 24h, i jaja i prvi stupnjevi larvalnog razvic¢a (Il grupa flakona) izlagani narednih
24h.
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Dizajn eksperimenta

U cilju analiziranja uticaja EMP na jedinke D. subobscura, eksperimentalni
dizajn je obuhvatao dve eksperimentalne grupe: jednu grupu su Cinile jedinke koje su
deo svog razvica provele u elektromagnetnom polju od 50 Hz 1 0,25 mT (u daljem
tekstu: EMP grupa), a drugu su predstavljale jedinke smeStene u iste laboratorijske
uslove, ali na dovoljno velikoj udaljenosti od primenjenog elektromagneta, gde se nije
registrovao uticaj dodatnog elektromagnetnog polja (u daljem tekstu: kontrola).

Iz IF linija roditeljske generacije sakupljani su nevini muzjaci i Zenke, koji su u
okviru linije sparivani osmog dana starosti. Oplodene zenke su stavljane pojedina¢no u
flakone koji su smestani ili u sistem za izlaganje elektromagnetnom polju (EMP grupa)
ili izvan njegovog dejstva (kontrola). Tokom izlaganja EMP od 50 Hz oplodene Zenke
su drzane u flakonima sa standardnim supstratom. Flakoni su postavljani na plasticna
postolja da bi bili smesteni u centralni deo magnetnog polja, a time se izbegao i kontakt
flakona sa delovima sistema. Posto je veci broj flakona stavljan u polje, da bi svi flakoni
bili ravnomerno izlozZeni dejstvu polja, jednom dnevno su premestani flakoni iz centra
na obod grupacije flakona, 1 obrnuto. Sistem za izlaganje promenjivom EMP smesten je
u prostoriju sa opisanim opimalnim laboratorijskim uslovima za D. subobscura.

Zenke su svakog dana prebacivane u flakone sa sveZim supstratom, od trenutka
uspesnog parenja sve do uginuca Zenke. Flakoni sa supstratom u kojima su Zenke iz
EMP grupe 24 Casa polagale jaja, nakon prebrojavanja jaja su vracani u EMP, 1 u tim
uslovima su ostavljani i naredna 24 ¢asa. Na taj nacin je potomstvo Zenki iz EMP grupe
tokom embrionalne i1 rane postembrionalne faze razvi¢a provelo ukupno 48 ¢asova u
EMP. Po zavrSenom izlaganju u EMP ENF, flakoni sa tretiranim potomstvom su
smesStani izvan dejstva EMP, gde je potomstvo kompletiralo svoje razvice. Ovaj
postupak je ponovljan i u drugoj, i u tre¢oj eksperimentalnoj generaciji. IzleZeno
potomstvo iz prve generacije parentalna je generacija drugoj generaciji, Cije je
potomstvo parentalna generacija tre¢oj generaciji. Potomstvo je postavljano u okviru
roditeljske eksperimentalne grupe, sa istom eksperimentalnom procedurom kako je
opisano. Kontrolna i EMP eksperimentalna grupa su istovremeno postavljene i obe su
prosle kroz isti proces manipulacija u istoj geomagnetnoj aktivnosti, i svi parametri su

uporedo praceni kroz tri sukcesivne generacije.
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Komponente adaptivne vrednosti

Komponente adaptivne vrednosti koje su pojedina¢no pracdene su: fekunditet,
dinamika polaganja jaja, duzina razvica, prezivljavanje od jaja do adulta i duzina zivota
zenki. Od ovih osobina fekunditet, stopa polaganja jaja 1 duzina zivota su osobine
vezane za zenke, a za utvrdivanje produktivnosti tih Zenki pra¢ene su osobine duzina
razviéa 1 prezivljavanje, koje su vezane za njihovo potomstvo. Ove komponente
adaptivne vrednosti su analizirane u tri uzastopne generacije, za obe eksprimentalne
grupe 1 u okviru svake zasebne IF linije, osim duZzine zivota Zenki, koja nije pracena u

drugoj generaciji iz tehnickih razloga.

o Fekunditet predstavlja broj jaja koje Zenka polozi tokom zivotnog
ciklusa. U ovom radu fekunditet je pracen od prvog do devetog dana nakon parenja
zenki. Broj jaja koji su zenke polozile tokom 24 h prebrojavan je pod binokularnom
lupom. Za svaku Zenku je kao vrednost fekunditeta koris¢en ukupan broj polozenih jaja

tokom prvih devet dana nakon parenja.

e Na osnovu podataka o broju poloZenih jaja tokom 24 h izracunata je i
stopa polaganja jaja (eng. oviposition rate), osobina koja ukazuje na period u kom
zenke polazu veci broj jaja, a predstavljena je vrednoS¢u broj dana po Zenki. Ova
vrednost je raCunata po formuli za aritmeticku sredinu podataka grupisanih u klase: ) fi
Xi /) fi, gde fi predstavlja broj poloZenih jaja odredenog i-tog dana, a Xi odredeni dan,

sa vrednostima od 1 do 9.

e Duzina razvica je pracena od 15-og dana nakon polaganja jaja. Nakon
utvrdivanja broja polozenih jaja, za svaku Zenku su odabrana po tri uzastopna flakona sa
ukupnim brojem poloZenih jaja preko 50. U svakom flakonu je beleZeno vreme pojave
prvog adulta, kao i dinamika izleganja adulta (broj izleglih jedinki) svaki dan u isto
vreme. Smatra se da je izleganje adulta u jednom flakonu zavrSeno kada nema novih
adulta tokom perioda od 72 h. Prosecna vrednost broja dana izleganja adulta je
izraCunata na osnovu tri replike, za svaku zenku posebno. Duzina razvi¢a raunata je
kao aritmeti¢ka sredina broja izleZenih jedinki svakog dana (fi), po formuli kao i za

stopu polaganja jaja.
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o PrezZivljavanje jaje-adult predstavlja odnos broja izlezenih jedinki i broja
polozenih jaja, izrazen u procentima. VeliCina uzorka je jednaka kao i u sluc¢aju brzine
razviéa, jer se prati odnos jaja i izlezenih adulta u istim flakonima u kojima se prati i
duzina razvica. Za svaku zenku je izraCunata proseCna vrednost prezivljavanja na
osnovu vrednosti iz tri flakona sa polozenim jajima, a koje predstavljaju takozvane

tehnicke replike.

e Duzina Zivota Zenki koje su koriS¢ene za pracenje fekunditeta je pracena
u prvoj i treéoj generaciji u slu¢aju obe eksperimentalne grupe. Zenke iz EMP grupe su
od osmog dana zivota, nakon parenja, do kraja Zivota izlagane EMP ENF. Duzina
zivota je racunata kao broj dana izmedu prvog dana kada je polozeno jaje (prvi dan
zivota) 1 dana kada je utvrdeno da je jedinka uginula, racunato sa tim poslednjim danom
zivota. Mali broj podataka o duZini Zivota zenki koje su pobegle ili su usmréene u toku
manipulisanja sa njima, izuzet je iz analiza. Iz analize su izuzete i Zenke koje su uginule
pre 20-tog dana Zzivota, posto predstavljaju mali procenat u uzorku, a njihova duzina

Zivota odstupa od ukupne distribucije vrednosti ove osobine.

Fenotipske korelacije

Vecina osobina organizama varira zavisno jedna od druge, ali su odredene
kombinacije morfoloskih, fizioloskih osobina kao 1 osobina zivotne istorije povezane u
vecem stepenu nego Sto se moze ocekivati po principu slucajnosti. Postojanje odredenih
obrazaca korelacija izmedu osobina moZe biti svojstveno zajednickim obrascima
razvica tih osobina koje ogranicavaju promene u korelacionom odnosu tih osobina. Sa
druge strane, selekcija moze uticati na korelacione odnose, jer same geneticke korelacije
nastaju delovanjem prirodne selekcije, pa se pre mogu smatrati adaptacijama nego

ograni¢enjima (Cheverud, 1984).

Cilj korelacione analize je merenje intenziteta povezanosti izmedu analiziranih

komponenti adaptivne vrednosti 1 testiranje hipoteze da li je intenzitet veci nego §to se
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o¢ekuje samo na osnovu slucajnosti. Pokazatelj stepena kvantitativnog slaganja izmedu
promenljivih predstavlja se koeficijentom korelacije, i u slucaju proste linearne veze,

kao sto su fenotipske korelacije, koristi se Pearson-ov koeficijent korelacije.

Za procenu fenotipskih korelacija izmedu dve osobine unutar svake
eksperimenalne grupe kori$¢en je Pearson-ov koeficijent korelacije izracunat na osnovu
pojedinac¢nih vrednosti dve osobine. Koeficijent korelacije ukazuje na smer i stepen
linearne povezanosti izmedu dve osobine, i kre¢e se izmedu vrednosti +1 do -I.
Pozitivan znak ukazuje na pozitivnu vezu izmedu posmatranih osobina, odnosno porast/
pad vrednosti jedne varijable prati porast/pad vrednosti druge varijable. Negativan znak
ukazuje na negativnu vezu izmedu dve pojave, odnosno porast/pad vrednosti jedne
varijable prati pad/porast vrednosti druge varijable. Pirsonov koeficijent korelacije
predstavlja meru linearne zavisnosti, tj. jaine i smera povezanosti jedne promenljive od

druge, a vrednosti Pirsonovog koeficijenta su testirane sa nivoom znacajnosti p< 0,05.

Fenotipska plasti€nost

Kvantifikovanje fenotipske plasticnosti se moze izvrSiti preko jednostavnih
numerickih mera plasticnosti, po metodi Schlichting-a (1986) kroz opseg, varijansu i
koeficijent varijacije odredene osobine izmedju sredina, ili po metodi Cheplick-a (1995)
preko indeksa plasti¢nosti i1 koeficijenta varijacije indeksa plasti¢nosti. Glavni statisticki

metod analize fenotipske plasti¢nosti je analiza varijanse (Pigliucci, 2001).

Fenotipska plasti¢nost predstavlja merljivu varijaciju, a statisticko merenje te
varijacije je analiza varijanse koja kvantifikuje odstupanja od srednje vrednosti. Ukupna
fenotipska varijansa neke osobine moze biti podeljena na geneticku varijansu (deo
fenotipske varijacije pripisan genima), sredinsku varijansu (udeo varijacije uzrokovan
spoljaSnjom sredininom), interakciju genotipa 1 sredine (geneticka varijabilnost
fenotipske plasti¢nosti), i varijansu iz drugih izvora (ukljucuje varijansu razvojnog

Sumu, greske merenja 1 ostalo).
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Geometrijsko-morfometrijska analiza veli€ine i oblika krila

U analizi varijabilnosti komponenti metrickih karaktera, geometrijska
morfometrija predstavlja pristup koji se pokazao veoma uspeSnim u kvantifikovanju
suptilnih fenotipskih varijacija forme, Sto je korisno u definisanju i reSavanju Sirokog
spektra bioloskih problema. Dvodimenzionalna geometrijsko-morfometrijska analiza je
posebno pogodna za analizu ravnih struktura kakva su krila insekata. ProuCavanjem
oblika i veli¢ine krila ustanovljeno je da su metricki parametri krila, veli¢ina i oblik,
ukljucujuéi raspored vena na krilu, dovoljno konzervativni i stabilni karakteri, pa je ova
metoda korisna u taksonomiji, u ispitivanju procesa razvi¢a, a predstavlja i pogodan

sistem 1 za pracenje uticaja sredinskih faktora.

Za analizu fenotipske varijabilnosti krila kori§¢eni su odvojeno muzjaci i Zenke
svih IF linija iz obe eksperimentalne grupe, zbog jasno definisanog polnog dimorfizma
kod ove vrste. Analizirano je od 30 do 50 jedinki za svaki pol odvojeno, po svakoj IF
liniji u obe eksperimentalne grupe u potomstvu P i F, generacije. Na svakom
pojedinacnom krilu analizirana su dva metricka karaktera: veli¢ina i oblik krila. Odrasle
jedinke su sakupljane za svaku IF liniju 1 zamrzavane na -20°C. Desno krilo je
pincetama odvajano od ostatka tela muSice 1 fiksirano na predmetno staklo sa
dvostrano-lepljivom trakom, pa su krila koja su poredana na jednoj plocici zaSti¢ena
pokrovnim ljuspicama. Na taj nacin su napravljeni trajni preparati krila. Svako krilo je
fotografisano uz pomo¢ sistema Cannon digitalne kamere 1 Leica stereomikroskopa,
uvelicanjem od 40x. Odredivanje morfometrijskih parametara krila je izvrSeno na
digitalnim fotografijama rezolucije 96x96 dpi, pomocu razli¢itih programa iz Tps

softverskog paketa, koji su dostupni na internet adresi: http://life.bio.sunysb.edu/morph.

Vrednosti krila beleZene su u pikselima.

Za poredenje veliCine i1 oblika krila potomstva tretiranih 1 netretiranih jedinki iz
prve 1 treCe eksperimentalne generacije koriS¢eno je dvanaest tacaka (landmarks), na
svakom krilu obeleZzenih u programu tps Dig2, verzija 2.17. Tacke su rasporedene
odredenim redosledom, na mestima ukrStanja i zavrSetka krilnih vena, tako da je ovim

tackama oduhvacena cela povrsina krila (Slika 3.2.).
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Slika 3.2. Fotografija uvec¢anog desnog krila D. subobscura sa fiksiranim rasporedom
12 tacka koriscenih u geometrijsko - morfometrijskoj analizi krila

Statisticka analiza podataka

Kompletna statisticka analiza podataka dobijenith u ovom eksperimentu je

sprovedena koriS¢enjem programa Statistica for Windows 5.0 (StatSoft Inc., USA).

Pregled osnovnih komponenti deskriptivne statistike za obe eksperimentalne
grupe kroz generacije, a za velic¢inu i oblik krila i po polovima, obuhvata: srednju
vrednost osobine sa standardnom greskom (X + S.E.), opseg registrovanja date osobine
predstavljen najmanjom i najve¢om zabelezenom vrednos¢u osobine (min — max), kao i
koeficijent varijacije (CV) koji predstavlja standardizovanu meru varijacije date osobine
u odnosu na njenu srednju vrednost, ¢ime se dobija informacija o veli¢ini variranja
osobina uz eliminisanje uticaja ,,skale merenja”, tj. srednje vrednosti osobine. Srednja
vrednost je prikazana kao mera centralne tendencije, dok su standardna greska i
koeficijent varijacije prikazani kao mera disperzije. Za poredenje koeficijenata varijacije
je koris¢en Fligner-Killeen test (Fligner i Killeen, 1976; Donnelly i Kramer, 1999), u
PAST programu (Hammer et al., 2001).
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. Statisticka analiza komponenti adaptivne vrednosti

StatistiCka obrada rezultata dobijenih u analizi komponenti adaptivne vrednosti
bazirana je na vrednostima za svaku zenku, na uzorku od tri do Sest zenki za svaku IF
liniju, u tri generacije u kontrolnoj i EMP eksperimentalnoj grupi. Podaci za sve
komponente adaptivne vrednosti su prvo testirane na normalnost raspodele. Za testiranje
normalne distribucije nizova podataka u okviru grupa koris¢en je neparametarski
Jarque-Berra test, a poSto su dobijeni podaci za posmatrane komponente adaptivne

vrednosti imali normalnu raspodelu nije bila potrebna njihova transformacija.

Za svaku od komponenti adaptivne vrednosti uradena je analiza varijanse
(ANOVA). Prvo je uradena dvofaktorska analiza varijanse, za faktore tretman i IF linija
kao mogu¢im izvorima varijabilnosti. Da bi se utvrdila moguénost postojanja razlika
izmedu generacija, uradena je i trofaktorska analiza varijanse u koju je kao moguci
izvor varijabilnosti uveden i faktor generacija. U razmatranju znacajnosti rezultata u
dvo- 1 trofaktorskoj analizi varijanse primenjen je post-hoc Fisherov LSD test, koji
predstavlja test najmanje znacajne razlike (eng. least significant difference test) izmedu

bilo kog para srednjih vrednosti za stepen znacajnosti od 0,05.

Fenotipska plasti¢nost odabranih komponenti adaptivne vrednosti procenjena je
dvofaktorskom analizom varijanse u pojedina¢nim generacijama. Statistic¢ka znacajnost
faktora tretman ukazuje na plasti¢nost genotipova, odnosno pokazuje da genotipovi
ispoljavaju razlicit fenotip u sredini sa EMP ENF u odnosu na kontrolne uslove.
Statisticka znacajnost za interakciju faktora tretman (sredina, E) 1 IF linija (genotipa, G)
ukazuje na postojanje varijabilnosti fenotipske plasti¢nosti analizirane osobine.

Kao graficki prikaz fenotipske plasti¢nosti prikazane su norme reakcije za
posmatrane komponente adaptivne vrednosti, da bi se sagledala interakcija analiziranih
genotipova 1 sredinskih uslova. Norme reakcije su predstavljene srednjim vrednostima
analizirane osobine svake IF linije, odnosno pojedina¢nog genotipa, ispoljene u obe
eksperimentalne grupe: u kontroli 1 EMP ENF. Stepen nagiba norme reakcije ukazuje na
veli¢inu fenotipske plastiCnosti analizirane osobine i1 ukazuje na znacajan efekat
sredinskih uslova u formiranju fenotipa, dok pravac funkcionalne zavisnosti osobine od
sredinskih faktora (pozitivan ili negativan nagib) opisuje obrazac plasti¢nosti svakog

genotipa.
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. Statisticka analiza u geometrijskoj-morfometriji krila

Promena veliCine krila usled dejstva promenjivog elektromagnetnog polja kao
sredinskog faktora, analizirana je parametrom veli¢ina centroida (eng. centroid size,
CS). Centroidna veli¢ina predstavlja gemetrijsku meru veli¢ine nekog objekta, a racuna
se kao kvadratni koren zbira kvadrata rastojanja izmedu svake taCke i1 centra
konfiguracije, u programu tps Relw 1.44 (Rohlf, 2006).

U analizi varijanse veli¢ine krila primenjena je trofaktorska ANOVA za faktore
tretman, IF linija 1 pol, kao moguéim izvorima varijabilnosti, u okviru prve i trece
generacije. Uradena je 1 cCetvorofaktorska ANOVA u koju je kao moguci izvor
varijabilnosti uveden i faktor generacija, da bi se utvrdile eventualne razlike u veli¢ini
krila izmedu posmatranih generacija.

Varijabilnost oblika krila analizirana je Prokrustes analizom kojom se uporeduju
tatke na desnom krilu svake jedinke, na osnovu w matrice (eng. weight matrix, wm).
dobijene programom tps Relw 1.44. Krila su prvo GPA procedurom (Generalized
Procrustean Analysis) rotirana, postavljena u isti polozaj i skalirana u cilju eliminisanja
veli¢inske komponente i dobijanja usaglasenog oblika (consensus configuration). Potom
je ukupna varijabilnost oblika krila razdvojena na globalnu i lokalizovanu komponentu
oblika. Izracunati ortogonalni vektori obe komponente (principal 1 partial warps) koji
reflektuju sva moguca odstupanja pojedinanih krila od usaglasenog oblika, su
zabeleZeni w maricama. Te dobijene nove kordinate iz w matrica su koriS¢ene kao
varijable oblika krila u multivarijantnoj analizi varijanse (MANOVA). MANOVA sa
faktorima tretman, IF linija 1 pol, kao mogu¢im izvorom varijabilnosti oblika krila
primenjena je u prvoj 1 trecoj generaciji, dok je cetvorofaktorska MANOVA sa dodatim
faktorom generacija koriS¢ena da bi se pokazale promene u obliku krila izmedu
tretmana, IF linija, pola i generacija.

Da bi se stekao utisak o ukupnoj varijabilnosti uzorka primenjena je analiza
glavnih komponenti (PCA) na osnovu kovarijacionih matrica u MORPHOJ v. 1.06a
(Klingenberg, 2011). Ova analiza prevodi skup promenljivih koje opisuju uzorak u skup
novih promenljivih, koje se oznacavaju kao glavne komponente. Ove komponente nisu

medusobno korelisane i sukcesivno opisuju sve manji procenat ukupne varijabilnosti.

52



Efekat
elektromagnetnog polja (50 Hz, 0,25 mT)
na komponente adaptivne vrednosti
i morfometriju krila
kod Drosophila subobscura
Collin, 1936 (Insecta, Diptera)
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[rezultati]

U ovoj studiji prikazane su dve grupe rezultata koje se odnose na in vivo
ispitivanje uticaja EMP ENF (0,25 mT, 50 Hz) na komponente adaptivne vrednosti i

morfometrijske karakteristike krila jedinki IF linija Drosophila subobscura.

U prvu grupu spadaju rezultati dobijeni u okviru ispitivanja uticaja EMP ENF na
komponente adaptivne vrednosti jedinki IF linija D. suobscura: fekunditet, stopa
polaganja jaja, duzina razvica, prezivljavanje i duzina zivota zenki, praceni kroz sve tri
generacije, osim u slucaju duzine Zivota Zenki koje su posmatrane u prvoj i trecoj
generaciji. U okviru ove grupe rezultata analizirane su i fenotipske korelacije izmedu
datih komponenti adaptivne vrednosti unutar svake eksperimentalne grupe, kao i

varijabilnost fenotipske plasti¢nosti analiziranih komponenti adaptivne vrednosti.

Drugu grupu cine rezultati morfometrijske analize krila jedinki IF linija
D.subobscura u pogledu fenotipskih karakteristika veli¢ine 1 oblika krila jedinki iz prve

i tre¢e generacije iz kontrolnih uslova i u prisustvu EMP ENF.

Za sve posmatrane komponente adaptivne vrednosti i morfometrijske osobine

dat je tabelaran pregled deskriptivne statistike, kao i rezultati analize varijanse.

Analiza komponenti adaptivne vrednosti

U ovom delu eksperimenta u analizu podaka su usli rezultati dobijeni iz devet IF
linija D. subobscura, sa tri do Sest Zenki unutar svake linije koje predstavljaju bioloske
replike. Eksperiment je postavljen sa 15 IF linija u obe eksperimentalne grupe, ali je
broj linija 1 njihovih bioloskih replika opadao tokom generacija. Na kraju eksperimenta
su izabrani kao adekvatni podaci devet IF linija koje su imale u sve tri generacije i u
svim analiziranim osobinama najmanje po tri bioloSke replike za statisticku analizu
rezultata. Tokom tri sukcesivne generacije podaci od ukupno 106 zenki u kontrolnoj i
115 Zenki u EMP grupi su kori$¢eni u statisti¢koj obradi podataka. Za osobine duzina
razvica 1 prezivljavanje od jaja do adulta u analizu su bile uklju€ene i po tri tehnicke

replike po svakoj zenki.
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Fekunditet

Fekunditet predstavlja jednu od osnovnih komponenti adaptivne vrednosti, a
koja je ovde predstavljena ukupnim brojem poloZenih jaja u prvih devet dana nakon
oplodnje, za svaku analiziranu zenku. Pregled srednjih vrednosti, opsega minimalne i
maksimalne zabeleZzene vrednosti 1 koeficijenta varijacije za fekunditet Zenki iz
kontrolne i grupe tretirane EMP ENF, u prvoj, drugoj i tre¢oj generaciji je prikazan u

Tabeli 4.1.

Tabela 4.1. Deskriptivna statistika za fekunditet (ukupan broj polozenih jaja tokom
devet dana) u tri sukcesivne generacije grupe jedinki D. subobscura gajenih u
standardnim uslovima (kontrolna grupa) i grupe gajene u uslovima EMP ENF (0,25 mT,
50 Hz) (EMP grupa)

eksperimentalna grupa generacija X +S.E. min - max CV (%)
| 173,32 + 9,84 61 - 307 36,34

Kontrola I 220,26 + 15,84 69 - 388 42,54

11 191,82 + 13,81 60 - 373 38,78

| 197,93 + 11,90 38 - 385 39,89

EMP I 222,41 + 15,53 87 - 417 40,71

n 174,00 + 12,26 35 - 307 41,08

X - srednja vrednost; S.E. - standardna greska; CV - koeficijent varijacije

U Tabeli 4.1. se moze uociti da dobijene vrednosti fekunditeta variraju izmedu
eksperimentalnih grupa i posmatranih generacija. Kontrolna i EMP grupa imaju razliciti
trend za vrednost fekunditeta tokom generacija: u prvoj generaciji jedinke iz EMP grupe
imaju vecu prosecnu vrednost fekunditeta u odnosu na jedinke iz kontrole. U drugoj
generaciji, prosecne vrednosti fekunditeta su slicne, ali je u trecoj generaciji u EMP
grupi prose¢na vrednost broja poloZenih jaja niza nego u kontrolnoj grupi.

Jedinke iz EMP grupe u prvoj generaciji imaju veci opseg izmedu zabeleZene
minimalne 1 maksimalne vrednosti u odnosu na kontrolnu grupu. U prvoj i trecoj
eksperimentalnoj generaciji jedinke iz EMP grupe imaju znafajno niZze minimalne
vrednosti, dok u slucaju prve i druge generacije imaju vise maksimalne vrednosti za
broj polozenih jaja u prvih devet dana nakon oplodnje. Koeficijent varijacije za ovu
osobinu je relativno visok u svim analiziranim grupama, ali je 1 dosta ujednacen, pa

Fligner-Killeen testom nisu dobijene statisticki znacajne razlike za CV, ni unutar ni
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izmedu eksperimentalnih grupa. U ovom radu najniza vrednost koeficijenta varijacije za

fekunditet je u kontrolnoj grupi u prvoj generaciji (36,34%), dok je najvisa vrednost

(42,54%) takode u kontrolnoj grupi u drugoj generaciji. Dobijene vrednosti CV u EMP

grupi se krecu u okviru tih vrednosti, ali se moze uociti da imaju medusobno bliske

vrednosti tokom generacija, koje pokazuju slabi trend rasta.

Pregled srednjih vrednosti fekunditeta za svaku analiziranu IF linijju D.

subobscura posebno dat je u Tabeli 4.2., gde se mogu uociti vrednosti za pojedinacne

IF linije u pogledu ukupnog broja polozenih jaja u prvih devet dana u kontrolnoj i EMP

grupi kroz sve tri sukcesivne generacije.

