UNIVERZITET U BEOGRADU

BIOLOSKI FAKULTET

Mirjana B. Beribaka

UTICAJ POVISENE KONCENTRACIJE OLOVA
NA PROMJENE U SASTAVU MIKROBIOTE |
OSOBINE ZIVOTNE ISTORIJE KOD
Drosophila melanogaster | Drosophila
subobscura

doktorska disertacija

Beograd, 2022



UNIVERSITY OF BELGRADE

FACULTY OF BIOLOGY

Mirjana B. Beribaka

INFLUENCE OF INCREASED LEAD
CONCENTRATION ON CHANGES IN
MICROBIOTA COMPOSITION AND LIFE
HISTORY TRAITS IN
Drosophila melanogaster AND Drosophila
subobscura

Doctoral Dissertation

Belgrade, 2022



MENTOR:

dr Marina Stamenkovi¢-Radak, redovni profesor
Univerzitet u Beogradu - Bioloski fakultet

CLANOVI KOMISIJE ZA ODBRANU DOKTORSKE DISERTACIJE:

1. dr Mihailo Jeli¢, vanredni profesor
Univerzitet u Beogradu - Bioloski fakultet

2. dr Marija Tanaskovi¢, nau¢ni saradnik
Institut za bioloska istraZivanja ,SiniSa Stankovic¢“, Institut od nacionalnog znacaja za
Republiku Srbiju, Univerzitet u Beogradu

3. dr Aleksandra Patenkovi¢, naucni saradnik
Institut za bioloska istraZivanja ,SiniSa Stankovic¢“, Institut od nacionalnog znacaja za

Republiku Srbiju, Univerzitet u Beogradu

4. dr Slavisa Stankovic¢, redovni profesor
Univerzitet u Beogradu - Bioloski fakultet

Datum odbrane:




Ova doktorska disertacija je uradena u okviru Katedre za genetiku i evoluciju
Univerziteta u Beogradu - Bioloski fakultet, na Odjeljenju za genetiku populacija i
ekogenotoksikologiju na Institutu za bioloska istraZivanja ,Sinisa Stankovic¢”, Institutu od
nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju, Univerzitet u Beogradu i Laboratoriji za biologiju i
mikrobiologiju, Tehnoloski fakultet Zvornik, Univerzitet u Istocnom Sarajevu, Republika
Srpska (BiH).

Rezultati istraZivanja predstavljeni u ovoj doktorskoj disertaciji realizovani su u okviru
nekoliko projekata: Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja Republike Srbije
,Dinamika genofonda, geneticka i fenotipska varijabilnost populacija u promenljivim uslovima
sredine” pod rukovodstvom akademika Marka Andelkovicéa (ev. br. 173012), Srpske akademije
nauka i umetnosti ,Uticaj povisene koncentracije teskih metala u Zivotnoj sredini na geneticku
strukturu i adaptivne procese prirodnih populacija organizama (TEMEGENS)", 2019-2021, pod
rukovodstvom akademika Marka Andelkovica i Ministarstva za naucnotehnoloski razvoj, visoko
obrazovanje i informaciono drustvo Republike Srpske ,Uticaj zagadenja teskim metalima na
mikrobiotu vrsta roda Drosophila“, pod rukovodstvom akademika Nova PrZulja (ev. br. 19/6-
020/961-104/18).



Zahvalnica

Najvecu zahvalnost dugujem svojoj mentorki, prof. dr Marini Stamenkovic¢-Radak, na izuzetnoj
pomoci i podrsci tokom svih faza izrade ove doktorske disertacije, na razumijevanju, strpljenju i
trudu, na nesebicnom dijeljenju znanja i iskustava, na svim dobronamjernim kritikama i
savjetima koji su dali dodatnu vrijednost ovoj disertaciji, ali i mom buduéem licnom i
profesionalnom usavrsavanju.

Veliku zahvalnost dugujem prof. dr Mihailu Jelicu na pomoci i podrsci pri izvodenju
eksperimentalnog dijela i analizi rezultata ove doktorske disertacije, na svim prakticnim
savjetima, motivaciji i uvazavanju misljenja, na posve¢enom vremenu i trudu.

Zahvalnost dugujem dr Mariji Tanaskovi¢ na uvijek korisnim savjetima pri planiranju
eksperimenata i analizi dobijenih rezultata, na trudu i dobronamjernim sugestijama prilikom
pisanja ove disertacije.

Zahvaljujem se dr Aleksandri Patenkovi¢ na svim dobronamjernim komentarima i motivaciji
tokom pisanja ove doktorske disertacije.

Zahvaljujem se doc. dr Mariji Savic¢-Veselinovic¢ sa Katedre za genetiku i evoluciju Univerziteta u
Beogradu - Bioloskog fakulteta i svim kolegama sa Odjeljenja za genetiku populacija i
ekogenotoksikologiju na Institutu za bioloska istraZivanja ,Sinisa Stankovi¢®, posebno Katarini
Erié, Pavlu Eri¢u i Mini Raki¢, na izuzetnoj pomoci i podrsci prilikom izrade ove doktorske
disertacije.

Zahvalnost dugujem akademiku Marku Andelkovicu, koji naZalost nije doZivio zavrsetak ove
doktorske disertacije, ali je svakako bila velika cast poznavati ga i saradivati sa njim.

Posebnu zahvalnost dugujem dr Milanu Dragic¢evi¢u sa Odjeljenja za fiziologiju biljaka na
Institutu za bioloSka istraZivanja ,SiniSa Stankovi¢, na velikoj pomo¢i pri bioinformatickoj
analizi podataka.

Zahvalnost dugujem prof. dr Slavisi Stankovicu, dr Olji Stanojevi¢ i saradnicima sa Katedre za
mikrobiologiju, kao i dr Ilvici Dimki¢u sa Katedre za biohemiju i molekularnu biologiju
Univerziteta u Beogradu - Bioloskog fakulteta na pomoci pri analizi uzoraka i rezultata
dobijenih metodom zasnovanom na kulturi bakterija.

Dr Stevanu Blagojevicu i saradnicima sa Instituta za opstu i fizicku hemiju iz Beograda dugujem
zahvalnost na pomoci pri analizi sadrZaja olova i drugih makro- i mikroelemenata u uzorcima.

Zahvalnost dugujem i svim svojim prijateljima i mnogim dragim ljudima koji su bili izuzetno
gostoljubivi prilikom mojih boravaka u Beogradu.

Na kraju, zahvaljujem se svojoj porodici, posebno svojoj majci Mileni i sestri Branki, na svakoj
vrsti podrske i motivacije, na toplim rijeCima, na brizi i razumijevanju bez kojih ne bih bila ovdje
gdje jesam danas.

Mama, Branka, ovu disertaciju posvecujem vama.



Uticaj poviSene koncentracije olova na promjene u sastavu mikrobiote i osobine
Zivotne istorije kod Drosophila melanogaster i Drosophila subobscura

Sazetak

Mikrobiota viSecelijskih organizama je predstavljena raznovrsnom zajednicom
mikroorganizama koji imaju uticaj na brojne osobine domacina i u interakciji su sa
promjenama sredine. Poremecaji u ravnoteZi izmedu mikrobiote i domacina mogu dovesti do
smanjenja adaptivne vrijednosti, Sto implicira da je odrZavanje homeostaze mikrobiote vazan
aspekt biologije domacina. Cilj ovog istraZivanja je bio da se utvrdi diverzitet mikrobiote vrsta
Drosophila melanogaster i Drosophila subobscura sa razliCitih staniSta iz prirode i u
laboratorijskim uslovima na standardnom i olovnhom supstratu, te da se ispita korelacija
promjena u sastavu mikrobiote sa osobinama Zivotne istorije. Sastav mikrobiote je odreden
sekvenciranjem sljedece generacije V3-V4 regiona bakterijskog gena za 16S rRNK. Dobijeni
rezultati ukazuju na to da standardni supstrat gajenja kod obje vrste dovodi do smanjenja
diverziteta mikrobiote u odnosu na prirodnu populaciju. IzloZzenost poviSenim
koncentracijama olova je dovela do smanjenja diverziteta mikrobiote, pri ¢emu je D.
subobscura pokazala znacajnije promjene u odnosu na D. melanogaster. U mikrobioti D.
subobscura je identifikovan bakterijski rod Komagataeibacter, Cija velika zastupljenost na
supstratu sa olovom ukazuje na to da bi ovaj rod mogao biti znacajan u prevazilaZenju stresa
iz Zivotne sredine, kao i da postoji kontrola sastava mikrobiote od strane domacina. Znacajne
razlike u prezivljavanju od jaja do adulta su uocene kod D. melanogaster u pogledu sastava
supstrata i porijekla populacije, dok je duZina razvi¢a znacajno varirala kod D. subobscura u
pogledu porijekla populacija. Razlike medu polovima u duZini razviéa su uocene kod D.
melanogaster na olovnom supstratu, Sto implicira da uticaj pojedinih faktora na osobine
Zivotne istorije moZe biti specifi¢an za vrstu.

Kljucne rijeci: Drosophila melanogaster, Drosophila subobscura, mikrobiota, izloZenost olovo-
acetatu, prezivljavanje od jaja do adulta, duzina razviéa

Naucna oblast: Biologija
UzZa naucna oblast: Genetika



Influence of increased lead concentration on changes in microbiota composition and
life history traits in Drosophila melanogaster and Drosophila subobscura

Abstract

Microbiota of multicellular organisms is represented by a diverse community of
microorganisms that have an impact on numerous host traits and interact with environmental
changes. Disturbances in the balance between the microbiota and the host can lead to a
decrease in adaptive value, which implies that maintaining microbiota homeostasis is an
important aspect of host biology. The aim of this study was to determine the diversity of
microbiota of Drosophila melanogaster and Drosophila subobscura from different habitats,
nature and laboratory conditions, on the standard and the lead substrate, and to examine the
correlation between the changes in microbiota composition and life history traits. The
composition of microbiota was determined by next-generation sequencing of the V3-V4
regions of the 16S rRNA gene. The obtained results indicate that rearing on the standard
substrate in both species leads to a decrease in the diversity of the microbiota compared to
the natural population. Exposure to increased lead concentrations led to a decrease in
microbiota diversity, with D. subobscura showing more significant changes compared to D.
melanogaster. The bacterial genus Komagataeibacter was identified in the D. subobscura's
microbiota, whose high prevalence on the lead substrate indicates that this genus could be
important in overcoming environmental stress, and that the microbiota composition is
controlled by the host. Significant differences in egg-to-adult viability were observed in D.
melanogaster in terms of substrate composition and population origin, while developmental
time varied significantly in D. subobscura in terms of population origin. Sex differences in
developmental time were observed in D. melanogaster on the lead substrate, implying that the
influence of individual factors on life history traits may be species-specific.

Key words: Drosophila melanogaster, Drosophila subobscura, microbiota, lead-acetate
exposure, egg-to-adult viability, developmental time

Scientific field: Biology
Scientific subfield: Genetics
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1. Uvod

Razumijevanje mehanizama i procesa pomocu kojih se organizmi prilagodavaju Zivotnoj
sredini je centralni problem istrazivanja u evolucionoj i, posebno sa aspekta primjene, u
konzervacionoj biologiji. Pod razli¢itim selekcionim pritiscima, ili demografskim faktorima,
promjene u evolucionom potencijalu za o¢uvanje vrsta i populacija zavise od interakcija, kako
medu ¢lanovima ekosistema, tako i sa svim biotickim i abiotickim c¢iniocima Zivotne sredine.
Klimatske promjene i antropogeni uticaj na Zivotnu sredinu oblikuju prostorne i vremenske
obrasce promjena, kako u genetickoj, tako i u fenotipskoj strukturi vrsta i populacija.

Posto insekti imaju fundamentalnu ulogu u vecini ekosistema, kontinuirane ili nagle
(stresne) promjene u Zivotnoj sredini utiCu na njihove populacije i ostavljaju posljedice na
cijeli ekosistem (Scudder, 2017). Tako, brojne vrste insekata mogu biti dobri indikatori
promjena sredine, kako na lokalnoj, tako i globalnoj skali.

U ovom radu je ispitivan uticaj jednog abiotickog faktora (poviSena koncentracija olova) i
jednog biotickog faktora (simbioza sa mikrobiotom) na osobine Zivotne istorije kod domacina,
dvije vrste insekata istog roda, Drosophila, koje su prisutne u brojnim staniStima koja
okruzuju covjeka. Olovo je sveprisutno u zZivotnoj sredini i raste mu zastupljenost, a ima
znacajan uticaja na rast, razvoj i opstanak organizama, dok je mikrobiota organizama znacajna
u prilagodavanju na promjenljive uslove Zivotne sredine.

1.1. Bioticki i abiotic¢ki faktori Zivotne sredine

Zivotnu sredinu jedinke ¢ine svi faktori spolja$nje sredine koji mogu na razli¢ite nac¢ine da
uticu na nju i na njenu egzistenciju. U odnosu na svoju priroduy, ti faktori mogu da se podijele
na abioticke i bioticke. U abioticke faktore se ubrajaju fizicko-hemijski €inioci, kao Sto su
klimatski (temperatura, svjetlost, vlaznost, vazdusna kretanja), osobine zemljista, reljefa i
nutritijenti. Medutim, svaka jedinka u prirodi stupa u interakcije i sa drugim vrstama iz
okruZenja, od kojih takode moZe da zavisi njen opstanak. Te interakcije su uslovljene
biotickim faktorima Zivotne sredine i u njih se ubrajaju sve Zive komponente ekosistema, od
mikroorganizama, virusa, do eukariota, a najceS¢i tipovi interakcija su parazit-domacin,
predator-plijen, simbioza ili kompeticija (Stankovi¢, 1962).

Mikrobiota razliCitih vrsta, kao jedan od vaznih bioti¢kih faktora koji utiCe na osobine
adaptacije i osobine Zivotne istorije, sve ceSce je fokus istrazivanja. Odnos domacin-
mikrobiota je jedan od najceS¢ih simbiotskih odnosa u zZivotinjskom i biljnom svijetu, pri ¢emu
uglavnom nije obligatoran ve¢ je mutualisticki. Pored toga, mikrobiota cesto dolazi u
interakciju sa domacinom i uti¢e na njegovu adaptivnu vrijednost u promjenljivim abioti¢kim
faktorima Zivotne sredine (Gould i sar., 2018). Mikrobiota digestivnog trakta kod nekih vrsta
predstavlja veoma redukovanu grupu bakterijskih zajednica koje mogu da se nadu u
okruzZenju domacina, Sto sugeriSe da domacin ima odredeni nivo kontrole nad bakterijama
koje nastanjuju njegov digestivni trakt (Chandler i sar., 2011; Wang i sar., 2019).

Kada se radi o faktorima koji oblikuju mikrobioloSku zajednicu domacina, neka
istraZivanja su pokazala da faktori spoljasnje sredine imaju dominantnu ulogu u oblikovanju
mikrobioloSkih zajednica povezanih sa domacinom (Moghadam i sar., 2018); medutim,
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postoje i istraZivanja koja daju prednost genetickoj osnovi domacina kao glavnom faktoru u
oblikovanju mikrobiote (Dobson i sar., 2015). Pored navedenog, ishrana se pokazala kao
vaZzan faktor koji uti¢e na diverzitet i bogatstvo mikrobiote (Erkosar i sar., 2018), a znacajnu
ulogu imaju i pol i starost jedinki. Usljed razlika u selekcionim pritiscima, mikrobioloSke
zajednice organizama su specificne za domacine iz razli¢itih populacija i imaju vaZnu ulogu u
odbrani od parazita. Odredeni razvojni stadijumi domacina sa svojom mikrobiotom
uspostavljaju mutualizam koji mozZe da bude fakultativan ili stabilan odnos specifian za vrstu
i populaciju (Ramalho i sar., 2017; Koskinioti i sar., 2019; Malacrino, 2022). Istrazivanja su
pokazala da promjene u sastavu mikrobiote mogu da uti¢u na duZinu trajanja Zivota domacina
(Clarki sar., 2015), ali i da efekat promjena u nekim slucajevima zavisi od razvojnog stadijuma
domacina. Pored navedenog, mikrobiota utice na metabolizam domacina, ponasanje,
sposobnost adaptacije, imunski odgovor, i druge osobine koje imaju direktan uticaj na
adaptivnu vrijednost (Habineza i sar., 2019; Ma i sar., 2021).

TesSki metali su prirodno prisutni u zivotnoj sredini, ali su zbog razli¢itih antropogenih i
prirodnih aktivnosti postali visoko zastupljeni u vodi, vazduhu i zemljistu i postali su jedan od
najvecih globalnih problema. Oni su podjednako toksic¢ni i za biljke i za Zivotinje jer vecina
njih nema nikakvu funkcionalnu ulogu u organizmu. Nakon ulaska u organizam, vec¢ina teskih
metala se tamo akumulira duZe vrijeme, remete¢i homeostazu i stvarajuci razli¢ite negativne
efekte na tkiva, organe i organizam u cjelini. Poremecaji koje izazivaju teski metali u velikoj
mjeri zavise od njihove doze, vremena izlaganja i koncentracije. Bioakumulacija teSkih metala
dovodi do razlicitih toksi¢nih efekata na tkiva i organe tako Sto ometa Celijske funkcije
ukljucCuju¢i rast, proliferaciju, diferencijaciju, mehanizme popravke osSte¢enja i apoptozu.
Vecina teSkih metala ima slican mehanizam djelovanja na razliCite organizme. Naime, oni
uglavnom indukuju toksi¢nost stvaranjem slobodnih radikala, slabljenjem antioksidativne
odbrane organizma, inaktivacijom pojedinih enzima i izazivanjem oksidativnog stresa (Balali-
Mood i sar., 2021).