Tabela 4.2. Srednja vrednost i standardna greska (X + S.E.) fekunditeta (broj jaja)
pojedinacnih IF linija D. subobscura, u tri uzastopne generacije u kontrolnoj i EMP

grupi
IF | generacija Il generacija Il generacija
linija kontrola EMP kontrola EMP kontrola EMP
3 162,80 + 30,82 234,00 + 14,63 | 226,25 +43,00 227,50 + 25,27 | 192,33 + 47,85 160,50 + 32,09
12 162,00 + 6,15 141,80 + 34,02 | 162,33 + 64,06 299,67 + 27,82 | 191,33 + 9,39 138,50 + 20,50
29 150,60 + 18,54 192,00 + 33,99 | 171,25 + 41,42 204,67 + 20,92 | 121,00 + 8,66 185,60 + 32,14
52 129,50 + 20,19 138,50 + 36,45 | 153,50 + 35,93 211,20 + 27,72 | 101,33 + 33,65 144,33 + 36,97
56 196,60 + 31,83 237,00 + 28,66 | 322,60 + 30,45 200,25 + 72,67 | 205,00 + 24,43 208,75 + 24,73
76 276,75 + 26,00 278,80 + 31,26 | 294,50+ 3,95 190,67 + 87,46 | 218,75 + 44,96 152,67 + 76,80
124 | 213,00 + 25,94 247,75 + 31,18 | 313,67 + 41,60 287,00 + 61,27 | 229,00 + 73,43 203,25 + 52,95
141 147,20 + 23,88 116,80 + 25,58 | 139,00 + 21,86 132,33 + 30,37 | 214,75 + 31,72 184,00 + 39,99
143 | 169,20 + 28,34 193,67 + 26,47 | 182,50 + 29,5 242,00 + 36,11 | 236,33 + 31,50 158,80 + 25,70

Za ispitivanje razlika u vrednostima fekunditeta koriS¢ena je dvofaktorska

ANOVA kojom je testiran efekat tretmana i IF linijja u okviru svake generacije.

Rezultati dvofaktorske analize varijanse za vrednosti fekunditeta za svaku generaciju

posebno su prikazani u Tabeli 4.3.,4.4.14.5.

Tabela 4.3. Dvofaktorska ANOVA za fekunditet jedinki IF linija D. subobscura iz
kontrolne 1 EMP grupe u prvoj generaciji

df MS

izvor varijabilnosti efekat efekat F p-nivo
tretman 1 7621 2,14 0,148
IF linija 8 20769 5,83 0,000 ***
tretman x IF linija 8 2499 0,70 0,689
greska 67 3560

df- stepeni slobode; MS - srednja vrednost kvadrata; F - vrednost F testa;
p-nivo - nivo znacajnosti, p<0,001***
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Tabela 4.4. Dvofaktorska ANOVA za fekunditet jedinki IF linija D. subobscura iz
kontrolne i EMP grupe u drugoj generaciji

. e . df MS F p-nivo
izvor varijabilnosti efekat efekat
tretman 1 180 0,03 0,869
IF linija 8 15933 2,43 0,026 *
tretman x IF linija 8 12365 1,88 0,083
greska 51 6567

df- stepeni slobode; MS -srednja vrednost kvadrata; F -vrednost F testa;
p-nivo -nivo znacajnosti, p<0,05*

Tabela 4.5. Dvofaktorska ANOVA za fekunditet jedinki IF linija D. subobscura iz
kontrolne i EMP grupe u trecoj generaciji

. N . df MS F p-nivo
izvor varijabilnosti efekat efekat
tretman 1 5570 1,00 0,323
IF linija 8 5669 1,02 0,436
tretman x IF linija 8 3999 0,72 0,674
greska 45 5568

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

Dobijeni rezultati pokazuju da u prvoj i drugoj generaciji postoje statisticki
znacajne razlike u pogledu fekunditeta izmedu IF linija, dok u trecoj generaciji razlike
izmedu analiziranih IF linija ne postoje. LSD post-hoc analize za faktor /F' linija u prvoj
1 u drugoj generaciji su pokazale postojanje razlika izmedu pojedinacnih IF linija u
njihovim vrednostima za fekunditet, i to pre svega, u prvoj generaciji za liniju 76 sa
najviSom srednjom vrednoS¢u fekunditeta, a u drugoj generaciji za linijju 141 sa
najmanjom srednjom vrednos¢u fekunditeta u odnosu na vrednosti fekunditeta ostalih

analiziranih IF linija (Tabela 4.2.).

Rezultati trofaktorske analize varijanse fekunditeta, u koju je pored faktora
tretman 1 IF linija, ukljuCen 1 faktor genmeracija, prikazani su u Tabeli 4.6. Dobijeni
rezultati pokazuju da izmedu kontrolne i EMP grupe nema znaCajne razlike u
fekunditetu, da EMP kao sredinski faktor ne uti¢e na ovu osobinu, a da znacajan efekat
na vrednost fekunditeta imaju geneticka osnova analiziralih IF linija i posmatrana

generacija.
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Tabela 4.6. Trofaktorska analiza varijanse za osobinu fekunditet jedinki D. subobscura
iz kontrolne 1 EMP grupe iz sve tri sukcesivne generacije

. R . df MS F p-nivo

izvor varijabilnosti efekat efekat
tretman 1 59 0,01 0,914
generacija 2 28979 5,73 0,004 **
IF linija 8 28865 5,71 0,000 ***
tretman x generacija 2 6433 1,27 0,283
tretman x IF linija 8 6086 1,20 0,300
generacija x IF linija 16 6194 1,22 0,254
tretman x generacija x IF linija 16 6485 1,28 0,214
greska 163 5055

df- stepeni slobode; MS - srednja vrednost kvadrata; F - vrednost F testa;
p-nivo - nivo znacajnosti: p<0,01**; p<0,001***

IF linije se medu sobom znacajno razlikuju po srednjim vrednostima za broj
polozenih jaja (p<0,001), i post-hoc analiza LSD testom za faktor /F' linija je pokazala
da najveée razlike u fekunditetu u odnosu na druge linije pokazuju linije 76 i 124. Post-
hoc analiza varijanse za faktor genmeracija je pokazala znafajne medugeneracijske
razlike: vrednosti fekunditeta u drugoj generaciji su znacajno vece u poredenju sa
prvom i treCom generacijom (p<0,01), Sto se moZe videti na Slici 4.1. Na istoj slici se
uocava da, iako postoje razlike izmedu generacija u srednjim vrednostima fekunditeta,
obe eksperimentalne grupe imaju isti trend kroz sve tri generacije, kao i da u prvoj
generaciji neSto viSe vrednosti fekunditeta imaju jedinke iz EMP grupe, a u trecoj
generaciji jedinke iz kontrolne grupe, ali i da izlaganje EMP nema statisticki znac¢ajan

efekat na ovu komponentu adaptivne vrednosti.
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Slika 4.1. Srednje vrednosti fekunditeta (broj jaja) jedinki D. subobscura iz kontrolne i
EMP eksperimentalne grupe kroz tri sukcesivne generacije
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Stopa polaganja jaja

Pregled srednjih vrednosti, opsega od minimalne do maksimalne zabelezene
vrednosti 1 koeficijenta varijacije za osobinu stopa polaganja jaja za jedinke D.
subobscura iz kontrolne i EMP grupe kroz tri sukcesivne generacije, dat je u Tabeli
4.7. Stopa polaganja jaja (eng. oviposition rate) je komponenta adaptivne vrednosti koja
ukazuje na vremenski period u kom zenke polazu ve¢i broj jaja. U sluc¢aju da zenka
polaze jaja vremenski potpuno ravnomerno tokom posmatranog perioda, od prvog do
devetog dana, taj broj bi bio 4,5 dana. U Tabeli 4.7. se uoc¢ava da su prosecne vrednosti
za stopu polaganja jaja u obe eksperimentalne grupe kroz sve tri generacije oko Sestog
dana, posto su jedinke D. subobscura polagale veéi broj jaja u drugoj polovini

posmatranog devetodnevnog perioda.

Tabela 4.7. Deskriptivna statistika za stopu polaganja jaja (izrazeno brojem dana) u tri
uzastopne generacije grupe jedinki D. subobscura gajenih u standardnim uslovima
(kontrola) i grupe gajene u uslovima EMP ENF (0,25 mT, 50 Hz) (EMP grupa).

eksperimentalna grupa generacija X £ S.E. min - max CV (%)
I 6,45 + 0,11 4,59 - 7,92 11,2
Kontrola I 5,41 £ 0,09 3,94 - 6,35 9,26
1] 5,62 + 0,13 3,66 - 7,00 12,76
I 6,24 + 0,09 5,24 - 7,80 9,03
EMP I 5,48 £ 0,10 3,91 - 6,68 11,32
1] 5,84 + 0,11 4,32 - 6,84 9,96

X - srednja vrednost; S.E. - standardna greska; CV - koeficijent varijacije

U obe eksperimentalne grupe srednja vrednost stope polaganja jaja posmatrana
kroz generacije je najveca u prvoj, zna¢ajno opada u drugoj, a slabije raste u trecoj
generaciji. Koeficijent varijacije ove osobine ima razli¢it obrazac u obe eksperimentalne
grupe. Vrednost CV odstupa u drugoj generaciji, ali je ona u kontrolnoj grupi niza, dok
je u EMP grupi visa, u odnosu na unutargrupne vrednosti CV za prvu i trecu generaciju.
Statisticki znacajne razlike izmedu koeficijenata varijacije za stopu polaganja jaja
izmedu kontrolne i EMP grupe ne postoje, kao ni unutar eksperimentalnih grupa izmedu

generacija.
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Pregled srednjih vrednosti za stopu polaganja jaja za svaku analiziranu IF liniju

D. subobscura u obe eksperimentalne grupe kroz tri generacije dat je u Tabeli 4.8.

Tabela 4.8. Srednje vrednosti + standardna greska (X + S.E., u danima) za stopu
polaganja jaja (u danima) pojedinac¢nih IF linijja D. subobscura, u tri uzastopne
generacije u kontrolnoj i EMP eksperimentalnoj grupi

IF | generacija Il generacija lll generacija
linija kontrola EMP kontrola EMP kontrola EMP

3 7,00 + 0,33 6,60+0,18 | 5,54+0,04 5,45+0,26 | 5,65+0,50 6,26 +0,30
12 6,39+0,45 6,50+0,23 | 5,30+0,29 5,72+0,33 | 5,50+0,30 5,43 +0,02
29 6,47 + 0,20 6,24+0,30 | 5,91+0,27 5,76 +0,28 | 5,91 +0,40 6,08 + 0,21
52 6,68 +0,48 6,31+0,74 | 590+0,14 6,010,177 | 6,03+0,43 6,11 +0,25
56 6,44 +0,32 6,40+0,22 | 5,38+0,16 4,97 +0,48 | 5,47 +0,26 5,99 + 0,30
76 5,58+0,34 5,90+0,15 | 5,41 +0,22 5,29:0,15 | 5,26 + 0,41 5,50 + 0,55
124 | 6,32+0,07 5,84+0,04 | 5,18+0,11 5,43+0,67 | 6,03+0,33 6,25+0,18
141 6,34+0,08 6,30+0,26 | 5,61+0,34 5,16 +0,33 | 5,79+0,11 5,46 + 0,26
143 | 6,53+0,16 6,04+0,19 | 5,11+0,39 5,48+0,17 | 4,99 0,50 5,39 +0,22

U Tabelama 4.9., 4.10. 1 4.11. su prikazani rezultati dvofaktorske analize

varijanse za analiziranu komponentu adaptivne vrednosti sa faktorima tretman 1 IF

linija, za jedinke IF linija D. subobscura iz kontrolne i EMP eksperimentalne grupe u

svakoj generaciji posebno.

Tabela 4.9. Dvofaktorska ANOVA =za stopu polaganja jaja jedinki IF linija
D. subobscura iz kontrolne 1 EMP grupe u prvoj generaciji

df MS F -nivo
izvor varijabilnosti efekat efekat P
tretman 1 0,65 1,60 0,210
IF linija 8 0,78 1,92 0,071
tretman x IF linija 8 0,18 0,46 0,881
greska 67 0,40
df- stepeni slobode; MS - srednja vrednost kvadrata; F - vrednost F testa;
p-nivo - nivo znacajnosti
Tabela 4.10. Dvofaktorska ANOVA za stopu polaganja jaja jedinki IF linija
D. subobscura iz kontrolne 1 EMP grupe u drugoj generaciji
df MS F -nivo
izvor varijabilnosti efekat efekat P
tretman 1 0,01 0,00 0,958
IF linija 8 0,55 1,79 0,100
tretman x IF linija 8 0,19 0,61 0,762
greska 51 0,31

df- stepeni slobode; MS - srednja vrednost kvadrata; F - vrednost F testa;
p-nivo - nivo znacajnosti
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Tabela 4.11. Dvofaktorska ANOVA za stopu polaganja jaja jedinki IF linija
D. subobscura iz kontrolne i EMP grupe u tre¢oj generaciji

) o ) df MS B .

izvor varijabilnosti efekat efekat p-nivo
tretman 1 0,51 1 ,30 0,260
IF linija 8 0,80 2,04 0,063
tretman x IF linija 8 0,15 0,38 0,923
greska 44 0,39

df- stepeni slobode; MS - srednja vrednost kvadrata; F - vrednost F testa;
p-nivo - nivo znacajnosti, p<0,05*

Rezultati dvofaktorske analize varijanse za svaku generaciju pojedinacno
pokazuju da za posmatranu osobinu nema razlike ni usled dejstva EMP ENF (faktor

tretman), ni zbog razlicite geneticke strukture linija (faktor /F linija).

Da bi testirali i medugeneracijski efekat za stopu polaganja jaja jedinki IF linija
D. subobscura iz kontrolnih i uslova vestackog EMP uradena je trofaktorska analiza
varijanse, sa faktorima tretman, IF linija 1 generacija, a rezultati su prikazani u Tabeli
4.12. Kao 1 u slucaju fekunditeta, trofaktorska ANOVA je pokazala da statisticki

znacajna razlika u stopi polaganja jaja postoji za faktore generacija 1 IF linija.

Tabela 4.12. Trofaktorska analiza varijanse za osobinu stopa polaganja jaja jedinki
D. subobscura iz kontrolne i EMP grupe iz sve tri generacije

. e . . df MS F p-nivo

izvor varijabilnosti efekat efekat
tretman 1 0,001 0,00 0,961
generacija 2 14,15 34,85 0,000 ***
IF linija 8 1,20 3,56 0,002 ***
tretman x generacija 2 0,56 1,74 0,221
tretman x IF linija 8 0,10 0,26 0,978
generacija x IF linija 16 0,43 1,25 0,314
tretman x generacija x IF linija 16 0,21 0,73 0,909
greska 162 0,37

df- stepeni slobode; MS - srednja vrednost kvadrata; F - vrednost F testa;
p-nivo - nivo znacajnosti, p<0,001***
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Post-hoc analiza faktora genmeracija je pokazala da postoji statisticki znacajna
razlika u stopi polaganja jaja izmedu generacija, i to sa nivoom znacajnosti p<0,001
izmedu prve 1 druge, kao 1 prve 1 trece, i sa nivoom znacajnosti p<0,01 izmedu druge 1
trece generacije. Kada se analizira LSD testom interakcija tretman x generacija rezultati
pokazuju da u okviru generacije izmedu kontrole i EMP grupe ne postoji statisticki

znacajna razlika u pogledu stope polaganja jaja.

Na Slici 4.2. su graficki prikazane srednje vrednosti sa standardnom greskom za
stopu polaganja jaja kontrolne i EMP eksperimentalne grupe u tri generacije. Moze se
uociti da postoji isti trend u obe eksperimentalne grupe kroz generacije, kao i da EMP

ENF na ovu komponentu adaptivne vrednosti kod jedinki D. subobscura nema uticaja.
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Slika 4.2. Srednje vrednosti za stopu polaganja jaja, jedinki D. subobscura za kontrolnu
i EMP eksperimentalnu grupu, kroz tri sukcesivne generacije

Uoceni trend stope polaganja jaja kroz tri uzastopne generacije je reciproan u
odnosu na uoceni trend kod fekunditeta: u drugoj generaciji fekunditet znacajno raste
dok stopa polaganja jaja znacajno opada. To pokazujuje da u drugoj generaciji raste broj
polaZzenih jaja u obe eksperimentalne grupe, i da se jaja ravnomernije polazu tokom
posmatranog perioda, pa su vrednosti za stopu polaganja jaja znac¢ajno niZze u odnosu na
prvu i tre¢u generaciju, kada je polagano viSe jaja tokom poslednjih dana posmatranog

perioda.
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Duzina razvica

Pregled deskriptivne statistike sa srednjom vrednos$cu, opsegom minimalne i
maksimalne zabeleZene vrednosti 1 koeficijentom varijacije za duzinu razvica jedinki D.
subobscura iz kontrolne i EMP eksperimentalne grupe, u okviru prve, druge i trece
generacije dat je u Tabeli 4.13. Prikazan pregled srednjih vrednosti ove osobine
pokazuje da 1 ova osobina fitnesa varira kroz generacije, i da se u okviru iste generacije
razlikuje izmedu eksperimentalnih grupa. Jedinke iz EMP grupe u prvoj generaciji
imaju duze razvi¢e u odnosu na jedinke iz kontrole, dok u naredne dve generacije
jedinke izlozene EMP ENF imaju krace razvice u odnosu na jedinke iz kontrolne grupe.

Srednja vrednost duZzine razvi¢a je najniza u prvoj generaciji kod jedinki iz
kontrolnih uslova, koje za najkra¢e vreme kompletiraju svoje razvice od jaja do adulta,
a zatim u kontrolnoj grupi kroz generacije rastu vrednosti za duzinu razvica, znacajno u
drugoj i nesto slabije u trecoj generaciji. Razvice jedinki izlagane EMP ENF u prvoj
eksperimentalnoj generaciji je znac¢ajno duze - za jedan ceo dan u odnosu na jedinke iz
kontrolne grupe, ali jedinke izlozene EMP ENF u drugoj i tre¢oj generaciji imaju krace
razvi¢ée u poredenju sa jedinkama u kontrolnoj grupi. Ako pogledamo vrednosti za
duzinu razvi¢a unutar EMP grupe, uocava se da vrednosti za duzinu razvica jedinki iz
EMP grupe tokom generacija opadaju, da je najkrace razvice u prisustvu EMP ENF u

tre¢oj generaciji.

Tabela 4.13. Pregled srednjih vrednosti 1 standardne greske, opsega zabeleZenih
vrednosti 1 koeficijenta varijacije za duZinu razvi¢a (izraZena brojem dana) jedinki
D. subobscura 1z kontrolne grupe i grupe ¢ije jedinke su izlagane EMP (50 Hz, 0,25
mT) u analiziranim generacijama

eksperimentalna grupa generacija Xz S.E. min - max CV (%)
I 21,42 + 0,11 19,72 - 23,64 3,27
Kontrola
Il 22,66 + 0,09 20,88 - 23,62 2,42
1 22,73 £ 0,15 21,40 - 24,60 3,63
I 22,31 £ 0,13 20,52 - 24,50 3,78
EMP
Il 22,28 + 0,21 19,64 - 24,35 5,40
1 22,00 + 0,12 20,33 - 25,30 5,09

X - srednja vrednost; S.E. - standardna greska; CV - koeficijent varijacije
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Vrednosti koeficijenta varijacije za duzinu razvi¢a su generalno niske, i u ovom
radu krecu se od 2,42 % za kontrolnu grupu u drugoj generaciji, do 5,40 % u EMP grupi
takode u drugoj generaciji. UoCava se da je koeficijent varijacije u EMP grupi tokom
generacija veci (5,40% u drugoj 1 5,09% u trecoj generaciji) u odnosu na vrednosti
koeficijenata varijacije u kontrolnoj grupi relevantnih generacija (2,42% i 3,57%).
Testiranjem koeficijenata varijacije za duzinu razvica Fligner-Killeen testom pokazano
je da statisticki znacajne razlike izmedu kontolne i EMP grupe postoje u drugoj
generaciji (p<0,001), dok je unutar eksperimentalnih grupa znacajna razlika uocena
izmedu druge i treée generacije u kontrolnoj grupi (p<0,05), i izmedu prve i druge

generacije u EMP grupi (p<0,05).

Pregled srednjih vrednosti za duzinu razvia za pojedinacne IF linije D.

subobscura u obe eksperimentalne grupe u tri uzastopne generacije dat je u Tabeli 4.14.

Tabela 4.14. Srednja vrednost + standardna greska za duZinu razvic¢a (u danima) po IF
linjjama D. subobscura, u kontroli i u eksperimentalnoj grupi izlozenoj EMP, u tri
sukcesivne generacije

IF | generacija Il generacija lll generacija
linija kontrola EMP kontrola EMP kontrola EMP

3 21,32 + 0,16 22,40 + 0,16 | 22,75+ 0,20 21,75+0,31 | 22,35+0,19 21,43 +£0,15
12 | 21,93+0,66 22,87 +0,45| 23,09 +0,16 23,51 +0,47 | 23,25+0,35 22,40 + 0,16
29 |21,22+0,39 22,37 +0,48 | 22,04 + 0,44 23,05+ 0,41 | 22,20 + 0,55 24,07 + 0,62
52 | 21,72 +0,21 22,53 +0,29 | 22,87 + 0,26 20,49 + 0,48 | 22,51 + 0,24 21,27 + 0,50
56 | 21,64+0,25 22,38+0,20|22,98+0,13 23,41 +0,21 | 23,07 +0,79 22,24 + 0,31
76 | 21,60+0,33 21,95+0,32 | 22,67 +0,22 22,55+0,47 | 22,77 + 0,35 21,91 +0,38
124 | 21,31 0,54 22,01 +0,27 | 22,95+ 0,40 21,51 +£0,06 | 23,54 + 0,32 21,82 + 0,21
141 | 21,28 + 0,26 22,65 +0,40 | 22,31 +0,22 21,84 +0,86 | 22,57 + 0,52 21,70 + 0,10
143 | 20,81 +0,12 21,75+0,52 | 22,37 + 0,10 22,17 £+ 0,55 | 22,54 + 0,24 21,13 + 0,22

Uticaj veStackog EMP (50 Hz, 0,25 mT) 1 genetiCke konstitucije linija na
variranje duzine razvi¢a D. subobscura za svaku generaciju posebno ispitivan je
dvofaktorskom analizom varijanse, a rezultati su prikazani u Tabeli 4.15., 4.16. 1 4.17.
za prvu, drugu i trecu generaciju pojedinacno, i moze se primetiti da znacajan uticaj na
duzinu razvica jedinki, u sve tri generacije ima faktor tretman, odnosno EMP kori§¢eno

u ovom eksperimentu.
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Tabela 4.15. Dvofaktorska ANOVA za duzinu razvi¢a jedinki IF linija D. subobscura
iz kontrolne 1 EMP grupe u prvoj generaciji

. I . df MS F p-nivo
izvor varijabilnosti efekat efekat
tretman 1 16,90 27,84 0,000 ***
IF linija 8 0,95 1,57 0,151
tretman x IF linija 8 0,20 0,33 0,950
greska 68 0,61

df- stepeni slobode; MS - srednja vrednost kvadrata; F - vrednost F testa;
p-nivo - nivo znacajnosti, p<0,001***

Tabela 4.16. Dvofaktorska ANOVA za duzinu razvica jedinki IF linija D. subobscura
iz kontrolne i EMP grupe u drugoj generaciji

. N . df MS F p-nivo
izvor varijabilnosti efekat efekat
tretman 1 2,84 5,10 0,029 *
IF linija 8 1,94 3,48 0,003 **
tretman x IF linija 8 1,90 3,42 0,003 **
greska 50 0,56

df- stepeni slobode; MS - srednja vrednost kvadrata; F - vrednost F testa;
p-nivo - nivo znacajnosti, p<0,05*; p<0,01**

Tabela 4.17. Dvofaktorska ANOVA za duzinu razvi¢a jedinki IF linija D. subobscura
1z kontrolne 1 EMP grupe u tre¢oj generaciji

. e . df MS F p-nivo
izvor varijabilnosti efekat efekat
tretman 1 9,01 15,47 0,000 ***
IF linija 8 1,70 2,91 0,010 **
tretman x IF linija 8 2,30 3,95 0,001 **
greska 49 0,58

df- stepeni slobode; MS - srednja vrednost kvadrata; F - vrednost F testa;
p-nivo - nivo znacajnosti, p<0,01**; p<0,001***

Rezultati dvofaktorske analize varijanse pokazuju da se jedinke u svakoj
analiziranoj generaciji razlikuju po vrednostima za duZinu razvica pod uticajem EMP. U
grupi jedinki koje su deo svog razvica provele u uslovima EMP ENF analizirana
komponenta adaptivne vrednosti znacajno se menja: drasticno se usporava u prvoj
generaciji, pa jedinke koje su izlagane EMP ENF imaju duZe razvi¢e u odnosu na
jedinke iz kontrolne grupe, sa nivoom znacajnosti p<0,001 (Tabela 4.13. 1 Tabela 4.15.).
U drugoj i trecoj generaciji razvice jedinki izlaganih EMP se skracuje, vrednosti za broj

dana koji protekne od polaganja jaja do izleganja adulta u odnosu na jedinke iz
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kontrolne grupe su znac¢ajno manje, sa nivoom znacajnosti p<0,05 u drugoj, i sa nivoom
znacajnosti p<0,001 u tre¢oj generaciji (Tabela 4.13., Tabela 4.16. i Tabela 4.17.).
Takode postoji razlika u vrednostima za duzinu razvica, i u drugoj i u tre¢oj generaciji u
odnosu na geneticku strukturu IF linija, kao i1 za interakciju faktora tretman x IF linija,
sa istim nivoom znacajnosti od p<0,01. Post-hoc analize LSD testom interakcije tretman
x IF linija u drugoj i u tre¢oj generaciji odvojeno, za obe generacije su pokazale da u
okviru kontrolne grupe ne postoje statisticki znacajne razlike u duzini razvi¢a izmedu IF
linija, jer su njihove vrednosti u kontroli dosta ujednacene. Za razliku od kontrolne
grupe, dobijeni rezultati u post-hoc analizi interakcije faktora tretman i IF linija u
okviru EMP grupe pokazuju da su vrednosti duzine razvica statisticki znacajno razlicite
izmedu IF linija, a razlike u duZzini razvi¢a izmedu IF linija jo$ su vece kada se porede

vrednosti za duzinu razvi¢a izmedu linija iz kontrolne i EMP grupe.

Ako u analizu varijanse uklju¢imo i generacije, rezultati trofaktorske analize
varijanse pokazuju da na ovu komponentu adaptivne vrednosti sa visokim nivoom
znacajnosti uticu faktori gemeracija i1 IF linija (p<0,001), kao i interakcije faktora
tretman sa faktorima generacija i IF linija, 1 interakcija sva tri faktora. Medutim, ako se
podaci za duzinu razvi¢a analiziraju na ovaj nacin gubi se znacajnost efekta EMP

koris¢enog u ovom radu (Tabela 4.18).

Tabela 4.18. Rezultati trofaktorske analize varijanse za duZinu razvica od jaja do adulta
jedinki IF linijja D. subobscura iz kontrolne 1 EMP grupe tokom tri sukcesivne
generacije

. e s . df MS F p-nivo

izvor varijabilnosti efekat efekat
tretman 1 0,44 0,75 0,387
generacija 2 7,66 13,09 0,000 ***
IF linija 8 2,81 4,81 0,000 ***
tretman x generacija 2 14,37 24,58 0,000 ***
tretman x IF linija 8 2,55 4,36 0,000 ***
generacija x IF linija 16 0,93 1,59 0,076
tretman x generacija x IF linija 16 1,01 1,72 0,047 *
greska 167 0,58

df- stepeni slobode; MS - srednja vrednost kvadrata; F - vrednost F testa;
p-nivo - nivo znacajnosti, p<0,05*; p<0,001***
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Detaljna analiza uticaja interakcije pojedinacnih faktora na duzinu razvi¢a
uradena je LSD testom. Interakcija tretman x IF linija x generacija pokazuje da postoje
statisticki znacajne razlike u duzini razvica izmedu linija pod uticajem vestackog EMP,
1 da se nakon izlaganja EMP ENF vrednosti za duzinu razvi¢a znacajno razlikuju u
odnosu na kontrolu, u slucaju IF linija 3, 29, 141 i 143 u prvoj generaciji, linija 52 1 124
u drugoj generaciji, i linija 29, 52, 124 1 143 u trecoj.

FisSerov LSD test za interakciju tretman x generacija ukazuje na
medugeneracijske razlike izmedu vrednosti duzine razvic¢a jedinki iz kontrolne i EMP
grupe. Rezultati pokazuju da su sva poredenja duzine razvica iz kontrolne i EMP grupe
znacajna izmedu generacija (p<0,05), ali u okviru EMP grupe izmedu generacija nema
znacajnih razlika, dok se u kontrolnoj grupi vrednosti duzine razviéa iz prve generacije
razlikuju od vrednosti ove osobine u ostalim generacijama u kontroli. Ovi post-hoc
rezultati potvrduju da se duzina razvi¢a u EMP grupi ne razlikuje izmedu generacija, ali
se u svakoj eksperimentalnoj generaciji znacajno razlikuje u poredenju sa duzinom
razvi¢a iz kontrolne grupe, odnosno da u svim generacijama EMP ENF ima uticaj na
ovu komponentu adaptivne vrednosti.

Na Slici 4.3. je dat prikaz srednjih vrednosti za duzinu razviéa obe
eksperimentalne grupe u sve tri generacije. Jasno se mogu uociti razlike u vrednostima
za ovu osobinu pod uticajem EMP ENF, kao 1 razli¢it obrazac promene duZine razvica
kroz generacije za kontrolnu i EMP grupu.
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Slika 4.3. Prosecne vrednosti duZine razvica jedinki D. subobscura iz obe
eksperimentalne grupe (kontrola i EMP) u tri sukcesivne generacije
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Prezivljavanje jaje - adult

Pored fekunditeta, prezivljavanje predstavlja osnovnu komponentu adaptivne
vrednosti koja moze biti izracunata u razliitim stupnjevima razvica, a u ovom radu je
praceno prezivljavanje od stadijuma jaja do adulta, i izrazeno je procentualno. Srednje
vrednosti, opseg zabelezenih vrednosti i koeficijent varijacije prezivljavanja jedinki D.
subobscura iz tri sukcesivne generacije u okviru kontrolne i EMP grupe prikazane su u
Tabeli 4.19. Prosecno prezivljavanje jedinki izlozenih EMP ENF tokom generacija
opada, tako da najnize srednje vrednosti vijabiliteta imaju jedinke iz ove
eksperimentalne grupe u trecoj generaciji. Unutar kontrolne grupe postoji pad vrednosti
prezivljavanja u drugoj generaciji, i moze se primetiti da jedinke iz kontrolne i EMP

grupe imaju razlicit obrazac promena za ovu osobinu kroz generacije.

Tabela 4.19. Deskriptivna statistika za osobinu prezivljavanje (u procentima) jedinki
D. subobscura kroz prve tri sukcesivne generacije u obe eksperimentalne grupe

eksperimentalna grupa  generacija X = S.E. min - max CV (%)
| 53,38 + 2,99 9,82-92,08 36,30

Kontrola [ 37,71+ 2,78 12,88-74,51 43,69

Il 43,98 + 4,77 1,77-89,80 60,39

| 43,04 + 3,73 3,60-89,89 57,56

EMP I 38,53 + 3,21 1,95-73,63 47,81

1l 32,60 + 3,99 1,82-80,99 73,54

X — srednja vrednost; S.E. - standardna greska; CV - koeficijent varijacije

Pregledom deskriptivne statistike za ovu osobinu (Tabela 4.19) moZe se uociti i
veoma Sirok opseg zabelezenih vrednosti za ovu osobinu, od 1,77 do 92,08 %, a u
tehnickim replikama su se vrednosti prezivljavanja kretale od 0 do 100 %. Ovako velika
varijabilnost u vrednostima preZivljavanja se ogleda i u vrednostima koeficijenta
varijacije, koje su visoke 1 koje se razlikuju izmedu eksperimentalnih grupa, kao 1
izmedu generacija unutar grupa. U kontrolnoj grupi vrednosti CV rastu kroz generacije,
od 36,30% u prvoj, gde je i najniza vrednost CV za ovu osobinu, 43,69% u drugoj, do
60,39% u trecoj generaciji. U slucaju jedinki iz EMP grupe vrednost koeficijenta
varijacije u prvoj generaciji je 57,56%, zatim se smanjuje u drugoj na 47,81%, a u trecoj

generaciji ima najvisu zabelezenu vrednost - 73,54%. Poredenje koeficijenata varijacije
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za ovu osobinu izmedu eksperimenalnih grupa u okviru svake generacije Fligner-
Killeen testom pokazano je da statisticki znacajne razlike postoje izmedu koeficijenata
varijacije kontrolne i EMP eksperimentalne grupe u prvoj generaciji (p<0,001).
Poredenjem unutar eksperimentalnih grupa je pokazano da se znacajno razlikuje CV
trece generacije u odnosu na vrednosti iz prve (p<0,001) i druge (p<0,01) generacije u

kontrolnoj grupi, a u EMP grupi od koeficijenta varijacije u drugoj generaciji (p<0,01).

Pregled srednjih vrednosti za prezivljavanje po IF linijjama D. subobscura u tri

sukcesivne generacije u okviru svakog tretmana dat je u Tabeli 4.20.

Tabela 4.20. Srednje vrednosti i1 standardne greSke preZivljavanja od jaja do adulta (u
%), za IF linije D. subobscura iz kontrolne i EMP grupe, u tri sukcesivne generacije

IF | generacija Il generacija lll generacija
linija kontrola EMP kontrola EMP kontrola EMP
3 47,67 + 5,85 19,25+ 6,37 | 22,31+ 2,72 22,39+ 8,78 | 37,40+ 4,65 18,92+ 6,67
12 | 46,16 + 13,82 45,80+ 10,95 | 44,57 + 7,06 48,19 + 10,92 | 43,43 + 12,36 38,74 + 20,18
29 | 53,54+ 8,61 63,23+ 8,99 |52,05+ 4,64 69,09+ 4,19 | 61,48+17,75 53,69 + 8,84
52 | 61,37+ 5,03 43,63 16,22 | 38,55+ 8,98 25,93+ 7,51 | 5550+ 6,51 22,11+ 11,63
56 | 49,57 +10,19 33,62+ 7,71 | 43,41+ 8,72 37,83 +13,02 | 26,27 + 10,18 35,33 + 18,92
76 | 46,29+ 597 27,39+ 6,00 | 31,18+ 2,12 26,92 + 5,36 | 33,20 + 12,00 25,09 + 3,36
124 | 55,38 +15,92 34,41 + 15,23 | 27,97 + 8,92 34,84+ 8,77 | 39,44 + 18,40 43,26 + 13,18
141 | 76,88+ 4,72 61,68+ 8,69 | 50,59 +11,79 42,06 + 1,55 | 76,25+ 2,38 46,92 + 9,22
143 139,91+ 7,04 54,44+ 9,66 | 26,58+ 4,06 43,75+ 4,21 | 18,42 +11,67 10,23 + 2,46

Za ispitivanje razlika u variranju ove osobine izmedu eksperimentalnih grupa i
pojedinacnih IF linija, koriS¢ena je dvofaktorska ANOVA, a rezultati su prikazani u
Tabeli 4.21 za prvu, u Tabeli 4.22 za drugu, i u Tabeli 4.23 za treu generaciju.
Statisticki znacajne razlike u prezivljavanju u sve tri generacije uslovljene su
genetickim razlikama izmedu IF linija, dok je samo u prvoj generaciji zna¢ajan uticaj na
prezivljavanje imalo i dejstvo EMP ENF (p<0,05).

Tabela 4.21. Rezultati dvofaktorske analize varijanse za preZivljavanje od jaja do
adulta, jedinki IF linija D. subobscura iz kontrolne i EMP grupe u prvoj generaciji

. e . df MS F p-nivo
izvor varijabilnosti efekat efekat
tretman 1 2252 5,53 0,021 *
IF linija 8 1193 2,93 0,007 **
tretman x IF linija 8 543 1,33 0,241
Greska 68 407

df- stepeni slobode; MS - srednja vrednost kvadrata; F - vrednost F testa;
p-nivo - nivo znacajnosti p<0,05*; p<0,01*
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Tabela 4.22. Rezultati dvofaktorske analize varijanse za prezivljavanje od jaja do
adulta, jedinki IF linija D. subobscura iz kontrolne i EMP grupe u drugoj generaciji

. I . df MS F p-nivo
izvor varijabilnosti efekat efekat
tretman 1 38 0,17 0,677
IF linija 8 952 4,32 0,000 ***
tretman x IF linija 8 219 0,99 0,453
Greska 50 220

df- stepeni slobode; MS - srednja vrednost kvadrata; F - vrednost F testa;

p-nivo - nivo znacajnosti p<0,001***

Tabela 4.23. Rezultati dvofaktorske analize varijanse za prezivljavanje od jaja do adulta
jedinki IF linija D. subobscura iz kontrolne i EMP grupe u trecoj generaciji

. e . . df MS F p-nivo
izvor varijabilnosti efekat efekat
tretman 1 1831 3,86 0,055
IF linija 8 1926 4,06 0,001 ***
tretman x IF linija 8 346 0,73 0,665
Greska 49 474

df- stepeni slobode; MS - srednja vrednost kvadrata; F - vrednost F testa;
p-nivo - nivo znacajnosti p<0,001***

Izlaganje jedinki u ranim fazama razvica EMP ENF rezultuje slabijim
prezivljavanjem od jaja do adulta u prvoj generaciji (p<0,05). Rezultati post-hoc LSD
testa za faktor tretman u okviru svake generacije su pokazali statisticki znacajne razlike
u prezivljanju izmedu eksperimentalnih grupa u prvoj (p=0,02) 1 tre¢oj generaciji

(p=0,038).

Trofaktorijalna ANOVA koja ukljucuje i faktor generacija kao moguéi izvor
varijabilnosti u prezivljavanju koriS¢ena je da bi se utvrdile medugeneracijske razlike u
vrednostima preZivljavanja izmedu eksperimentalnih grupa i IF linija, a rezultati su
prikazani u Tabela 4.24. Rezultati pokazuju da svi analizirani faktori izvora
varijabilnosti imaju statisticki znacajan uticaj na preZivljavanje, ali to nije slucaj i sa

njihovim interakcijama.
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Tabela 4.24. Rezultati trofaktorske analize varijanse za prezivljavanje od jaja do adulta,
jedinki IF linija D. subobscura iz kontrolne i EMP grupe tokom tri sukcesivne
generacije

. e s . df MS F p-nivo

izvor varijabilnosti efekat efekat
tretman 1 2233 6,02 0,015 *
generacija 2 2349 6,33 0,002 **
IF linija 8 3151 8,50 0,000 ***
tretman x generacija 2 827 2,23 0,111
tretman x IF linija 8 671 1,81 0,078
generacija x IF linija 16 417 1,13 0,335
tretman x generacija x IF linija 16 208 0,56 0,908
Gredka 167 371

df- stepeni slobode; MS - srednja vrednost kvadrata; F - vrednost F testa;
p-nivo - nivo znacajnosti p<0,05*; p<0,01**; p<0,001***

Da bi se rasclanili statisti¢ki znacajni rezultati u okviru svakog faktora uradena
je post-hoc analiza LSD testom. Rezultati ove analize za faktor tretman pokazuju
statisticki znacajnu razliku izmedu dve eksperimetalne grupe. Proseno prezivljavanje
jedinki izlaganih EMP ENF u toku embrionalne i rane postembrionalne faze razvica je
znacajno slabije (38,4%) u odnosu na jedinke u kontrolnoj grupi (45,6%). Razlika se
uocava 1 izmedu generacija Sto se potvrduje LSD testom za faktor gemeracija. Prva
generacija ima najviSu srednju vrednost prezivljavanja i znacajno se razlikuje i od druge
(p<0,01) 1 od trece (p<0,001) generacije. Ako se pogledaju rezultati post-hoc testa za
interakciju tretman x generacija jasno se izdvajaju vrednosti preZivljavanja prve
generacije u kontroli, koje su viSe, 1 znaCajno razli¢ite od vrednosti prezivljavanja
ostalih generacija obe eksperimentalne grupe. Takode se znacCajno razlikuje
prezivljavanje izmedu prve i trece generacije u EMP grupi (p=0,017). Kad posmatramo
vrednosti prezivljavanja EMP grupe u odnosu na kontrolu, znacajne razlike izmedu
eksperimentalnih grupa postoje i u prvoj (p=0,014) i u trecoj (p=0,017) generaciji, 1 u oba
slu¢aja su vrednosti prezivljavanja u EMP grupi znacajno nize. Razlike u prezivljavanju

izmedu eksperimentalnih grupa i generacija prikazane su na Slici 4.4.
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Slika 4.4. Srednje vrednosti prezivljavanja od jaja do adulta jedinki D. subobscura iz
kontrolne i EMP eksperimentalne grupe u tri sukcesivne generacije
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Duzina zivota zenki

Osobina duzina zivota posmatrana je kod Zenki D. subobscura koje su u ovom
eksperimentu koriS¢ene za predhodno analizirane komponente adaptivne vrednosti, tako
da su sve zenke ¢ije su vrednosti za duzinu zivota usle u analizu parene sa osam dana
starosti, 1 polagale su jaja tokom Zzivota. Iz tehnickih razloga je dugovecnost analizirana
samo kod zenki iz prve 1 tre¢e generacije eksperimenta. Pregled podataka o
varijabilnosti ove osobine u prvoj i trecoj generaciji Zzenki D. subobscura koje su
provele svoj zivot u kontrolim uslovima (kontrolna grupa) ili u uslovima vestackog
EMP (50 Hz, 0,25 mT) od osmog dana starosti pa do kraja zivota (EMP
eksperimentalna grupa), prikazan je u Tabeli 4.25. Ovaj pregled obuhvata srednje

vrednosti, opseg vrednosti, kao i koeficijent varijacije.

Tabela 4.25. Pregled deskriptivne statistike za osobinu duZinu Zivota Zenki (u danima)
D. subobscura u prvoj i tre¢oj generaciji u kontrolnoj i EMP eksperimentalnoj grupi

eksperimentalna grupa  generacija X = S.E. min - max cv
I 97,19 + 7,08 28-181 44,30
Kontrola
[l 109,86 + 7,76 28-176 37,36
I 81,09 £ 5,75 27-151 46,49
EMP R ’
Il 89,51 + 7,89 29-183 52,17

X- srednja vrednost; S.E. - standardna greska; CV - koeficijent varijacije

Srednje vrednosti za duzinu Zivota Zenki D. subobscura se kre¢u od 81,09 u
prvoj generaciji EMP grupe, do 109,86 dana u treé¢oj generaciji kontrolne grupe. Zenke
koje su ve¢i deo zivota provele u EMP ENF imaju nize srednje vrednosti za duzinu
Zivota, i to za 15 1 viSe dana kada se porede sa vrednostima odgovarajucih generacija iz
kontrolne grupe. Minimalne zabelezene vrednosti za duZina Zivota Zenki su ujednacene
u svim grupama, i krecu se od 27 do 29 dana, mada su vrednosti za duzinu zivota zenki
manje od 20 dana iskljucene iz analize. Maksimalne vrednosti duzine zivota Zenki D.
subobscura se kre¢u od 151 dana, zabeleZeno za Zenku iz prve generacije u EMP grupi,
do 183 dana, koliko je zivela zenka iz tre¢e generacije u istoj eksperimentalnoj grupi.

Vrednosti koeficijenta varijacije za ovu osobinu su sli¢ne u obe eksperimentalne grupe u
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prvoj generaciji, 1 iznose 44,30 % u kontroli 1 46,49 % u EMP grupi. Vrednost CV za
duzinu zivota zenki u trecoj generaciji je visa za EMP grupu (52,17%), u odnosu na
vrednost iz kontrolne grupe (37,36%). Medutim, poredenje koeficijenata varijacije
Fligner-Killeen testom, izmedu i unutar eksperimenalnih grupa, je pokazalo da ne

postoje znacajne razlike izmedu CV za ovu osobinu.

Pregled srednjih vrednosti duzine zivota zenki IF linija u prvoj i tre¢oj generaciji
u kontrolnoj i eksperimentalnoj grupi u kojoj su jedinke tokom embrionalnog i ranog

posembrionalnog razviéa bile izozene EMP od 50 Hz i 0,25 mT, dat je u Tabeli 4.26.

Tabela 4.26. Srednja vrednost sa standardnom greskom za duzinu zivota (u danima)
zenki iz IF linija D. subobscura u kontrolnoj i u EMP grupi, u prvoj 1 tre€oj generaciji

IF linija | generacija Il generacija
Kontrola EMP Kontrola EMP

3 123,25 + 9,38 121,60 + 12,23 109,33 + 27,51 118,25 + 20,71
12 128,00 + 30,29 107,60 + 11,23 120,67 + 38,49 83,00 + 5,00
29 122,50 + 21,71 99,20 + 17,30 119,25 + 20,98 151,60 + 15,48
52 85,67 + 17,32 44,50 + 8,55 87,00 + 30,34 69,00 + 24,66
56 86,33 + 31,22 51,50 + 21,23 86,33 + 10,93 74,50 + 22,94
76 88,33 + 24,21 80,00 + 20,19 126,67 + 10,33 96,00 + 29,50
124 56,00 + 19,00 57,50 + 10,31 61,00 + 5,00 75,25 + 23,92
141 93,60 + 19,64 91,00 £11,77 141,00 + 15,45 45,00 + 5,68
143 85,40 + 14,19 62,67 + 9,56 107,67 + 18,62 83,40 + 16,72

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

Variranje duZine zivota Zenki izmedu pojedinacnih IF linija, kao 1 izmedu
eksperimentalnih grupa analizirano je dvofaktorskom analizom varijanse u okviru svake
generacije. Rezultati te analize prikazani su u Tabeli 4.27 za prvu, u Tabeli 4.28 za tre¢u
generaciju. Analizirani faktori tretman 1 IF linija imaju statisticki znacajan uticaj na
variranje ove osobine u prvoj generaciji, dok u trecoj generaciji ne postoje znacajne

razlike u vrednostima duzine Zivota Zenki ni izmedu IF linija, ni eksperimentalnih

grupa.
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Tabela 4.27. Dvofaktorska ANOVA za duzinu Zivota zenki IF linija D. subobscura iz
kontrolne i EMP grupe, u prvoj generaciji

_ ”__ df MS . .

izvor varijabilnosti efekat efekat p- nivo
tretman 1 5567 4,15 0,046 *
IF linija 8 4956 3,70 0,001 ***
tretman x IF linija 8 490 0,37 0,935
greska 62 1341

df- stepeni slobode; MS - srednja vrednost kvadrata; F - vrednost F testa;
p-nivo - nivo znacajnosti p<0,05*; p<0,001***

Tabela 4.28. Dvofaktorska ANOVA za duzinu Zivota zenki IF linija D. subobscura iz
kontrolne 1 EMP grupe, u trecoj generaciji

df MS .
izvor varijabilnosti efekat efekat F p- nivo
tretman 1 4811 3,08 0,086
IF linija 8 3094 1,98 0,071
tretman x IF linija 8 2826 1,81 0,100
greska 45 1562

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

Za ispitivanje razlika u variranju duZine Zivota Zenki kroz generacije kori$¢ena
je trofaktorska analiza varijanse. Rezultati su predstavljeni u Tabeli 4.29., i znacajan

uticaj na variranje ove komponente adaptivne vrednosti imaju faktori tretman i IF linija.

Tabela 4.29. Trofaktorska analiza varijanse za duZinu Zivota Zenki IF linija
D. subobscura iz kontrolne i EMP grupe, u prvoj i tre¢oj generaciji

izvor varijabilnosti fd|i e F p- nivo
efekat efekat

tretman 1 10270 7,16 0,009 **

generacija 1 2973 2,07 0,153

IF linija 8 6684 4,66 0,000 ***

tretman x generacija 1 9 0,01 0,937

tretman x IF linija 8 1475 1,03 0,420

generacija x IF linija 8 801 0,56 0,809

tretman x generacija x IF linija 8 1935 1,35 0,227

greska 107 1434

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

znacajnosti p<0,01**; p<0,001***
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KoriS¢enjem post-hoc testa interakcije tretman x gemeracija analizirane su
razlike u vrednostima duzine Zivota zenki obe eksperimentalne grupe iz prve i trece
generacije. Statisticki znacajna razlika postoji izmedu treée generacije iz kontrolne
grupe i prve (p<0,01) i tre¢e generacije (p<0,05) iz EMP grupe. Obe eksperimentalne
grupe imaju isti trend u srednjim vrednostima za duZzinu zivota zenki kroz generacije,
koji se ogleda u povecanju srednje vrednosti duzine zivota u tre¢oj generaciji, $to je

prikazano i graficki na Slici 4.5.
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Slika 4.5. Srednje vrednosti duZine Zivota Zenki D. subobscura u prvoj i trecoj
generaciji u kontrolnoj i EMP grupi
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Fenotipske korelacije komponenti adaptivne vrednosti

Analiza fenotipskih korelacija izmedu komponenti adaptivne vrednosti jedinki
D. subobscura unutar kontrolne i EMP eksperimentalne grupe, pokazala je razlike u
veli¢ini, znaku 1 statistickoj znacajnosti koeficijenata korelacije izmedu ove dve
eksperimentalne grupe. Vrednosti Pirsonovog koeficijenta korelacije za svaki par
analiziranih komponenti adaptivne vrednosti u okviru kontrolne i u okviru EMP
eksperimentalne grupe date su u Tabeli 4.30 1 Tabeli 4.31. Za jedinke iz kontrolne grupe
dobijene su Cetiri statisticki znacajne korelacije, od kojih su ¢ak tri vezane za fekunditet,
1 znaCajno fenotipsko kovariranje postoji izmedu fekunditeta i prezivljavanja, duzine
razviéa i brzine polaganja jaja. Znacajna negativna korelacija (p<0.0001) je dobijena
izmedu duZine razvica i1 stope polaganja jaja. U kontrolnoj grupi su uocene i dve
grani¢ne p vrednosti za korelaciju izmedu fekunditeta 1 duZine zivota zenki (p=0,058),
kao 1 izmedu prezivljavanja i stope polaganja jaja (p=0,058). Statisticki znacajna
korelacija u EMP eksperimentalnoj grupi postoji samo izmedu duzine razvica i duzine
Zivota Zenki, a grani¢na p vrednost negativne fenotipske korelacije je uocena izmedu

fekunditeta i stope polaganja jaja (p=0,051) (Tabeli 4.31).

Tabela 4.30. Vrednosti Pirsonovog koeficijenta za fenotipske korelacije izmedu
komponenti adaptivne vrednosti D. subobscura iz kontrolne grupe

(U tamno sivo obojenim poljima se nalaze statisticki znacajne korelacije, a u svetlo
sivim su grani¢ne vrednosti statistiCke znacajnosti)

. . . duZina stopa duzina
fekunditet prezivljavanje razvica polaganja Sivota 9
kontrola jaja #lvota
fekunditet
prezivljavanje -0,258**
duzina razvica 0,215 * -0,162
stopa polaganja
jaja -0,242** 0,185 -0,429%**
duZina Zivota 0,240 0,169 -0,062 0,073

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001
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Tabela 4.31. Vrednosti Pirsonovog koeficijenta za fenotipske korelacije izmedu
analiziranih komponenti adaptivne vrednosti D. subobscura gajenih u uslovima EMP od
50 Hz 1 0,25 mT (U tamno sivo obojenim poljima se nalaze statisticki znacajne
korelacije, a u svetlo sivim su grani¢ne vrednosti statisticke znacajnosti)

. e . duzina stopa duzina
fekunditet prezivljavanje razvica polaganja sivota Q
EMP jaja zivota
fekunditet
prezivljavanje 0,051
duzina razvica -0,048 0,073
stopa polaganja
jaja -0,187 -0,001 0,016
duZina Zivota 9 0,108 0,013 0,245* 0,005

* p<0,05;

Numericke vrednosti koeficijenata korelacija variraju izmedju razlicitih parova
osobina komponenti adaptivne vrednosti, ali su one veée u kontrolnoj grupi za sve
analizirane parove, osim u slucaju korelacije duzine razvica i duzine zivota zenki.
Koeficijenti fenotipske korelacije za analizirane parove osobina u EMP grupi su manyji, i

blizi nuli. Ve¢i udeo znacajnih korelacija ima negativni predznak.

S obzirom da smanjenje stope polaganja jaja predstavlja polaganje veceg broja
jaja ranije tokom posmatranog devetodnevnog perioda, tada negativna fenotipska
korelacija u kontrolnim uslovima izmedu fekunditeta i ove osobine govori da u slucaju
veceg fekunditeta, Zenke ravnomernije i ranije polazu jaja. U slucaju slabijeg
fekunditeta, zenke polazu manji broj jaja pretezno u kasnijem delu posmatranog
perioda. Negativna fenotipska korelacija izmedu ovih osobina potvrdena je 1 u
eksperimentalnoj grupi jedinki gajenih u uslovima EMP ENF, sa granicnom vrednoS¢u
znacajnosti. U ovom slucaju ne mozemo govoriti o generalnom fenotipskom trade-off-
u, posto se rezultati dobijeni u ovom eksperimentu odnose samo na period od devet
dana od oplodenja Zenke, tako da je pitanje da li bi negativna fenotipska korelacija bila

dobijena i1 analizom podataka dobijenih za ceo Zivotni vek zenki.
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Znacajna negativna fenotipska korelacija izmedu stope polaganja jaja i duzine
razviéa ukazuje na vezu izmedu ravnomernijeg i ranijeg polaganja jaja i duzeg razvica.
U slucaju kasnijeg polaganja jaja, odnosno u drugoj polovini posmatranog
devetodnevnog perioda, izlezene jedinke imaju krace razvi¢e od jaja do adulta. Ova
korelacija je najverovatnije povezana sa fenotipskom korelacijom izmedu fekunditeta i
duzine razvica, koja je statisticki znacajna takode samo u kontrolnoj grupi, a koja
pokazuje da zenke sa ve¢im fekunditetom imaju potomstvo ¢ije je vreme razvica krace,
1 obrnuto: u slu¢aju manjeg fekunditeta zenki duze je razvice potomstva od jaja do

adulta.