1.2. Promjene faktora u Zivotnoj sredini i njihove medusobne interakcije

Mali je broj sredina, ako uopSte postoje, koje su stabilne i bez uticaja faktora koji remete
homeostazu i ugrozavaju opstanak vrsta koje u njima Zive. Stresni faktori Zivotne sredine
mogu da ogranice produktivnost, reproduktivni uspjeh i razvoj bioloskih sistema. U odredenoj
mjeri, stresni faktori uticu na sve organizme, kao i na njihove populacije, zajednice i
ekosisteme. Stresni faktori mogu biti prirodnog porijekla, kao Sto su: kompeticija,
predatorstvo, parazitizam i druge interakcije medu organizmima, zatim klimatske promjene,
promjene u sastavu ili koli€ini hranljivih materija, variranje u vlaznosti vazduha, i sli¢no.
Medutim, stresni faktori povezani sa ljudskim aktivnostima su sve pristutniji u biosferi i uticu
na sve nivoe bioloSke organizacije. U velikom broju slucajeva, antropogeni faktori nanose
znacajnu Stetu resursima koji su potrebni za odrZavanje biodiverziteta i ekosistema
(Freedman, 2018).

Pored toga, organizmi se rijetko suoCavaju sa samo jednim stresnim faktorom vec je to
najcesce veli broj faktora koji zajedno deluju u isto vrijeme (Hopkins i sar., 2017). U takvim
sredinama postoji potencijal da viSestruki stresni faktori utiCu jedni na druge na sloZene
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nacine (Maher i sar., 2019; Carrier-Belleau i sar., 2021; Ferguson i sar., 2021). Stresni faktori
mogu da budu u razli¢itim interakcijama, i to sinergistickim ili antagonistickim. Interakcije
stresnih faktora se odreduju u odnosu na nulti model koji predvida zajednicko djelovanje
faktora bez medusobnih interakcija, odnosno da faktori djeluju nezavisno. Sinergisticke
interakcije se javljaju kada je kombinovani efekat dva ili viSe faktora veéi od zbira
pojedinacnih faktora. Nasuprot tome, kada kombinovani efekat viSestrukih faktora dovodi do
manjeg odgovora od onog koji je predviden nultim modelom, interakcija se smatra
antagonistickom (Piggott i sar., 2015). Ako zajednicki efekat faktora odstupa (viSe od
prihvatljive granice) od nultog modela kao rezultat antagonistickih ili sinergistickih
interakcija izmedu faktora, za pouzdano predvidanje njihovog efekta mogu biti potrebni
sloZeniji modeli koji uzimaju u obzir interakcije viSe faktora (Thompson, MacLennan, &
Vajnbruk, 2018).

Razlikovanje klasa potencijalnih interakcija medu stresnim faktorima je vazno, jer
usmjerava paznju na mehanizme za koje je vjerovatno da ¢e proizvesti specificne tipove
efekata, i razdvaja efekte na osnovu teZine. U tu svrhu, Folt i sar. (1999) su podijelili efekte
viSestrukih stresnih faktora na tri modela i to: jednostavni komparativni efekti, aditivni efekti
i multiplikativni efekti. Model komparativnih efekata pretpostavlja da je efekat stresnih
faktora u kombinaciji, jednak efektu najveceg ili dominantnog faktora. Ovo je najjednostavniji
od tri modela i opisuje situacije u kojima jedan faktor ima prednost nad drugim ili nad viSe
faktora. U okviru modela aditivnih efekata, sinergizam ili antagonizam se javlja kada je
kombinovani efekat viSestrukih stresnih faktora ve¢i (sinergizam) ili manji (antagonizam) od
zbira efekata koje izazivaju pojedinacni faktori. I tre¢i model, model multiplikativnih efekata,
je primjenljiv u situacijama kada se stresnim faktorom iz jednog izvora moZe dalje
potencijalno upravljati drugim izvorima stresa. Na primjer, ako je kombinovani odgovor dva
faktora pozitivniji od oCekivanog aditivnog efekta, to bi se smatralo pozitivnim sinergistickim
efektom. Nasuprot tome, ako je kombinovani odgovor negativniji od ocekivanog aditivnhog
efekta, to bi se smatralo negativnim sinergistickim efektom. Ista logika vaZi i za antagonisticke
interakcije (Carrier-Belleau i sar.,, 2021). Sa stanovista konzervacije, odredivanje modela
interakcija stresnih faktora je od velike vaznosti pri identifikaciji specificnih odgovora na
stresore koji Cesto zahtjevaju razlicite pristupe. Razlucivanje odgovora na interakcije medu
stresorima, koji mogu biti korisni ili Stetni, je od suStinskog znacaja budu¢i da i sinergisticki i
antagonisticki efekti mogu da imaju Stetne i korisne efekte, u zavisnosti od izvora stresora i
pravca njegovog uticaja (Co6té i sar., 2016).

1.2.1. Adaptacije na promjene sredine i genotipsko-sredinske interakcije

Odgovor populacija na stresne faktore iz spoljasSnje sredine moZe da varira zbog razlic¢itih
evolucionih istorija izloZenosti odredenim stresnim faktorima (Schoville i sar., 2012; Gonzalez
i Bell, 2013), a znacaj evolucionih procesa, ukljucujuci lokalnu adaptaciju, u ovom kontekstu
dobija na znacaju (Schulte, 2007; Rogell i sar., 2009; Kimberly i Salice, 2015). Kroz promjene u
biotickim i abiotickim faktorima u Zivotnoj sredini, prirodna selekcija djeluje na fenotipsku
varijabilnost prisutnu u populacijama. Odredena nasljedna osobina moZe povecati adaptivnu
vrijednost u novom okruzenju jer jedinke sa takvom osobinom ostavljaju viSe potomstva. Kao
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posljedica toga, povecava se ucestalost date osobine u populaciji, a time i ucestalost alela koji
doprinose tom fenotipu. Alternativno glediSte je da sami stresni uslovi mogu nekako
pokrenuti evolucione promjene. Ekstremni uslovi mogu uticati i na ekspresiju fenotipske
varijabilnosti i na stepen do kojeg je ona geneticki odredena. Waddington (1953) je predlozio
da ekstremni uslovi mogu dovesti do poremecaja normalnog razvoja, Sto dovodi do pojave
osobina koje nisu prisutne kada se organizmi razvijaju u normalnim uslovima. Formiranje
takvih novih varijanti bi moglo da obezbijedi izvor varijabilnosti na koju prirodna selekcija
moZe da djeluje. Medutim, ekstremni uslovi koji se koriste za generisanje ovih mutantnih
fenotipova nisu prisutni u prirodi ili traju jako kratko. Ipak, ova saznanja namecu pitanje da li
uslovi Zivotne sredine igraju znacajniju ulogu u odredivanju evolucije nekih osobina, kao $to
su osobine Zivotne istorije, fizioloSke i osobine vezane za veli¢inu tijela. MozZda velike
evolucione promjene u ovim osobinama zahtijevaju nove fenotipske promjene koje se
desavaju samo kada je okruZenje stresno. Cini se da je ispoljavanje mnogih osobina Zivotne
istorije zasSti¢eno od manjih promjena u uslovima Zivotne sredine, posebno kada su te osobine
blisko povezane sa fitnesom. Stresni uslovi u prirodi mogu poboljsati ekspresiju geneticke
varijabilnosti u takvim osobinama, omogucavajuc¢i im da brze evoluiraju (Jenkins i sar., 2013).
[spitivanje geneticke varijabilnosti je klju¢no za predvidanje budu¢ih odgovora populacije na
promjene u zivotnoj sredini jer bi moglo omoguditi populaciji da se prilagodi tim promjenama
in situ (Hoffmann i Sgro, 2011; Carroll i sar., 2014).

Kontinuirano pracenje prirodnih populacija nekih Zivotinjskih vrsta tokom duZeg
vremenskog perioda otkriva da veéina populacija proZivljava kontinualno ili sporadi¢no
stresne uslove usljed promjena u Zivotnoj sredini, koje traju nekoliko ili viSe generacija. Tada,
osim selekcionih pritisaka kojima su izloZene, do izraZaja mogu do¢i i demografski faktori koji
uslovljavaju slucajne promjene i smanjenje geneticke varijabilnosti. Stresni uslovi u prirodi
mogu nastati usljed direktnih efekata iznenadnih klimatskih promjena, kao $to su procesi suse
ili poplava, ili efekti ekstremno toplih ili hladnih temperatura. Ove promjene Zivotne sredine
mogu imati i mnoge indirektne efekte, uticu¢i na kompetitivne interakcije, interakcije
predatora i plijena, interakcije sa mikroorganizmima, podloZnost bolestima. Organizmi koji
zZive u promjenljivim sredinama posjeduju mehanizme koji im obezbjeduju aklimatizaciju i/ili
adaptaciju na promjene. Neke vrste migriraju na velike udaljenosti da bi izbjegle sezonske
ekstremne uslove, druge izbjegavaju ekstremni stres ulazeci u neaktivnu fazu, kao u slucaju
hibernacije kod sisara i dijapauze kod insekata. Osim toga, pojedine vrste su razvile
mehanizme za suocavanje sa iznenadnim promjenama kao $to su na primjer, brze promjene
na celijskom nivou koje ukljucuju sintezu enzima i proteina toplotnog Soka, a javljaju se kao
odgovor na vecinu stresnih uslova (Loeschcke i sar., 1997).

Promjene u Zivotnoj sredini mogu dovesti do znacajnih promjena u osobinama Zivotne
istorije u populacijama razliCitih vrsta. Determinacija fenotipske varijabilnosti osobina
Zivotne istorije je sloZena i one su kvantitativne, poligeno determinisane osobine (Falconer,
1996). Ispoljavanje osobina Zivotne istorije je tijesno povezano sa varijabilno$¢u Zivotne
sredine, te se one analiziraju u okviru koncepta fenotipske plasti¢nosti (Stearns, 1992; Price i
sar., 2003). Fenotipska plasticnost se opisuje kao norma reakcije genotipa, i predstavlja
interakciju varijabilnosti genotipa i sredine (Slika 1). Selekcija oblikuje plasticnost
komponenti Zivotne istorije tako Sto djeluje na geneticku varijabilnost koja doprinosi

plasti¢nosti. Smatra se da su norme reakcije (i stoga plasticnost) optimalne kada favorizuju
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fitnes za svaku od razlicitih Zivotnih sredina (Flatt i Heyland, 2011). Promjena geneticke
varijabilnosti u razli€itim sredinama je jedan od mnogih oblika interakcije genotipa i sredine
(engl. genotype x environment interacion, GXE). One se mogu protumaciti ili kao promjenljiva
geneticka osnova u razli¢itim sredinama ili kao promjenljiva plasti¢nost Zivotne sredine medu
genotipovima, u zavisnosti od toga koji faktor je izabran kao kontekst. GxE ima vaZne
implikacije na kvantitativno variranje osobina i evoluciju (Huang i sar., 2020).

A)
)
z
B &
_E y '%* : Stepen plasti¢nosti
= pojedinacnog genotipa
£
e
o
5
=]
[=]
@
=9
Y S
Faktori Zivotne sredine
(temperatura)
B)
Genotip 1
=
+ | Genotip 2
=
@
=9

Genotip 3

Faktori Zivotne sredine

Slika 1. Plasti¢nost osobina. (A) Fenotipska plasti¢nost se Cesto vizuelizuje koriS¢enjem normi reakcije koje
povezuju fenotipove i faktore Zivotne sredine za odredeni genotip. Dat je primjer jedne norme reakcije za
veli¢inu tijela Drosophila, koja povezuje promjene u temperaturi tokom razvica sa fenotipovima velicine tijela
adulta, koje proizvodi isti genotip. (B) Geneticka varijabilnost medu genotipovima u fenotipskoj plasti¢nosti se
manifestuje kao skup normi reakcije sa razli¢itim nagibima. Takav obrazac se naziva interakcija genotipa i
sredine (GxE), a ovdje je prikazan slucaj posebno jakog GxE, sa normama reakcije tri genotipa koji se medusobno
ukrstaju (Fabian i Flatt, 2012).

Stanje plasticnosti ili homeostaze, u odnosu na geneticke ili ekoloske varijacije, nije nuzno
stati¢no i moZe se modifikovati, i geneti¢kim faktorima i faktorima sredine. Klasican primjer je
sistem proteina toplotnog Soka (engl. heat-shock proteins, Hsp), posebno Hsp90, cija je
ekspresija ekoloSki plasticna i povetava se pod temperaturnim stresom, ali ublaZava
fenotipske promjene izazvane mutacijama, da bi se odrZala homeostaza. Ovakav proces se
naziva kanalizacija (Waddington, 1942; Rutherford i Lindquist, 1998). Nasuprot kanalizaciji,
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dekanalizacija opisuje promjenu iz homeostatskog stanja u plasticno, Sto omogucava
fenotipsko izraZavanje geneticke varijabilnosti ili varijabilnosti Zivotne sredine.

Razumijevanje nacina na koji vrste, populacije i jedinke opstaju, razvijaju se, reprodukuju i
reguliSu fizioloSke procese, kada su suoceni sa stresnim faktorima u interakciji, je vazna i
prioritetna oblast istraZivanja evolucione biologije. Promjene Zivotne sredine imaju klju¢nu
ulogu u oblikovanju obrazaca adaptacija, pri ¢emu se populacije mogu prilagoditi na nekoliko
nacina. Tako, jedinke mogu biti geneticki i fenotipski razlicite, pri cemu razliCite jedinke imaju
maksimalan fitnes za razlicite uslove Zivotne sredine, $to se oznacava kao strategija geneticke
diferencijacije. Sa druge strane, jedinke mogu biti geneticki i fenotipski uniformne, tako da
imaju u prosjeku visok fitnes u svim sredinama, Sto predstavlja strategiju svestranosti (engl.
jack-of-all-trades). I u nekim slucajevima, jedinke mogu biti geneticki uniformne, ali fenotipski
razlic¢ite, tako da u svakom okruZenju imaju optimalan fenotip, Sto se naziva strategijom
fenotipske plasti¢nosti (Scheiner, 2016).

Adaptivna fenotipska plasticnost omogucava pracenje promjena Zivotne sredine u okviru
jedne ili nekoliko generacija bez genetickih promjena (Price i sar., 2003), dok lokalna
adaptacija dovodi do geneticke diferencijacije medu populacijama koje su prilagodene na
razliita staniSta (Kawecki i Ebert, 2004). Obrasci lokalne adaptacije se ¢esto otkrivaju kroz
asocijaciju varijabilnosti osobina i sredine. Takve korelacije su cesto uocljive u Sirim
geografskim razmjerama, na primjer, Drosophila subobscura pokazuje gradijent u velicini krila
u odnosu na geografsku Sirinu. Populacije D. subobscura, koje su prirodno rasprostranjene
Sirom Evrope, pokazuju relativno malu veli¢inu krila u juznim dijelovima rasprostranjenja
(oko Sredozemnog mora), dok se veli¢ina krila progresivno povecava prema sjevernoj granici
distribucije u Njemackoj i Danskoj (Huey i sar., 2000). Zanimljivo je da je slican gradijent u
veli¢ini krila brzo evoluirao u populacijama D. subobscura u Sjevernoj Americi, gdje je ova
vrsta uvedena ranih 1980. godina (Beckenbach i Prevosti, 1986). Ponavljanje sli¢nih
korelacija koje su rezultat asocijacija varijabilnosti osobina i sredine kod razli¢itih vrsta moze
biti dokaz uloge prirodne selekcije u evoluciji gradijenta fenotipova. Medutim, same korelacije
izmedu osobina i sredine nisu dovoljne da bi se zakljuc¢ivalo o adaptaciji, ¢ak ni u slu¢ajevima
kada se sli¢ni gradijenti fenotipova pojavljuju viSe puta duz sli¢nih sredina, posto je prirodna
selekcija samo jedan od mehanizama pomocu kojih se takvi gradijenti mogu javiti.
Alternativno, takva ekspresija fenotipova moZe biti posljedica fenotipske plasti¢nosti, gdje
jedinke u razli¢itim populacijama ispoljavaju drugaciji fenotip zbog izloZenosti razlic¢itim
uslovima Zivotne sredine, a ne zbog razlika u genima koji kontroliSu ekspresiju date osobine.
Shodno tome, eksperimentalna istrazZivanja su pogodna u razlucivanju uticaja faktora sredine
i genetickih varijacija na fenotipske varijacije uo¢ene medu populacijama. U laboratorijskim
eksperimentima su populacije iz razlic¢itih sredina izloZene kontrolisanim, istim uslovima
zivotne sredine kako bi se provjerilo da li su razlike u osobinama iz prirode zadrZane i u
eksperimentalnim uslovima. Ovakva istrazZivanja na Drosophila melanogaster su pokazala da
variranje u veliCini krila koje je uoCeno medu populacijama u prirodi i dalje traje u
laboratoriji, Sto sugeriSe da geneticka diferencijacija i fenotipska plasticnost doprinose
uocenim fenotipskim razlikama u prirodi (Zwaan i sar., 2000).



1.2.2. Osobine Zivotne istorije

Zivotna istorija (engl. life history) obuhvata Zivot jedinke od rodenja do smrti, opisujuéi
obrasce sazrijevanja, reprodukcije, preZivljavanja i smrti, specificnih po uzrastu ili stadijumu.
U literaturi se sintagma ,0sobine Zivotne istorije“ ¢esto koristi kao sinonim za komponente
adaptivne vrijednosti, tako da su mnoge fenotipske osobine sa znacajnim efektima na
reprodukciju i prezivljavanje nazvane osobinama Zivotne istorije (Flatt i Heyland, 2011). Za
razliku od navedenih osobina Zivotne istorije, smatra se da morfoloske, fizioloske ili
bihevioralne osobine doprinose fitnesu samo indirektno (Roff i Fairbairn, 2007).

Evolucija osobina Zivotne istorije nastoji da objasni osnovne fenotipske karakteristike
nekog organizma tokom njegovog Zivotnog ciklusa i raznolikost adaptivnih strategija koje
koriste razliciti organizmi kako bi poboljsali svoje preZivljavanje i reproduktivni uspjeh u
razli¢itim uslovima Zivotne sredine (Roff, 1992; Stearns, 1992). Osobine Zivotne istorije, koje
opisuju osnovne obrasce rasta organizma, sazrijevanje, reprodukciju i preZivljavanje,
pokazuju veliku varijabilnost na nivou jedinki, populacija, vrsta. Razumijevanje izvora ove
varijabilnosti je cilj istraZivanja Zivotne istorije i analiti¢ki aspekt se fokusira na variranje i
interakciju razli¢itih klju¢nih osobina, s obzirom da prirodna selekcija djeluje tako da
povecava adaptivnu vrijednost Zivotne istorije u cjelini (Roff, 1992; Stearns, 1992). Fitnes se
integriSe u cjelokupnu reproduktivnu sposobnost organizma, a osobine Zivotne istorije su
glavne komponente ove integracije. Medutim, ulaganje u alternativne osobine Zivotne istorije,
a time i moguci skup kombinacija osobina, ograniceno je geneti¢kim, razvojnim, fizioloSkim i
filogenetskim karakteristikama (Flatt i Heyland, 2011).