Tipi¢nu negativnu fenotipsku korelaciju predstavlja negativna korelacija izmedu
fekunditeta 1 prezivljavanja, kada u slucaju polaganja manjeg broj jaja: poloZena jaja
imaju bolje prezivljavanje, 1 obrnuto. Ova negativna korelacija je prisutna u obe

ekpirementalne grupe, ali je znacajna samo u kontrolnoj grupi (p<0,01).

Za korelaciju izmedu fekunditeta i duzine Zivota Zenki u ovom radu dobijen je
pozitivan koeficijent u obe grupe, iako bi se mogla ocekivati negativna korelacije ove

dve osobine kao tipican primer alokacije resursa.
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Fenotipska plasticnost komponenti adaptivne vrednosti

Fenotipska plasti¢nost je svojstvo genotipa da da fenotipski razli¢it odgovor u
razli¢im sredinama, i u ovom radu fenotipska plasticnost analiziranih komponenti
adaptivne vrednosti procenjena je na osnovu odgovora genotipa, odnosno srodnic¢kih
jedinki IF linija, koje su se razvijale u dve razlicite sredine: kontrolnoj i sredini sa EMP

od 50 Hz1 0,25 mT.

StatistiCki znacajni izvori varijabilnosti za analizirane komponente adaptivne
vrednosti prikazani su u Tabeli 4.32. za svaku eksperimentalnu generaciju posebno, gde
su izvori varijabilnosti geneticka osnova IF linija (G), sredinska promena koju u ovom
eksperimentu predstavlja EMP ENF (E), ili interakcija genotipa i sredine (G x E).
Znacajnost dobijena za genotip (G) potvrduje da postoje razlike izmedu IF linija u
odgovoru kao rezultat razlike u genetickoj osnovi, znacajnost dobijena u pogledu
sredinskih promena (E) pokazuje da postoji plasticnost genotipova, odnosno genotipovi
ispoljavaju drugacije fenotipove u tretmanu sa EMP ENF u odnosu na kontrolne uslove,
dok dobijena znacajnost za interakciju /F linija x tretman (G x E) ukazuje na postojanje
varijabilnosti fenotipske plasti¢nosti analiziranih osobina i da plasti¢éni odgovor na

promenjene uslove sredine nije uniforman za sve analizirane genotipove.

Rezultati prikazani u Tabeli 4.32. predstavljaju rezultate dobijene u
dvofaktorskoj analizi varijanse za svaku analiziranu komponentu adaptivne vrednosti.
Moze se uociti postojanje obrasca fenotipske plasti¢nosti za analizirane osobine tokom
generacija. Tako jedinke D. subobscura pokazuju plastiCan odgovor za duzinu razvica
tokom sve tri sukcesivne generacije eksperimenta, dok su fekunditet i stopa polaganja
jaja osobine za koje analizirane jedinke nisu pokazale plasti¢ni odgovor ni u jednoj od
analiziranih eksperimentalnih generacija. PreZivljavanje i duZina Zzivota Zenki su
osobine za koju je fenotipska plasticnost zabeleZena samo kod jedinki iz prve

generacije.

Duzina razviéa je jedina od analiziranih komponenti adaptivne vrednosti
pokazala varijabilnost fenotipske plasticnosti u drugoj i treCoj generaciji, Sto je

pokazano sa znacajnos¢u od p<0,01 za interakciju IF linija x tretman (Tabela 4.32.).
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Tabela 4.32. Zbirni prikaz rezultata dvofaktorske analize varijanse za efekte izvora
varijabilnosti u odgovoru jedinki IF linija D. subobscura gajenih u EMP ENF (50 Hz,
0,25 mT) za komponente adaptivne vrednosti analizirane u I, II i III generaciji.

komponente prva generacija druga generacija treca generacija
adaptivne
vrednosti G E GxE G E GxE G E GxE
fekunditet ek - - * - - - - -

stopa polaganja

jaja

dui]na razv]c’a - Fekk - * *% *% k%% *% *%
prezivljavanje ** * - e - - o

duzina Zivota @ o * - / / / - - -

G - IF linija, E - tretman;
* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001;

Odgovor jedinki u dve sredine moze se ilustrativno prikazati dijagramom normi
reakcija, odnosno srednjim vrednostima posmatrane osobine za analizirane IF linije u
obe sredine: u kontrolnoj i u sredini sa dodatnim EMP. Dobijene norme reakcije kroz tri
sukcesivne generacije prikazane su na Slikama 4.6., 4.7., 4.8., 4.9. 1 4.10. za svaku

analiziranu osobinu pojedinacno.

Na Slici 4.6. prikazane su norme reakcija za fekunditet, a na Slici 4.7. za stopu
polaganja jaja. Ove dve osobine nisu pokazale fenotipsku plasti¢nost u sredini sa EMP
ENF. Na dijagramu normi reakcija za fekunditet moZe se uociti da u prvoj generaciji
veci broj analiziranih linija na prisustvo EMP ENF odgovara povecanom produkcijom
jaja, dok dve linije odgovaraju smanjenjem vrednosti fekunditeta, a opseg zabelezZenih
vrednosti im je slian, bez promene u sredini sa EMP. U drugoj generaciji se zadrzava
velika varijabilnost ove osobine u obe sredine, ali su norme reakcija ve¢ine analiziranih
genotipova sa ve¢im nagibom i promenjenog smera. Dijagram normi reakcija u trecoj
generaciji pokazuje smanjenje varijabilnosti ove karakteristike u obe sredine, ali je to
smanjenje izrazeno u sredini sa dodatnim EMP. SuZavanje opsega zabelezenih vrednosti
u EMP grupi moze biti indikacija da ovaj sredinski faktor nakon viSe generacija
uniformiSe odgovor razli¢itih genotipova na vrednosti fekunditeta koje se krecu oko
srednje vrednosti. Osim toga veéina analiziranih genotipova pokazuje i1 smanjenje

vrednosti fekunditeta u sredini sa dodatnim EMP.
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Slika 4.6. Dijagram normi reakcija za fekunditet devet analiziranih IF linija
D. subobscura u kontrolnim i u uslovima vestackog EMP tokom tri generacije
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Slika 4.7. Dijagram normi reakcija za stopu polaganja jaja devet analiziranih IF linija
D. subobscura u kontrolnim i u uslovima vestackog EMP tokom tri generacije

Na Slici 4.8. su prikazane norme reakcija za duzinu razvi¢a, i moze se videti da
je obrazac normi reakcija za duzinu razvica analiziranih IF linija specifiCan za svaku

generaciju, osim u slucaju IF linije 29. IF linija 29 ima isti obrazac odgovora u prisustvu
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EMP kroz sve tri generacije, i razvice jedinki ovog genotipa u sredini sa EMP ENF je
produzeno. Svi analizirani genotipovi u prvoj generaciji fenotipski plasti¢no odgovaraju
slicnim odgovorom - produzavanjem razvi¢a u uslovima vestackog EMP, pa su im 1
norme reakcija za duzinu razvi¢a gotovo paralelne, Sto ukazuje na znacCajan efekat
sredinskih uslova u formiranju fenotipa. U drugoj generaciji dolazi do promena u
variranju normi reakcija u odnosu na veStacko EMP: norme reakcija imaju slozen
obrazac promene ranga i pravca fenotipskih vrednosti u prisustvu EMP ENF. Vrednosti
duzine razvica u drugoj generaciji u prisustvu EMP ENF su razli¢ite za analizirane
linjje: dolazi do usporavanja, ubrzavanja ili nema promena, pa je opseg zabelezenih
vrednosti duzine razviéa mnogo veci u sredini sa dodatnim EMP. U tre¢oj generaciji,
gotovo svi analizirani genotipovi (osim IF linije 29) pokazuju isti pravac i opseg
fenotipske promene, njihove norme reakcije su paralelne, jer na prisustvo EMP ENF
odgovaraju skrad¢ivanjem duzine razvi¢a. Rezultati dvofaktorske analize varijanse za
duzinu razvi¢a u drugoj i u tre¢oj generaciji pokazuju da genotip, sredina i njihova
interakcija imaju statisticki znacajan efekat na duzinu razvic¢a (Tabela 4.32.), odnosno

da ova osobina i u drugoj i u tre¢oj generaciji pokazuje i1 varijabilnost fenotipske

plasti¢nosti.
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Slika 4.8. Dijagram normi reakcija za duZinu razviéa devet analiziranih IF linija
D. subobscura u kontrolnim i u uslovima vestackog EMP tokom tri generacije
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Prezivljavanje od jaja do adulta je komponenta adaptivne vrednosti koja u ovom
radu pokazuje fenotipsku plasticnost u prvoj generaciji (Slika 4.9.). Odgovor
analiziranih IF linija na EMP ENF u prvoj generaciji je gotovo uniforman (osim u
slucaju linija 29 i 143) i predstavljen je smanjenjem prezivljavanja, pa su na dijagramu
norme reakcija za vec¢inu genotipova skoro paralelne. Linija 141 ima najviSe vrednosti
prezivljavanja u I generaciji - 76,88% u kontroli, dok se sve ostale IF linije nalaze u
opsegu od oko 40 do 60%. U prisustvu EMP ENF opseg zabelezenih srednjih vrednosti
prezivljavanja ovih linija je veéi: od oko 20 do 65%. U drugoj i tre¢oj generaciji se
zadrzava velika geneticka varijabilnost ove osobine, i1 postoji razli¢iti odgovor
genotipova na EMP koji ukljucuje i smanjenje i povecenje procenta prezivljavanja u
sredini sa EMP ENF. Tako je u trecoj generaciji opseg zabelezenih vrednosti i u
kontroli i u magnetu dosta veci, i pomeren je ka manjim vrednostima, pa se u kontroli
kre¢e od od oko 20 do 75%, a u EMP od 10 do 55%. Takode su nagibi normi razliciti i
veliki broj linija se se€e, Sto ukazuje na razli¢iti obrazac promena u prezivljavanju od

jaja do adulta u sredini sa dodatnima EMP.
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Slika 4.9. Dijagram normi reakcija za preZivljanje devet analiziranih IF linija
D. subobscura u kontrolnim i u uslovima vestackog EMP tokom tri generacije

Dijagram normi reakcija za duzinu Zivota Zenki (Slika 4.10.) pokazuju da svi

analizirani genotipovi u kontrolnim uslovima mogu grupisati u tri grupe na osnovu
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zabelezenih vrednosti za duzinu zivota zenki: genotipovi ¢ija je srednja vrednost duzine
zivota zenki oko 87 dana, genotipovi kod kojih je ta vrednost oko 125 u I, odnosno od
110 do 140 dana u III generaciji, i posebno linija 124 sa najnizom vrednos¢u duZzine
zivota zenki — oko 60 dana. Ovakav raspored se ne zadrzava u grupi gde su jedinke
gajene u EMP ENF, posto ovakvi sredinski uslovi u I i III generaciji dovode do
promene opsega i pravca zabeleZenih vrednosti duZine zivota zenki i njihovog
ravnomernijeg rasporeda. Svi analizirani genotipovi u prvoj generaciji odgovaraju na
sredinu sa dodatnim EMP manjim ili veé¢im skra¢ivanjem duzine Zivota, odnosno
fenotipski plastiénim odgovorom na promenjene uslove sredine, dok se u III generaciji
ne uocava tako jasan obrazac promene pravca fenotipskih vrednosti u prisustvu EMP
ENF. Vrednosti duzine Zivota Zenki u sredini sa EMP ENF u III generaciji se za Sest IF
linija smanjuju, ali se u slucaju linija 3, 29 1 124 povecavaju za 10 do 30 dana (Slika
4.10.). U obe generacije i u obe eksperimentalne grupe zadrzava se velika varijabilnost

u vrednostima za duzinu zivota Zenki.
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Slika 4.10. Dijagram normi reakcija za duZinu Zivota Zenki devet analiziranih IF linija
D. subobscura u kontrolnim i u uslovima vestackog EMP u [ i Il generaciji
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Geometrijsko-morfometrijska analiza velicine i oblika krila

Geometrijsko morfometrijskom analizom parametara krila (veliina 1 oblik)
analizirana je fenotipska varijabilnost izmedu eksperimentalnih grupa nakon prve i trece
generacije. U radu je izvrSena morfometrijska analiza desnih krila 2523 jedinki, 1245
jedinki iz kontrolne grupe i 1278 jedinki iz grupe tretirane EMP. Analizirana su desna
krila oba pola u odnosu priblizno 1:1 (1256 zenki i 1267 muzjaka), a broj analiziranih
jedinki po eksperimentalnim grupama, generacijama i polovima je prikazan u Tabeli
4.33. Parametri krila upotrebljeni za geometrijsko-morfometrijsku analizu su bazirani na
polozajima dvanaest tacaka (landmarks), postavljenih na mestima ukrStanja i zavrSetka

krilnih vena, u pravouglom koordinatnom sistemu (S/ika 3.2).

Tabele 4.33. Pregled broja analiziranih jedinki u geometrijsko-morfometrijskoj analizi
veli¢ine 1 oblika desnog krila po eksperimentalnim grupama, generaciji i polu

eksperimentalna grupa  generacija ot a.nal_izir.anih Zenke muzjaci
jedinki
Kontrola I 676 335 341
(1245 jedinki) M 569 286 283
EMP I 647 322 325
(1275 jedinki) m 631 313 318

Veli¢ina krila

Veli¢ina krila svake analizirane jedinke je odredena pomocu parametra centroide
size (CS), koja je merena 1 racunata u pikselima. Jedinke vrste D. subobscura imaju
izraZzeni polni dimorfizam u pogledu veliCine tela, pa je ova osobina analizirana posebno
za Zenke 1 posebno za muzjake. U Tabeli 4.34. je dat pregled deskriptivne statistike za
CS u obe eksperimentalne grupe po polovima, u prvoj i trecoj generaciji. Moze se uociti
da se srednje vrednosti za veli¢inu krila razlikuju po generacijama, i da u prvoj
generaciji jedinke koje su bile izloZene EMP ENF imaju veca krila u odnosu na jedinke
istog pola iz kontrolne grupe. U tre¢oj generaciji je situacija drugacija, poSto su

vrednosti za veli¢inu krila kod zenki izloZzenih EMP manje (Tabela 4.34.).
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Zabelezene vrednosti koeficijenta varijacije su dosta niske, krecu se od 3,14 do
4,29 %. Vrednosti koeficijenta varijacije su u prvoj generaciji veée u kontroli, a u tre¢oj
generaciji su ve¢e u EMP grupi. Najmanja i najveca vrednost koeficijenta varijacije za
veli¢inu krila su zabelezene u tre¢oj generaciji: najmanja vrednost CV kod muzjaka u
kontrolnoj grupi (3,14 %) a najveca kod Zenki u EMP grupi (4,29 %) (Tabela 4.34.).
Fligner-Killeen testom je pokazano da ne postoje statisticki znacajne razlike u
varijacijama zabelezenih vrednosti veli¢ine krila unutar eksperimentalnih grupa, ni u
prvoj, ni u tre¢oj generaciji izmedu muzjaka i zenki. Kada se porede jedinke iz I 1 III
generacije, statisticki znacajne razlike u varijabilnosti zabelezenih vrednosti veliine
krila unutar eksperimentalnih grupa postoje samo u kontrolnoj grupi, i kod muzjaka i
kod Zenki (p<0,001). Kada poredimo varijabilnost u veli¢ini krila izmedu jedinki iz
kontrolne i EMP grupe statisticki znacajna razlika nije uocena u prvoj generaciji, ali je
ta razlika znacajna u trecoj generaciji, kod oba pola: sa znacajnoséu od p<0,001 za

muzjake, 1 p<0,001 za zenke.

Tabela 4.34. Srednja vrednost i standardna greska (X + S.E.), opseg zabeleZenih
vrednosti (min — max) 1 koeficijenti varijacije (CV) za veli¢inu krila jedinki
D. subobscura oba pola iz kontrolne i EMP grupe (50 Hz, 0,25 mT) u prvoj i trecoj
generaciji

ekspe;r:l'npe:talna generacija pol Xz S.E. min - max CV (%)
| Q 631,54 + 1,39 532,91 - 681,75 4,03

Kontrola 4 576,05 + 1,28 512,97 - 656,43 4,11

" Q 643,60 + 1,25 579,30 - 693,60 3,29

4 582,53 + 1,09 514,83 - 666,17 3,14

| Q 637,70 + 1,40 553,48 - 684,99 3,93

4 584,76 + 1,20 527,81 - 667,04 3,72

EMP " Q 631,61 + 1,53 558,11 - 696,78 4,29

4 578,28 + 1,27 520,68 - 648,61 3,91

X- srednja vrednost; S.E. - standardna greska; CV - koeficijent varijacije;
Q -zenke; &' - muzjaci

Srednje vrednosti veliCine krila za svaku IF liniju po polovima, u obe

eksperimentalne grupe, u prvoj i tre¢oj generaciji date su u Tabeli 4.35. 1 Tabeli 4.36.
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Tabela 4.35. Srednja vrednost + standardna greska za veli¢inu krila oba pola po IF
linjjama D. subobscura, u kontrolnoj i u EMP grupi (50 Hz, 0,25 mT) u prvoj generaciji

(Elinija kontrola EMP

Q@ XxS.E. 4 X#S.E. Q XxS.E. 4 XxS.E.

3 651,90 = 2,41 589,90 + 3,16 665,87 + 1,85 597,69 + 2,83
12 606,11 + 2,67 548,63 + 2,89 612,37 + 3,46 563,57 + 2,89
29 637,54 + 4,69 573,08 + 2,77 640,18 + 3,63 575,59 + 3,28
52 649,42 + 3,86 590,46 + 2,57 662,27 + 3,11 601,75 + 2,24
56 636,60 + 3,96 595,94 + 4,59 653,92 + 2,63 597,12 + 3,09
76 636,37 + 3,29 580,37 + 2,75 631,77 + 3,16 593,11 £ 5,57
124 622,98 + 4,64 571,41 + 3,14 624,95 + 3,03 583,13 £ 2,80
141 620,15 + 2,87 567,75 + 2,49 624,71 + 2,69 577,88 + 1,81
143 622,14 + 3,25 570,37 £ 2,85 626,69 + 3,08 571,65 + 3,02

X- srednja vrednost; S.E. - standardna greska; ¢ -zenke; & - muzjaci

Tabela 4.36. Srednja vrednost + standardna greska za veli¢inu krila oba pola po IF
linjjama D. subobscura, u kontrolnoj 1 u EMP grupi (50 Hz, 0,25 mT) u trec¢oj generaciji

IF linija kontrola EMP
Q X=S.E. 4 XzS.E. Q X=S.E. 4 XzS.E.

3 644,73 + 3,05 587,15 + 3,05 643,40 + 4,96 591,31 £ 4,17
12 624,74 + 3,09 571,09 + 2,31 597,17 + 2,75 544,51 + 1,93
29 651,50 + 3,35 579,82 + 3,67 633,89 + 3,10 582,21 + 3,46
52 665,11 + 2,61 596,66 + 2,95 665,48 + 3,84 594,35 + 3,12
56 641,72 + 3,68 577,28 + 3,02 617,74 + 3,50 576,72 + 2,73
76 637,30 + 3,24 588,36 + 1,85 627,99 + 2,78 581,20 + 3,62
124 650,27 + 4,10 592,06 + 3,69 640,12 + 2,40 586,70 + 2,05
141 633,79 + 2,68 578,00 + 1,68 633,59 + 2,21 590,26 + 2,32
143 633,38 + 2,30 569,25 + 2,41 620,19 + 3,06 564,10 + 2,44

X- srednja vrednost; S.E. - standardna greska; ¢ -zenke; & - muzjaci

Varijabilnost veli¢ine krila izmedu eksperimentalnih grupa, kao i IF linija i pola,

analizirana je za svaku generaciju posebno trofaktorskom analizom varijanse. Rezultati

su predstavljeni u Tabeli 4.36. za I generaciju i Tabeli 4.37. za III generaciju. Utvrdene

su znacajne razlike u veli¢ini krila, a znaCajan uticaj na variranje ove komponente

adaptivne vrednosti imaju svi analizirani faktori (p<0,001) i neke od njihovih interakcija

u prvoj generaciji (Tabeli 4.36), odnosno sve njihove interakcije u trecoj generaciji

eksperimenta (Tabeli 4.37).
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Tabela 4.37. Trofaktorska analiza varijanse za veliCinu krila jedinki oba pola
D. subobscura iz kontrolne 1 EMP (50 Hz, 0,25 mT) grupe iz prve generacije

izvor varijabilnosti efglf(at eflrlfat F p-nivo
tretman 1 17506 47,55 0,000 ***
IF linija 8 33008 89,67 0,000 ***
pol 1 955720 2596,31 0,000 ***
tretman x IF linija 8 448 1,22 0,284
tretman x pol 1 217 0,59 0,442
IF linija x pol 8 1816 4,93 0,000 ***
tretman x IF linija x pol 8 882 2,40 0,014 *
greska 1287 368

df- stepeni slobode; MS - srednja vrednost kvadrata; F - vrednost F testa;
p-nivo - nivo znacajnosti: p<0,05*;p<0,001***

U prvoj generaciji postoji staticki znacajna razlika u pogledu veli¢ine krila, 1 to
usled dejstva EMP, usled genetickih razlika izmedu IF linijja i ocekivano medu
polovima (p<0,001). Jedinke oba pola, koje su deo svog embrionalnog i
postembrionalnog razvi¢a provele u EMP ENF imaju krila ¢ije su vrednosti centroidne

veli¢ine veée u poredenju sa jedinkama istog pola iz kontrolne grupe.

Post-hoc analiza LSD testom interakcije tretman x IF linija x pol je pokazala da
zenke pokazuju manji broj statisti€ki zna€ajnih razlika u veli¢ini krila kada se porede
vrednosti IF linije u kontrolnoj i EMP grupi. Zenke iz IF linija 12, 29, 76, 124, 141 i
143 imaju krila iste veli¢ine u obe eksperimentalne grupe, dok je to kod muZzjaka slucaj
na veStacko EMP, 1 da ovaj sredinski faktor deluje i na muZjake, 1 neSto manje na Zenke,

povecanjem veli€ine krila, Sto je graficki prikazano i na Slici 4.11.
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Slika 4.11. Srednje vrednosti velicine krila jedinki D. subobscura u prvoj generaciji iz

obe eksperimentalne grupe, razdvojenih po IF linijama i polovima

Rezultati trofaktorske analize varijanse veli¢ine krila u trecoj eksperimentalnoj

generaciji su prikazani u Tabeli 4.38., a dobijeni rezultati ukazuju na statisticku

znacajnost svih analiziranih faktora, kao i1 svih njihovih interakcija, kao izvora

varijabilnosti veli¢ine krila. I u treoj generaciji su dobijene znacajne razlike za veli¢inu

krila izmedu eksperimentalnih grupa (p<0,001), ali u ovoj generaciji jedinke iz EMP

grupe imaju manja krila u poredenju sa veli¢inom krila jedinki iz kontrolne grupe.

Tabela 4.38. Trofaktorska analiza varijanse za veli¢inu krila jedinki oba pola
D. subobscura iz kontrolne 1 EMP (50 Hz, 0,25 mT) grupe iz trece generacije
izvor varijabilnosti efglf(at efz\liat F p-nivo

tretman 1 14384 44,63 0,000 ***
IF linija 8 22239 69,00 0,000 ***
pol 1 856066 2656,18 0,000 ***
tretman x IF linija 8 2759 8,56 0,000 ***
tretman x pol 1 4643 14,41 0,000 ***
IF linija x pol 8 1581 4,91 0,000 ***
tretman x IF linija x pol 8 693 2,15 0,029 *
greska 1164 322

df- stepeni slobode; MS - srednja vrednost kvadrata; F - vrednost F testa;

p-nivo - nivo znacajnosti: p<0,05*; p<0,001***
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Analizom interakcije fretman x pol FiSerovim LSD testom je utvrdeno da
znacajne razlike u veli€ini krila postoje izmedu zenki (p<0,0001) i muzjaka (p<0,01) iz
kontrolne i EMP grupe. Dok u prvoj generaciji postoji isti trend u odgovoru jedinki iz
razli¢itih IF linija na EMP, koji se ogleda u zna¢ajnom povecanju veli¢ine krila u EMP
grupi, u tre¢oj generaciji ne postoji uniforman odgovor IF linija na dejstvo EMP u
pogledu velicine krila, a prisutno je i znac¢ajno smanjenje veli¢ine krila zenki u EMP
grupi. Da bi utvrdili kakav je odgovor u veli¢ini krila u tre¢oj generaciji pojedinacnih IF
linija odvojenih po polovima, u prisustvu EMP, uradena je post-hoc analiza za
interakciju tretman x IF linija x pol. Muzjaci iz IF linija 3, 29, 52, 56, 76, 124 1 143
imaju krila iste veli¢ine i u kontroli i u EMP grupi, dok je takav slucaj kod zenki iz
linija 3, 52, 76 1 141, a Zenke ostalih IF linija imaju manja krila u prisustu EMP ENF.
Ovi rezultati se razlikuju od rezultata dobijenih u prvoj generaciji gde su muzjaci bili
osetljiviji, i pokazuju da je efekat EMP ENF nakon tri generacije izrazeniji kod Zenki.
Ove razlike u veli¢ini krila, po IF liniji i polu, kao odgovor na vestacko EMP kom su

jedinke iz EMP grupe bile izloZene, mogu se videti na Slici 4.12.
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Slika 4.12. Srednje vrednosti velicine krila jedinki D. subobscura u trecoj generaciji iz
obe eksperimentalne grupe, za svaku IF liniju i pol posebno
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Rezultati analize varijanse velicine krila za Cetiri faktora tretman, generacija, IF linija i
pol predstavljeni su u Tabeli 4.39. Kad se u analizu varijanse uvede i faktor generacija,
faktor tretman gubi statistiCku znacajnost, jer se razlike u veli¢ini krila kontrolne i EMP
grupe iz prve i1 treCe generacije gube. Znacajna razlika u veli¢ini krila utvrdena je

izmedu analiziranih linija i pola, kao i velikog broja interakcija analiziranih faktora.

Tabela 4.39. Cetvorofaktorska analiza varijanse veli¢ine krila jedinki oba pola
D. subobscura kontrolne i EMP grupe (50 Hz 1 0,25 mT) iz prve i treCe generacije

izvor varijabilnosti efglf(at efAeAIEat F p-nivo
tretman 1 0,603 0,00 0,967
generacija 1 633 1,828 0,176
IF linija 8 46705 134,85 0,000 ***
pol 1 1802358 5203,88 0,000 ***
tretman x generacija 1 31611 91,27 0,000 ***
tretman x IF linija 8 1778 5,13 0,000 ***
generacija x IF linija 8 7348 21,21 0,000 ***
tretman x pol 1 3628 10,47 0,001**
generacija x pol 1 534 1,54 0,214
IF linija x pol 8 2644 7,63 0,000 ***
tretman x generacija x IF linija 8 1696 4,90 0,000 ***
tretman x generacija x pol 1 1627 4,70 0,030*
tretman x IF linija x pol 8 325 0,94 0,483
generacija x IF linija x pol 8 670 1,94 0,051
tretman x generacija x IF linija x pol 8 1183 3,41 0,001 **
greska 2451 346

df- stepeni slobode; MS - srednja vrednost kvadrata; F - vrednost F testa;
p-nivo - nivo znacajnosti: p<0,05*; p<0,01**; p<0,001***

Da bi se utvrdilo koje se eksperimentalne grupe znacajno razlikuju
ukljucivanjem u analizu i faktora generacija kao izvora variranja veli¢ine krila, uradena
je Post-hoc analiza za interakciju tretman x generacija x pol, koja je pokazala znacajne
razlike u veli€ini krila jedinki u zavisnosti od eksperimentalne grupe, generacije i pola.
Tako se unutar obe eksperimentalne grupe, Zenke iz prve i Zenke iz tre¢e generacije
statistiCki znacajno razlikuju po veli€ini krila (p<0,0001), $to je slucaj i sa muzjacima
(p<0,0001). Kada se uporede veli¢ine krila jedinki odvojenih po polovima, iz kontrolne 1

iz EMP grupe unutar generacija, rezultati se razlikuju kroz generacije. ELM od 50 Hz i
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0,25 mT znacajno deluje na veli¢inu krila izlozenih jedinki u prvoj generaciji, pa i Zenke
1 muzjaci iz EMP grupe u prvoj generaciji imaju znacajno veca krila od jedinki istog
pola iz kontrolne grupe (p<0,001). U trecoj eksperimentalnoj generaciji EMP ne deluje
podjednako na jedinke oba pola. Znacajna razlika u veli¢ini krila pod uticajem EMP
uoCena je u tre¢oj generaciji za zenke (p<0,001), posto Zenke iz EMP grupe imaju
znacajno manja krila u odnosu na zenke iz kontrolne grupe. I kod muzjaka iz kontrolne i
EMP grupe u tre¢oj generaciji postoji razlika u veli¢ini krila (p<0,01), ali ta razlika u
veli¢ini nije tako jasna kao kod Zenki, jer kod muzjaka iz EMP grupe iz tre¢e generacije u
manjem broju IF linija dolazi do promene veliine krila, a koja vodi kod jedne linije ka
smanjenju, a kod druge ka povecanju krila. Na Slici 4.13. se mogu videti prosecne vrednosti
veli¢ine krila za Zenke i muzjake odvojeno, u obe eksperimentalne grupe u prvoj i trecoj

generaciji eksperimenta.
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Slika 4.13. Srednje vrednosti velicine krila Zenki i muzjaka D. subobscura iz kontrolne i
EMP grupe u prvoj i trecoj generaciji eksperimenta
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Oblik krila

Pored veliCine krila, geometrijskom morfometrijom su analizirane i fenotipske

varijacije oblika desnog krila jedinki D. subobscura. Varijabilnost oblika krila izmedu

eksperimentalnih grupa, kao 1 IF linija i pola, analizirana je za svaku generaciju posebno

trofaktorskom analizom varijanse w-matricom svih 12 analiziranih tacaka. Rezultati

MANOVE su predstavljeni u Tabeli 4.40. za 1 generaciju i Tabeli 4.41. za III

generaciju. Nisu utvrdene znacajne razlike u obliku krila, ni za jedan analizirani faktor

ili njihove interakcije.

Tabela 4.40. Trofaktorska MANOVA varijabli oblika krila jedinki oba pola
D. subobscura iz kontrolne i EMP (50 Hz, 0,25 mT) grupe iz prve generacije

izvor varijabilnosti Wilks A F df 1 df 2 p-nivo
tretman 1,0000 0,0013 20 1265,00 1,000
IF linija 0,9998 0,0013 160 9460,83 1,000
pol 1,0000 0,0013 20 1265,00 1,000
tretman x IF linija 0,9998 0,0013 160 9460,83 1,000
tretman x pol 1,0000 0,0013 20 1265,00 1,000
IF linija x pol 0,9998 0,0013 160 9460,83 1,000
tretman x IF linija x pol 0,9998 0,0013 160 9460,83 1,000

Wilks A - vrednost Wilks’ Lambda testa; df- stepeni slobode; F - vrednost F testa;

p-nivo - nivo znacajnosti

Tabela 4.41. Trofaktorska MANOVA varijabli oblika krila jedinki oba pola
D. subobscura iz kontrolne 1 EMP (50 Hz, 0,25 mT) grupe iz tre¢e generacije

izvor varijabilnosti Wilks A F df 1 df 2 p-nivo
tretman 0,9985 0,0886 20 1144,00 1,000
IF linija 0,9985 0,0886 20 1144,00 1,000
pol 0,9874 0,0910 160 8557,25 1,000
tretman x IF linija 0,9985 0,0886 20 1144,00 1,000
tretman x pol 0,9874 0,0910 160 8557,25 1,000
IF linija x pol 0,9985 0,0886 20 1144,00 1,000
tretman x IF linija x pol 0,9874 0,0910 160 8557,25 1,000

Wilks A - vrednost Wilks’ Lambda testa; df- stepeni slobode; F - vrednost F testa;

p-nivo - nivo znacajnosti
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Rezultati analize varijanse oblika krila za sva Cetiri faktora tretman, generacija,
IF linija 1 pol predstavljeni su u Tabeli 4.42. Ni u ovom slucaju, kada je u analizu

varijanse uveden i faktor generacija, nije zabelezena znacajna promena oblika krila.

Tabela 4.42. Cetvorofaktorska MANOVA varijabli oblika krila jedinki oba pola
D. subobscura iz kontrolne i EMP (50 Hz, 0,25 mT) grupe za prvu i tre¢u generaciju

izvor varijabilnosti Wilks A F df 1 df 2 p-nivo
tretman 0,99916 0,10234 20 2428 1,000
generacija 0,99916 0,10234 20 2428 1,000
IF linija 0,99319 0,10380 160 18145,62 1,000
pol 0,99916 0,10234 20 2428 1,000
tretman x generacija 0,99916 0,10234 20 2428 1,000
tretman x IF linija 0,99319 0,10380 160 18145,62 1,000
generacija x IF linija 0,99319 0,10380 160 18145,62 1,000
tretman x pol 0,99916 0,10234 20 2428 1,000
generacija x pol 0,99916 0,10234 20 2428 1,000
IF linija x pol 0,99319 0,10380 160 18145,62 1,000
tretman x generacija x IF linija 0,99319 0,10380 160 18145,62 1,000
tretman x generacija x pol 0,99916 0,10234 20 2428 1,000
tretman x IF linija x pol 0,99319 0,10380 160 18145,62 1,000
generacija x IF linija x pol 0,99319 0,10380 160 18145,62 1,000
tretman x generacija x IF linija x pol  0,99319 0,10380 160 18145,62 1,000

Wilks A - vrednost Wilks’ Lambda testa; df- stepeni slobode; F - vrednost F testa;
p-nivo - nivo znacajnosti

Dobijeni rezultati pokazuju da ne postoje razlike u obliku krila pod uticajem
EMP ENF ni u jednoj generaciji, a PCA analizom je graficki prikazan polozaj jedinki u
prostoru definisanom prvom i drugom PC osom. Sa grafika se moZze uociti da ne postoji
izdvajanje jedinki iz kontrolne i EMP grupe ni u prvoj (Slika 4.14), ni u trecoj (Slika
4.15) generaciji, ni po prvoj ni po drugoj glavnoj komponenti. U prvoj generaciji prva
PC osa opisuje 20,42 %, a druga 19,67 % varijabilnosti. Slicno je 1 u tre¢oj generaciji,
gde PCI1 opisuje 21,93%, a PC2 18,81% varijabilnosti, 1 ne postoji razdvajanje po

oSama.
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Slika 4.14. Graficki prikaz analize glavnih komponenti (PCA) krila jedinki
D. subobscura iz kontrolne i EMP grupe iz prve eksperimentalne generacije
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Slika 4.15. Graficki prikaz analize glavnih  komponenti (PCA) krila jedinki
D. subobscura iz kontrolne i EMP grupe iz trece eksperimentalne generacije
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Efekat
elektromagnetnog polja (50 Hz, 0,25 mT)
na komponente adaptivne vrednosti
i morfometriju krila
kod Drosophila subobscura
Collin, 1936 (Insecta, Diptera)

DISKUSTIUJA

When evaluating scientific evidence we do not only need to defermine what we

know, but also we need fo defermine where there are substantial gaps in our

knowledge...



[diskusija]

Organizmi predstavljaju kompleksne sisteme povezane sa spoljasnjom
sredinom u kojoj zive, ¢ime su izloZeni znacajnim sredinskim promenama, i1 stoga su,
kao 1 populacije koje Cine, u stalnoj interakciji i adaptaciji na uslove sredine. Prirodna
EMP su formirana od samog nastanka planete i oCekivano je da su imala ulogu u
sveprisutnija veStacka EMP ENF, koja su predmet istraZzivanja ovog rada, predstavljaju
novi abioticki faktor sredine. Na osnovu dosadasnjih podataka o uticaju EMP ENF na
zivi svet evidentno je da ¢e ona delovati na razli¢itim nivoima organizacije, od
unutaréelijskih signalnih puteva do komponenti adaptivne vrednosti. Sto bolje
razumevanje ove problematike je veoma vazno sa medicinskog aspekta, zbog potrebe za
zastitom ljudskog zdravlja, ali i sa aspekta populacione biologije, kao i ekologije, jer
promena u sredinskim uslovima moze da dovede i do znaCajne promene geneticke
varijabilnosti populacija, §to moze rezultirati razli¢itim evolucionim scenarijima. Ako
govorimo samo o insektima, neophodno je sagledati i ¢injenicu da oni imaju veliki udeo
u biomasi, kao 1 da u razli¢itim ekosistemima insekti predstavljaju osnovnu i vaznu
kariku u lancima ishrane. NaruSavanje brojnosti insekata moze za posledicu da ima 1
naruSavanje stabilnosti ekosistema, a sa antropogenog stanovista gubitke u poljoprivredi
nedostatkom insekata opraSivac¢a ili povecanjem brojnosti Stetoina u uslovima
narusenih interspecijskih odnosa. Dobijeni podaci o uticaju EMP ENF na razvice,
reprodukciju, vijabilitet 1 druge fitnes komponente, prac¢eni u laboratorijskim uslovima
na razli¢itim vrstama insekata, mogli bi se aproksimirati 1 na populaciono-ekoloski nivo,

¢ime bi pruzili ekoloski relevantne dokaze o uticaju EMP ENF.

Rezultati ovog rada su pokazali da je EMP ENF (50 Hz, 0,2 5mT) dovoljan
stimulus spoljasnje sredine koji ima uticaj na rast, razvice 1 veliCinu tela Drosophila
subobscura, a efektit EMP navedenih karakteristika se ogledaju u smanjivanju vrednosti

pojedinih komponenti adaptivne vrednosti.
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Uticaj EMP ENF (50 Hz, 0,25 mT) na komponente adaptivne vrednosti

Mogu¢i bioloski efekat EMP ENF (50 Hz, 0,25 mT) ispitivan je kroz
komponente adaptivne vrednosti, na nivou pojedinacnih jedinki D. subobscura tokom
njihovog zivota, kroz tri sukcesivne generacije. Ovakav individualni pristup se veoma
retko koristi jer je vremenski i1 tehnicki veoma zahtevan, ali omogucava precizniji uvid u

analizirane osobine slucajno izabranih genotipova zastupljenih unutar populacije.

Dobijeni rezultati u ovom radu pokazuju da EMP ENF ima uticaja na
prezivljavanje, razvi¢e i duzinu Zivota izlozenih jedinki, kao 1 na fenotipske korelacije
izmedu analiziranih komponenti. Tako je kod jedinki iz prve generacije koje su
embrionalni i deo post-embrionalnog razvi¢a provele u EMP ENF uocen trend rasta
fekunditeta, znacajno duze razvice i slabije prezivljavanje, a Zenke izlagane do kraja
zivota imaju kra¢i Zivotni vek, u odnosu na jedinke iz kontrolnih uslova. U trecoj
generaciji je kod jedinki koje su bile izlozene EMP ENF uocen trend snizavanja
fekunditeta i znacajno krace razvice, i kao i u prvoj generaciji: slabije prezivljavanje i
kra¢i zivotni vek izlaganih Zenki kada se uporede sa jedinkama iste generacije iz
kontrolne grupe. U trecoj generaciji uticaj EMP ENF delom je drugaciji u odnosu na
rezultate dobijene za prvu generaciju, Sto moZe biti rezultat viSegeneracijskog,

kumulativnog delovanja ovog faktora na jedinke D. subobscura.

Uocene promene u komponentama adaptivne vrednosti u prisustvu EMP ENF
(50 Hz, 0,25 mT) tokom tri generacije, pokazuju da EMP ENF dovodi do pada
prosecnih vrednosti pojedinih komponenti adaptivne vrednosti. Moze se re¢i da u ovom
slu¢aju EMP ENF predstavlja nepovoljni, stresogeni sredinski faktor za D. subobscura,
posSto se stres upravo definiSe kao sredinska promena koja dovodi do snizavanja
adaptivne vrednosti organizama, ili dovodi do potencijalno Stetnih promena u bioloskim

sistemima (Koehn i Bayne, 1989; Hoffman i Parsons, 1991).

Kod holometabolnih insekata, kao S§to je Drosophila, mnogi odgovori na
promenjene uslove sredine ukljuuju 1 promene u fiziologiji i ponaSanju na jednom
stupnju razvica, $to moze uticati i na druge faze Zivotnog ciklusa (Partridge 1 sar., 1994;
Joshi 1 Mueller, 1996; Santos i sar., 1997). U ovom radu izlaganje jedinki D.

subobscura EMP ENF vr§eno je tokom embrionalnog i ranog postembrionalnog
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razvicu je gametogeneza, kao i embrionalni i postembrionalni stadijumi razvica, zbog
velike metabolicke aktivnosti 1 energetski zahtevnih precesa koji se tokom nje
odigravaju, pa su zato veoma pogodne za ispitivanje uticaja sredinskih faktora. Kod
Drosophila je pokazano da je gametogeneza, a posebno oogeneza, veoma osetljiva na
spoljasnje nepovoljne faktore, kao $to su razlic¢ita EMP, hemikalije, snizena ili poviSena
temperatura, smanjena koli¢ina hrane, Sto pokazuje i direktna veza izmedu broja
ovariola 1 sredinskih uslova (Nezis i sar., 2000; McCall, 2004; Terashima i Bownes,
2004; Panagopoulos i sar., 2007; Panagopoulos, 2012). Proces oogeneze kod
Drosophila melanogaster poc¢inje u poslednjim stadijumima lutke 1 pri izleganju, pa u
jajnicima novoizlezenih Zenki ve¢ postoje jaja u prvoj predvitelusnoj fazi
(Panagopoulos, 2012). Tokom oogeneze, jaja se razvijaju kroz 14 razli¢itih stupnjeva.
Ceo proces oogeneze za svako jaje traje oko 48 sati, tako da na kraju drugog dana
adultnog zivota zenke imaju u svojim ovipozitorima jaja zrela za oplodenje i polaganje.
Zahvaljujuéi postojanju specijalnih kontrolnih tacaka tokom rane i srednje oogeneze,
sve oocite koje se nepravilno razvijaju eliminiSu se indukovanom celijskom smréu
folikularnih 1 trofickih ¢elija §to vodi destrukciji cele folikule (Nezis i sar., 2000;
McCall, 2004). Ovakav vid kontrole predstavlja jedno od objasnjenja zaSto sredinski
faktori nemaju efekat na genom i1 morfologiju potomstva, ve¢ pre na broj polozenih jaja,
odnosno na fekunditet. Kontrolne tacke tokom ranog i srednjeg stupnja oogeneze mogu
se smatrati kriticnim periodom intergracije informacija iz spoljasnje sredine, kada se
bira izmedu energetskog ulaganja u produkciju jaja 1 njene obustave. Na obustavu
produkcije jaja utiCu 1 sredinski uslovi, a pokazano je da je za EMP ENF osetljivija
druga kontrolna tacka na 7-8 stupnju oogeneze (Panagopoulos i sar., 2013). U
povoljnim uslovima oogeneza se nastavlja nakon prolaska kroz kontrolne tacke, dok se
u nepovoljnim sredinskim uslovima ona obustavlja 1 dolazi do Ccelijske smrti
autofagijom. Autofagija je normalan proces za folikularne 1 troficke celije u folikulama
krajem oogeneze u 12. stupnju, ali se u nepovoljnim uslovima to desava u dve kontrolne
tacke, na pocetku i u 7-8. stupnju oogeneze, pre konacnog razvijanja oocite. Zbog ovoga
broj poloZenih jaja kod Drosophila moze da ukaZe na bioloske promene izazvane

spoljasnim faktorima.
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U ovom radu kori$¢ene su zenke D. subobscura iste starosti, kod kojih je parenje
trajalo viSe minuta, S$to je vizuelno praceno, i samo su uspesno spareni parovi koriséeni
u daljem toku eksperimenta. Ovim postupkom su izbegnute greske izazvane polaganjem
neoplodenih jaja, ili razlike u produkciji jaja izmedu zenki razlicite starosti. Medutim, u
prvoj generaciji zenke su parene sa muzjacima i tek onda stavljane u EMP ENF, ¢ime je
tek osmog dana starosti pocelo delovanje EMP ENF na spermatozoide smeStene u
seminalnoj vezikuli Zenki 1 jajne Celije koje su prosle veci deo stadijuma oogeneze. U
drugoj 1 trecoj generaciji koriS¢eni adulti su bili izlozeni EMP ENF tokom svog
embrionalnog i ranog postembrionalnog razvica, Sto obuhvata 48 sati koliko su bili u
naknadnog izlaganja ovih Zenki, posSto su dostigle starost od osam dana kada su parene i
pracene u EMP ENF do kraja zivota. Embriogeneza je najverovatnije faza razvica koja
je manje osetljiva na spoljasnje nepovoljne faktore nego gametogeneza (Panagopoulos i
Margaritis, 2003; Panagopoulos, 2012), a zbog izlaganja zenki od osmog dana starosti
izostalo je delovanje EMP ENF tokom znatnog dela oogeneze, pa verovatno iz
navedenih razloga u ovom eksperimentu moguci jasniji uticaj EMP ENF na fekunditet
jedinki nije detektovan. Jasna i uniformna slika o uticaja EMP od 50/60 Hz na
fekunditet jedinki Drosophila ne postoji zbog prilicno velike raznolikosti rezultata u
radovima. Dobijeni rezultati u ispitivanju efekata EMP ENF su pokazali da ovaj
abioticki faktor uti¢e kako na Zenke, tako i na muzjake D. melanogaster, a da odgovor
zavisi 1 od duZine izlaganja, od jaine polja koje je primenjeno, ali i od starosti Zenki i
faze razvi¢a izlozenih jedinki na koje je polje delovalo (Ramirez 1 sar., 1983;
Panagopoulos 1 Margaritis, 2002; Gonet i sar., 2009; Panagopoulos i sar., 2013; Li i sar.,
2013). Rezultati navedenih eksperimenata, kao i ovog rada, ukazuju da u slucaju

delovanja EMP ENF, uticaj na fekunditet, pored EMP ENF imaju i brojni drugi ¢inioci.

Ako se analizirane komponente adaptivne vrednosti posmatraju sa aspekta
teorije zivotne istorije, moze se izvesti zakljuak o postojanju zakonitosti u pravcu
promena njihovih vrednosti. Veliki deo teorije Zivotne istorije je usmeren ka
objasnjavanju i1 predvidanju varijacija u rastu, razvicu i veli€ini organizama, odnosno u
osobinama Zivotne istorije, pod uticajem razli€itih ogranicenja i sredinskih uslova (Roff,
1980, 1992; Stearns, 1992). Sredinski uslovi ne uti¢u samo na jednu ili viSe osobina

izolovano, ve¢ pre mogu da utiCu na ravnotezu raspodele resursa u Sirokom opsegu
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osobina zivotne istorije. Stoga pri promeni u komponentama adaptivne vrednosti
redukovane vrednosti jedne osobine mogu biti kompenzovane poveéanjem vrednosti
neke druge. Ovakve promene ne zavise samo od faktora koji deluje, ve¢ 1 od nivoa
geneticke varijabilnosti prisutne u populaciji 1 od obrazaca cene adaptivne vrednosti

vezane za osobine zivotne istorije (Falconer, 1996).

lako nisu statisticki znacajni, efekti EMP ENF u ovom radu za dobijene
vrednosti fekunditeta pokazuju trend koji se razlikuje u eksperimentalnim generacijama,
posto postoji rast vrednosti fekunditeta u prvoj, a pad vrednosti fekunditeta u trecoj
generaciji u grupi jedinki izlozenih EMP u odnosu na jedinke iz kontrolne grupe.
Uoceni trend je u saglasnosti sa predvidanjima da se u sredinama koje su nepovoljne
ocekuje povecano reproduktivno ulaganje, jer produkcija veceg broja jaja obezbeduje
veéi broj potencijalnih potomaka koji dostizu polnu zrelost u stresnim uslovima, $to
predstavlja mehanizam kojim se minimalizuje efekat Stetnog faktora. Ovo je potvrdeno
radovima u kojima je povecana produkcija jaja uo¢ena nakon izlaganja jedinki ve¢em
stepenu stresa ili sredinskog zagadenja (Sibly 1 Calow, 1989; Tranvik 1 sar., 1993;
Postma 1 Davids, 1995; Lagisz i Laskowski., 2008). S obzirom na to da je taj obrazac
svojstven vecem broju vrsta, moguce je da predstavlja opsti odgovor na Stetne, stresne
faktore u Zivotnoj sredini. U ovom radu, uticaj EMP ENF ni u tre€oj generaciji nije bio
statisticki znacajan za fekunditet, ali se uo€ava trend smanjenja broja polozenih jaja u
EMP grupi u odnosu na kontrolnu grupu, S§to je verovatno rezultat kumulativnog,
viSegeneracijskog delovanja na jedinke. ViSegeneracijske analize izloZenosti stresu su
pokazale da nakon rasta fekunditeta u prvoj generaciji dolazi do naglog pada vrednosti
fekunditeta u kasnijim generacijama izlozenim npr. teSkim metalima, pesticidima, kao 1
drugim polutantima Zzivotne sredine, Sto se objasnjava ulaganjem u fizioloske
mehanizme otpornosti ovih grupa organizama, kao i izazivanjem promena u obrascima
Zivotne istorije. Raspodela ogranicenih resursa tokom razvi¢a izmedu mehanizama
otpornosti 1 drugih komponenti adaptivne vrednosti moZe ograni¢avati opseg mogucih
evolucionih odgovora. Iako nisu detaljno poznati svi mehanizmi dejstva EMP ENF, kao
ni svi mehanizmi neutralisanja ili smanjenja eventualnog Stetnog delovanja ovog
sredinskog faktora, dosadaSnji radovi su pokazali da se u sluc¢aju akutnih izlaganja
EMP, do 72 h, kao 1 hroni¢nih izlaganja EMP, tokom celog preadultnog razvica jedinki

Drosophila, ukljuCuju razli¢iti fizioloSki mehanizmi odbrane. Ti mehanizmi kod
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insekata obuhvataju ekspresiju Asp 22 gena koji ucestvuje u ¢elijskom odgovoru na
sredinski stres, zatim produkciju enzima koji ucestvuju u antioksidativnoj zastiti, kao i
neurosintezu insulin-slicnom hormonu, §to sve zajedno ukazuje da izloZene jedinke
indukuju in vivo imuni odgovor da bi prevaziSle negativne efekte sa kojima su se
susretale tokom izlaganja uticaju EMP ENF (Nenadovi¢ i sar., 2005; Ilijin i sar., 2011;
Todorovi¢ i sar., 2011; Li i sar., 2013; Raus Baldin i sar., 2014). Svi ovi mehanizmi
koriste energiju i resurse, koji zbog toga postaju nedostupni za ulaganje u reprodukciju,
rast 1 druge procese. Zbog preraspodele resursa u fizioloSke mehanizme odbrane nakon
viSe generacija izlozenosti negativnim faktorima dolazi do smanjenja reproduktivnog
ulaganja Sto podrazumeva smanjenje fekunditeta i1 slabije prezivljavanje, kao i do
promene u duZzini razvica (Charlesworth, 1980; Maltby i sar., 1987; Sibly i Calow,
1989; Reznick i sar., 1990; Posthuma i sar., 1993; Teschner, 1995; Forbes i Calow,
1997; Stamenkovi¢-Radak i sar., 2008; Kenig i sar., 2013).

Rezultati dobijeni u ovom radu za duzinu razvica od jaja do adulta pod uticajem
EMP ENF pokazuju da postoji jasan odgovor ove komponente adaptivne vrednosti koji
se ogleda u prilagodavanju duzine razviéa na ovaj sredinski faktor, posto u prvoj
eksperimentalnoj generaciji pod uticajem EMP ENF dolazi do znacajnog produzavanja
razvica, dok u trecoj generaciji dolazi do znacajnog skracivanja razvic¢a u poredenju sa
kontrolnom grupom. Takode se moze primetiti da se duZina razvica skracuje tokom
generacija kod jedinki koje su embrionalno i deo postembrionalnog razvi¢a provele u
EMP ENF. Dosadasnji rezultati pokazuju da je varijabilnost duZine razviéa i
prezivljavanja od larve do adulta kod Drosophila u uslovima velikog stresa, kao $to su
ekstremne temperature ili restriktivna ishrana znacajno veca nego u optimalnijim
uslovima (Krebs i Loeschcke 1999; Bubliy i Loeschcke 2001, 2002; Sgro 1 Hoffmann,
2004). Koriste¢i biofizicki model, de Jong i Imasheva (2001) su pokazale znacajnu
mogucénost odgovora u ekstremnim uslovima modifikacijom duzine trajanja razvica.