Osobine Zivotne istorije su podloZne i evolucionim ogranicenjima i prirodna selekcija ne
moZe maksimalno da unaprijedi osobine Zivotne istorije, a time ni fitnes, izvan odredenih
granica (Stearns, 1992; Houle, 2001; Fabian i Flatt, 2012). Jedan od najvaZnijih tipova
ogranicenja su kompromisi u Zivotnoj istoriji (Roff, 1992; Stearns, 1992) kada je na primjer,
povecanje jedne osobine Zivotne istorije (i time poboljSanje fitnesa) povezano sa smanjenjem
druge osobine Zivotne istorije (i smanjenjem fitnesa). Stearns (1992) navodi 45 mogucih
kompromisa medu deset glavnih osobina Zivotne istorije. Kompromisi se obi¢no opisuju
negativnim fenotipskim ili genetickim korelacijama izmedu komponenti fitnesa u populaciji.
Ako medu komponentama adaptivne vrijednosti postoji geneticka korelacija, predvida se da,
ako je negativna, ogranicava evoluciju ukljucenih osobina. Dakle, geneticki kompromis postoji
u situaciji kada je evoluciona promjena u osobini koja povecava fitnes, povezana sa
evolucionom promjenom druge osobine koja smanjuje fitnes.

Neki od najboljih dokaza za geneticki zasnovane kompromise u Zivotnoj istoriji poticu iz
vijeStacke selekcije i evolucionih eksperimenata sprovedenih na D. melanogaster (Flatt i
Schmidt, 2009; Flatt, 2011). Na primjer, direktna vjeStacka selekcija za produZeni Zivotni vijek
u geneticki varijabilnim laboratorijskim populacijama D. melanogaster izaziva evoluciju
produZenog Zivotnog vijeka odraslih jedinki (ponekad za 10 generacija), ali ovo evoluciono
povecanje duZine Zivota je povezano sa smanjenom ranom reprodukcijom. Ovo sugerisSe da su
Zivotni vijek i rana reprodukcija geneti¢ki negativno povezani, npr. preko antagonistickih
plejotropnih alela (Fabian i Flatt, 2012). Ukratko, mnogi eksperimenti su otkrili: negativnu
korelaciju izmedu ranog fekunditeta i Zivotnog vijeka odraslih; pozitivhu korelaciju izmedu

duZzine razvica i veli¢ine tijela; pozitivnu korelaciju izmedu duZine razvica ili veli¢ine tijela sa
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ranim fekunditetom; i negativnu korelaciju izmedu ranog i kasnog fekunditeta (Flatt i
Schmidt, 2009; Flatt, 2011). Ostala ograniCenja Zivotne istorije, koja sprecavaju prirodnu
selekciju da postigne odredeni optimum fitnesa, mogu ukljucivati biofizicke, biohemijske i
strukturne faktore, razvojna svojstva organizma, filogenetske i istorijske pretpostavke, ili
jednostavno nedostatak geneticke varijabilnosti (Stearns, 1992; Houle, 2001).

Zahvaljuju¢i napretku DNK tehnologija i statistickih metoda, u genomima razlic¢itih vrsta
se mogu identifikovati regioni koji su prosli prirodnu ili vjeStacku selekciju (Qanbari i sar.,
2012). Vecina studija u ovoj oblasti se zasniva na konceptu genetickog prevoZenja (engl.
hitchhiking), koji sugeriSe da selekcija uti¢e na genom u odredenom regionu, ostavljajuci
otisak, zapis (engl. signature) oko ciljnog gena, pri ¢emu u okolnim regionima, koji su
selektivno neutralni, takode dolazi do povecanja ucestalosti ili vremenom, fiksacije alela
(Smith i Haigh, 1974). Teorija genetickog prevoZenja podrazumijeva Sirenje novih varijanti u
populaciji usljed selekcije koja favorizuje povoljne efekte na fitnes (Przeworski, 2002; Kim i
Nielsen, 2004). Geneticka varijabilnost koja je bila prisutna u populaciji prije procesa selekcije
(varijabilnost predaka), odrZava se samo ako se usljed rekombinacija poremeti veza izmedu
gena na koji djeluje selekcija i blisko vezanih gena. Rezultat takvog dogadaja je snazno
smanjenje geneticke varijabilnosti oko datog mjesta (otklon, engl. hard sweep), pri ¢emu se
nova povoljna mutacija brzo Siri do fiksacije (Pritchard i sar., 2010). Prema drugom scenariju,
adaptivna supstitucija djeluje na viSe kopija povoljnog alela u populaciji, Sto se moze dogoditi
iz dva razloga. Prvo, kada adaptacija proizlazi iz postojece geneticke varijabilnosti, mnoge
kopije povoljnog alela mogu biti prisutne u populaciji, tako da fiksacija ovog alela moze da se
dogodi kod veleg broja potomaka u populaciji. Drugo, povoljan alel se moZe uvesti u
populaciju ponavljanom mutacijom ili protokom gena tokom faze selekcije, gdje nekoliko
potomaka nezavisnog porijekla moZe doprinijeti fiksaciji alela. U oba slucaja, razliciti aleli u
blizini bilo koje povoljne kopije ¢e biti zadrzani u populaciji, Sto ¢e rezultirati razlic¢itim
haplotipovima (Pennings i Hermisson, 2006). Medutim, ukoliko dode do promjene
selekcionog pritiska u odredenim uslovima, moZe da se desi da se aleli, koji su prethodno
imali neutralan ili blago Stetan efekat, nadu u selektivnoj prednosti (meki otklon, engl. soft
sweep) (Cutter i Payseur, 2013). Eksperimentalna evolucija, posebno selekcija u laboratoriji,
omogucava proucavanje adaptivnih odgovora u kontrolisanom laboratorijskim uslovima
(Burke i Rose, 2009; Schlétterer i sar., 2015). U takvim uslovima, veliki broj genotipova se
izlaZe pra¢enom stresoru, pri ¢emu se adaptivni odgovor moZe mjeriti kroz vrijeme u
populacijama, u kombinaciji sa sekvenciranjem sljedece generacije (engl. next-generation
sequencing, NGS) (Long i sar., 2015). Sa uvodenjem metoda NGS, omogucena je detekcija
otisaka selekcije na nivou genoma Cime je napravljen veliki korak u istrazivanju evolucione
istorije populacija, kako kod model organizama, tako i kod ostalih (Allendorfi sar., 2010). Dok
se mnoge eksperimentalne studije evolucije oslanjaju na skracivanje selekcije kako bi se
odredili genotipovi koji doprinose sljedeéoj generaciji (Hardy i sar., 2018; Gerritsma i sar.,
2019), laboratorijska selekcija se zasniva na razlikama u fitnesu izmedu genotipova nakon
izlaganja viSegeneracijskom selekcionom pritisku (Garland i Rose, 2009) i stoga bliZe oslikava
procese adapatacije i kompeticije koji se deSavaju u prirodi (Hsu i sar., 2021).



1.3.  Mikrobiota - pojam, znacaj u adaptaciji i interakciji sa promjenom sredine

Mikrobiota se obi¢no definiSe kao skup Zivih mikroorganizama prisutnih u definisanom
okruZenju (Marchesi i Ravel, 2015). Kako se virusi, prioni i viroidi smatraju acelularnim
mikroorganizmima, oni ne pripadaju mikrobioti. Sa druge strane, termin mikrobiom, kako su
ga prvobitno definisali Whipps i sar. (1988), ukljucuje, ne samo zajednicu mikroorganizama,
ve¢ i niz molekula koje oni proizvode. To podrazumijeva njihove strukturne elemente
(nukleinske kiseline, proteine, lipide, polisaharide), metabolite (signalne molekule, toksine,
organske i neorganske molekule) i molekule koje proizvode koegzistiraju¢i domacini i koji su
pod uticajem faktora Zivotne sredine. Prema tome, virusi i ekstracelijska DNK treba da budu
ukljuceni u termin mikrobiom, ali oni nisu dio mikrobiote. Termin mikrobiom se takode
ponekad pogresno koristi kao sinonim za termin metagenom. Metagenom je, medutim, jasno
definisan kao skup genoma i gena ¢lanova mikrobiote (Marchesi i Ravel, 2015).

Zbog velikog uticaja mikrobiote na fitnes domacina, uveden je koncept holobionta. Ovaj
koncept pretpostavlja da holobiont (domacin + simbionti) sa svojim hologenomom (genom
domacdina + mikrobiom) funkcioniSe kao jedinstvena bioloSka cjelina i da kao takav
predstavlja jedinicu selekcije u evoluciji (Rosenberg i sar., 2007; Zilber-Rosenberg i
Rosenberg, 2008). Prema Rosenberg i Zilber-Rosenberg (2014), razmatranje holobionta sa
njegovim hologenomom kao podlogom za selekciju, podrazumijeva empirijske podatke i
njegove klju¢ne postavke su da svi viSecelijski organizmi imaju brojnu i raznoliku mikrobiotu,
pri ¢emu u mnogim slucajevima broj simbiotskih mikroorganizama i njihovih genetickih
informacija daleko prevazilaze koli¢inu informacija kod domacdina. Pored toga, mikrobiota sa
svojim genomom, a zajedno sa genomom domacina, moZe da se prenosi iz generacije u
generaciju i da tako propagira jedinstvene osobine holobionta i vrste. Mikrobioloski simbionti
i domacin su u medusobnoj interakciji koja na razlic¢ite nacine utic¢e na fiziologiju, zdravlje i
fitnes holobionta u njegovoj Zivotnoj sredini, a zbir ovih interakcija karakteriSe holobionta
kao jedinstvenu bioloSku cjelinu. Geneticka variranja u hologenomu mogu biti uzrokovana
promjenama u genomu domacina ili u genomima mikrobioloSke zajednice. Na promjene
Zivotne sredine i stres, mikrobiom se moZe prilagoditi brze nego sam genom domacina i na taj
nacin moze poboljsati adaptaciju holobionta. Pojam holobiont je prvobitno uveden
samostalno od strane Mindell (1992) i Margulis (1990) da opiSe domacdina i njegovog
primarnog simbionta; znacenje je kasnije prosireno tako da uklju¢uje domacina i sve njegove
simbiotske mikroorganizme, ukljucujuéi i viruse (Rohwer i sar., 2002). Pojam hologenoma je
definisan =~ kao suma genetickih informacija o domacinu i njegovim simbiotskim
mikroorganizmima (Zilber-Rosenberg i Rosenberg, 2008).

Decenije dokumentovanja Kklinalne distribucije geneticke i fenotipske varijabilnosti
organizama u razli¢itim geografskim koordinatama potvrduju da su lokalno prilagodeni
fenotipovi rezultat selekcionog pritiska u okviru zZivotne sredine (Hereford, 2009). Lokalna
adaptacija predstavlja pojavu da su jedinke u populaciji bolje prilagodene da Zive na jednom
geografskom podrucju, nego drugi pripadnici iste vrste koji Zive na drugom podrucju. Postoje
brojni dokazi da mikrobiota znacajno uti¢e na fenotipove Zivotinja i da njen sastav varira
klinalno, Sto upucuje da mikrobiotu treba uzeti u obzir u definicijama lokalne adaptacije
(Henry i sar., 2019). Do nedavno, istraZivanja o interakcijama izmedu mikrobiote i strategije

Zivotne istorije domacina su se fokusirala isklju¢ivo na to kako inter- i intraspecificne
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varijacije u strategijama Zivotne istorije domacina uticu na mikrobiotu (Emmett i sar., 2017;
Neave i sar., 2017). Suprotno pitanje, uticaj mikrobiote na strategiju Zivotne istorije domacina,
se dosta rjede razmatra i slabije je istraZeno, iako su kompromisi u Zivotnoj istoriji dugo bili
prepoznati kao Siroko rasprostranjena karakteristika lokalne adaptacije i bili su u fokusu
mnogih empirijskih studija (Stearns, 1992; Hereford, 2009). Pored lokalne adaptacije, sastav
mikrobiote kod nekih Zivotinja moZe da varira u zavisnosti od geografskih odrednica kao $to
su geografska Sirina ili nadmorska visina (Suzuki i sar., 2019). Trenutno nije jasno da li su
geografski obrasci u sastavu mikrobiote povezani sa lokalnom adaptacijom njihovih
domacina, ali ova ideja je sugerisana prethodnim istraZivanjima gdje je uoceno da neke
Zivotinje mogu da modifikuju svoje fenotipove genetickom kontrolom mikrobiote (Goodrich i
sar., 2014; Chaston i sar., 2015), i da mikrobiota moZe da pokrene brzu evoluciju domacina u
prirodnom okruZenju (Rudman i sar., 2019).

Uzimajuéi u obzir do sada poznati sastav mikroorganizama povezanih sa razlic¢itim
Zivotinjskim i biljnim vrstama, postoji dovoljno podataka da bi se izvele odredene
generalizacije, kako je dato u Rosenberg i Zilber-Rosenberg (2014), a to je da je diverzitet
mikrobioloSkih vrsta i sojeva povezanih sa odredenim vrstama visok, dok je diverzitet filuma
obi¢no nizak, iako u nekoliko slucajeva u kojima postoji veliki diverzitet bakterijskih vrsta,
dominiraju odredene bakterijske grupe. Mikrobiota povezana sa domadinom se uglavnom
razlikuje od mikrobiote u Zivotnoj sredini koja ih okruZuje, pri ¢emu je u nekim slucajevima
pokazano da se slicne, ali ne i identicne mikrobioloske zajednice nalaze kod istih Zivotinjskih
ili biljnih vrsta koje su geografski udaljene, dok razliite zajednice mogu da se nadu kod istih
vrsta na istoj lokaciji (Fontana i sar., 2019; Goertz i sar., 2019; Gong i sar., 2020).

Istorijski gledano, istrazivanje mikrobiote je proizaSlo iz istrazivanja mikrobiote Zivotne
sredine i pruZa interdisciplinarnu platformu za mnoga polja, kao Sto su: poljoprivreda,
bromatologija (nauka o hrani), biotehnologija, bioekonomija, matematika (informatika,
statistika), patologija biljaka i posebno humana medicina. Novo polje je ve¢ donijelo nove i
vazne koncepte za opisivanje interakcija domadin-mikroorganizam, kao Sto je teorija
holobionta ili koncept metaorganizma. Nadalje, principi koevolucije i odgovora na stres
unutar mikrobiote daleko prevazilaze tradicionalni obim ovih koncepata. Stegen i sar. (2018)
predlazu jedinstven konceptualni okvir za predvidanje i kontrolu mikrobiote, koji je zasnovan
na teoriji koja je primjenljiva na sve organizme i na pojedina¢nim i kombinovanim uticajima
tri sveobuhvatna faktora: istorijskim okolnostima, unutrasnjoj dinamici i spoljasnjim
faktorima. Ovi faktori mogu imati deterministicki uticaj na mikrobiotu, u smislu da mogu
sistematski povecati sposobnost nekih taksona, dok neke druge mogu da potiskuju, pri ¢emu
slucajni dogadaji rodenja i smrti mogu narusSiti inaCe deterministicku putanju. Ova tri glavna
faktora, koji djeluju istovremeno i kontinuirano, su definisana na sljede¢i nacin:

1. Istorijske okolnosti

Ovi faktori podrazumijevaju istorijske uslove, ukljucujuci abioticke i bioticke faktore koji
dovode do trenutnih karakteristika mikrobiote i koji mogu uticati na to kako ¢e organizam da
reaguje na buduce promjene u Zivotnoj sredini. Istorijski uslovi Zivotne sredine dovode do
specifi¢nih fizicko-hemijskih uslova koji predstavljaju pocetne uslove i koji uticu na to kako
odredene karakteristike, kao $to je dostupnost resursa, reaguju na promjene Zivotne sredine.

Na primjer, istorija male koliine padavina moZe promijeniti fizicku strukturu zemljista,
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mijenjajudi time i koli¢inu dostupnog organskog ugljenika za mikrobiotu. Bioloski gledano,
istorija formiranja zajednica moZe uticati na buduce odgovore zajednice na promjene u
Zivotnoj sredini. Istorija jake deterministicke selekcije za mikrobiotu koja se sastoji od
taksona posebno prilagodenih odredenom okruZenju, moZe dovesti do znac¢ajnog smanjenja
diverziteta mikrobiote kada se okruZenje promijeni. Na primjer, u populaciji gdje postoji
istorija konstantno alkalnog pH, promjena na niski pH moze dovesti do smanjenja diverziteta
mikrobiote zbog taksona koji ne toleriSu nizak pH. Nasuprot tome, mikrobiota koja je
formirana kroz vise stohastickih dogadaja moZe da sadrZi Sirok skup taksona sposobnih da
preZive u razli€itim uslovima Zivotne sredine.

2. UnutrasSnja dinamika

Ovi faktori podrazumijevaju faktore unutar mikrobiote koji dovode do njenih promjena
tokom vremena, ukljucujuc¢i evolucionu dinamiku, interakcije izmedu jedinki istih i razli¢itih
vrsta. Dinamika bilo koje ekoloSke zajednice moZe biti vodena procesima koji se odvijaju
unutar samih zajednica, odnosno interakcijama unutar i izmedu specifi¢nih vrsta. Ishod su
Cesto privremene tranzicije u sastavu zajednice u kojima rani kolonizatori povecavaju
sposobnost drugih vrsta da opstanu, dok su ostale vrste potisnute, Sto se jo$ naziva i autogena
sukcesija. Autogena sukcesija mikrobiote Zivotne sredine je posebno vazna nakon akutnih
promjena u sredini koje su intenzivne, ali kratkotrajne. Takve promjene imaju neposredan
uticaj na mikrobiotu, a nakon $to se takva promjena ukloni, dinamika koja slijedi treba da
bude u velikoj mjeri vodena unutrasnjim procesima u kojima mikroorganizmi uti¢u jedni na
druge i na svoju okolinu.

3. Spoljasnji faktori

Ovi faktori podrazumijevaju faktore koji uti¢u na vremensku dinamiku mikrobiote,
ukljucujuci abioticke i bioticke pokretace koji nastaju imigracijom ili invazijom novih
organizama Kkoji ulaze u zajednicu, Sto se joS i naziva alogena sukcesija. Uticaj spoljasnjih
faktora na vremensku dinamiku mikrobiote moZe se posmatrati kao deterministicki proces
voden sredinom. U ovom slucaju, preovladujuce okruzenje odreduje koji taksoni imaju visoku
ili nisku sposobnost prezivljavanja. Vazno je prepoznati da postoje varijacije u stepenu do
kojeg okruZenje sistematski diktira relativni uspjeh razlicitih taksona. Ovo se moze posmatrati
kao varijacija u jacini deterministicke ekoloske selekcije. U slucajevima kada jac¢ina selekcije
nije dovoljna da bi se prevazisli slu¢ajni demografski dogadaji (imigracija, rodenje i smrt),
vremenska dinamika se moZe smatrati stohastickom.

Budu¢i da navedeni faktori djeluju istovremeno, potrebne su nove teorijske i
eksperimentalne pretpostavke koje uzimaju u obzir ove faktore i njihove medusobne
interakcije da bi se omogucilo predvidanje i kontrola mikrobiote. Znacajno je da je doslo do
fundamentalne promjene paradigme u naSem razumijevanju mikroorganizama i da je sada
prihvac¢eno da su svi eukarioti metaorganizmi i da se moraju posmatrati zajedno sa njihovom
mikrobiotom kao neodvojivom funkcionalnom jedinicom. Ovaj koncept takode uzima u obzir i
Cinjenicu da patogeni predstavljaju samo mali dio mikroorganizama, dok gubitak
raznovrsnosti moZe dovesti do takozvane ,disbioze“, koja ima kaskadni uticaj na imunski

sistem i nudi pogodnu sredinu za pojavu i Sirenje patogena (Berg i sar., 2020).
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Pored gore pomenutih faktora, cesto je prisutna je i prostorna podjela mikroorganizama,
koja opisuje fizicko razdvajanje mikrobiote na lokalne zajednice (Wu i sar., 2022). U razli¢itim
dijelovima crijeva (Welch i sar., 2017), korijena biljaka (Edwards i sar., 2015) i zemljista
(Bickel i Or, 2020), mikrobioloSke zajednice su podijeljene u lokalne zajednice koje su
medusobno fizi¢ki razdvojene. U najjednostavnijem slucaju, tamo gdje postoji podjela, svako
lokalno okruZenje se sastoji od podskupa svih €lanova, i takva podjela ogranicava interakcije
unutar lokalnih zajednica. Prostorno razdvajanje mikrobiote smanjuje ukupnu snagu
interakcija u globalnim mikrobioloskim zajednicama i smanjuje broj vrsta u interakciji za
svakog pojedinacnog ¢lana (Wu i sar., 2022). Drugim rijeCima, prostorna podjela moZe da
modulise dinamiku mikrobioloSke zajednice globalno, moduliSu¢i tip i snagu interakcija koje
karakteriSu svakog ¢lana zajednice, i ima potencijal da doprinese studijama na nivou
organizma o uticaju prostorne podjele na diverzitet lokalne i globalne mikrobioloske
zajednice.

Ideja da raznovrsnost mikroorganizama moZe igrati kriticnu ulogu u promjenljivim
uslovima sredine, naziva se ,hipoteza o polisi osiguranja“ (engl. the insurance hypothesis)
(Yachi i Loreau, 1999). U okviru ove hipoteze jedan domacin moZe da sadrZzi u svojoj
mikrobioti rezervu rijetkih mikroorganizama koji imaju potencijal da se umnoZe kada se
promijene uslovi sredine i da pomognu domacinu da se prilagodi i preZivi u novom okruzenju.
Sa druge strane, postoje faktori koji ograniCavaju broj vrsta mikroorganizama koji mogu
preZivjeti i odrZati se u viSecelijskom organizmu. Mikroorganizmi mogu biti eliminisani zbog
promjene unutrasnjih uslova kao S$to su zivotni ciklus, razvojni stadijum, ili promjene
spoljasnjih uslova kao Sto su ishrana, hemijske materije i promjena stanista. Vjerovatno je
najvazniji faktor imunski sistem domacina, koji je odgovoran i za ogranicavanje tipova
mikroorganizama koji mogu preZivjeti unutar domacina, i za prepoznavanje i omogucavanje
razvoja normalne mikrobiote.

Smatra se da su Ceste koristi koje domacini dobijaju iz svoje mikrobiote posljedica jakog
selekcionog pritiska na domacina da bi razvio adaptaciju prema korisnim mikroorganizmima
(Foster i Wenseleers, 2006). Medutim, dokazi o takvoj snaznoj kontroli od strane domacina
nad mikrobiotom su ograni¢eni na neke vrste i njihov znacaju u poredenju sa faktorima
zivotne sredine i stohastickim procesima u oblikovanju mikrobiote povezane sa domacinom je
joS uvijek predmet naucne rasprave (Spor i sar., 2011; Kers i sar., 2018). Bez jake kontrole
domacina teSko je razumjeti zasto organizmi tako Cesto imaju znacajne Kkoristi od svoje
mikrobiote. Model koji rjeSava ovu kontradiktornost su predloZili Foster i sar. (2017a),
nazvanom ,ekosistem na uzici“ (engl. ecosystem on a leash), i prema njeihovom modelu se
mikrobiota ponaSa slicno kao ekosistem koji je uglavnhom oblikovan interakcijama izmedu
samih mikroorganizama. Kontrola domadina (,uzica“) djeluje samo na mali podskup
mikroorganizama koji utiCu na fitnes domacina. Na primjer, struktura mikrobiote D.
melanogaster je povezana sa genotipom domacina (Chaston i sar., 2015; Unckless i sar., 2015),
Sto ukazuje na genotipsku kontrolu od strane domacina. Niski, ali efikasni nivoi kontrole
domacina, kako ih je predloZio model ,ekosistema na uzici“, takode obecavaju da ¢e nam
pomoci da bolje razumijemo interakciju Drosophila sa njenom mikrobiotom.

Zajednice mikroorganizama kod zdravih Zivotinja mogu imati Sirok spektar uticaja na
ekologiju i evoluciju domacina (McFall-Ngai i sar., 2013). Mikrobiota moZe olaksati koriS¢enje

inaCe neodgovarajucih izvora hrane raznim dopunskim hranljivim materijama, razgradnjom
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sloZenih dijetetskih makromolekula i detoksikacijom toksina (Karasov i Douglas, 2013; Brune,
2014; Hansen i Moran, 2014; Kohl i sar., 2014); pruziti zastitu od prirodnih neprijatelja,
posebno patogena (Stecher i Hardt, 2011), ali i uticati na osobine ponaSanja koje uticu na
protok gena, npr. preko izbora partnera i izbora mjesta za polaganje jaja (Lizé i sar., 2014;
Mansourian i sar., 2016; Fischer i sar., 2017). Istrazivanje mikrobiote je posebno znacajno sa
aspekta njenog uticaja na pojedinacne osobine Zivotne istorije kod domacina, kao Sto je
duZina Zivota (Clark i sar., 2015), ali i na adaptivnu vrijednost domacina u cjelini u
promjenljivim uslovima Zivotne sredine (Gould i sar., 2018).

U poredenju sa bogatstvom podataka koji se odnose direktno na uticaj mikrobiote na
domacine, uticaj njihovih interakcija na ekologiju i evoluciju same mikrobiote je dosta slabije
istrazen. U tom kontekstu, asocijacije se mogu klasifikovati kao ,zatvorene”, pri ¢emu se
mikroorganizmi obavezno vertikalno prenose i, shodno tome, cesto su izolovani od
spoljasnjeg okruZenja u okviru vise generacija domacina; ili kao ,otvorene“, ukoliko su
mikrobioloSke zajednice unutar domacina i one u spoljaSnjem okruZenju medusobno
povezane, tako da mikroorganizmi iz spoljasnje sredine naseljavaju domacina i
mikroorganizmi povezani sa domacinom se ispustaju u spoljasnju sredinu ¢esto tokom Zivota
domacina. Ekologija mikroorganizama u zatvorenim asocijacijama je definisana od strane
domacina i kada se odrzava u veoma dugim periodima (do milion godina), u evolucionoj
putanji tih mikroorganizama dominira gubitak gena (McCutcheon i Moran, 2012). Otvorene
asocijacije predstavljaju veoma razlicite selektivne pritiske za mikroorganizme, favorizujuci
osobine koje promoviSu kolonizaciju domacina, konkurentnost u interakcijama s drugim
mikrobioloSkim taksonima i, u mnogim slucajevima, sposobnost da opstanu i razmnoZavaju se
u spoljasnjem okruZenju.

1.3.1. Diverzitet mikrobiote

Biodiverzitet je jedno od najSire proucavanih ekoloskih svojstava i fundamentalno je za
oblast same ekologije. Brojna su istraZivanja biodiverziteta i on se Cesto promoviSe kao
indikator stanja ekosistema zbog njegove povezanosti sa produktivnos¢u, funkcionisanjem i
stabilnoS¢u ekosistema (Naeem i sar., 1994; Isbell i sar., 2015). Medutim, biodiverzitet se ne
moZe procijeniti u univerzalnom okviru, ve¢ se umjesto toga mora sagledati u kontekstu
ekosistema od interesa (Shade, 2017). Potesko¢e u tumacenju biodiverziteta u ekosistemu,
njegovih pokretaCa i posljedica koje izaziva, posebno su aktuelne kada se razmatraju
mikrobioloski sistemi.

Brojne su studije koje se bave diverzitetom mikrobiote, pri ¢emu se kod vecine Zivotinja,
ukljucujuci i Covjeka, najveci broj simbionata nalazi u digestivnom traktu (Slika 2).
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Slika 2. Procenat studija mikrobiote crijeva u okviru tri grupe Zivotinja: u zatocenistvu (crna), model organizmi
(siva) ili iz prirode (bijela), u okviru razli¢itih zivotinjskih taksona (Pascoe i sar., 2017).

Cesto broj simbiotskih ¢elija premasuje broj ¢elija domacéina, pa je tako procijenjeno da
broj mikroorganizama koji naseljavaju gastrointestinalni trakt covjeka iznosi oko 1014, Sto
predstavlja priblizno 10 puta viSe bakterijskih ¢elija u odnosu na broj ljudskih ¢elija i preko
100 puta vecu koli¢inu metagenoma u odnosu na ljudski genom (Backhed i sar., 2005; Gill i
sar., 2006). Medutim, nedavno revidirana procjena sugeriSe da je odnos ljudskih celija
naspram bakterijskih Celija zapravo bliZi omjeru 1:1 (Sender i sar., 2016). Generalno, Zivotinje
sadrZe oko 109 bakterija po gramu vlazne mase (Rosenberg i Zilber-Rosenberg, 2014). Sto se
tice biljaka, bakterije su daleko najbrojniji kolonisti listova biljaka, pronadeni su u
vrijednostima i do 108 Celija po gramu, pri emu su dovoljno brojne da doprinesu fiziologiji
pojedinacnih biljaka na kojima Zive (Lindow i Brandl, 2003). U rizosferi biljaka se nalazi 105-
106 gljiva i 107-10° bakterija po gramu tla (Sylvia i sar., 2005), pri ¢emu je najveca
koncentracija vezana za epidermis korijena.

Nekoliko studija je testiralo uzroke variranja diverziteta bakterijskih zajednica u crijevima
razliCitih zZivotinjskih vrsta. Medu slijepim miSevima Novog svijeta (Phyllostomidae),
diverzitet crijevnih bakterija je bio povezan sa strategijom ishrane, pri Cemu je diverzitet bio
najveci kod slijepih miSeva koji se hrane vo¢em, a najmanji kod onih koji se hrane krvlju
(Phillips i sar., 2012). Godon i sar. (2016) su otkrili da je kod Zivotinja u zatoceniStvu
(ukljucuju¢i ptice, sisare i gmizavce), diverzitet crijevne mikrobiote generalno ve¢i kod
herbivora i da je to u pozitivnoj korelaciji sa veliCinom tijela (mjereno Simpsonovim
indeksom). Insekti sa jednostavnom ishranom cesto imaju bakterijske zajednice malog
diverziteta. Gusjenice, koje imaju kratko vrijeme gastrointestinalnog tranzita i kratka crijeva,
imaju veoma nizak diverzitet bakterijskih zajednica, a koje uglavnom ¢ine vrste koje poticu iz

14



samog biljnog materijala kojim se domacin hrani (Hammer i sar., 2017). PCele i vrste roda
Drosophila takode imaju nizak diverzitet bakterijskih vrsta u svojim crijevima (Engel i sar.,
2012; Wong i sar., 2013). U slucaju nekih vrsta Drosophila, jedinke mogu izgubiti svoju
mikrobiotu u laboratorijskim uslovima, ukoliko se ona ne dopunjava bakterijama iz hranljive
podloge (Blum i sar., 2013).

ViSe od jednog vijeka, naucnici su se u velikoj mjeri oslanjali na pristupe uzgoja bakterija u
kulturi da bi ustanovili fizioloSka i biohemijska svojstva mikroorganizama. Iako se €ini da se
znacajan skup mikroorganizama moZe kultivisati, procjenjuje se da na Zemlji postoji ¢ak 1012
vrsta bakterija, arhea i gljiva (Oberhardt i sar., 2015). Razlozi zbog kojih se samo dio
mikroorganizama moZe izolovati i uzgajati u laboratorijskim uslovima ukljuc¢uju ulazak
mikroorganizama u stadijum mirovanja nakon S$to su uklonjeni iz prirodnog stanista,
nedostatak esencijalnih hranljivih materija ili signalnih molekula i sloZeni odnosi
metabolickih interakcija izmedu ¢lanova mikrobioloske zajednice (Ha i Devkota, 2020). Iz tih
razloga, istrazivanje diverziteta i funkcije mikrobiote je progresivno zamijenjeno pristupima
nezavisnim od kulture, u prvom redu NGS sekvenciranjem (Hamady i Knight, 2009; Su i sar.,
2012). Najpopularniji pristup se zasniva na ekstrakciji ukupne DNK iz tkiva, umnoZavanju
bakterijskih 16S rRNK gena pomoc¢u PCR tehnologije i sekvenciranjem ovih gena. Sekvence sa
identitetom ve¢im od 97% su tipicno dodijeljene istoj vrsti, one sa preko 95% identiteta su
tipi¢no dodijeljene istom rodu, dok su one sa viSe od 80% identiteta obi¢no dodijeljene istom
tipu (Kampfer i Glaeser, 2013), iako su ove razlike proizvoljne i zavise od vise faktora. Kod
Zivotinja i biljaka koje se razmnoZavaju polnim putem, sposobnost dva organizma da se
ukrstaju i dobiju plodno potomstvo je opSte prihvadena kao jednostavan pokazatelj da
organizmi dijele dovoljno gena da bi se smatrali clanovima iste vrste. Posto se ovaj kriterijum
generalno ne moze primijeniti na prokariote, 97% identiteta gena za 16S rRNK se rutinski
koristi za definisanje vrste.

1.3.2. Mikrobiota kicmenjaka i Covjeka

Ljudska mikrobiota sadrzi stotine vrsta i trilione celija koje se nalaze pretezno u
gastrointestinalnom traktu (Gill i sar., 2006). Ovi mikroorganizmi pruZaju mnoge zdravstvene
prednosti, ukljucujuéi razlaganje sloZenih molekula u hrani, zastitu od patogena i zdrav razvoj
imuniteta (Backhed i sar., 2005; Mazmanian i sar., 2008; Lee i Mazmanian, 2010; Dethlefsen i
Relman, 2011). Mikrobiota crijeva kod ljudi je poznata po svojoj ekoloSkoj stabilnosti.
Razli¢ite osobe mogu posjedovati razli¢ite mikrobioloSke vrste, ali kod svakog pojedinca
postoji tendencija da je isti klju¢ni skup vrsta zastupljen tokom duZeg perioda Zivota
(Vanhoutte i sar., 2004; Dethlefsen i Relman, 2011; Faith i sar.,, 2013). Ova stabilnost se
smatra izuzetno vaznom za zdravlje i dobrobit domacina, jer osigurava da se korisni simbionti
i njihove povezane funkcije odrzavaju tokom vremena (Lozupone i sar., 2012; Relman, 2012).
Shodno tome, velike promjene u sastavu mikrobiote su Cesto povezane sa loSim zdravljem
(Coyte i sar., 2015). Poremecaji normalne ravnoteze izmedu mikrobiote crijeva i domacina
povezani su sa gojaznoS¢cu (Ley i sar, 2006), neuhranjenoS¢u (Kau i sar., 2011),
inflamatornom boleS¢u crijeva (IBD) (Frank i sar., 2007), neuroloskim poremecajima
(Gonzalez i sar., 2011) i slicno. Razumijevanje uticaja mikrobiote crijeva na zdravlje, zahtijeva
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pomjeranje fokusa sa pojedina¢nih patogena na pristup koji posmatra zajednicu kao cjelinu.
Prvi korak u razumijevanju simbiotske veze izmedu crijevnih mikroorganizama i njihovog
domacina je karakterizacija osnovne zdrave mikrobiote i razlika koje su povezane sa bolescu.
Projekti velikih razmjera kao $to su Evropska metagenomika ljudskog crijevnog trakta (engl.
European Metagenomics of the Human Intestinal Tract, MetaHIT) i americki Projekat humanog
mikrobioma (engl. Human Microbiome Project, HMP) su ostvarili znac¢ajan napredak ka ovom
cilju. Medutim, sloZenost mikrobiote i varijacije izmedu i unutar pojedinaca otezavaju
definiciju onoga Sto predstavlja normalno stanje unutar populacije ili pojedinca.