Studije o uticaju EMP ENF na duzinu preadultnog razvi¢a kod insekata
pokazuju da EMP ENF kao spoljasni sredinski faktor moze da dovede i do skracivanja
razvica, ali 1 do njegovog produzavanja (Graham i sar., 2000; Stanojevi¢ i sar., 2005;
Starick 1 sar., 2005; Todorovi¢ 1 sar., 2012; Dimitrijevi€ i sar., 2014). Dobijeni rezultati
za jedinke D. melanogaster 1zlozene EMP od 60 Hz 1 80 mT ukazuju na ubrzano razvice

1 skra¢enje vremena potrebnog za preadultno razvi¢e (Graham i sar., 2000), Sto je
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zabelezeno 1 kod D. subobscura izlozene EMP od 50 Hz i 0.5 mT (Dimitrijevi¢ i sar.,
2014) i1 kod vrste Baculum extradentatum (Phasmatodea) u EMP od 50 Hz i 6 mT
(Todorovi¢ 1 sar., 2012). Ali za vrstu Musca domestica (Diptera) je pokazano da EMP
istih karakteristika (50 Hz, 6 mT), dovodi do produzavanja vremena razvi¢a od lutke do
adulta, i usporavanja metamorfoze (Stanojevi¢ i sar., 2005), kao i u slucaju jedinki
Rhyzopertha dominica (Coleoptera) gajenih u EMP od 50 Hz i 0,2 mT (Starick 1 sar.,
2005). Kod D. melanogaster je uoCena znaCajna povezanost izmedu stresa, duzine
trajanja larvalnog razvi¢a i pokazatelja energetskog metabolizma: koli¢ine kofaktora
nikotinamid adenin dinukleotid (NAD) i odnosa ATP/ADP (Kohane, 1994). EMP visih
frekvencija, od 5 do 9,3 MHz, produzavaju razvi¢ée D. melanogaster i menjaju odnos
ADP/ATP, modifikacijom aktivnosti elektron transportnog lanca, promenom nivoa
NAD i dostupnosti elektrona, ali bez promena u drugim fitnes komponentama: larvalnoj
tezini, prezivljavanju od jaja do adulta, i tezini adulta (Kohane i Tiller, 2000).

Kod D. melanogaster 1 D. subobscura, kratko vreme razvica je u korelaciji sa
vecom aktivnoS¢u vecine analiziranih enzima, posto je selekcija za preadultno razvice
dala liniju sa kra¢im vremenom razvi¢a u kojoj su aktivnosti pojedinih enzima vece
nego u slucaju linija sa duzim trajanjem razvi¢a (Marinkovi¢ i sar., 1986). Cluster i
saradnici (1987) su zakljucili da "se moze ocekivati da se produkcija ribozoma,
translacioni kapacitet, enzimska aktivnost, bazalni metabolizam, stope razvi¢a i
adaptacija menjaju na korelisan nacin". Generalno, u osnovi brzog razvi¢a moze biti
metabolicki fenotip sa relativno ve¢om enzimskom aktivnos¢u (Parson, 2004). Ubrzani
metabolicki procesi 1 ve€a potroSnja kiseonika povezani su sa ve¢om proizvodnjom
reaktivnih radikala kiseonika koji oStecuju klju¢ne molekule kao §to su DNK, proteini 1
lipidi (Loft i sar., 1994; De Block i Stoks, 2005), dok se kao nusproizvodi metabolizma
kiseonika javljaju i1 drugi slobodni radikali (Finkel i Holbrook, 2000). Poznato je da je
jedan od efekata izlaganja EMP ENF povecanje reaktivnih slobodnih radikala u ¢eliji.
Tako ubrzanje embrionalnog razvica u uslovima vestatkog EMP ENF moze dovesti do
neravnoteze izmedu selekcije za energetsku 1 metaboli¢ku efikasnost i Stetnih efekata
reaktivnih radikala kiseonika. Pored toga, EMP ENF uticu na bioloSki vazne
kalcijumove signalne puteve, preko promena u katjonskim kanalima membrane,
unutarcelijske koncentracije jona kalcijuma, kao 1 uticajem na endogena elektricna polja

koja su takode povezana i sa tokom Ca®" jona i depolarizacijom membrane (Pall, 2013).
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Kalcijum, sli¢no natrijumu i drugim jonima, igra vaznu ulogu u razvicu (Spitzer, 1979),
naroCito u ranim embrionalim procesima (Warner, 1973; Barth i Barth, 1974;
Messenger 1 Warner, 1979; OShea, 1982; Shirayoshi 1 sar., 1983; Smedley i Stanisstreet,
1985, 1986). Direktno izlaganje EMP uti¢e preko unutarcelijske koncentracije na Ca*"
na stope sinteze DNK, RNK i proteina, stopu ¢elijske proliferacije, skra¢ivanje ¢elijskog
ciklusa, i ubrzavanje deobe ¢elija (Blank i Goodman, 1997). Tokom razviéa jedinki, kao
1 tokom gametogeneze, nabrojani ¢elijski procesi se odvijaju konstantno, i sve promene
u stopama proliferacije ¢elija i1 sintezi navedenih biomolekula ¢e rezultovati promenom
u duzini razvica, bilo skra¢enjem bilo produzavanjem trajanja preadultnog razvica.
Osim toga, EMP ENF mogu uzajamno delovati sa unutrasnjim fizioloskim elektri¢nim
poljima, za koje se zna da kontroliSu proliferaciju, diferencijaciju i kretanje ¢elija na
razlicite lokacije (Weisenseel, 1983; Nuccitelli, 1988; McCaig i Zhao, 1997).

Krace razvice se obi¢no smatra Stetnim zbog kraceg vremena dostupnog za rast i
razviée i za akumulaciju rezervnih materija, ali moze doneti adaptivnu prednost jer
skracuje vreme izloZenosti predatorima, infekcijama i/ ili stresu, omogucava prednost u
ranoj reprodukciji 1 omogucava veci broj generacija u datom periodu vremena (Sibly i
Calow 1986, 1999; Stearns, 1992; Gotthard i sar. 1994; James i Partridge, 1995; Berney
1 Denno, 1997; Nylin 1 Gotthard, 1998; Kenig i sar., 2013). Ubrzani rast 1 razvice
insekata moze biti povezano sa smanjenjem preadultnog prezivljavanja, usled visokog
nivoa razvojne nestabilnosti zbog povecanja oStecenja na molekulu DNK, razvojnih
greSaka tokom razvica (Arendt, 1997; De Block 1 sar., 2008), kao i usled velikih
energetskih ograniCenja, §to predstavlja fiziolosku cenu ubrzanog razvica (Stockhoff,
1991; Gotthard 1 sar. 1994; Gotthard, 2001; Stoks i sar., 2006). Sa druge strane, duze
razvice kod Drosophila moze dovesti do slabijeg preZivljavanja 1 sniZavanja
kompetitivne sposobnosti larvi, zbog kasnjenja u vremenskim okvirima kada se prelazi

u fazu lutke (Bakker, 1969).

Slabije preadultno prezivljavanje je zabeleZeno 1 u ovom radu, posto je kod
jedinki D. subobscura izlozenth EMP ENF preZivljavanje od jaja do adulta slabije
tokom generacija, pa je najmanja prosecna vrednost prezivljavanja zabeleZena u EMP
grupi u trec¢oj eksperimentalnoj generaciji. Pod uticajem EMP od 50 Hz zabeleZeno je
kako smanjeno prezivljavanje jedinki D. melanogaster (Ramirez 1 sar., 1983; Ma i Chu,

1993), tako 1 bolje prezivljavanje jedinki D. subobscura (Dimitrijevi€ i sar., 2014), dok
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u drugim studijama nisu zabeleZene statisticki znac¢ajne promene (Walters i Carstensen,
1987; Todorovi¢ i sar., 2012). Promene u stopi mortaliteta mogu predstavljati selekcioni
pritisak koji vodi ka adaptivnim promenama u osobinama Zivotne istorije (Stearns,
1983a, b; Reznick i sar., 1990; Till-Bottraud 1 sar., 1990), morfologiji (Seeley, 1986),
koloraciji (Endler, 1980), kao i u anti—predatorskom ponasanju (Cruz i Wiley, 1989;
Magurran i sar., 1992). Navedene studije predstavljaju primere brze evolucije, jer
promene u stopi mortaliteta mogu nametnuti direkcionu selekciju za one osobine koje
npr. povecavaju verovatnocu reproduktivnog uspeha pojedinih genotipova. Nizak
procenat prezivljavanja u grupi jedinki D. subobscura izlozenih EMP u embrionalnom i
ranom postembrionalnom razvicu, zajedno sa trendom opadanja vrednosti fekunditeta,
pogotovo u trecoj generaciji, ukazuju da je efekat EMP ENF kumulativan i negativan,
posto je samo tre¢ina izloZenih jedinki u trecoj generaciji uspela da kompletira razvice

od jaja do adulta.

EMP ENF znacajno uti¢e i na duzinu zivota adultnih Zenki D. subobscura.
Dobijeni rezultati pokazuju da Zenke izlozene EMP zive znacajno krace, u proseku za
17,31% u poredenju sa kontrolnom grupom. Srednja vrednost za duZinu Zivota Zenki u
kontrolnoj grupi iznosi 102,64 dana, dok duZina zivota zenki koje su tokom celog Zivota
od osmog dana starosti bile izloZzene vestackom EMP iznosi u proseku 84,87 dana. Za
jedinke D. subobscura zabeleZzena duZina Zivota u laboratorijskim uslovima pri
temperaturi od 20 °C, posmatrano od trenutka izleganja adulta, iznosi 67,4 dana za
muzjake i 55, 9 dana za zenke (Maynard Smith, 1958). Kada se na ove vrednosti duZine
zivota doda 1 prosecna preadultna duZina Zivota za D. subobscura, prosecni ukupni
zivotni vek iznosi 88,5 dana za muzjake 1 77 dana za zenke. Ova vrednost moZe biti
produzena i na preko tri meseca, od 80 do 153 dana za zenke D. melanogaster, $to
zavisi od sredinskih uslova, kao $to su gustina larvi, ishrana, temperatura. Srednje
vrednosti duZine Zivota zenki D. subobscura koje su zabelezene tokom viSegeneracijske
adaptacije na laboratorijske uslove, pokazuju da se na 18 °C prose¢na duzina Zivota od
izleganja Zenki do njihove smrti krece od 81,19 dana u petnaestoj generaciji, do 95,48
dana u desetoj generaciji (Matos 1 sar., 2000). Kada se doda preadultna duzina Zivota,
ove vrednosti su u saglasnosti sa vrednostima za duZinu Zivota Zenki koje su dobijene u

ovom radu u kontrolisanim uslovima na 19 °C.
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Zivotni vek Drosophila u laboratorijskim uslovima moZe biti znadajno duZi u
odnosu na Zzivotni vek u prirodi, pre svega zbog visokog mortaliteta prisutnog u
prirodnim uslovima (Rosewell i Shorrocks, 1987). Usled gajenja u laboratorijskim
uslovima musice su ograni¢ene na zivotni prostor veli¢ine flakona u kome se njihove
aktivnosti svode na minimum. Dodatno, zbog optimalnih uslova u pogledu temperature,
ishrane i1 dostupnosti partnera za parenje, postaju letargicne, pa se usled slabije
aktivnosti potencijalno akumuliraju rezerve masti 1 glikogena (Harshman i Hoffmann,
2000). Dobijene visoke vrednosti za duzinu zivota D. subobscura mogu delom biti
posledica i produzene post-reproduktivne faze usled laboratorijskog gajenja musica
(Reznick 1 sar., 2006; Kirkwood i Shanley, 2010). Klepsatel i saradnici (2013) su
utvrdili da Zenke iz prirodnih populacija D. melanogaster gajene u laboratoriji, imaju
izrazenu post-reproduktivnu fazu, koja u proseku ¢ini 40% njihovog ukupnog zZivotnog
veka. Posto zenke Drosophila ne pruzaju materinski postreproduktivni doprinos fitnesu
potomstva, niti reproduktivnoj komponenti individualnog fitnesa, moze se predpostaviti
da kod njih post-reproduktivni deo zZivotnog veka verovatno predstavlja neadaptivni,
varijabilni 1 slu¢ajni dodatak u Zivotnoj istoriji (Reznick i sar., 2006), koji moze ostati
van dejstva selekcije. Takode, prema glavnim evolucionim teorijama starenja
(Medawar, 1952; Williams, 1957; Kirkwood, 1977), smatra se da selekcija prvenstveno
deluje na adulte u njthovom ranom zivotnom dobu, $to ima uticaj na Zivotnu istoriju, jer
je fiksiranjem osobina Zivotne istorije kod vrlo mladih jedinki ve¢a verovatnoc¢a da ¢e
one biti adaptivne tokom ranog adultnog Zivota nego u kasnijem Zivotnom dobu.
Svakodnevnim posmatranjem jedinki D. subobscura u ovom radu, uo€eno je izrazito
produzavanje post-reproduktivne faze, kao 1 letargiCnost 1 smanjeno kretanja, pa je
steCen utisak da u optimalnim uslovima ne dolazi do produZavanja aktivne,
reproduktivne faze, ve¢ da se produzava post-reproduktivna faza.

Zabelezeno znaCajno skracivanje duzine Zzivota zenki D. subobscura pod
uticajem EMP od 50 Hz 1 0,25 mT, moZe biti direktna posledica povecanja slobodnih
radikala i oksidativnih oStecenja, akumulacije mutacija, kao i moduliranja signalnih
puteva povezanih sa starenjem. Oksidativna oStecenja i slobodni radikali predstavljaju
vazan faktor za duzinu zivota, posto je brojnim studijama na D. melanogaster i drugim
organizmima, pokazano da oksidativna oStecenja ozbiljno doprinose procesu starenja

(Finkel i Holbrook, 2000; Speakman i Garratt, 2014). Takode i povecana koli¢ina
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ostecenja na molekulu DNK usled dejstva EMP moze doprineti ubrzanju procesa
starenja, posSto jedna od osnovnih teorija starenja upravo postulira akumulaciju Stetnih
mutacija tokom vremena. Istrazivanja u oblasti starenja su pokazala da Drosophila i
drugi model organizmi dele konzervativne puteve koji moduliraju duzinu zivota i
starenje, kao S$to su insulinski i insulinski-sli¢ni signalni putevi (Longo i Finch, 2003).
Zna se da pod uticajem EMP od 50 Hz neurosekretorni neuroni insekata povecavaju
sintezu juvenilnog hormona (Nenadovi¢ i sar., 2005) i insulin-slicnih neuropeptida
(Ilijin 1 sar., 2011) koji ucestvuju u signalnim putevima odgovornim za reprodukciju,
duzinu zivota i oogenezu preko kontrolnih tacaka u prenosu informacija iz spoljasnje
sredine. Moze se pretpostaviti da EMP ENF preko ovih signalnih puteva uti¢e i na
proces starenja (Flatt i Kawecki, 2007; Alcedo i sar., 2013).

Postavlja se pitanje da li bi tolika razlika u duzini Zivota izmedu jedinki iz EMP 1
kontrolne grupe bila zabelezena da je pracena duzinu zivota i kod izlozenih muzjaka,
posto podaci iz oblasti dugovecnosti i starenja pokazuju da postoje razlike u duzini
zivota izmedu zenki 1 muzjaka. Smrtnost oba pola je sredinski specifi¢na i odgovor
jednog pola u duzini Zivota se moze bitno razlikovati od odgovora drugog, Sto ukazuje
da se dobijeni rezultat o uticaju EMP ENF na Zivotni vek Zenki ne moZze primeniti na
muzZjake (Chippindale i sar., 1996). Zenke pokazuju veéu osetljivost na promene uslova
u spoljasnjoj sredini, pa je tako duzina Zivota Zenki pod ve¢im uticajem statusa parenja
(Partridge 1 Fowler, 1992), ishrane (Zajitschek 1 sar., 2014), povremenog gladovanja
(Carey i sar., 1999), brojnosti larvi (Graves i Mueller, 1993), temperature (Pegueroles i
sar., 1999), jonizujuceg zraCenja (Carey 1 Liedo, 1995), i1 razli€itih svetlosnih rezima
(Sheeba i sar., 2000), u odnosu na muZjake (Vaupel i sar, 1998). Cak i u post-
reproduktivnoj fazi zivota postoji polna razlika u stopi smrtnosti. Kod D. melanogaster
stopa smrtnosti tokom kasnih faza Zivota je zavisna od pola 1 ishrane (Zajitschek 1 sar.,
2014). Pored toga, prisutne su i polne razlike u energetskom 1 proteinskom ulaganju u
reprodukciju: dok zenke Drosophila stvaraju veliku koli¢inu jaja sa visokim
proteinskim sadrZzajem, muzjaci moraju da proizvedu samo relativno mali volumen
sperme koja se sastoji od minimalnih koli¢ina proteina (Reznick, 1985; Partridge i
Harvey, 1985; Carlson 1 Harshman, 1999; Partridge 1 Mangel, 1999). Zbog toga su
dobijene razlike u duZini Zivota Zenki posledica, izmedu ostalog, 1 ve¢eg ulaganja Zenki

u reprodukciju i veée osetljivost zenki na stresne uslove, u ovom slu¢aju EMP od 50 Hz.
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Uticaj EMP ENF (50 Hz, 0,25 mT) na fenotipske korelacije

Posmatrane analizirane osobine pokazuju promene u vrednostima usled dejstva
EMP od 50 Hz i 0,25 mT. Evolucija neke osobine zavisi od jacine selekcionog pritiska,
prisutne geneticke varijabilnosti za tu osobinu, ali u velikoj meri i od genetickih odnosa
sa drugim osobinama. Stoga u sluCajevima kada je doSlo do promena u osobinama
zivotne istorije veoma retko dolazi promena u pojedinacnim osobinama, ve¢ se CeSce
desava da razli¢ite osobine adaptivne vrednosti imaju korelisane odgovore na selekcioni
pritisak (Kellermann i sar., 2013). Korelacije osobina mogu nastati iz vie razloga, ali u
osnovi, korelacije mogu biti uzrokovane istim genima i mehanizmima koje su u osnovi
konkretnih skupova osobina (genske interakcije), ili se mogu javiti kada specifi¢na
sredina vrsi selekcioni pritisak za viSe osobina istovremeno (korelaciona selekcija). U
prvom slucaju evolucija razli¢itih osobina nece biti nezavisna i smer evolucije moze biti
ograni¢en (Etterson i Shaw, 2001; Blows i Hoffmann, 2005). U drugom slucaju,
osobine se razvijaju u bilo kom pravcu sa korelacionim selekcionim pritiskom koji
“gura” skup korelisanih osobina. Fenotipske korelacije mogu da objasne funkcionalnu
vezu ili uzajamna ogranicenja koja postoje u vrednostima odredenih osobina Zzivotne
istorije u posmatranoj sredini, pa predstavljaju fundamentalni aspekt evolucione
ekologije. Fenotipske korelacije izmedu kvantitativnih osobina obuhvataju sredinsku i
geneticku komponentu, 1 one su pokazatelj i postojecih genetickih korelacija, mada to
ne mora uvek da bude slucaj (Roff 1 Fairbairn, 2007, 2012). Vrednosti fenotipskih
korelacija izmedu analiziranih osobina u obe eksperimentalne sredine, pokazuju da nisu
dobijeni dokazi o tipicnim ogranicenjima na fenotipskom nivou, u koje kao najvaznije
spada trade-off 1zmedu fekunditeta 1 duZine Zivota Zenki. U kontrolnoj grupi je uocena
grani¢na p-vrednost za fenotipsku korelaciju izmedu ranog fekunditeta 1 duzine Zivota
zenki, ali je koeficijent korelacije pozitivan. Oc¢ekivana korelacija za ovaj par osobina je
negativnog smera, i moze se posmatrati na genetickom, fizioloSkom ili fenotipskom
nivou (Reznick, 1985, 1992; Bell i Koufopanou, 1986; Roff, 1992; Charlesworth, 1990;
Houle, 1991; Stearns, 1992; Flatt i sar., 2008). Negativna geneticka korelacija izmedu
ovih osobina kod Drosophila dokumentovana je brojnim eksperimentima u kojima je
vrSena selekcija za duzi zivotni vek, ili kada su geneticke korelacije procenjene na
osnovu srodnickih studija (Partridge i sar., 1987; Sgro i Partridge, 1999; Stearns i
Partridge, 2001; Flatt, 2011). Medutim, cesto u studijama u kojima su merene
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fenotipske, pre nego geneticke korelacije izmedu ranog fekunditeta i duzine zivota, nisu
pronadeni dokazi za postojanje ovog ogranicenja (Giesel i sar., 1982; Giesel, 1986;
Stearns, 1992; Partridge 1 Fowler, 1992), i sve je ve¢i broj primera koji sugerisSu da
trade-off izmedu reprodukcije 1 duzine zivota moze biti razdvojen pod odredenim
uslovima (Grandison i sar., 2009; Flatt, 2011; Khazaeli i Curtsinger, 2012). Ovakav
rezultat se obiCno pripisuje zdruzenim efektima inbridinga, akumulaciji mutacija ili
interakciji G x E (Service 1 Rose, 1985; Clark, 1987), i najverovatnije je da su meSoviti
efekti ovih faktora maskirali negativne fenotipske korelacije 1 u ovom eksperimentu. Da
li su pretezno pozitivne korelacije osobina zivotne istorije u ovom radu rezultat
inbridinga, akumulacije mutacija ili laboratorijske adaptacije ostaje nejasno posto
ovakav eksperimentalni dizajn onemogucava da se iskljuci efekat nekog od nabrojanih
faktora. U slucaju akumulacije mutacija, efekti de novo mutacija cesto pokazuju
pozitivne plejotropne efekte za komponente adaptivne vrednosti (Houle i sar., 1994).
Inbriding u IF linijjama izaziva nagomilavanje homozigotnih alela, $to verovatno dovodi
do pozitivnih genetickih korelacija izmedu osobina koje su uklju¢ene u odgovor na
stres, a ne do trade-off-a. Nova laboratorijska sredina mozZe generisati pozitivne
korelacije na dva nacina koja se medusobno ne isklju¢uju. Prva moguénost je da su
genotipovi koji su ili slucajno preadaptivni ili maladaptivni na novu sredinu generalno
poboljsali ili smanjili fitnes, Sto bi dalo pozitivne korelacije (Service 1 Rose, 1985;
Ackerman 1 sar., 2001). Druga moguénost je da su negativne korelacije odsutne ili
maskirane usled optimalnih laboratorijskih uslova, jer resursi nisu limitirani (van
Noordwijk 1 de Jong, 1986). Ipak, odsustvo negativnih fenotipskih korelacija ne mora
da znaci 1 odsustvo genetickog trade-off-a, a uo€avanje pozitivnih fenotipskih korelacija
u ovom eksperimentu, u ve¢em broju u sredini sa EMP ENF, podrZzava ideju da nove
sredine pomeraju korelacije osobina Zivotne istorije prema pozitivnim vrednostima, pre
svega kroz genetiCku varijabilnost fenotipske plasti¢nosti, tj. interakcije genotipa i

sredine (Service i Rose, 1985).

Jedina statisti¢ki znacajna korelacija izmedu osobina u EMP grupi dobijena je za
duzinu razvica i duzinu zivota Zenki, a pri tome ova korelacija nije uo¢ena u kontrolnoj
grupi. U EMP grupi jedinke imaju znacajno kraci zivotni vek u odnosu na jedinke iz
kontrole, a uocena korelacija pokazuje da postoji jasna pozitivna veza izmedu duzZine

preadultnog razviéa i duZine Zivota kod jedinki koje su deo svog embrionalnog i
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postembrionalnog razviéa provele u prisustvu EMP ENF. Vestacko EMP ENF
predstavlja stresni, nepovoljni faktor u ¢ijem prisustvu su preadultno razvice i duzina
zivota jasno korelisane. Moguce objaSnjenje predstavlja preraspodela resursa u razlicite
mehanizme odbrane u prisustvu EMP ENF, ¢ime se smanjuju dostupni resursi kojima se
u opimalnim uslovima moze uticati na duzinu zivota bez obzira na duzinu preadultnog
razviéa. Zbog toga ove osobine nisu korelisane u kontrolnoj grupi, dok u je prisustvu
EMP jasna korelisanost preadultnog razvi¢a 1 duzine zivota. Duze preadultno razvice
omogucava reproduktivne prednosti kasnije u Zivotu, uprkos ceni koja se ogleda u
smanjenom preadultnom prezivljavanju i kasnijem ulasku u reprodukciju (Rowe i
Ludwig, 1991; Abrams i Rowe, 1996; Nylin i Gotthard, 1998). Produzenim periodom
razvi¢a u preadultnoj fazi, adultna velicina tela je veca, Sto omogucéava ve¢i fekunditet i
duzu duzinu Zivota jedinki, kroz obrazovanje dugovecnijih somatskih ¢elija i povecanu

akumulaciju resursa kod adulta (Honek, 1993; Blanckenhorn, 2000).

Negativna korelacija izmedu fekunditeta i prezivljavanja od jaja do adulta
uocena je u obe eksperimentalne grupe, a znacajnost te korelacije u kontrolnoj grupi
ukazuje na jedan od nacina odrzavanja genetiCke varijabilnosti osobina fitnesa u
populaciji. Genotipovi sa viSim fekunditetom imaju slabije preadultno prezivljavanje,
dok genotipovi sa nizim vrednostima fekunditeta imaju bolje prezivljavanje od jaja do
adulta, ¢ime je doprinos razli¢itth genotipova sledecoj generaciji slian i geneticka
varijabilnost za ove osobine fitnesa ostaje ocuvana u populaciji. Geneticka varijabilnost
osnovnih osobina fitnesa, pre svega fekunditeta i preadultnog prezivljavanja, je
sveprisutna u prirodnim populacijama (Mousseau i1 Roff, 1987; Shaw 1 sar., 1995; Burt,
1995; Fowler 1 sar., 1997; Merila 1 Sheldon, 2000). U nekim merenjima premasuje 1
uocenu varijabilnost morfometrijskih osobina (Houle, 1992), iako je za ocekivati da pod
direkcionom selekcijom geneticka varijabilnost za osobine usko vezane za fitnes bude
manja u odnosu na geneti¢ku varijabilnost osobina koje nisu vezane za fitnes i koje su
uglavnom pod uticajem slabe, stabilizacione selekcije (Merila 1 Sheldon, 1999). Takode,
osobine fitnesa u odnosu na osobine koje su slabije povezane sa fitnesom imaju nizu
heritabilnost, uprkos njihovoj geneti¢koj varijabilnosti i viSoj aditivnoj genetickoj
varijansi, $to je u suprotnosti sa prihva¢enim stavom zasnovanim na heritabilnosti
osobina (Houle, 1992; Merila 1 Sheldon, 1999). To se najbolje objasnjava njihovom

visokom rezidualnom varijansom poreklom od neaditivno-geneticke 1 sredinske
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varijabilnosti, i materinskog efekta (Price i Schluter, 1991; McCleery i sar., 2004).
Visoka aditivna i1 rezidualna varijabilnost osobina fitnesa moze biti objaSnjena i
postojanjem veceg broja lokusa ukljucenih u determinaciju osobine, kao 1 slozenim
matriksom genetickih i sredinskih interakcija, ili nedostatkom stabilizacione selekcije

koja bi redukovala njihovu fenotipsku varijansu (Houle, 1992; Merila i Sheldon, 1999).