Razvijanjem metoda NGS sekvenciranja, napravljen je znacajan doprinos u razumijevanju
interakcija domacin-mikroorganizam i specificnih funkcija crijevne mikrobiote u razli¢itim
uslovima sredine. Upravo ove metode su ukazale na postojanje velike mikrobioloske
raznolikosti koja je veoma varijabilna tokom vremena i medu populacijama. Svaki ¢ovjek ima
vise od 1.000 filotipova na nivou vrste, koji predstavljaju klastere sekvenci koje imaju onoliko
diverziteta u svojim malim podjedinicama rRNK gena, koliko ih ima navedena vrsta (Claesson
i sar,, 2009). Kod odraslog c¢ovjeka, filumi Bacteroidetes i Firmicutes obi¢no dominiraju
mikrobiotom, dok su filumi Actinobacteria, Proteobacteria i Verrucomicrobia generalno
manje zastupljeni (Eckburg i sar., 2005). U crijevima ¢ovjeka su prisutne i metanogene arhee
(uglavnom Methanobrevibacter smithii), eukarioti (uglavnom kvasci) i virusi (uglavnom fagi).
Uprkos konzistentnosti glavnih komponenti mikrobiote, njihove relativne proporcije i
prisutne vrste znacajno variraju medu individuama. Pokusaji da se pronade osnovni skup
filotipova na nivou vrste u mikrobioti odraslih ljudi, identifikovali su nekoliko glavnih
kandidata, ukljucuju¢i Faecalibacterium prausnitzii, Roseburia intestinalis i Bacteroides
uniformis (Qin i sar., 2010), ali kod nekih osoba ¢ak i oni mogu predstavljati manje od 0,5%
prisutnih mikroorganizama (Turnbaugh i sar., 2009). Uzorci dobijeni tokom vremena od iste
svaki Covjek ima relativno razlic¢itu, stabilnu zajednicu (Turnbaugh i sar., 2009). U
interesantnoj komparativnoj studiji mikrobiote distalnog crijeva primata (ukljucujuéi i
covjeka), otkriveno je da su rezultati filogenetske analize izmedu mikroorganizama i
domacina, potpuno podudarni sa poznatim filogenetskim odnosima medu domacinima
(Ochman i sar., 2010). Iako su crijeva od pocetka i kontinuirano tokom Zivota izloZena
mikroorganizmima koji se usvajaju iz spoljasnjih izvora i pod uticajem ishrane, studija je
utvrdila da je tokom evolucije sastav crijevne mikrobiote medu vrstama velikih majmuna
filogenetski ocuvan i da je divergirao na nacin koji je u skladu sa vertikalnim nasljedivanjem.

Danas, po nekim autorima, crijeva sisara predstavljaju jedan od glavnih rezervoara
mikrobioloSkog biodiverziteta na Zemlji (Thompson i sar., 2017), ali njihov uticaj na evoluciju
i diversifikaciju ostaje uglavnom neistrazen. Eksperimentalne studije su pokazale da je
mikrobiota crijeva sisara povezana sa fenotipovima domacina koji obuhvataju
neuroendokrini, imunski i metabolicki sistem, ukljuCuju¢i osobine povezane sa fitnesom i
adaptivnim razlikama izmedu vrsta (Nicholson i sar., 2012). Na nivou filuma, bakterijske
zajednice u crijevima sisara su medusobno sli¢ne, ali ne i na nivou vrste. Od viSe od 50
poznatih bakterijskih filuma (Youssef i sar., 2015), miSeve, kao i ljude, kolonizuju uglavnom
vrste filuma Firmicutes (filum koji sadrzi rodove poput Clostridium, Lactobacillus,
Streptococcus 1 Staphylococcus), Bacteriodetes (sa rodovima poput Bacteroides,

Porphyromonas), Actinobacteria (sa rodovima poput Actinomyces, Streptomyces) i
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Proteobacteria (koji sadrZi porodicu Enterobacteriaceae sa vrstama poput Escherichia coli ili
Helicobacter). Sastav i sloZenost variraju u razli¢itim dijelovima tijela, pri ¢emu se najveci broj
vrsta nalazi u debelom crijevu, a samo nekoliko vrsta u Zelucu ili genitalnom traktu
(Dethlefsen i sar., 2007; Sheh i Fox, 2013). Laboratorijski miSevi, iako su jako vaZzni za
razumijevanje osnovnih bioloSkih fenomena, ograni¢eni su u modelovanju sloZenih bolesti
ljudi i drugih sisara. Rosshart i sar. (2017) su imali za cilj da identifikuju prirodno evoluiranu
referentnu mikrobiotu populacije miSa (Mus musculus domesticus) kako bi bolje rekapitulirali
relevantne fizioloSke fenomene i njihovi nalazi ukazuju na to da se mikrobiota crijeva
laboratorijskih miSeva znacajno razlikuje od geneticki slicne prirodne populacije M. m.
domesticus. Takode su utvrdili da se crijevna mikrobiota miSeva iz prirode moZe prenijeti na
laboratorijske jedinke i odrzavati tokom najmanje nekoliko generacija u laboratorijskim
uslovima, pri ¢emu je mikrobiota miSeva iz prirode u odnosu na mikrobiotu laboratorijskih
miSeva poboljsala fitnes domacina i povecala rezistentnost na neke bolesti.

U mikrobioti crijeva ptica dominiraju filumi Firmicutes i Proteobacteria, dok su filumi
Bacteriodetes i Actinobacteria zastupljeni u manjem procentu. I domace i divlje vrste ptica
imaju visoku relativnu zastupljenost filuma Proteobacteria (25%), dok se kod ljudi on javlja sa
manje od 1% zastupljenosti (Grond i sar., 2018). Studija Videvall i sar. (2020) je pokazala da je
narusavanje crijevnih bakterijskih zajednica kod mladih nojeva (Struthio camelus), u smislu
promjene u sastavu taksona i niskog alfa diverziteta, povezano sa visokom stopom
mortaliteta.

Kolonizacija crijeva riba pocinje rano u fazi larve i kontinuirano vodi ka postizanju sloZene
zajednice mikroorganizama (Nayak, 2010). Utvrden je nizak diverzitet mikrobiote kod riba,
pri ¢emu filumi Proteobacteria, Firmicutes i Bacteroidetes predstavljaju oko 90% mikrobiote
riba sa razli¢itim vrstama, dok filumi Fusobacteria, Actinobacteria i Verrucomicrobia
predstavljaju manje zastupljene filume. Diverzitet se povecava kako se ishrana riba mijenja od
karnivora preko omnivora do herbivora (Liu i sar., 2016). Sastav mikrobiote se takode
razlikuje i zbog razlicitih uslova okoline, pa tako Acinetobacter, Aeromonas, Flavobacterium,
Lactococcus i Pseudomonas, obavezni anaerobi Bacteroides, Clostridium i Fusobacterium i
Clanovi porodice Enterobacteriaceae dominiraju u crijevima slatkovodnih vrsta (Gomez i
Balcazar, 2008). U crijevima morskih riba dominiraju rodovi Vibrio, Photobacterium i
Clostridium (Egerton i sar., 2018). Zastupljenost slicnih bakterijskih filuma, bez obzira na
taksonomski polozaj ili geografski polozaj riba ukazuje na ulogu mikrobiote u vaZnim
funkcijama domacina kao Sto su apsorpcija hranljivih materija, varenje i stvaranje imunskog
odgovora (Talwar i sar., 2018).

Studije diverziteta mikrobiote kod reptila su aktuelne posljednjih godina i u velikoj mjeri
su zasnovane na istraZivanju mikrobiote kornjaca, gdje je utvrden veliki uticaj ishrane,
geografije i ontogenije na mikrobioloSke zajednice domacina (Fong i sar., 2020). Jedinke koje
su herbivori su imale mikrobiotu u kojoj je dominirao filum Firmicutes, dok su jedinke koje su
karnivori imale mikrobiotu u kojoj je dominirao filum Bacteroidetes (David i sar. 2014).
Poredenjem zastupljenosti bakterijskih taksona kod jedinki iz prirode i onih u zatoc¢enistvuy,
identifikovani su potencijalno vazni ¢lanovi mikrobiote crijeva kornjaca. Rodovi koji su
znacajno zastupljeniji u prirodnim populacijama su bili Citrobacter, neklasifikovani rod iz
porodice Burkholderiaceae, Plesiomonas, Hafnia-Obesumbacterium, Acinetobacter i

Lactococcus, dok su znacajno zastupljeniji rodovi kod jedinki u zatoCeniStvu bili Clostridium,
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Turicibacter, Terrisporobacter i neklasifikovani rod iz porodice Lachnospiraceae (Fong i sar.,
2020). Nedavno je pokazano da i mikrobiotom crijeva krokodila takode dominira filum
Firmicutes, uglavnom sa rodovima Clostridia i Fusobacteria, pri ¢emu je najzastupljenija vrsta
bila Clostridium difficile. Ovakav sastav je veoma slican i sastavu mikrobiote crijeva kod
aligatora (Siddiqui i sar., 2021).

1.3.3. Mikrobiota insekata

Insekti su daleko najraznovrsnija i najzastupljenija Zivotinjska klasa, kako po broju vrsta
na globalnom nivou, tako i po Sirini ekosistema koje naseljavaju i po biomasi (Basset i sar.,
2012). Porast diverziteta i evolucioni uspjeh insekata su djelimi¢no zavisili od njihovih
mnogobrojnih odnosa sa korisnim mikroorganizmima, za koje se zna da poboljSavaju ishranu
siromas$nu hranljivim materijama, pomaZu varenje, Stite od predatora, parazita i patogena,
doprinose inter- i intraspecijskoj komunikaciji, uticu na efikasnost kao prenosioci bolesti, i
upravljaju sistemima za parenje i reprodukciju. Poznavanje uticaja mikroorganizama na
insekte je vazno za viSe oblasti primjene, kao $to su medicina, poljoprivreda, konzervaciona
biologija i ekologija. Neke vrste insekata pruzaju dobre laboratorijske modele za istrazivanja
mikrobioloSkih zajednica i njihovih interakcija sa domacinima, posebno za razumijevanje
imuniteta i metabolickih interakcija (Lemaitre i Hoffmann, 2007). Kod insekata koji su
prenosioci bolesti, simbiotski mikroorganizmi mogu da uticu na efikasnost prenosa Stetnih
mikroorganizama (Ricci i sar., 2012) ili na duzinu razvi¢a (Chouaia i sar., 2012) i da na taj
nacin obezbijede ciljeve za potencijalnu kontrolu bolesti. Sveobuhvatno razumijevanje
biologije insekata zahtijeva da se oni proucavaju u ekoloSkom kontekstu sa
mikroorganizmima kao vaZznom komponentom sistema.

Kod vecine vrsta insekata, mikrobioloSke zajednice su posebno zastupljene u digestivnom
traktu (Engel i Moran, 2013). Mikroorganizmi u crijevima insekata mogu ukljucivati protiste,
gljive, arhee i bakterije (Gurung i sar., 2019). Protisti su najbolje proucavani kod niZih termita
i Zohara (Blattidae), kod kojih njihovo odrzavanje zavisi od druStvenog prenosa (Hongoh,
2010). Gljive i metanogene arhee su Ceste u crijevima insekata koji se hrane drvetom ili
detritusom i vjerovatno imaju ulogu u varenju. Bakterijske vrste uglavnom obuhvataju sve ili
veCinu mikroorganizama u crijevima vecine insekata. Ove bakterijske zajednice se veoma
razlikuju po ukupnoj kolicini, sastavu, kao i po lokacijama i funkcijama u crijevima. Na
primjer, odrasla medonosna pcela (Apis mellifera) sadrZzi oko 10° bakterijskih C¢elija
(Martinson i sar., 2012), a sli¢an broj se nalazi i kod odraslih stjenica (Rhodnius sp.) i ku¢nog
popca (Acheta domesticus) (Santo Domingo i sar., 1998; Eichler i Schaub, 2002), dok odrasli
skakavac (Melanoplus sanguinipes) sadrzi oko 10¢ bakterija (Mead i sar., 1988), a odrasla D.
melanogaster ima oko 105 bakterija (Ren i sar., 2007; Ryu i sar., 2010). Ve¢ina insekata koji se
hrane biljnim sokom sadrZze malo ili uopSte nemaju crijevne bakterije koje se mogu
detektovati (Cheung i Purcell, 1993), ali umjesto toga sadrze intracelularne simbionte
(Baumann, 2005).

Bakterije izolovane iz crijeva potkornjaka (Dendroctonus sp.) (Briones-Roblero i sar.,
2017), asamskog svilenog moljca (Antheraea assamensis), Zute kukuruzne sovice (Helicoverpa
armigera), kupusovog moljca (Plutella xylostella) (Gandotra i sar. 2018), svilene bube
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(Bombyx mori) (Anand i sar., 2010) i jedne vrste zlatice (Cassida rubiginosa) (Salem i sar.,
2017), pokazuju enzimski kapacitet za hidrolizu celuloze, lipida, skroba, pektina i estara.
Uporedne studije sa konvencionalno i asepticki uzgajanim insektima su pokazale da bakterije
u crijevima mogu znacajno doprinijeti varenju lipida i proteina, detoksikaciji sekundarnih
biljnih metabolita i modifikaciji hemijski isparljivih profila insekata domac¢ina kod graskove
gusjenice (Anticarsia gemmatalis) (Visotto i sar., 2009) i velikog brasnara (Tenebrio molitor)
(Genta i sar., 2006), a takode mogu da uticu na prezivljavanje, veliinu i polaganje jaja kod
odredenih vrsta komaraca (Aedes aegypti i Aedes atropalpus) (Coon i sar., 2016). Nedavno
istraZivanje je takode pokazalo da bakterijske zajednice u crijevima igraju vaznu ulogu u
otpornosti na insekticide (Xia i sar., 2018b).

Razlic¢iti filumi bakterija su obi¢no prisutni u crijevima insekata, kao Sto su
Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes,
ukljuCujuéi vrste Lactobacillus i Bacillus, zatim Clostridia, Actinomycetes, Spirochetes,
Verrucomicrobia, Actinobacteria, i drugi (Colman i sar., 2012). Sirok raspon asocijacija
insekata sa crijevnim mikroorganizmima ilustrovan je u okviru podreda Heteroptera (red
Hemiptera), koji ukljucuje razli¢ite insekte sa usnim aparatom za sisanje, koji se hrane biljnim
ili Zivotinjskim teCnostima. Mnoge vrste Heteroptera koje se hrane biljkama imaju srednje
crijevo sa kriptama u kojima se nalaze zajednice simbiotskih bakterija. U ekstremnom slucaju,
ovi crijevni simbionti se mogu nasljedivati i pribliziti se intracelularnim simbiontima po svom
nivou specijalizacije. Najbolje proucen primjer je Ishikawaella capsulata, koja zivi u
specijalizovanim kriptama u crijevima japanske vrste plataspide (Megacopta punctatissima)
(Fukatsu i Hosokawa, 2002). I. capsulata ima sva obiljeZja obaveznog nutritivnog simbionta
povezanog sa bakteriocitima, ukljucujuéi vertikalnu transmisiju i koevoluciju sa domac¢inom,
smanjenu veli¢inu genoma i posjeduje gene koji omogucavaju snabdijevanje domacina
hranljivim materijama (Hosokawa i sar., 2006). Ova simbiotska bakterija postiZe jako efikasan
vertikalni prenos na nacin da Zenke M. punctatissima koje poloZe jaja, lu¢e sadrZaj iz crijeva
kako bi se formirala specijalizovana simbiotska kapsula na spoljasnjoj strani jajeta, kojom se
juvenilne forme hrane odmah po izlijeganju (Hosokawa i sar., 2006). Medutim, neke vrste
Heteroptera se oslanjaju na ekolosko sticanje specificnog soja simbionta svake generacije, $to
implicira da crijeva domacina biraju odgovarajuce bakterijske sojeve iz niza organizama koji
se unesu putem hrane. Na primjer, vrsta insketa Riptortus pedestris oralno unese u svakoj
generaciji specificnog simbionta iz roda Burkholderia, a on formira guste kolonije u kriptama
srednjeg crijeva (Kikuchi i sar.,, 2005). Domacini koji ne uspiju da steknu simbionta tokom
odredenog razvojnog perioda koji se poklapa sa pojavom kripti, pokazuju zaostali rast
(Kikuchii sar., 2011).

Drugi jasni slucajevi specijalizovanih crijevnih simbionata koji se prenose vertikalnom
transmisijom nalaze se kod insekata organizovanih u drustva, ukljuCujuci pcele i termite. Kod
medonosne pcele (A. mellifera), bakterijski simbionti ograniceni na zadnja crijeva odraslih
jedinki se dobijaju u prvih nekoliko dana nakon izlaska odraslih jedinki iz stadijuma lutke,
kroz interakcije sa drugim odraslim pcelama radilicama u koloniji (Martinson i sar., 2012).
Stanovnici crijeva medonosne pcele pripadaju malom broju karakteristicnih linija koje se
nalaze samo kod pcela i bumbara (rod Bombus) (Martinson i sar., 2011). Dakle, vertikalni
prenos kroz interakcije medu ¢lanovima drustva moZe olaksati koevoluciju odnosa domadin-

simbiont i pojavu karakteristicne zajednice crijeva. Mravi takode pokazuju brojne
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specijalizovane crijevne bakterije i sa njima povezane morfoloske modifikacije crijeva.
Detaljnijim istrazivanjem mrava i njihovih bakterijskih simbionata, otkrivene su relativno
jednostavne zajednice koje ukljuCuju karakteristicne simbionte crijeva za Kkoje se
pretpostavlja da su povezani i sa nac¢inom ishrane, ali i sa filogenetskim odnosima. Ovakav
sastav mikrobiote sugeriSe koevoluciju odredenih linija mrava sa specijalizovanim
simbiotskim bakterijama (Anderson i sar., 2012). Zajednice crijeva termita su sloZenije,
obi¢no sadrze stotine vrsta ili filotipova Sto je zaklju¢eno na osnovu analize 16S rRNK gena.
Stavise, ve¢ina sekvenci dobijenih iz crijeva termita je bila drugacija od bakterija iz okoline,
Sto sugeriSe da su vecina ovih bakterija specijalisti za crijeva termita, a ne bakterije iz Zivotne
sredine koje su unijete u organizam hranom (Eggleton, 2011).

1.3.4. Mikrobiota vrsta roda Drosophila

Vrste roda Drosophila iz viSe razloga predstavljaju pogodan model za ispitivanje promjena
sastava mikrobiote tokom razlic¢itih faza Zivota domacina u stabilnim i promjenljivim
uslovima sredine. Rod Drosophila zastupljen je sa brojnim vrstama koje naseljavaju skoro sve
ekosisteme, a neki predstavnici roda su modeli istrazivanja u razli¢itim granama biologije
(neurobiologiji, biologiji razvi¢a, ekologiji, genotoksikologiji, geneticCkom inZenjerstvu).
Pojedine vrste, kao D. melanogaster, D. simulans, D. subobscura, D. obscura i sli¢no,
jednostavne su za manipulisanje i ekonomicne za odrZavanje u laboratoriji, kratkog Zivotnog
ciklusa tokom kojeg produkuju brojno potomstvo ta¢no definisanih razvojnih stadijuma:
embrion, larva, lutka i adult. Postoji veliki broj dostupnih rezultata istrazivanja, a
sekvenciranje genoma nekih vrsta je kompletirano; genomski projekat kosmopolitske vrste D.
melanogaster je zavrSen 2000. godine. Pojedine vrste, kao Sto je D. subobscura, su od velikog
znacaja kao pokazatelji promjena ekoloskih parametara, na primjer temperature, ili drugih
selekecionih pritisaka vezanih za promjene sredine, dok su neke, kao $to je D. suzukii,
invazivne i Stetne za pojedine poljoprivredne kulture vo¢a. Dodatno, osim za endemske vrste,
za rad sa ovim insektima postoji manje etickih problema, budu¢i da su ovi insekti iskljuceni iz
zakona koji se odnose na upotrebu Zivotinja u istraZivanjima, u ve¢ini zemalja.

Vrste roda Drosophila su generalno domacini samo malom broju bakterijskih populacija,
pri ¢emu ukljucuju i vrste prisutne u ljudskoj mikrobioti. Mikrobiota D. melanogaster u
laboratoriji je predstavljena bakterijskom zajednicom niskog diverziteta (Wong i sar., 2011),
ali sa velikim implikacijama na njeno ukupno zdravlje kao Sto su urodeni imunitet (Ryu i sar.,
2008), zivotni vijek (Fast i sar., 2018; Iatsenko i sar., 2018), ishrana i reprodukcija (Leitdo-
Gongalves i sar., 2017) i ponasSanje (Jia i sar., 2021; Silva i sar., 2021). Promjene u mikrobioti
mogu dovesti do ozbiljnih posljedica na fiziologiju domacina, uzrokuju¢i ¢ak i smrt (Clark i
sar., 2015), te je stoga vazno da se ispitaju faktori koji oblikuju sastav i diverzitet mikrobiote i
implikacije koje ona moZe imati na domacina. Utvrdeno je da postoji nekoliko faktora koji
mogu da oblikuju mikrobiotu kod Drosophila, kao $to je ishrana (Erkosar i sar., 2018), faktori
spoljasnje sredine (Moghadam i sar., 2018) i geneticka osnova domacina (Dobson i sar.,
2015). U ishrani vrsta roda Drosophila u prirodi su prisutni mikroorganizmi koji posreduju u
truljenju plodova i drugog raspadajuceg biljnog materijala (Keller, 2007). Drugim rijec¢ima,
Drosophila je mikrobivor i mnogi mikroorganizmi koji se unesu u crijeva podlijezu digestiji,
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dajudi kvantitativno vazan doprinos ishrani domacina. Sposobnost unijetih mikroorganizama
da opstanu i umnoZavaju se u crijevima Drosophila varira medu razli¢itim izolatima
mikroorganizama, kao i medu pojedina¢nim jedinkama jednog izolata. Na primjer, u studiji o
sudbini bakterije Acetobacter tropicalis koju su progutale odrasle jedinke D. melanogaster,
utvrdeno je da je jedna trecina A. tropicalis prosla kroz crijeva zajedno sa hranom, 10-20% je
opstalo u crijevima, a ostatak je izgubljen, vjerovatno varenjem u lumenu crijeva (Inamine i
sar.,, 2018). Neki mikrobioloski taksoni su vjerovatno podvrgnuti ponovljenim prelazima
izmedu hrane i crijeva oralno-fekalnim ciklusom unutar jedne kulture D. melanogaster u
laboratoriji (ili vo¢a na terenu), sa nepoznatim i potencijalno vaznim efektima na njihove
metabolicke osobine (Douglas, 2018).

lako su efekti ishrane Siroko istraZeni kod mnogih vrsta roda Drosophila (Burger i sar.,
2007; Matzkin i sar., 2011), joS uvijek nije jasno da li su fenotipske promjene koje oni izazivaju
rezultat iskljucivo faktora ishrane ili pored toga ukljucuju i neke indirektne uticaje od strane
mikrobiote. Henry i sar. (2020) su istraZivali kako kalorijski sadrZaj hrane (koncentracija
Secera i kvasca) i sastav (odnos Secer:kvasac) uticu na fenotipske osobine D. melanogaster i
pokazali su da je sastav hrane mnogo vazniji od kalorijskog sadrzaja za vecinu pracenih
osobina u ovoj studiji. D. melanogaster koje su uzgajane na supstratu siromasnom kvascem,
bez obzira na sadrzaj Secera, odlikovale su se sporim razviéem, malom tjelesnom masom,
velikim energetskim rezervama, visokom brzinom metabolizma i pove¢anom tolerancijom na
stres. Mikrobiota je takode uticala na mnoge osobine u interakciji sa hranom, ali je efekat ovih
interakcija uglavnom bio manji u poredenju sa uticajem hrane.

[ako se smatra da je ishrana klju¢na determinanta u sistemu Drosophila-mikrobiota,
pronadene su razlike u mikrobioti genetic¢ki diferenciranih linija D. melanogaster koje su
odrzavane na identi¢noj ishrani cetiri godine. To ukazuje na Cinjenicu da je populacija
domacina takode vazan faktor koji odreduje sastav bakterijskih zajednica sa kojima je
povezan. Dio razlika u mikrobioti moZe biti uzrokovan geneti¢ckim varijacijama (npr. u
imunitetu ili fiziologiji crijeva), ili moZe da odrazava sastav mikrobiote koji su oni stekli u
svom prirodnom okruZenju (Chaplinska i sar., 2016). Detaljnom fenotipskom analizom
bakterija izolovanih iz crijeva musSica i poredenjem ovih bakterija sa bliskim srodnicima
izolovanim iz drugih sredina, utvrdeno je da su izolati razlic¢itih vrsta bakterija varirali u svom
odgovoru na atmosferski kiseonik, kapacitetu da koriste razli¢ite izvore ugljenika i da tolerisu
razli¢ite hemijske stresore, pokazuju¢i na taj nacin da bakterije sa razliCitim fenotipskim
osobinama mogu kolonizovati crijeva D. melanogaster (Newell i sar., 2014). Ovaj zakljucak je
dodatno potkrijepljen sposobnos¢u bakterijskih izolata koji ne poti¢u iz musSica da uspjesno
kolonizuju njihova crijeva. Ipak, izolati iz muSica i oni koji su izolovani iz drugih sredina su se
razlikovali po svom uticaju na osobine domacina, Sto je pruZilo moguc¢nost da se identifikuju
kandidat geni relevantni za simbiozu bakterija i Drosophila. Uporednim genomskim analizama
identifikovane su viSestruke geneticke razlike, a predvida se da ukljucuju gene koji doprinose
adaptaciji bakterija na uslove u crijevima.

Metabolicke interakcije su u srzi mnogih simbioza, a vjerovatno je to slucaj i sa
mikrobiotom crijeva vrsta roda Drosophila. Nekoliko studija implicira proizvodnju vitamina B
od strane mikrobiote crijeva kao vaznu osobinu za razvoj larvi kod D. melanogaster (Blatch i
sar., 2010; Fridmann-Sirkis i sar., 2014; Wong i sar., 2014). U tom kontekstu, utvrdeno je da

Lactobacillus brevis i Lactobacillus plantarum mogu da sintetiSu riboflavin i omoguce brzi
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razvoj, Sto sugeriSe da je sposobnost proizvodnje riboflavina vaZna osobina simbiotske
funkcije roda Lactobacillus u razvoju Drosophila (Newell i sar., 2014).

Pored metabolickih interakcija, mikrobiota D. melanogaster ucestvuje u nizu sistemskih
efekata na domacina. Jedna studija je sugerisala da prisustvo bakterija u razli¢itim fazama
adultnog Zivota moZe ili povecati ili smanjiti Zivotni vijek domacina (Brummel i sar., 2004).
Ova zapaZanja su kasnije dovedena u pitanje studijom u kojoj nije pronadena razlika u
Zivotnom vijeku izmedu konvencionalnih i akseni¢nih muSica (Ren i sar., 2007). Uprkos ovim
kontradiktornim rezultatima, postoje ubjedljivi dokazi da bakterije u crijevima mogu da
poboljsaju rast i razvoj D. melanogaster modulacijom hormonske signalizacije (Shin i sar.,
2011; Storelli i sar., 2011), korisS¢enjem bakterija Acetobacter pomorum (komensalne bakterije
koja je Cesto izolovana iz digestivnog trakta D. melanogaster) i L. plantarum. Obje studije su
pokazale da A. pomorum i L. plantarum poboljSavaju rast i razvoj domacina promovisuci
insulinsku signalizaciju. Studija koja je takode koristila L. plantarum za kolonizaciju
akseni¢nih jedinki D. melanogaster, otkrila je da sastav mikrobiote crijeva odreduje i
privlacnost prilikom parenja izmedu muzjaka i Zenki, te su se musice prvenstveno parile sa
jedinkama koje su slicnog sastava mikrobiote (Sharon i sar., 2011). Ovakav efekat mikrobiote
na parenje moZe dovesti do divergencije linija domacina koji se hrane razli¢itim supstratima,
Sto na kraju moze dovesti do specijacije.

Kod D. melanogaster, mikrobiota ima dobro dokumentovane efekte i na somatski rast i
reprodukciju (Shin i sar., 2011; Storelli i sar., 2011; Téfit i Leulier, 2017). Uticaj mikrobiote na
ove osobine prouzrokovan je, barem djelimi¢no, pove¢anjem efikasnosti usvajanja hranljivih
materija od strane domacina u prisustvu specificnih ¢lanova mikrobiote. Medutim, uloga
kontrole domacina u zastupljenosti ovih potencijalno korisnih bakterija je nejasna, jer postoje
indicije da bi sposobnost D. melanogaster da oblikuje mikrobiotu mogla biti ogranicena (Wong
i sar., 2013). MikrobioloSke zajednice unutar musica razlikuju se od onih u njihovom fecesu
(Blum i sar., 2013; Fink i sar., 2013), Sto sugeriSe da postoji selekcija unutar samih jedinki. S
obzirom da je model prvobitno razvijen u odnosu na mikrobiotu sisara, njegova primjenljivost
na D. melanogaster bi stvorila zajednicki okvir za razumijevanje mikrobiote kod razli¢itih
vrsta. Buduci da je D. melanogaster jedan od najbolje razvijenih model sistema u biologiji sa
mnogim prednostima u odnosu na modele sisara, i s obzirom na relativno jednostavnu
mikrobiotu kojom dominiraju bakterije, primjena ovog modela na D. melanogaster bi u velikoj
mjeri pomogla u razumijevanju interakcija domacin-mikrobiota (Erkosar i sar., 2013; Douglas,
2018).

1.4.  Teski metali kao abiotitka komponenta Zivotne sredine

Tokom prethodnih sto godina, zbog brzog rasta industrijalizacije, povecana je potraZznja za
eksploatacijom prirodnih resursa Zemlje, Sto je pogorsalo svjetski problem zagadenja Zivotne
sredine (Gautam i sar., 2016). Zivotna sredina je ozbiljno zagadena sa vise vrsta zagadivaca
kao Sto su neorganski joni, organski zagadivaci, organometalna jedinjenja, radioaktivni
izotopi, gasoviti zagadivaci i nanocestice (Walker i sar., 2012). Postoji diskusija u vezi sa
definicijom pojma ,teSki metali“, buduci da su elementi definisani kao teski metali ili zbog
velike atomske tezine ili zbog velike gustine. Danas se sintagma ,teSki metali koristi za

22



opisivanje metalnih hemijskih elemenata i metaloida koji su toksi¢ni za Zivotnu sredinu i
ljude. Spisak teSkih metala na osnovu njihove gustine koja je ve¢a od 5 g/cm3 i na osnovu
ucestalosti u svakodnevnom Zivotu su: titanijum (Ti), vanadijum (V), hrom (Cr), mangan (Mn),
gvozde (Fe), kobalt (Co), nikl (Ni), bakar (Cu), cink (Zn), arsen (As), molibden (Mo), srebro
(Ag), kadmijum (Cd), kalaj (Sn), platina (Pt), zlato (Au), Ziva (Hg) i olovo (Pb). Ovi teSki metali
se prirodno nalaze u Zemljinoj kori jo§ od nastanka Zemlje. Zbog zapanjujuceg povecanja
upotrebe teSkih metala, doSlo je do neminovnog porasta metalnih supstanci kako u kopnenim
tako i u vodenim sredinama (Gautam i sar., 2016). Zagadenje teSkim metalima je nastalo
usljed antropogenih aktivnosti koje su glavni uzrok zagadenja, prije svega zbog rudarstva,
topionica, livnica i drugih industrija koje se baziraju na metalima, te ispiranja metala iz
razlicitih izvora. Upotreba teskih metala u poljoprivredi je sekundarni izvor zagadenja teskim
metalima, usljed primjene pesticida, insekticida i dubriva. Prirodne pojave takode mogu
povecati zagadenje teSkim metalima kao Sto su vulkanska aktivnost, korozija metala,
isparavanje metala iz zemljiSta i vode, erozija tla i geoloSko troSenje (Briffa i sar., 2020).

Metaloidi imaju tendenciju da formiraju kovalentne veze, zbog ¢ega pokazuju toksicna
svojstva, a posljedica toga jeste da se mogu kovalentno vezati sa organskim grupama. Na taj
nacin oni formiraju lipofilne jone i jedinjenja, i mogu da generiSu toksicne efekte kada se
vezuju za nemetalne elemente celijskih makromolekula. Zbog toga Sto postaju lipofilni,
distribucija metaloida u biosferi i njihovi toksi¢ni odgovori variraju u djelovanju. TeSki metali
mogu u¢i u organizam na viSe nacina: konzumiranjem kontaminirane hrane, kontaminirane
vode, udisanjem iz atmosfere i usljed kontakta sa koZom iz poljoprivrednih, farmaceutskih,
proizvodnih, stambenih i industrijskih podrucja (Masindi i Muedi, 2018). Metali se ne mogu
razgraditi i nisu biorazgradivi. Organizmi mogu da detoksikuju metalne jone tako $to ,sakriju”
aktivni element unutar proteina ili ih odlaZu u intracelularne granule u nerastvorljivom obliku
kako bi se izlucili fecesom ili za dugotrajno skladiStenje. Kada se teski metali progutaju ili
udahnu u organizam, oni se bioakumuliraju u nasem sistemu. Zbog toga su klasifikovani kao
opasni. Ova bioakumulacija izaziva bioloske i fizioloSke komplikacije. Neki teski metali (kao
Sto su Fe, Cu, Mn i Zn) su neophodni za Zivot Celija i nazivaju se esencijalnim elementima jer
su potrebni organizmu za razli¢ite biohemijske i fizioloske funkcije. Medutim, ¢ak i oni mogu
biti toksi¢ni kada su prisutni u velikim koli¢inama.

1.4.1. Uticaj teskih metala na populacije i jedinke razlic¢itih vrsta

Kada govorimo o faktorima spoljasnje sredine koji uticu na vrste i populacije organizama,
svakako jedan od znacajnih faktora jeste prisustvo teskih metala, kao cestih polutanata u
zivotnoj sredini. Kao posljedica antropogenog uticaja, povecava se broj stanista u kojima je
kolic¢ina teSkih metala u porastu. Nedavno je objavljeno da teSki metali, kao Sto su As, Cd, Pb i
Hg, imaju Stetne efekte na raznovrsnost kopnenih beskicmenjaka u koncentracijama niZim od
onih koji se smatraju bezbjednim za ljude (Monchanin i sar., 2021).