Dobijeni rezutati ukazuju da je veéi broj statisticki znacajnih fenotipski
korelisanih odgovora dobijen u optimalnim, kontrolnim uslovima, da ve¢inom ukljucuju
fekunditet, i da nisu prisutne u EMP grupi. Ovo pokazuje da EMP od 50 Hz 1 0,25 mT
kao sredinski faktor utice na kovariranje analiziranih osobina, menjaju¢i smer
korelacije, i znacajno smanjujuéi koeficijent fenotipskih korelacija, odnosno stepen
povezanosti osobina. Dobijene vrednosti koeficijenata korelacije za sve parove
analiziranih osobina u EMP grupi su niZze nego dobijene vrednosti korelacije u
kontrolnoj grupi, osim za fenotipsku korelaciju duzine razvic¢a i duzine Zivota zenki, i
bliske su nuli. Smanjenje koeficijenta fenotipske korelacije u EMP grupi u odnosu na
koeficijente u kontrolnoj grupi moze da ukaze na specificne promene u fenotipskom
ispoljavanju osobina u prisustvu EMP ENF. Pretpostavka je da u nepovoljnim
sredinskim wuslovima manja korelisanost osobina moze da omoguci efikasnije
prilagodavanje jedinki na nepovoljne efekte EMP od 50 Hz. Laboratorijski dokazi
ukazuju da sredina moZe uticati na geneti¢ku vezu izmedu osobina (Sgro 1 Hoffmann,
2004), ali procene dobijene u kontrolisanom ili u proizvoljnom opsegu uslova pokazuju
nedostatak saglasnosti sa onima dobijenim u prirodnim stanistima (Conner i sar., 2003).
Kao rezultat toga, dobijene procene korelacija osobina mogu predstavljati predvidanja
evolucije osobina, ali su one validne samo za populaciju 1 sredinu u kojoj su merene.
Stoga je teSko dati generalni zaklju¢ak o evoluciji posmatranih osobina, ali moZemo
pretpostaviti da sredina sa EMP ENF (50 Hz i 0,25 mT) predstavlja selekcioni pritisak

na komponente adaptivne vrednosti.
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Fenotipska plasticnost na nivou komponenti adaptivne vrednosti

Ekspresija mnogih osobina se fenotipski menja u zavisnosti od sredinskih
uslova, i generalno se oc¢ekuje da genotipovi ispolje fleksibilne reakcije u sveprisutnim,
1 ¢esto nepredvidivim, prostorno-vremenskim varijacijama sredinskih faktora. Stoga su
ostvarene fenotipske vrednosti osobina rezultat postojeceg genotipa, sredine u kojoj se
genotip nalazi i interakcije izmedu genotipa 1 sredine (G x E). Kod Drosophila mnoge
posmatrane osobine pokazuju fenotipsku plasticnost u odgovoru na razlicite sredinske
uslove (npr. Zhou i sar., 2012; Bubliy i sar., 2013), a u ovom radu prezivljavanje od jaja
do adulta i duzina Zivota Zenki u prvoj generaciji, i duzina razvi¢a u sve tri generacije,
ispoljavaju fenotipsku plasticnost u sredini sa EMP od 50 Hz i 0,25 mT. Fekunditet i
stopa polaganja jaja su dve analizirane komponente adaptivne vrednosti koje u ovom
radu ni u jednoj generaciji ne pokazuju fenotipski plastican odgovor, niti interakciju
genotipa 1 sredine, a rezultati su pokazali da ove osobine imaju veliku Sirinu opsega
odgovora na promenjene uslove sredine, kao i da mogu da odrzavaju vrednosti u
uslovima promenjene zivotne sredine.

Jedina osobina od svih analiziranih komponenti adaptivne vrednosti u ovom
radu koja je pokazala znacajnu interakciju genotip — sredina u odgovoru na EMP ENF je
duZina razvi¢a. Ostvarena duzina razvica je zavisna od genetickih i sredinskih faktora,
kao 1 od njihove interakcije. Uocena varijabilnost fenotipske plasti¢nosti za duZinu
razvica pod uticajem EMP ENF odgovara periodu tokom ontogenije kada je organizam
sklon da modifikuje razvic¢e u odgovoru na promene u spoljasnjoj sredini (Kaiser i sar.,
1995). Posto adultne jedinke Drosophila zavise prvenstveno od informacija iz larvalnih
stupnjeva jer ne mogu da registruju sve promene u okruzenju tokom stadijuma lutke, za
njih, kao kratkozivece organizme, je od znacaja da mogu da uticu na razvojne puteve i
time utiCu na osobine Zivotne istorije u zavisnosti od veoma ranog iskustva (Van den
Heuvel i1 sar., 2014). Mada su ove promene perzistentne, verovatno ¢e se njihova
adaptivna vrednost ispoljiti na kratkoj vremenskoj skali, poSto voéne muSice imaju
visoku stopu smrtnosti 1 kratak zivotni vek (Dobzhansky 1 Wright, 1947; Crumpacker i
Williams, 1973).

Prisutna varijabilnost fenotipske plasti¢nosti duZine razvi¢a moze da ukaze i na
vedi evolucioni potencijal ove komponenete adaptivne vrednosti u odnosu na promenu

frekvencije 1 intenziteta EMP. Varijabilnost fenotipske plasti¢nosti duZine razvica moze
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biti vazna u adaptaciji na EMP ENF, jer omogucava genotipovima posmatranih IF linija
da menjajué¢i duzinu razviéa bar delimi¢no amortizuju izazvani sredinski stres usled
uticaja EMP od 50 Hz i1 0,25 mT. Fenotipska plasticnost koja omogucava jedinkama da
se prilagode promenama u uslovima zivotne sredine na nacin koji ¢e im povecati fitnes
je adaptivna. Sa druge strane, usled povecane energetske zahtevnosti organizama za
realizovanjem fenotipske plasti¢nosti, ona moze imati i negativni efekat na fitnes jedinki
u promenjenoj sredini, jer utroSena energija nije usmerena prema drugim vaznim
somatskim procesima, kao Sto su rast, sazrevanje i reprodukcija (Whitman 1 Agrawal,
2009). Posto rezultati u ovom radu pokazuju da je efekat prisutnog EMP ENF u sredini
tokom razvica nepovoljan jer dovodi do pada prosecnih vrednosti analiziranih
komponenti adaptivne vrednosti, teSko se moze tvrditi da je iskazana varijabilnost
fenotipske plasti¢nosti za duzinu razvica adaptivna. Odnos cene i koristi od plasti¢nog
odgovora je obuhvacen trade-off-om izmedu povecane otpornosti, koja omogucéava
neposredan opstanak, i smanjene reprodukcije i duzine zivota jedinke. Rezultat
navedenih kompromisa, kao i to da odredene osobine mogu evoluirati da budu plasti¢ne
ili kanalisane, zasnovan je verovatno na relativnim prednostima razlicitih strategija u
razli¢itim staniStima, odnosno fenotip izazvan odredenim skupom sredinskih uslova

rezultuje uspehom u fitnesu koji je specifi¢an za te uslove (Whitman 1 Agrawal, 2009).

Vazno je proceniti varijabilnost fenotipske plasticnosti na nivou svih osobina
fenotipa bez obzira na to da li je uo€ena plasti¢nost adaptivna ili ne. Razlog leZi u
¢injenici da bile adaptivne ili ne, sve sredinski indukovane promene fenotipa su sli¢ne
po tome Sto one postavljaju jedinke u drugaciji selektivni rezim, $to moze imati
posledice u osobinama fitnesa 1 u evoluciji (Whitman 1 Agrawal, 2009). Evolucija
brojnih oblika adaptivne plasticnosti, kao $to su dijapauza, alternativna morfologija,
strategije parenja i1 Zivotne istorije, pa ¢ak i nivo socijalne organizacije, mogu biti
podstaknuti odgovorom na nepovoljne faktore kao S$to su niske temperature ili uslovi
loSe ishrane (West-Eberhard 2003, Emlen i sar., 2006). Osim toga, ono $to na prvi
pogled moze da izgleda kao neadaptivni odgovor, kao §to je u ovom radu promenjena
duZina razvi¢a u uslovima vestatkog EMP, zapravo mozZe biti plasti¢ni odgovor koji

ima za cilj da odrzi veli€inu ili broj poloZenih jaja, ili prezivljavanje zenki.
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Moguce objasnjenje prisutne varijabilnosti fenotipske plasticnosti duzine razvica
predstavlja ispoljena skrivena geneticka varijabilnost tokom razvi¢a izazvana EMP od
50 Hz 1 0,25 mT. U uslovima geneticke ili sredinske preturbacije moze do¢i do gubitka
kanalisanosti ("dekanalisanost") i1 oslobadanja prethodno skrivene ili "kripti¢ne"
geneticke varijabilnosti. Mozda najbolji primer za proces dekanalisanosti izazvan
genetickim promenama dolazi iz niza eksperimenata ¢iji fokus je smanjenje funkcije
Saperona hsp90 (Rutherford 1 Lindquist, 1998; Jarosz i Lindquist, 2010; Rohner i sar.,
2013), ali su kod Drosophila opisani i drugi primeri dekanalisanosti (Gibson 1 Hogness,
1996; Lott i sar., 2007; Gavin-Smyth i sar., 2013; Chen i sar., 2015). Mnogi autori
pretpostavljaju da u populacijama koje su izloZzene novom ili stresnom okruzenju,
dekanalisanost 1 oslobadanje kripticne geneticke varijabilnosti moze da olakSa
fenotipsku adaptaciju i prilagodavanje, 1 dovede do neocekivano brze evolucije u
osobinama koje izgledaju kao relativno nepromenljive, mada je pretpostavka da je
ispoljavanje kripticne varijabilnosti ve¢im delom nepovoljno (Schlichting, 2008;
McGuigan i Sgro, 2009; Paaby 1 Rockman, 2014). Pretpostavka o ispoljavanju kripticke
geneticke varijabilnosti vezane za duzinu razvica u ovom radu se potvrduje kroz analizu
koeficijenta varijacije (CV) za ovu osobinu. Duzina razviéa je veoma kompleksna
osobina sa velikim brojem razvojnih puteva 1 mreZa koje ucestvuju u njenom
formiranju. Obim kanalisanosti zavisi od kompleksnosti razvojnih mreza koje ucestvuju
u formiranju te osobine, jer u situaciji kada veci broj visoko povezanih mreza ucestvuje
u jednoj osobini one evoluiraju tako da budu visoko kanalisane (Siegal i Bergman,
2002). Takode se fenotipske osobine kanalisano razvijaju usled dugotrajnog 1
konzistentnog delovanja prirodne selekcije. Ovakvi uslovi favorizuju optimalne
fenotipove, pa je njihova geneticka varijabilnost neznatna. U tom slucaju evoluira i
optimalna norma reakcije za te osobine, pa je varijabilnost plasti¢nosti, koja je
evidentna u znacajnoj interakciji genotip — sredina, iscrpljena (Via 1 Lande, 1985).
Visoka kanalisanost za duzinu razvi¢a, kao i odsustvo znafajne genotip — sredina
interakcije uoCava se u prvoj eksperimentalnoj generaciji. Dobijene vrednosti
koeficijenta varijacije ove analizirane osobine su generalno niske, i u prvoj generaciji u
obe eksperimentalne grupe iznose oko 3,5%, ukazuju¢i na uniforman odgovor svih
analiziranih genotipova, bez znaCajnosti genetickog faktora u analizi. Medutim,

dobijene vrednosti koeficijenta varijacije za duzinu razvi¢a u EMP grupi tokom druge i
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tre¢e generacije su vece u odnosu na vrednosti CV u kontrolnoj grupi odgovarajucih
generacija, a znacajna razlika je zabelezena u drugoj generaciji kada dolazi do
znacajnog povecanja vrednosti CV u EMP grupi (5,40%) u odnosu na vrednost CV u
kontrolnoj grupi (2,42%). ZabeleZene promene u vrednostima koeficijenta varijacije za
duzinu razvica u drugoj generaciji ukazuju na proces dekanalisanosti, ¢ime se oslobada
skrivena kripticka varijabilnost pa je uoceno i povecanje geneticke varijabilnosti ove
osobine, kao i1 znacajna interakcija genotip - sredina, odnosno varijabilnosti fenotipske
plasti¢nosti, posto razliiti genotipovi imaju razli¢ite duzine razvica u sredini sa EMP.

Ovakva situacija se zadrzava i u tre¢oj eksperimentalnoj generaciji.

Rezultati u ovom radu pokazuju odsustvo plasticnog odgovora, kao i odsustvo
varijabilnosti fenotipske plasti¢nosti nakon tri generacije za sve analizirane komponente
adaptivne vrednosti osim u sluc¢aju duZine razvica, ukazujuci da je izbor za plasti¢ni
odgovor u sredini sa EMP ograni¢en. Iako adaptivni znacaj promena u duZzini razvi¢a
izazvanih  EMP ostaje neuhvatljiv, rezultati fenotipske plasticnosti i fenotipske
korelisanosti osobina pokazuju da je ova osobina visoko kanalisana i sredinski osetljiva,
1 da promena u ovoj osobini vodi i ka promenama u drugim osobinama, i to na sredinski

specifi¢an nacin.
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Uticaj EMP ENF (50 Hz, 0,25 mT) na morfometrijske karakteristike krila

Efekat EMP ENF od 50 Hz i 0,25 mT na embrionalno i rano post-embrionalno
razviée jedinki D. subobscura je vidljiv i1 kroz promenu velicine, ali ne i kroz promenu
oblika krila. Tako jedinke oba pola, iz prve generacije koje su bile izlagane vestackom
EMP ENF imaju statisticki znacajno veca krila u odnosu na jedinke iz kontrolne grupe,
dok kod jedinki iz tre¢e generacije znacajna promena u veli¢ini krila se odigrala u
drugom smeru, posto su krila izlaganih jedinki manje veli¢ine u odnosu na krila jedinki
iz kontrolne grupe. Oblik krila ostao je nepromenjen, bez obzira na uticaj EMP ENF i
generaciju izlaganja u eksperimentu. Jasno je da EMP ENF mogu da uticu na procese
razvica tokom embrionalne i1 larvalne faze brojnim mehanizmima, koji su ranije

pomenuti.

Razvic¢e ima centralnu ulogu u evoluciji, posto se kroz proces razvi¢a genotipovi
ostvaruju kao fenotipovi, a geneticki ili sredinski izazvane promene u razvi¢éu mogu
uticati na konacni izgled organizma, odnosno njegov fenotip, stvaraju¢i evolutivho
vazne fenotipske razlike u populacijama. Kod visecelijskih organizama, tokom razviéa,
mora do¢i do kordinisanog rasta i diferenciranja ¢elija u prostoru i vremenu da bi
postigli pravu veli¢inu i oblik (Mirth i Shingleton, 2012). Krilo Drosophila se razvija iz
grupa epitelijanih celija odredenih tokom embriogeneze, a imaginalni diskovi krila na
nivou embriona se sastoje od oko deset celija, a zatim dostizu, tokom intenzivne
proliferacije u larvalnom periodu nekoliko hiljada ¢elija. Rigidni egzoskelet tela adulta
koji ograni¢ava naknadno povecanje dimenzija organizma diferencira se tokom
metamorfoze, pa je kona¢na veliina tela, a time i veli¢ina krila, regulisana stopom i
trajanjem larvnog rasta. Rast insekata je eksponencijalan, tako da 90 % povecanja mase
dolazi tokom poslednjeg larvog stupnja (Davidowitz i1 sar., 2003). Dramati¢no
povecanje u veliini 1 broju ¢elija imaginalnih diskova krila tokom larvalnih faza
kontroliSe se selektivnom genskom ekspresijom i kordinisanom kontrolom nekoliko
signalnih puteva koji su kompleksno povezani. Vaznu ulogu u regulaciji stope rasta, a
samim tim 1 trajanja rasta larvi, imaju insulinski i1 ripamicinski-target (TOR) signalni
putevi, kao 1 njihova interakcija sa hormonalnim sistemom, pre svega sa egdizonom i
juvenilnim hormonom. Ovi hormoni su pod kontrolom neuroendokrinog sistema

(Davidowitz 1 sar., 2003), a regulisani su neuropeptidima i signalima iz spoljas$nje
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sredine (De Loof, 2008; Yamanaka i sar., 2013). Ova interakcija omogucava larvama da
integriSu signale iz okruzenja kako bi se osiguralo da se postignu optimalne velicine i
proporcije u skladu sa spoljasnjim uslovima, a svaka promena koja menja jedan od tih

razvojnih mehanizama moze da promeni konac¢ni fenotip organizma.

Shodno predhodno navedenom, optimalna stopa rasta ¢e se razlikovati u
promenjivim sredinama, dovode¢i do selekcije za plasti¢nost u stopi rasta (Relyea,
2002; Fischer i1 sar., 2009). Prakti¢no svi organizmi pokazuju plastiCnost rasta, Sto
omogucava organizmima da se nose sa sredinskim stresom kao $to su nedostatak hrane
ili da zavrSe razvi¢e u sezonski nametnutim rokovima. Stopa rasta znatno varira u
odgovoru na razli¢ite uslove, ukljucujuc¢i kompeticiju, dostupnost resursa, predatorstvo,
sezonske uslove i temperaturu (Lima 1 Dill, 1990; Rowe 1 Ludwig, 1991; Arendt, 1997,
Flatt i Heyland, 2011). U ovom radu je pokazano da EMP od 50 Hz 1 0,25 mT
predstavlja faktor koji uti¢e na veli¢inu krila D. subobscura. Jedinke oba pola koje su
izlozene u prvoj generaciji, EMP tokom embrionalne i rane post-embrionalne faze,
imaju krila vece povrsSine. Veca krila, odnosno vece telo, mogu predstavljati prednost
jer je vece telo povezano sa povecanim reproduktivnim uspehom, §to se u ovom radu
poklapa sa trendom povecanja ranog fekunditeta jedinki iz EMP grupe u prvoj
generaciji. Plasti¢nost veli¢ine krila se moZe videti 1 u prvoj 1 u tre€oj generaciji gde se
pod uticaj EMP menja realizovana veli¢ina krila izlaganih jedinki. Nakon tri generacije
izlaganja veStackog EMP veliCina krila izlaganih jedinki se smanjuje i to kod izlaganih
zenki, ukazujuéi na kumulativni efekat ovog faktora, ali i da viSegeneracijsko delovanje
EMP ENF predstavlja ogranicavaju¢i faktor za rast i razvice. Ovo ukazuje da u
optimalnim uslovima, gde su svi neophodni resursi za D. subobscura prisutni, vestacko
EMP menja unutrasnja ograni¢enja koja nastaju iz distribucije konacne koli¢ine resursa
izmedu konkurentskih osobina i funkcija kod izlaganih jedinki. Razlog te promene je
Sto je rast energetski izuzetno skup proces, a EMP ENF utiCu na unutrasnje uslove
smanjuju¢i dostupne resurse 1 energiju, dovode¢i do alokacije resursa u razliCite

mehanizme odbrane u ¢eliji 1 organizmu.

Veli¢ina tela je povezana sa fitnesom, bilo direktno ili indirektno, kroz brojne

.....

veli¢ina tela je pod jakom direkcionom selekcijom usled prednosti u reprodukciji i
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prezivljavanju koja je povezana sa ve¢om veli¢inom tela. Ali, uopsteno, pretpostavka je
da se fitnes povecava sa veli¢inom tela, odnosno ve¢im fekunditetom, ali da opada sa
duzinom razvi¢a. Trade—off izmedu duzine razvica i veliCine tela je predmet opseznih
teorijskih analiza (npr. Roff, 1992; Stearns 1989, 1992; Day i Rowe, 2002). Kod
insekata su veli¢ina tela i duzina razvi¢a dve kriticne fenotipske osobine koje cesto
variraju izmedu populacija, i generalno se smatraju bitnim pri specificnim sredinskim
adaptacijama (Nylin i1 Gotthard, 1998). Tako je najverovatnije obrazac klinalne
distribucije veli¢ine tela Drosophila pod snaznom direkcionom selekcijom:
prilagodavanje hladnijim uslovima se vrs$i smanjenjem veli¢ine tela kao i pove¢anjem
brzine razvica (Partridge i French, 1996). Takode je pokazano da je selekcija za sporo
larvalno razvice - selekcija za vecu adultnu velic¢inu tela kod oba pola (Partridge 1 sar.,
1999), jer je vestacka selekcija za povecanje veli¢ine tela adula povezana sa
produzavanjem preadultnog razvi¢a (Robertson, 1959; Partridge i Fowler, 1993). Posto
oba faktora, 1 sredinski i geneticki uticu na veli¢inu tela adulta i duzinu razvica, stope
rasta mogu varirati unutar i izmedu populacija (npr. Berven 1 Gill, 1983), a razlicite
stope rasta mogu odrazavati kompromis izmedu troSkova 1 koristi od alternativnih

putanja rasta (Arendt, 1997).

Velic¢inu tela 1 duzinu razvi¢a odreduje identi¢an skup osnovnih faktora, tako da
ove osobine nisu nezavisne, ali posto su mehanizmi pomocu kojih ovi faktori proizvode
svaki fenotip razli€iti, dva fenotipa su povezana korelacijom koja zavisi od genetickog i
sredinskog konteksta u populaciji. Generalno, unutar populacija, kratko razvi¢e 1 mala
veli¢ina tela su geneticki korelisane osobine. I u ovom radu se moZe uociti da se odnos
izmedu veli¢ine tela 1 duZine razvi¢a zadrzava 1 u uslovima EMP ENF, kao 1 da se ne
menjaju evolutivne putanje stope rasta. Prilagodavanje EMP u prvoj generaciji nakon
izlaganja odvija se znaCajnim produzavanjem razvi¢a i povecanjem veli¢ine krila
izlaganih jedinki. Povecanje veli¢ine tela, odnosno krila, kroz produZeno razvice odvija
se uglavnom povecanjem broja Celija (Vijendravarma 1 sar., 2011). U trecoj generaciji,
usled kumulativnog i nepovoljnog dejstva EMP tokom embrionalnog i ranog post-
embrionalnog razvica, izlozene jedinke ranije kompletiraju svoje razvi¢e i imaju krila
manje veli¢ine. Znacajno smanjenje veliine krila usled dejstva EMP ENF u trecoj
eksperimentalnoj generaciji zabeleZeno je kod Zenki veceg boja IF linija koje imaju

manja krila od Zenki iz kontrolne grupe iz trece generacije, i od Zenki iz EMP grupe iz

119



[diskusija]

prve generacije. To smanjenje veliC¢ine krila Zenki iz trece generacije, koje je znacajno
samo kod muzjaka iz dve IF linije iste generacije, moze se pripisati preraspodeli resursa
izmedu rasta i reprodukcije, dva energetski veoma zahtevna procesa u sluc¢aju zenskog

pola.

Iako je doslo do promene u veli¢ini krila, u ovom radu nisu zabelezene promene
u obliku krila nakon eksperimentalnog izlaganja EMP ENF. Posto je veli¢ina krila
funkcija broja, velicine i distibucije ¢elija, ocekivano je da svaka promena u ovim
¢elijskim parametrima dovede do promene u obliku krila. Medutim, primeceno je
potpuno suprotno, deoba ¢elija, migracija i rast da bi se postigao geneticki definisan
oblik (Birdsall i sar., 2000). U ovom radu promene u veli¢ini krila su ravnomerno
rasporedene na celo krilo, pa se oblik krila proporcionalno menjao kroz sveobuhvatnu
izometi¢ku promenu povrsine krila. Oblik krila je u odnosu na velic¢inu krila u okviru
vrste stabilniji, i pod jakim razvojnim i filogenetskim ograni¢enjima. Veliki deo genoma
ima ulogu u ekspresiji krila, ali su mnogi od tih gena polno-specificni, i specifi¢ni samo
za oblik, a nezavisni od veli¢ine krila (Carreira 1 sar., 2011), §to se potvrduje i kroz
rezultate dobijene u ovom radu. Pokazano je da je oblik krila pod uticajem i prirodne i
seksualne selekcije (Gidaszewski 1 sar., 2009; Abbott 1 sar., 2010), ali dok je veli€ina
pod direkcionom selekcijom, oblik je pod stabilizacionom selekcijom (Pezzoli 1 sar.,
1997; Gilchrist 1 Partridge, 2001). Oblik krila 25 vrsta Drosophila veoma malo varira
unutar taksona, ali skoro sve vrste se dijagnosticki razlikuju medusobno po obliku krila
(Houle 1 sar., 2003). Iako su brojna istraZzivanja dokumentovala promenu oblika krila
kod niza vrsta roda Drosophila (Cavicchi 1 sar., 1991; Bitner-Math¢ i sar., 1995; Pezzoli
1 sar., 1997; Huey 1 sar., 2000; Santos 1 sar., 2004), oblik krila je izuzetno otporan na
sredinske uticaje (Weber, 1990; Birdsall 1 sar., 2000), i postoji malo dokaza da je
promena oblika krila adaptivna. Rezultati dobijeni u ovom radu, kao i rezultati dobijeni
kroz 1 tradicionalnu 1 geometrijsku morfometriju, kvantitativnu genetiku 1 QTL analizu
oblika krila Drosophila (Weber, 1990, 1992; Bitner-Mathé 1 Klaczko, 1999; Weber i
sar., 1999, 2001; Birdsall i sar., 2000; Klingenberg i Zaklan, 2000; Zimmerman i sar.,
2000; Gilchrist 1 Partridge, 2001), sugeriSu da veli¢ina i oblik krila imaju razli¢itu
geneticku osnovu 1 da ne odgovaraju podjednako na razliCite sredinske faktore. O
uticaju EMP kao sredinskog faktora na morfologiju krila Drosophila nema mnogo

objavljenih studija, pri ¢emu su vezane iskljuc¢ivo za veli¢inu krila. Objavljeni radovi
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pokazuju da EMP uti¢e na rast i veli¢inu izlaganih jedinki D. melanogaster, te su
jedinke izlagane EMP od 60 Hz i 80 puT imale znacajno manju tezinu (Graham i sar.,
2000), a jedinke gajene u permanentnom magnetnom polju od 35 mT tokom Sest
generacija su imale krila manje veli¢ine u odnosu na kontrolu (Stamenkovi¢-Radak 1
sar., 2001). Sa druge strane, jedinke D. subobscura izlozene tokom jedne generacije
EMP ENF od 50 Hz i 0,25 mT pokazuju znacajno povecanje duzine i Sirine krila,
zajedno sa produzavanjem razvi¢a (Patenkovi¢ i sar., 2015). Povecanje veliCine krila
kod jedinki D. melanogaster zabelezeno je i nakon izlaganja statickom magnetnom
polju 10-12 puta veceg intenziteta od intenziteta Zemljinog magnetnog polja (Giorgi i
sar., 1992). Ovo povecanje veli¢ine tela se zadrzava Cak i nakon nekoliko generacija
posle izlaganja MP, i prvenstveno je povezano sa povecanjem broja ¢elija, pa su autori
zakljucili da staticko MP uti¢e na gene koji kontroliSu ¢elijsku proliferaciju. Promena
veli¢ine krila moze biti postignuta promenom ili u veli€ini ili u broju ¢elija, 1 razli¢iti
obrasci su pronadeni i u prirodnim populacijama (James i sar., 1995), i kao rezultat
selekcionih eksperimenata (Partridge i sar., 1994). Posto ne postoje snazna ograni¢enja
u evoluciji veli¢ine krila Drosophila (Gidaszewski i sar., 2009) ovi primeri o
funkcionalno sli¢nim vrednostima veliCine krila postignutim na razliite naine su
verovatno posledica razlike u vremenskoj skali. Razilazenje u kratkim vremenskim
intervalima, odnosno u laboratoriji ili u novim sredinama, trebalo bi da se odvija u
praveu najlakSe dostupne geneticke varijacije, Sto se uklapa u radijaciju duz
»evolucionih linijja manjeg otpora® (Schluter, 1996), dok bi razilaZenje u evoluciono

duzoj vremenskoj skali trebalo da rezultira u optimizaciji vrednosti osobine.