Mnoge studije su istraZivale efekte metala na organizme u smislu akumulacije metala u
odredenim organima ili dijelovima tijela. U mikroorganizmima kao Sto su bakterije i gljive,
pokazalo se da se metali akumuliraju na celijskim povrSinama kao precipitati, ali i da se
ugraduju u polisaharide koji oblazu celijske povrSine (Roane, 1999). Kada se unese u
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organizam, visoka koncentracija teskih metala moZe imati razliCite posljedice na fitnes
beski¢menjaka, ukljuuju¢i smanjen imunski odgovor (Sun i sar., 2011), produZeno vrijeme
razvica (Behmer i sar, 2005) i gubitak mase (Noret i sar., 2007). Medutim, mnogi
beski¢menjaci su razvili toleranciju na metale ili neke mehanizme detoksikacije (Janssens i
sar., 2009). Neki beski¢menjaci izlu¢uju metale u fecesu, ograni¢avajuéi njihovo usvajanje i
samim tim smanjuju¢i transfer metala na viSe troficke nivoe (Gall i sar., 2015). Neki
beski¢menjaci mogu da progutaju metale sadrZzane u zemljiStu i biljkama ili, kada su u
direktnom kontaktu sa metalima, mogu da ih apsorbuju kroz svoje egzoskelete ili druge
tjelesne pokrivace. Kod izopoda, metali se prvenstveno akumuliraju u hepatopankreasu,
organu digestivnog trakta analognom kombinovanoj jetri i pankreasu. Kod kisnih glista
(Lumbricus terrestris), mjesto preferencijalne akumulacije metala je zadnji probavni kanal ili
tacnije tkivo koje okruZuje digestivni trakt i ima sli¢nu funkciju kao jetra (Hodson, 2013).
Slicne akumulacije metala su dobro proucavane u jo$S nekim taksonomskim grupama,
ukljucuju¢i mekuSce (Bourioug i sar., 2015), pravokrilce (Devkota i Schmidt, 2000),
koleoptere (Migula i sar., 2011) i mrave (Grze$, 2010). Medutim, neki taksoni ¢e akumulirati
viSe metala od drugih ukoliko su u direktnom kontaktu sa njima, poput beski¢cmenjaka koji
Zive u zemljiStuy, ili ako konzumiraju hranu bogatu metalima, kao Sto su biljke, detritusi ili
zivotinje koje sadrze visoke koncentracije metala. Cak i kada su organizmi u direktnom
kontaktu sa metalima, odgovori u vidu promjene ponaSanja mogu ograniciti akumulaciju
metala u tkivima beski¢menjaka. Nekoliko studija pokazuje da, nakon sto su probali biljni
materijal bogat metalima, beskiCmenjaci herbivori su razvili averziju i smanjili stopu ingestije
tog biljnog materijala (Behmer i sar., 2005). Metali takode mogu da uti¢u na interakcije
izmedu biljaka i opraSivaca, pri emu su oprasivaci koji posjecuju biljke koje rastu na
kontaminiranom zemljiStu u opasnosti od unoSenja potencijalno toksi¢nih metala. Subletalni
nivo olova utiCe i na ponasanje medonosnih pcela (A. mellifera), pri ¢emu radilice skracuju
vrijeme posjete cvjetovima suncokreta koji se gaje na zemljisStu zagadenom olovom, i pri tome
ne mogu da razlikuju cvjetove gajene na kontaminiranom i nekontaminiranom zemljiStu prije
posjete cvijetu, Sto ukazuje na jo$ jedan mogucéi put bioakumulacije olova u pc¢elama (Sivakoff i
Gardiner, 2017). Studija Meindl i Ashman (2013) je pokazala da nektar obogaen metalima
moZe da promijeni ponasanje bumbara (Bombus sp.) u potrazi za hranom, $to sugerisSe da se
metali ili metaloidi, poput selena (Se), nalaze u polenu i nektaru i mogu negativno uticati na
oprasivace u kontaminiranom okruZzenju. [ako postoje brojna istrazivanja o transferu metala
izmedu biljaka i beski¢cmenjaka, kao i beskicmenjaka i zemljiSta, manje studija je ispitivalo
potencijal za transfer metala izmedu samih beski¢menjaka. Green i sar. (2010) su uocili
prenos Cd i Zn iz zemljiSta sa kanalizacionim muljem kroz lanac ishrane od pSenice (Triticum
aestivum) preko afida (Sitobion avenae) do bubamara (Coccinella septempunctata). Sli¢no
tome, u istrazivanju biljke Alyssum pintodalsilvae, koja je hiperakumilator Ni, uocen je prenos
Ni sa skakavaca i slicnih beski¢menjaka na paukove (Peterson i sar., 2003). Ove studije
pokazuju da se metali mogu prenositi izmedu beski¢menjaka, medutim, buduca istrazivanja bi
trebalo da se fokusiraju na takve transfere, poSto metali mogu da predstavljaju rizik za
beski¢menjake kretanjem kroz mreZe ishrane i nakon Sto su izvori zagadenja metalom
uklonjeni (Gall i sar., 2015).

U istraZivanju Al-Momani i Massadeh (2005) pronadeno je da sinteticki supstrat sa teskim

metalima Cd, Cu, Pb i Zn do 100 ppm, nema znacajnog uticaja na metamorfozu larve u lutku
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kod D. melanogaster. Ovo bi moglo biti posljedica njihove sposobnosti da skladiste ili
detoksikuju ove teSke metale u pojedinim dijelovima tijela kada su prisutni u niskim
koncentracijama (Ballan-Dufrancais, 2002). Visoka koncentracija teskih metala iznad 500
ppm potencijalno ometa enzime koji su neophodni za proizvodnju hormona za metamorfozu
insekata. Smanjenje veliCine odraslih jedinki, ukljucujudi i krila, moZe biti rezultat uticaja ovih
toksi¢nih teSkih metala na odgovorne hormone ili aktivnost metabolickih enzima i ekspresiju
gena (Al-Momani i Massadeh, 2005). Kroz procjenu uticaja izloZenosti Cd i Hg na D.
melanogaster, identifikovano je nekoliko znacajnih efekata teSkih metala na duZinu razvica i
mortalitet koji predstavljaju dobre parametre za analizu hroni¢ne toksi¢nosti umjerenih i
visokih koncentracija teskih metala. Sa druge strane, ekspresija gena se pokazala
obecavaju¢om za analizu niskih koncentracija teSkih metala, blizu ekoloSkih regulatornih
vrijednosti za otpadne vode. Pored toga, dok je Hg djelovao toksi¢nije od Cd, mjeSavine niskih
koncentracija oba metala su imale jaci efekat na D. melanogaster u poredenju sa jednokratnim
izlaganjem jednom od metala. Ovaj fenomen se pripisuje sinergistickom efektu zajednickog
izlaganja stresoru (Frati sar., 2021).

Olovo je jedan od Siroko rasprostranjenih teskih metala u prirodi i ranije je uoCeno da ima
izraZen negativan uticaj na fitnes vrste D. subobscura (Kalajdzic i sar., 2015), kao i da smanjuje
veli¢inu krila i da su njegovi Stetni efekti izraZeniji kod jedinki koje imaju visok nivo
inbridinga, Sto ukazuje na sinergisticki efekat genetickog i ekoloskog stresa (Tanaskovi¢ i sar.,
2016). Takode je pokazano da se njegov negativan uticaj moZe modifikovati u zavisnosti od
populacionog porijekla (Kenig i sar., 2013), heterozigotnosti genoma (Tanaskovic¢ i sar., 2015)
ili geneticke varijabilnosti (Zhou i sar., 2017). Kod D. melanogaster je pokazano da postoje
razlic¢iti homeostatski i antioksidativni mehanizmi za odbranu od teSkih metala. Na primjer,
antioksidativni enzim, superoksid dismutaza (SOD)-1, igra klju¢nu ulogu u odbrani D.
melanogaster od toksi¢nosti gvozda, pri ¢emu se utiSavanjem gena za ovaj enzim znacajno
skracuje Zivotni vijek odraslih jedinki na medijumu sa dodatkom gvozda (Bahadorani i sar.,
2010). Pored toga, postoje metalni homeostatski proteini kao Sto su metalotionini, metalni
transporteri i metalni Saperoni, koji igraju klju¢nu ulogu u odbrani organizma od toksicnosti
teSkih metala. Generalno, poremecaj homeostatskih mehanizama za metale moZe imati
ozbiljne posljedice na vrste roda Drosophila i dovesti do rane smrti. Ranije studije ilustruju da
prekinuta ekspresija metalotionina znacajno povecava osjetljivost larvi i odraslih jedinki na
toksi¢nost teskih metala i skracuje zivotni vijek odraslih musica. Ovi rezultati ukazuju na to da
zbog njihove sustinske uloge kao mikronutrijenata sa jedne strane, i njihove toksi¢ne prirode
sa druge strane, homeostaza teSkih metala u organizmu mora da se odrzava pazljivim
unosom, distribucijom, skladiStenjem i izlu¢ivanjem. Bahadorani i Hilliker (2009) ilustruju da
je izbjegavanje ekstremnih koncentracija teSkih metala kod D. melanogaster, joS jedan
efikasan odbrambeni mehanizam u prisustvu izvora hrane kontaminirane metalima.
Tendencija D. melanogaster da polaZe manje jaja na supstratu sa visokim sadrZajem metala
moZe u velikoj mjeri da poboljsa adaptaciju i opstanak jedinki u prirodnim uslovima.

Mikrobiota crijeva je kljutna za ogranicavanje unosa i difuzije teSkih metala zbog svoje
uloge u apsorpciji i metabolizmu teskih metala. Na primjer, bioloski poluZivot Hg kod ¢ovjeka
se razlikuje od onog kod glodara, Sto se djelimi¢no moZe pripisati razlici u mikrobioti izmedu
ovih vrsta (Rothenberg i sar., 2016), stoga je neophodno uzeti u obzir specificnosti mikrobiote

crijeva domacina prilikom procjene rizika od oralne izloZenosti teSkim metalima. Nekoliko
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studija je istraZivalo ulogu mikrobiote crijeva u apsorpciji teSkih metala pomoc¢u misSeva
tretiranih antibioticima i miSeva bez mikroorganizama. Rezultati su pokazali da miSevi
tretirani antibioticima ili miSevi bez mikroorganizama izlu¢uju znacajno manje Cd, Pb, metil-
Hg i As u svom fecesu i akumuliraju vece koncentracije teskih metala u krvi i tkivima u
poredenju sa kontrolnim misevima, Sto ukazuje da je mikrobiota crijeva zaista klju¢na za
smanjenje apsorpcije i akumulacije teSkih metala (Rowland i sar., 1984; Breton i sar., 2013;
Coryell i sar., 2018). Mikrobiota crijeva moZe bioakumulirati tesSke metale ili ih transformisati
putem razlic¢itih enzimskih reakcija, ¢ime se olakSava izlucivanje teskih metala i smanjuje
izloZenost organizma istim (Dey i sar., 2016).

IzloZenost teskim metalima, zagadivac¢ima vazduha, nanoCesticama i endokrinim
disruptorima moZe dovesti do promjena u crijevnoj mikrobioti kod razlic¢itih taksona
domacina. Dosadasnji podaci ipak ne pruzaju jasne obrasce o tome da li su odredene bakterije
posebno osjetljive na niz izlaganja toksi¢nim hemikalijama. Vjerovatno je da specifi¢no
jedinjenje, doza, razvojni stadijum i trajanje izlaganja, izazivaju razliCite efekte na mikrobiotu
domacina. IzloZenost tokom perinatalnog perioda, kada mikroorganizmi pocinju da
kolonizuju crijeva, vjerovatno Ce izazvati trajnije efekte od sli¢nog izlaganja u odraslom dobu.
Pored toga, izloZenost nekim hemikalijama moZe da oponasa promjene mikrobiote crijeva
domacina, kakve se primjecuju i kod drugih poremecaja Zivotne sredine. Na primjer,
izloZenost bisfenolu A i konzumiranje hrane sa visokim procentom masti dovode do slicnih
bakterijskih poremecaja kod miSeva koji su bili podvrgnuti nekom od ovih tretmana (Lai i sar.,
2016).
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2. Ciljevi istrazivanja

Prvi cilj ovog istraZivanja je bio da se utvrdi diverzitet bakterijskih zajednica povezanih sa
vrstama roda Drosophila u populacijama sa razli¢itih staniSta, kao i znacaj promjena faktora
spoljasnje sredine, kao $to je zagadenje olovom, na promjenu tog diverziteta.

Drugi cilj je bio da se nakon utvrdivanja razlika u diverzitetu mikrobiote medu ovim
vrstama i populacijama, ispita uticaj promjena u sastavu mikrobiote na osobine njihove
Zivotne istorije u eksperimentalnim uslovima, sa i bez zagadenja olovom.

[straZivanje je obuhvatilo jedinke iz prirode i eksperimentalne populacije sa vrstama D.
melanogaster, koja je kosmopolitska, najbolje proucena model vrsta, i D. subobscura, kao
Palearkticka vrsta, koja je uspjesno, za nekoliko decenija, proSirila svoj areal na druge
kontinente i povecala raznovrsnost staniSta koja naseljava, a smatra se i pouzdanim modelom
za pracenje klimatskih promjena i adaptacija zahvaljuju¢i bogatom hromozomskom
polimorfizmu.

U skladu sa opstim ciljevima, postavljeni su specificni ciljevi:

1. Utvrditi sastav mikrobiote kod D. melanogaster i D. subobscura uzorkovanih sa
razlicitih lokaliteta iz prirode i njihovog direktnog potomstva u laboratorijskim
uslovima primjenom kultivabilnih i nekultivabilnih metoda.

2. Ispitati promjene u sastavu mikrobiote kod oba pola, dvije populacije D.
melanogaster i D. subobscura gajenih u eksperimentalnim uslovima na
standardnom supstratu i supstratu sa dodatim olovo-acetatom nakon vise
generacija.

3. Ispitati uticaj promjena u sastavu mikrobiote na osobine Zivotne istorije (duZinu
razvica i preZivljavanje od jaja do adulta) kod D. melanogaster i D. subobscura,
uzgajanjem na supstratu sa dodatim olovo-acetatom, a u zavisnosti od vrste,
populacionog porijekla i pola jedinki.
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3. Materijal i metode
3.1. Vrsteilokalitet

U ovom istrazivanju su koris¢ene populacije dvije vrste insekata roda Drosophila, red
Diptera, porodica Drosophilidae, i to D. melanogaster i D. subobscura (Tabela 1).

D. melanogaster, iz podroda Sophophora, je vrsta koja naseljava sve kontinente osim
Antarktika. Prije oko 15.000 godina, D. melanogaster je migrirala iz Subsaharske Afrike u
Evropu i potom kolonizovala veéi dio ostatka svijeta (David i Capy, 1988; Lachaise i sar.,,
1988). Posto je disperzija iz tropskog regiona zahtijevala preZivljavanje u staniStima sa
umjerenom klimom, D. melanogaster je pogodan model za proucavanje adaptacije na nova
okruZenja sa aspekta populacione genomike (Hales i sar., 2015; Kapun i sar., 2021).

D. subobscura je PalearktiCka vrsta obscura podgrupe, takode iz podroda Sophophora, koja
je endemicna vrsta Sirom Evrope (osim u centralnoj i sjevernoj Skandinaviji), kao i na Bliskom
istoku, u sjevernoj Africi i na atlantskim ostrvima Madeira, Azorska i Kanarska ostrva. D.
subobscura je omiljena vrsta evropskih geneticara i evolucionih biologa koji rade sa prirodnim
populacijama Drosophila. Vise od pola vijeka istrazivanja od strane brojnih istrazivaca u
laboratorijama Sirom svijeta, donijela su znacajna saznanja o biogeografiji, ekologiji,
ponaSanju, citogenetici, populacionoj genetici i evolucionoj biologiji D. subobscura
(Stamenkovi¢-Radak, 2015). Pored navedenog, D. subobscura je vrsta koja se naglo, prije pet
decenija, proSirila duZ Sjeverne i JuZne Amerike i koja se uzima kao pouzdani model za
pracenje klimatskih promjena preko genetickog polimorfizma jer se ucestalosti pojedinih
genetickih markera u populacijama ove vrste mijenjaju veoma brzo kao odgovor na promjenu
sredine.

Tabela 1. Lokacije uzorkovanja vrsta D. melanogaster i D. subobscura i eksperimenti u kojima su koriS¢ene.

Eksperiment Uzorci

Priroda/lab eksperiment

Poredenje diverziteta mikrobiote prirodnih i laboratorijskih D. melanogaster - Kalna
populacija dvije vrste sa razli¢itih lokaliteta, metodom sa D. subobscura - Mitrovac
kultivacijom i nezavisno od kultivacije

Standard/olovo F13 eksperiment

Poredenje diverziteta mikrobiote laboratorijskih populacija
) 9 D. melanogaster - Kalna
sa standardnog supstrata i supstrata sa poviSenom

koncentracijom olovo-acetata nakon 13 generacija dvije

vrste sa istog lokaliteta

D. subobscura - Kalna
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Standard/olovo F35 eksperiment

Poredenje diverziteta mikrobiote i komponenti Zivotne
istorije laboratorijskih populacija sa standardnog supstrata i
supstrata sa poviSenom koncentracijom olovo-acetata
nakon 35 generacija, kod dvije vrste, obje sa dva lokaliteta

D. melanogaster - Kalna i Slankamen
D. subobscura - Kalna i Slankamen

Za poredenje sastava mikrobiote izmedu prirodnih populacija i onih uzgajanih u
laboratoriji, koriS¢eni su uzorci vrste D. melanogaster iz Kalne, Srbija i D. subobscura iz
Mitrovca na Tari, Srbija. U istraZivanjima u kojima je poreden sastav mikrobiote i osobine
Zivotne istorije kod jedinki uzgajanih u laboratoriji i nakon viSe generacija na supstratu sa
teSkim metalima, za obje vrste su koriS¢ene populacije iz Kalne i Slankamena.

Kalna (43° 42’ 17" N, 22° 41’ 59" E) je naselje u opstini KnjaZevac u Zajecarskom okrugu i
nalazi se na obroncima Stare planine. Stara planina je dio kompleksa planine Balkan ¢iji se
manji zapadni dio nalazi u Srbiji. Rijeke koje su prisutne na planinskom masivu Stare planine
su Trgoviski Timok, Visocica, Beli Timok i Toplodolska rijeka. Najvisi vrh Stare planine u Srbiji
je MidZor (2169 m.n.v.). U proSlosti je na teritoriji Stare planine kod naselja Kalna pronaden
uranijum i 1963. godine je otvoren rudnik ,Grabovica“. Rad rudnika je obustavljen 1965.
godine, ali se u uskom pojasu oko rudnika ,Grabovica“ i dalje uoc¢ava poviSena prirodna
radioaktivnost (Nikolov i sar., 2014). Uzorci musica su sakupljeni na obodu listopadne Sume,
kraj vo¢njaka.

Mitrovac na Tari (43° 92’ 17" N, 19° 42’ 39" E) se nalazi unutar Nacionalnog parka na
planini Tari u opStini Bajina BaSta. Planinski masiv Tare se nalazi u zapadnoj Srbiji i u svom
sjeverozapadnom dijelu je ograni¢en dubokim kanjonom rijeke Drine, dok mu se obronci
spustaju ka dolini rijeke Detinje, gdje se oslanja na obronke planine Zlatibor. Mitrovac je jedna
od najvecih visoravni Tare i nalazi se na oko 1080 m.n.v. Planina Tara je uglavnom
kre¢njackog sastava i relativno je siromasna povrsSinskim vodama, ali je bogata Sumskim
zajednicama sa brojnim zaSti¢enim endemskim vrstama. Uzorci su sakupljeni u Cetinarskoj
Sumi.

Slankamen (45° 14’ 15” N, 20° 25’ 86" E) se nalazi u sjeveroistocnom dijelu Srema i
predstavlja najstarije naselje indijske opStine. On se nalazi na us¢u Tise u Dunav, u podnozju
Fruske gore, na 80 m nadmorske visine, a smjesten je 55 km sjeverozapadno od Beograda.
Okolina Slankamena, gdje su jedinke uzorkovane, obiluje vinogradima i vo¢njacima.