Sve promene u veli¢ini krila pod uticajem EMP su uocene na kratkoj
vremenskoj skali, ¢esto nakon jedne generacije, Sto se podudara se sa rezultatim
zabeleZenim u slucaju promene veli¢ine krila pod uticajem razli¢itih sredinskih faktora.
Brza promena u veli¢ini tela/ krila ukazuje na ekoloSku adaptaciju na nove sredinske

uslove, §to u ovom slucaju predstavlja EMP od 50 Hz 1 0,25 mT.
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Efekat
elektromagnetnog polja (50 Hz, 0,25 mT)
na komponente adaptivne vrednosti
i morfometriju krila
kod Drosophila subobscura
Collin, 1936 (Insecta, Diptera)
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Na osnovu rezultata dobijenih u ovom radu izvedeni su sledeci zakljucci:

Analiza komponenti adaptivne vrednosti, fekunditeta, prezivljavanja, stope
polaganja jaja, duzine razvica i1 duzine zivota, koje su pod razliitom
genetiCkom kontrolom i razliite osetljivosti na promene u spoljasnjoj sredini,
pokazuje znacajan efekat ispitivanog EMP ve¢ nakon prve generacije izlaganja
jedinki D. subobscura razliCitih genotipova. Nakon izlaganja EMP od 0,25 mT
1 50 Hz tokom embrionalnog i ranog post-embrionalnog razvica kod jedinki iz
prve generacije zabelezen je pad prezivljavanja, produzavanje razvica,
skrac¢ivanje duzine zivota, kao i trend rasta fekunditeta u odnosu na jedinke iz
kontrolnih uslova, §to ukazuje na sniZzenje prosecne adaptivne vrednosti pod

uticajem EMP ENF.

Nakon tre¢e generacije izlaganja EMP od 50 Hz i 0,25 mT tokom
embrionalnog i ranog post-embrionalnog razvica, izlozene jedinke imaju
smanjeno prezivljavanje 1 kra¢i zivotni vek, ali njihovo razvic¢e krace traje, a
fekunditet pokazuje trend pada, u poredenju sa jedinkama iste generacije iz
kontrolne grupe koje su citavo razvice provele izvan dejstva EMP. Delom
drugaciji rezultati u tre¢oj generaciji u odnosu na rezultate dobijene za prvu
generaciju, ukazuju na to viSegeneracijski uticaj EMP ELF predstavlja rezultat
kumulativnog delovanja ovog faktora na izloZene jedinke. Smanjenje prosecne
adaptivne vrednosti odredenih komponenti uo¢eno u prvoj generaciji jos vise je
izrazeno u tre¢oj generaciji kod jedinki izloZenth EMP od 50 Hz 1 0,25 mT, §to
se jasno oslikava u padu prezivljavanja od jaja do adulta tokom tri sukcesivne

generacije.

Rezultati analize fenotipske korelacije komponenti adaptivne vrednosti ukazuju
da je veci broj statisticki znacajnih odgovora dobijen u optimalnim, kontrolnim
uslovima, kao i1 da su dobijene vrednosti korelacionog koeficijenta u EMP
grupi nize za sve parove analiziranih osobina nego dobijene vrednosti u
kontrolnoj grupi, osim za fenotipsku korelaciju brzine razvic¢a i duzine zivota
zenki. Snizene vrednosti korelacionog koeficijenta, bliske nuli, i suprotnog

smera u EMP grupi, pokazuju da EMP ENF kao sredinski faktor uti¢e na
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kovariranje analiziranih osobina, menjajuéi smer 1 smanjujuéi stepen
povezanosti osobina. Ovi rezultati ukazuju na mogucnost specificnih promena

u fenotipskom ispoljavanju osobina u prisustvu EMP.

Duzina preadultnog razvica, prezivljavanje od jaja do adulta i duzina zivota
zenki ispoljavaju fenotipsku plastinost koja je rezultat uticaja sredine sa
antropogenim EMP ENF. Ostale analizirane komponente adaptivne vrednosti,
fekunditet 1 stopa polaganja jaja, ni u jednoj generaciji ne pokazu fenotipski
plastican odgovor, niti inerakciju genotipa i1 sredine. One pokazuju samo
razlike u vrednostima zavisne od genotipa jedinke, jer ove osobine imaju
veliku Sirinu u opsegu performansi, i mogu da odrzavaju vrednosti kroz $iri

spektar uslova Zivotne sredine.

Od svih analiziranih komponenti adaptivne vrednosti tokom tri sukcesivne
generacije duzina razvic¢a je jedina osobina koja je u odgovoru na EMP ENF
pokazala geneticku varijabilnost plasticnosti, odnosno prisutnu genotip —
sredina interakciju. Duzina razvica je direktno povezana sa veli¢inom tela i
individualnim fitnesom, i stoga se moze pretpostaviti da je varijabilnost
fenotipske plasti¢nosti brzine razvi¢a vazna u odgovoru na vestacka EMP ENF.
Genotipovi posmatranih IF linija, koji se medusobno razlikuju u odgovoru na
dejstvo EMP ENF, menjajué¢i duzinu razvi¢a delimi¢no kompenzuju izazvani

sredinski stres usled uticaja veStackog EMP.

Jedinke analiziranih genotipova u sredini sa EMP ENF pokazuju povecanje
kvantitativne geneticke varijabilnosti za osobinu duzina razviéa kroz
procenjene vrednosti koeficijenta varijacije za duzinu razvi¢a, a ta promena
kvantitativne geneticke varijabilnosti bi mogla biti pripisana procesu

dekanalisanosti i oslobadanju kripticke varijabilnost u uslovima stresa.

Uticaj EMP ENF od 50 Hz 1 0,25 mT na jedinke D. subobscura izlagane tokom
dela embrionalnog 1 ranog post-embrionalnog razvica se ogleda i kroz promenu
veli¢ine krila. Tako jedinke izlagane EMP ENF u prvoj generaciji imaju vecéa
krila u odnosu na jedinke iz kontrolne grupe, i to kod oba pola. Kod jedinki iz

tree generacije zabeleZena je promena veliine krila izlaganih jedinki oba
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pola, ali je kod zenki iz najveceg broja IF linija doslo do smanjivanja veli¢ine
krila, dok je kod muzjaka do promene u veli€ini krila doslo samo kod nekoliko

IF linjja, 1 to 1 u pravcu smanjenja, i u pravcu povecanja krila.

8.  Geometrijsko-morfometrijska analiza oblika krila jedinki D. subobscura u
ispitivanju uticaja vestackog EMP ENF u laboratorijskim uslovima je pokazala
da je oblik krila konzervativna osobina na koju izlaganje jedinki EFM ENF
tokom tri sukcesivne generacije nije imalo uticaja, ni unutar generacija, niti

izmedu prve 1 trece eksperimentalne generacije.

9.  Dobijene promene u veli¢ini krila i brzini razviéa su konzistentne su sa
pretpostavkom da su kod insekata veli¢ina tela i duzina razvi¢a dve kriti¢ne

fenotipske osobine koje su bitne za specifi¢ne sredinske adaptacije.

10. Rezultati ovog rada su pokazali da je EMP ENF (50 Hz, 0,25mT) dovoljan
stimulus iz spoljasnje sredine koji ima uticaj na rast, razvice i veliinu tela
Drosophila subobscura. Pravac i1 obim promena pod uticajem EMP,
analiziranih  kroz komponente adaptivne vrednosti 1 geometrijsko-
morfometrijske analize krila, pokazuje da kod izloZenih jedinki dolazi do
smanjenja prosecnih vrednosti odredenih komponenti adaptivne vrednosti, na
osnovu cega se moze re¢i da EMP ENF predstavlja stresogeni faktor

antropogenog porekla.

Rezultati pokazuju da viSegeneracijsko delovanje EMP ENF predstavlja
ogranicavajuc¢i faktor za rast 1 razvie D. subobscura, $to se ogleda kroz smanjenje
fitnesa 1 promene u obrascu rasta izlozenih jedinki. Logi¢no je ocekivati da ce
zabelezene promene u komponentama adaptivne vrednosti i1 veliini krila na
individualnom nivou dovesti i do promena na nivou populacije, posto se promene u
fekunditetu, prezivljavanju, duzini razvi¢a, duzini Zivota i veli¢ini adulta, posledicno
odrazavaju 1 na dinamiku populacija. Genotipovi jedinki koje imaju slabije
prezivljavanje 1 manji fekunditet, odnosno niZi fitnes u uslovima visegeneracijskog
izlaganja EMP EMF bi mogli biti eliminisani, §to bi dovelo do smanjenja geneticke

varijabilnosti u prirodnim populacijama.
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Tabela 1.2. Vrednosti magnetnog polja za razlicite elektri¢ne aparate u domacinstvu
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standardnim uslovima (kontrolna grupa) i grupe gajene u uslovima EMP ENF (0,25 mT,
50 Hz) (EMP grupa)

Tabela 4.2. Srednja vrednost i standardna greska (X + S.E.) fekunditeta (broj jaja)

pojedinacnih IF linija D. subobscura, u tri uzastopne generacije u kontrolnoj i EMP

grupi

Tabela 4.3. Dvofaktorska ANOVA za fekunditet jedinki IF linija D. subobscura iz
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Tabela 4.21. Rezultati dvofaktorske analize varijanse za prezivljavanje od jaja do
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adulta, jedinki IF linija D. subobscura iz kontrolne i EMP grupe u drugoj generaciji
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Tabela 4.29. Trofaktorska analiza varijanse za duZinu Zivota Zenki IF linija

D. subobscura iz kontrolne 1 EMP grupe, u prvoj i tre¢oj generaciji

Tabela 4.30. Vrednosti Pirsonovog koeficijenta za fenotipske korelacije izmedu
komponenti adaptivne vrednosti D. subobscura iz kontrolne grupe. (U tamno sivo
obojenim poljima se nalaze statisticki znacajne korelacije, a u svetlo sivim su grani¢ne

vrednosti statisticke znacajnosti)
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Tabela 4.31. Vrednosti Pirsonovog koeficijenta za fenotipske korelacije izmedu
analiziranih komponenti adaptivne vrednosti D. subobscura gajenih u uslovima EMP od
50 Hz 1 0.25 mT. (U tamno sivo obojenim poljima se nalaze statisticki znacajne

korelacije, a u svetlo sivim su grani¢ne vrednosti statisticke znacajnosti)

Tabela 4.32. Zbirni prikaz rezultata dvofaktorske analize varijanse za efekte izvora
varijabilnosti u odgovoru jedinki IF linija D.subobscura gajenih u EMP ENF (50 Hz,

0,25 mT) za komponente adaptivne vrednosti analizirane u I, II 1 III generaciji.

Tabele 4.33. Pregled broja analiziranih jedinki u geometrijsko-morfometrijskoj analizi

veli¢ine 1 oblika desnog krila po eksperimentalnim grupama, generaciji i polu

Tabela 4.34. Srednja vrednost i standardna greska (X + S.E.), opseg zabelezenih
vrednosti (min — max) 1 koeficijenti varijacije (CV) za veli¢inu krila jedinki
D. subobscura oba pola iz kontrolne 1 EMP grupe (50 Hz, 0,25 mT) u prvoj i trecoj

generaciji

Tabela 4.35. Srednja vrednost + standardna greska za veli¢inu krila oba pola po IF

linijama D. subobscura, u kontrolnoj i u EMP grupi (50 Hz, 0,25 mT) u prvoj generaciji

Tabela 4.36. Srednja vrednost + standardna greSka za veli¢inu krila oba pola po IF

linijama D. subobscura, u kontrolnoj i u EMP grupi (50 Hz, 0,25 mT) u tre€oj generaciji

Tabela 4.37. Trofaktorska analiza varijjanse za veli¢inu krila jedinki oba pola

D. subobscura 1z kontrolne i EMP (50 Hz, 0,25 mT) grupe iz prve generacije

Tabela 4.38. Trofaktorska analiza varijanse za veli¢inu krila jedinki oba pola

D. subobscura 1z kontrolne i EMP (50 Hz, 0,25 mT) grupe iz tre¢e generacije

Tabela 4.39. Cetvorofaktorska analiza varijanse veli¢ine krila jedinki oba pola

D. subobscura kontrolne 1 EMP grupe (50 Hz 1 0,25 mT) iz prve i treCe generacije

Tabela 4.40. Trofaktorska MANOVA varijabli oblika krila jedinki oba pola
D. subobscura iz kontrolne i EMP (50 Hz, 0,25 mT) grupe iz prve generacije
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Tabela 4.41. Trofaktorska MANOVA varijabli oblika krila jedinki oba pola
D. subobscura iz kontrolne i EMP (50 Hz, 0,25 mT) grupe iz treée generacije

Tabela 4.42. Cetvorofaktorska MANOVA varijabli oblika krila jedinki oba pola

D. subobscura iz kontrolne i EMP (50 Hz, 0,25 mT) grupe za prvu i tre¢u generaciju

Slika 1.1. Dijagrami normi reakcija. Na y-osi su predstavijene odgovarajuce srednje
vrednosti analizirane fenotipske osobine, dok su na x-osi predstavljene dve razlicite
Zivotne sredine (E1 i E2). Svaka linija predstavlja pojedinacni genotip, i povezuje
vrednost osobine u jednoj sredini sa vrednoscéu te osobine u drugoj sredini, ukazujuci
na fenotip koji genotip daje u razlicitim sredinama.

Slika 1.2. Shematski prikaz odnosa izmedju razvica, genotipa, Zivotne sredine i
evolucije, faktora koji su ukljuceni u formiranje fenotipa i njihove uloge u pravcima
delovanja prirodne selekcije, odnosno evolutivnih promena u populaciji (preuzeto iz
Scheiner, 1993)

Slika 1.3. Prostiranje elektromagnetnog talasa
Slika 1.4. Spektar elektromagnetnog zracenja

Slika 1.5. Primeri vestackih izvora EMP u okviru odredenog dela elektromagnetnog
spektra, ukljucujuci fekvenciju od 50 Hz u ENF delu spektra, koja se koristi za
distiribuciju elektricne energije, radiofrekvenciju - deo od 30 do 300 GHz koji se koristi
za radio i TV emitovanje, i za mobilnu telefoniju, X-zracenje u medicinskoj dijagnostici,
gama  zracenje u  terapiji  kancera  (http:/www.gsma.com/publicpolicy/wp-
content/uploads/2012/04/electromagneticspectrum.gif)

Slika 3.1. Prikaz sistema za generisanje homogenog EMP ENF od 50 Hz i 0,25 mT,
unutar koga su u smestene Zenke D. subobscura koje su polagale jaja (I grupa flakona)
tokom 24h, i jaja i prvi stupnjevi larvalnog razvica (Il grupa flakona) izlagani narednih
24h.

Slika 3.2. Fotografija uvecanog desnog krila D. subobscura sa fiksiranim rasporedom
12 tacka koriscenih u geometrijsko - morfometrijskoj analizi krila

Slika 4.1. Srednje vrednosti fekunditeta (broj jaja) jedinki D. subobscura iz kontrolne i
EMP eksperimentalne grupe kroz tri sukcesivne generacije

Slika 4.2. Srednje vrednosti za stopu polaganja jaja, jedinki D. subobscura za kontrolnu
i EMP eksperimentalnu grupu, kroz tri sukcesivne generacije
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Slika 4.3. Prosecne vrednosti duzine razvica jedinki D. subobscura iz obe
eksperimentalne grupe (kontrola i EMP) u tri sukcesivne generacije

Slika 4.4. Srednje vrednosti prezZivljavanja od jaja do adulta jedinki D. subobscura iz
kontrolne i EMP eksperimentalne grupe u tri sukcesivne generacije

Slika 4.5. Srednje vrednosti duZine Zivota Zenki D. subobscura u prvoj i trecoj
generaciji u kontrolnoj i EMP grupi

Slika 4.6. Dijagram normi reakcija za fekunditet devet analiziranih IF linija
D. subobscura u kontrolnim i u uslovima vestackog EMP tokom tri generacije

Slika 4.7. Dijagram normi reakcija za stopu polaganja jaja devet analiziranih IF linija
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Slika 4.8. Dijagram normi reakcija za duzinu razvica devet analiziranih IF linija
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Slika 4.9. Dijagram normi reakcija za preZivljanje devet analiziranih IF linija
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Slika 4.11. Srednje vrednosti velicine krila jedinki D. subobscura u prvoj generaciji iz
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Slika 4.12. Srednje vrednosti velicine krila jedinki D. subobscura u trecoj generaciji iz
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IIpuor 1.

N3jaBa o0 ayTopcTBY
Ilornucanu-a Anexcanzpa [larenkoBuh
Opoj ymuca CG060086

U3jaBmyjem
Jla je TOKTOpCKa JqrcepTalja Mo HaCJIOBOM

Edexar enexrpomaruersor nosea (50 Hz, 0.25 mT) Ha KOMIIOHEHTE aJIalTUBHE

BpeaHocTh U MopdoMerpu]y kpwiia kKox Drosophila subobscura Collin, 1936 (Insecta,

Diptera)

. pe3yATaT CONCTBEHOT UCTPAKUBAYKOT paja,
. Jla TIPEeANIo’KeHa JAUcepTalnja y UeIHNHA HU Y JIeJIOBHUMa HUje Ouia mpeanoskeHa
3a nobujame OWIO Koje IUIUIOME TIpeMa CTYOUjCKUM TMporpaMuMa ApYTUxX

BHUCOKOIIIKOJICKUX YCTaHOBA,

. J1a Cy Pe3yATaTH KOPEKTHO HABEIEHU U
. Ja HHCaM KpIIHO/la ayTOpCKa MpaBa W KOPUCTHO HMHTEIEKTYalHY CBOjHHY
JPYTUX JIAIIA.
[Tornuc nokropanaa
V Beorpaxy, 28.03.2016. % Cuite Hicoboth-
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IIpuuor 2.

M3jaBa 0 HICTOBETHOCTH HITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje

TOKTOPCKOT paja

Nme u npe3ume aytopa Aunekcanpa [larenkoBuh

Bpoj ynuca CG060086

Cryaujcku nmporpam ['eHeTHKA MOMYNIaNKja ¥ 3aI0THTA CPEIUHE

HacnoB pana Edekar enexrpomargerHor mosba (50 Hz, 0.25 mT)

Ha KOMITOHCHTC AaIITUBHC BPCAHOCTH n MOD(bOMeTDI/IiV KpuJia KOoJ

Drosophila subobscura Collin, 1936 (Insecta, Diptera)

Menrop ap Mapuna CramenkoBuh — Pajiak

PEAOBHHU npod)ecop buonomxkor (baKVJ'ITeTa YHuBep3uteTa y beorpagy

I[HoTnucanu Anekcannpa [lareuxkoBuh

u3jaBJbyjeM Ja je LITaMIaHa Bep3Huja MOT JOKTOPCKOI pajja MCTOBETHA E€JIEKTPOHCKO]
BEP3MjH KOjJy caM Ipejao/na 3a o0jaBibUBambe Ha MopTany Jurutainor peno3utopujyma
YHusepsurera y beorpany.

Jlo3BosbaBaM Ja ce 00jaBe MOjU JIMYHU MOAAIM BE3aHU 32 100Mjame aKaJeMCKOT 3Bamba
JIOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UME U Mpe3uMe, TOIMHA U MECTO pohjema U JaTyM oa0paHe
pana.

OBM JMYHM TOJAM MOTy ce 00jaBUTM Ha MpPEXKHHM CTpaHUIlaMa JUTHTalIHE
O0ubnuoreke, y €JIEKTPOHCKOM KaTalory W y nyOnukangjama YHHBEp3UTETa Y
beorpany.

[ToTnuc nokropana

-7&@(6 Liccbudh—

V¥ beorpany, 28.03.2016.
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IIpuor 3.

N3jaBa o0 kopumhemwy

Osnamhyjem YHuBepsutercky oubnmoreky ,,CBerozap MapkoBuh® na y Jdururanau
peno3uToprjyM YHHUBEp3UTeTa y beorpamy yHece Mojy AOKTOPCKY TUCEPTAIU]y IO

HaCJIOBOM:

Edekar enexrpomargersor nosea (50 Hz, 0.25 mT) Ha KOMIIOHEHTE aJalTHBHE

BpenHoctu U Mopdomerpujy kpwiia kox Drosophila subobscura Collin, 1936 (Insecta,

Diptera
KOja je MOje ayTOPCKO JeIIO.

Jucepranujy ca CBUM MPUIIO3UMA Mpeaao/aa caM y eleKTPOHCKOM (opMaTy MOroIHOM

3a TpajHO apXUBUPAHE.

Mojy JOKTOPCKY TUCEPTaIi]y MOXpameHy y JIMruTalHyu perno3uToprjymMm Y HUBEp3UTETa
y Beorpany Mory na kopucTe cBU Koju MomTyjy onpende caapxkaHe y onabpaHOM TUITY
muuenne Kpeatusne 3ajeauuue (Creative Commons) 3a K0jy cam ce OfTy4no/Ja.

1. AyropctBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPIIH]aTHO
@AyTopCTBo — HEKOMEpIIMjallHO — 0e3 mpepaje
4. AyTOpCcTBO — HEKOMEPIIUJAITHO — JICJUTH 11OJ] UCTUM yCIIOBUMA
5. AytopcTBO — 0€3 npepaje
6. AyTOpCTBO — JENUTH MOJ UCTUM yCIIOBHUMA

(Monumo n1a 3a0KpyXHTE camMoO jeAHY OJ IIeCT MOHYyheHHX JMLEHIH, KpaTak OIUC

JUICHIIN AT je Ha TojehuHu nucra).

[ToTnuc nokropana

jm,ae HicoBudh-

VY beorpany, 28.03.2016.
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1. AyropctBo - Jl03BOJhaBaTE YMHOXKABAKE, JUCTPUOYIN]Y U JABHO CAOIIITABAKE JENa,
U Tpepaje, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HayuH ojpeheH oa cTpaHe ayTopa WId
JaBaola JIUIEHIe, Yak U Yy KoMmepuujamHe cBpxe. OBO je HajCiIo0O0THH]a OJf CBUX
JIMIICHITH.

2. AyTopcTBO — HeKoMepIHjaiaHo. Jl03BoJbaBaTe YMHOXKABAE, JUCTPUOYIIH]Y U jaBHO
CaoMIITaBamke Jiejia, U mpepaje, ako Ce HaBele MME ayTopa Ha HauyuH ojapeheH on
CTpaHe ayTopa Wid JaBaolia JuieHie. OBa JMIEHIIAa HE J03BOJbaBa KOMEPIIHjATHY
yrnotpeOy nena.

3. AyropcTtBo - HeKkoMepnujaiHO — 0e3 mpepane. Jlo3BojbaBaTe yMHOXKaBambe,
IUCTpUOyLMjy W jaBHO CaoNINTaBamke Jena, 0e3 MpoMeHa, NpeoOIMKOBamba WIH
yrnoTpebe aena y CBOM ey, aKo Ce HaBelle MMe ayTopa Ha HauWH ofpeleH o cTpaHe
ayTopa Wiu JaBaolla juieHne. OBa JIMIEHIa He J03BOJbaBa KOMEPIHjalIHy yIOTpeOy
nena. Y oJHOCY Ha CBE OCTaJie JIMICHIIe, OBOM JIMIICHIIOM CE€ OrpaHruaBa Hajehu oOum
npaBa Kopuiihema aena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEPIHjaJHO — JEIUTH TOJA HCTHUM YycloBuMa. Jlo3BoJeaBare
YMHO)KaBame, AUCTPUOYILIMjy ¥ jaBHO CAONINTaBame Jeja, U Mpepane, ako ce HaBese
uMe ayTopa Ha HauMH ojapeheH ox cTpaHe ayTropa WM JaBaola JHIEHIE M aKo ce
npepaga AUCTpUOYyUpa TIMOJ HCTOM WIM CIUYHOM JuieHnoMm. OBa JHIEHIA He
JI03BOJbaBa KOMEPIIMjATHY yIOoTpeOy Jieia u mpepaja.

5. AyropctBo — 0e3 mpepane. Jl03BojbaBaTe yMHOXKaBame, TUCTPUOYLM]Y M jaBHO
caoIIITaBame Jeia, 0e3 MpoMeHa, MPeodINKOBakba WIKM YIOTpede Jiena y CBOM Jiely,
aKo ce HaBe/le MME ayTopa Ha HauMH oJipel)eH o/ cTpaHe ayTopa MM J1aBaolia JIMULEHIIE.
Oga nuIieHIIa 103B0JbaBa KOMEPLUjaJIHy yIIOTpeOy Jena.

6. AyTopcTBO - J€IMTH TOJ HCTUM YycjiaoBuMa. Jlo3BosbaBaTe YMHOXaBame,
JUCTpUOYLIM]y U JaBHO CaoMILTaBame Jelia, U Ipepaje, ako ce HaBeJe MME ayTopa Ha
HauMH ojapeheH on cTpaHe ayTopa WIM JaBaolla JHIEHIIE M ako ce mpepaaa
oUcTpuOynpa T1OJ HWCTOM WM CIMYHOM JnneHIoM. OBa JHMIIEHIIA J103BOJhaBa
KOMepIIMjamHy yrnotpedy aena u mpepama. CinuyHa je copTBEPCKHM JHIEHIIAMa,
OJTHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJa.

174