3.2.  Opsti uslovi odrzavanja

Svi uzorci su sakupljeni na isti nacin. KoriS¢eni su atrakanti sa fermentisanim jabukama,
gdje su musSice sakupljane pomoc¢u entomoloSke mreZe na svakih 20 minuta u periodu od 18
do 20 casova. Uzorci su razdvajani po polovima i muzjaci su odmah zamrzavani u 96% etanol
na -20 °C. Pojedina¢ne Zenke koje su oplodene u prirodi su koris¢ene za uspostavljanje
laboratorijskih linija (engl. iso-female, IF). Zenke su postavljene u flakone zapremine 50 mL sa
15 mL supstrata da polaZu jaja i nakon 10 dana su uklonjene iz flakona. Sve muSice su
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odrzavane u istim laboratorijskim uslovima na temperaturi od 19+0,5 °C, sa svjetlosnim
ciklusom 12 ¢asova svjetlost-12 asova mrak i pri relativnoj vlaznosti vazduha od oko 60%.
Standardni supstrat za odrZavanje Drosophila u laboratoriji na 2,2 L vode sadrzi 208 g
kukuruznog griza, 188 g SeCera, 14 g agara, 40 g suvog kvasca i 5 g fungicida (alkoholni
rastvor metil-4-hidroksibenzoata (Nipagin®)), koji je rastvoren u 60 mL 96% etanola. Obje
vrste su odrzavane na 19 °C, iako vrsta D. melanogaster moZe da podnese Sirok dijapazon
variranja temperatura i uspjesno se uzgaja na 19-25 °C. Medutim, vrsta D. subobscura toleriSe
znatno uZi dijapazon variranja temperatura, pri ¢emu je 19 °C optimalno. Obje vrste se
uspjesno razvijaju na 19 °C, a Sto je joS vaznije zbog ispitivanja mikrobiote, odrzavane su
jednak broj dana pod istim uslovima. Takode, buduci da vrsta D. subobscura rijetko polaZe jaja
bez prisustva kvasca, suvi kvasac je dodat na povrSinu supstrata kod obje vrste.

Za ispitivanje uticaja teSkih metala na sastav mikrobiote i osobine Zivotne istorije kod
Drosophila, KkoriS¢en je supstrat sa poviSenom Koncentracijom olovo-acetata
(Pb(CH3C00)2:3H20) i to 1000 pg/mL (u radu dalje oznacen je kao C3), dok je standardni
(kontrolni) supstrat oznacen dalje u radu kao St (Tabela 2).

Tabela 2. Lista skrac¢enica koje su koriS¢ene prilikom oznacavanja uzoraka.

Pojam Skracenica

D. melanogaster Dmel
D. subobscura Dsub
Populacija iz prirode wild
Populacija iz laboratorije Lab
Populacija Kalna K
Populacija Slankamen SI
Standardni (kontrolni) supstrat St
Supstrat sa 1000 pg/mL olovo-acetata C3
Muzjaci M
Zenke F
Larve L

3.3. Poredenje sastava mikrobiote izmedu prirodnih i laboratorijskih populacija

Za poredenje sastava mikrobiote izmedu prirodnih i laboratorijskih populacija, koris¢ene
su jedinke vrste D. melanogaster iz Kalne i D. subobscura iz Mitrovca. MuZzjaci iz prirode su
odmah po sakupljanju pohranjeni u 96% etanol na -20 °C, dok su Zenke iskoriS¢ene za
uspostavljanje IF laboratorijskih linija. Nakon 10 generacija provedenih u laboratoriji,
slucajnim odabirom su sakupljeni muzjaci i larve treCeg stupnja, starosti pet do sedam dana
od polaganja jaja za obje vrste, i pohranjeni u 96% etanol na -20 °C za NGS sekvenciranje i u
10 mM MgS0O4 za uzgajanje u kulturi. KoriS¢enjem razli¢itih medija za rast i izolacijom
bakterija iz larvi i odraslih jedinki, dobijeni su izolati koji su identifikovani sekvenciranjem
gena za 16S rDNK. Da bi se uporedili uzorci iz prirode sa onim uzgajanim u laboratoriji,
koriS¢ena je i metoda nezavisna od kulture i diverzitet je odreden MiSeq Illumina NGS
sekvenciranjem V3-V4 varijabilnog regiona bakterijskog gena za 16S rRNK.
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3.4. Utvrdivanje sastava mikrobiote kod D. melanogaster i D. subobscura metodom
zasnovanom na kulturi bakterija

Pri ispitivanju mogucnosti korisS¢enja metode zasnovane na kulturi bakterija za
utvrdivanje sastava mikrobiote kod D. melanogaster i D. subobscura, uzorkovano je deset larvi
treceg stupnja i deset odraslih jedinki starih sedam dana po liniji obje vrste Drosophila i
pohranjeno u 10 mM MgSO4 na -20 °C.

3.4.1. Kultivacija i izolacija bakterija

Prije izolacije bakterija, uzorci su ultrazvu¢no tretirani u vodenom kupatilu 5 minuta i
snazno vorteksovani. Bakterije su izolovane postavljanjem 100 pL koncentrovanog rastvora
odraslih jedinki i larvi u MgS0s, na Cetiri razlicite vrste podloga za rast: Luria-Bertani (LA)
agar (Difco, SAD) (10 g triptona, 5 g ekstrakta kvasca, 5 g NaCl, 15 g agara); minimalni agar
(MM) (10,5 g K2HPO4, 4,5 g KH2PO4, 1 g (NH4)SO4, 0,42 g Na-citrata x 2H20, 0,5 mL 20%
MgSO0s4, 0,4 mL tiamina (5 mg/mL), 5 mL 40% glukoze, 15 g agara); De Man, Rogosa i Sharpe
(MRS) agar (Lab M, UK) i GYC agar (50 g glukoze, 10 g ekstrakt kvasca, 20 g CaCOs3, 20 g agara)
(po litru). Nakon inkubacije na 25 °C tokom dva do sedam dana, dobijene su Ciste bakterijske
kulture. Izolati su pohranjeni u Luria-Bertani bujonu (LB) sa 30% glicerola i ¢uvani na -20 °C
do dalje upotrebe.

3.4.2. Molekularna identifikacija bakterijskih izolata

Ukupna DNK je ekstrahovana pomoc¢u Fungal/Bacterial DNA MiniPrep Kit (Zimo Research,
SAD), pratedi uputstva proizvodaca. Amplifikacija gena za 16S rRNK je izvedena koriS¢enjem
prajmera 27F (5-GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") i 1523R (5-AGGAGGTGATCCAGCCG-3"),
prema Lalevic i sar. (2012). PCR reakcija je izvedena u reakcionoj smjesi od 30 pL koja sadrzi
19,65 pL PCR vode bez nukleaza (Gibco, UK), 3 uL 10 x KAPA Taq pufera (KAPA Biosystems,
SAD), 2,4 uL 25 mM MgClz, 0,9 uL. 10 mM dNTP miksa, 0,15 pL. KAPA Taq DNK polimeraze (5
U/uL), 1,2 puL svakog prajmera (10 uM) i 1,5 pL. DNK. PCR uslovi za amplifikaciju Zeljenog gena
su bili sljededi: jedan ciklus pocetne denaturacije na 95 °C u trajanju od 5 minuta, pracen sa 33
ciklusa denaturacije (na 95 °C tokom 1 minuta), vezivanje prajmera (na 50 °C tokom 1
minuta) i elongacija (na 72 °C tokom 1 minuta) i jedan finalni korak elongacije na 72 °C tokom
7 min. PCR amplifikati su preciS¢eni koriS¢enjem QIAquick PCR Purification Kit/250 i QIAquick
Gel Extraction Kit/250 (QIAGEN GmbH, Hilden, Njemacka) i sekvenciranje je izvrSeno od
strane Macrogen firme (Holandija). Da bi se identifikovali izolati, dobijene sekvence su
uporedene sa sekvenciranim genima deponovanim u bazi podataka NCBI GenBank Kkoristeci
BLAST alat za pretragu. Sekvence su poravnate pomoc¢u CLUSTAL W i ru¢no uredene pomocu
softvera BioEdit 7.2.6. Analiza filogenetskih sekvenci i konstrukcija Neighbor-joining
dendrograma je izvrSena u programu MEGA 7.
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3.5. Poredenje sastava mikrobiote kod jedinki uzgajanih u laboratoriji i na supstratu sa
teSkim metalima

Za poredenje sastava mikrobiote kod jedinki uzgajanih u laboratoriji i nakon viSe
generacija na supstratu sa teskim metalima, koriS¢ene su jedinke vrste D. melanogaster i D.
subobscura iz populacije Kalna. Jedinke su odrZzavane u standardnim laboratorijskim uslovima
viSe generacija, i to D. subobscura 45 generacija i D. melanogaster 30 generacija. Nakon toga, 9
parova musica iz svake od 10 slucajno izabranih IF linija su prebaceni u teglice zapremine 240
mL sa 40 mL supstrata sa dodatim olovo-acetatom (C3) i standardnog supstrata (St). MusSice
su se parile saedam dana na supstratima, nakon ¢ega su zamrznute u 96% etanolu na -20 °C
za dalju analizu. Njihovo potomstvo je odrZavano na olovnom i standardnom supstratu
narednih 13 generacija, pod istim uslovima i u kontrolisanoj gustini populacije (20 slu¢ajnih
parova po svakoj teglici). Nakon 13 generacija, uzorci potomstva su takode zamrznuti u 96%
etanolu na -20 °C za analizu mikrobiote.

3.6. Ispitivanje uticaja sastava mikrobiote i prisustva teSkih metala na osobine Zivotne
istorije

Prethodno uspostavljene laboratorijske populacije su odrzavane ukupno 35 generacija na
supstratu sa pove¢anom koncentracijom olova, a uporedo sa tim i na standardnom supstratu.
Da bi se ispitao uticaja sastava mikrobiote i prisustva teskih metala na osobine Zivotne
istorije, postavljen je sljede¢i eksperiment (Sema 1).

D. melanogaster | D. subobscura

3 ||
{ Kontrola

Olovo { Kontrola ' Olovo
(306F+30%)x5 (306F+30%)x5 (306F+30%)x5 (306F+30%)x5

——— ——— ——— ———
5 flakona 5 flakona 5 flakona 5 flakona

za larve za larve za larve za larve

Sema 1. Eksperimentalna postavka pri ispitivanju uticaja sastava mikrobiote i prisustva te$kih metala na
osobine Zivotne istorije.
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Uzeto je 30 parova musica po teglici zapremine 240 mL sa 40 mL supstrata, i ostavljene su
da se pare pet dana, nakon Cega su uklonjene iz teglice. Po izlijeganju, nevini muZjaci i Zenke
su sakupljani na svakih 12 ¢asova kod D. melanogaster i 24 ¢asa kod D. subobscura i razdvajani
po polovima. Teglice sa D. subobscura su dodatno drzane u mraku kako bi se sprijecilo parenje
nevinih jedinki. Kada je sakupljeno 150 muZjaka i 150 Zenki iz svake grupe, po 30 muZzjaka i
30 Zenki po teglici (ukupno pet teglica po grupi) su ostavljeni da se pare tri dana. Po isteku tri
dana, na teglice su stavljene Petri posude sa malom koli¢inom supstrata na koji je dodat te¢ni
kvasac (suvi kvasac rastvoren u destilovanoj vodi). Teglice su potom okrenute na Petri posude
kako bi se omogucilo polaganje jaja. Jaja su sakupljana na svakih osam ¢asova i prebacivana u
50 mL flakone sa 15 mL supstrata uz dodatak jedne do dvije kapi te¢nog kvasca na povrsinu.
Za svaku grupu je sakupljeno po 30 flakona sa po 30 jaja, dok je dodatnih pet flakona po grupi
sakupljeno za uzorkovanje larvi. Larve su uzorkovane pet do sedam dana nakon polaganja jaja
za obje vrste. Od pocetka izlijeganja F1 generacije, sakupljane su jedinke na svaka 24 ¢asa sve
dok u periodu od 72 casa nije bilo novih jedinki. Sakupljene jedinke su razdvojene po
polovima i pohranjene u 96% etanol na -20 °C za dalju analizu.

3.7.  Odredivanje sadrzZaja olova i drugih makro- i mikroelemenata ICP-OES metodom

Da bi se utvrdilo koliko je olovo nakon viSegeneracijskog gajenja prisutno u samim
jedinkama, kao i da li se po tome razlikuju medusobno vrste i polovi, jedinke iz eksperimenta
ispitivanja uticaja sastava mikrobiote i prisustva teskih metala na osobine Zivotne istorije su
analizirane na koncentracije olova i drugih makro- i mikroelemenata. Za analizu su sakupljene
izleZene jedinke obje vrste i oba pola odvojeno sa kontrolnog i olovnog supstrata Sto je Cinilo
8 uzoraka od po viSe stotina jedinki jer je za analizu bilo potrebno da se sakupi 1 gram musica.
One su Cuvane u suvim praznim flakonima na -20 °C do analize. S obzirom da su
eksperimentalne grupe obje populacije i obje vrste odrzavane pod istim uslovima, i da ne
ocekujemo unutarspecijske razlike, za ovu analizu koriS¢ena je samo populacija iz Kalne.

SadrZaj olova, kao i drugih mikro- i makroelemenata je odreden optickom emisionom
spektrometrijom sa induktivno spregnutom plazmom (engl. inductively coupled plasma optical
emission spectrometry, 1CP-OES) (Thermo Scientific iCAP 6500 Duo ICP, Thermo Fisher
Scientific, Kembridz, UK). Analiza je izvrSena u Institutu za opstu i fizicku hemiju u Beogradu.

Razgradnja uzoraka D. melanogaster i D. subobscura je najprije izvrSena na Advanced
Microwave Digestion System (ETHOS 1, Milestone, Italija) upotrebom HPR-1000/10S
segmentnog rotora visokog pritiska. KoriS¢ene su PTFE posudice otporne na pritisak
(zapremine 100 mL) koje su imale QS-50 kvarcne umetke. Odvagano je 0,5 g+0,1 mg svakog
uzorka, postavljeni su u kvarcne umetke i pomijeSani sa 5 mL HNO3 (65 wt.%, Suprapur®,
Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka). Temperatura je postepeno povecavana sa mikrotalasnom
energijom do 200 °C u prvih 10 minuta, ostavljena na toj temperaturi 20 minuta, a zatim je
brzo spusStena na sobnu temperaturu. Nakon hladenja, rastvor je razblazen do fiksne
zapremine (25 mL) sa ultracistom vodom. Ultracista voda sa provodljivos¢u od 0,05 puS/cm je
pripremljena upotrebom Barnstead™ GenPure™ Pro (Thermo Scientific, Njemacka).

Rastvori za eksternu kalibraciju su napravljeni od sertifikovanog standardnog rastvora:
Multi-Element Plasma Standard Solution 4, Specpure®, 1000 pg/ml (Alfa Aesar GmbH & Co KG,
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Njemacka) i SS-Low Level Elements ICV Stock (VHG Labs, Inc - dio standarda LGC, Mancester,
SAD). Kontrola kvaliteta je sprovedena koriS¢enjem referentnih uzoraka, kalibracionih
rastvora uskladenih sa matricom i trostrukom analizom svakog uzorka. Pouzdanost mjerenja
je potvrdena relativnom standardnom devijacijom (RSD<1%). Analiticka kontrola kvaliteta
procesa je izvrSena koriS¢enjem sertifikovanog referentnog materijala (engl. certified
reference material, CRM) ribljeg proteina za metale u tragovima DORM 4 (National Research
Council Canada (NRCC), Otava, Kanada). Pouzdanost izmjerenih koncentracija sa
sertifikovanim vrijednostima je iznosila 97-103%. Koncentracije elemenata u uzorcima su
izraZzene u pg/g.

3.8. Izolacija DNKimetagenomska analiza

U eksperimentu Priroda/lab su koriS¢ena Cetiri uzorka, a ukupna DNK je izolovana iz po
30 muZjaka kod obje vrste i iz obje sredine. Uzorci su obiljeZeni kao: Dmel Wild, Dmel_Lab,
Dsub_Wild i Dsub_Lab. DNK izolacija je uradena prema modifikovanom protokolu Martinez i
sar. (1992). Uzorci su homogenizovani pomoc¢u ru¢nog homogenizatora u 1,5 mL Ependorf
tubici (dvije tubice sa po 15 uzoraka) u 320 pL. 10 mM rastvora Tris HCI, 60 mM rastvora Na(l,
5% saharoze i 10 mM rastvora EDTA pri pH od 7,8. Nakon toga je dodato 400 pL 1,25%
rastvora sodijum dodecil sulfata (SDS), 300 mM rastvora Tris HCl, 5% saharoze i 10 mM
rastvora EDTA, pri pH od 9,0 i lagano je promuckano. SmjeSa je inkubirana 30 minuta na 65
°C, nakon Cega je dodato 120 pL 3 M kalijum acetata, pH vrijednosti 4,8, i ostavljeno je u
zamrzivac na 15 minuta. Po zavrSetku inkubacije, uzorci su centrifugirani pri brzini od 14.650
rpm i sakupljen je supernatant. Dodata je jedna zapremina izopropanola i nakon 5 minuta
inkubacije na sobnoj temperaturi, smjesa je centrifugirana 5 minuta pri istoj brzini kako bi se
dobio DNK talog. Dobijeni talog je ispran sa 70% etanolom, centrifugiran jos$ jednom pri brzini
od 14.650 rpm tokom 2,5 minuta i odbacen je supernatant. Talozi su suSeni 30 minuta na
sobnoj temperaturi i nakon toga su rastvoreni u 100 pL vode bez nukleaza. Ukupna
koncentracija DNK u dobijenim uzorcima je utvrdena na uredaju NanoPhotometer® N60
(IMPLEN, CA, SAD). Sekvenciranje je izvrSeno od strane Macrogen firme (Holandija).

U eksperimentu Standard/olovo F13, koriS¢eno je 16 uzoraka (dvije vrste x dvije
generacije x dva supstrata x dva pola) sa po 10 jedinki. Uzorci su podijeljeni na roditeljsku i
potomacku generaciju i obiljeZeni su na sljede¢i nacin: Dmel St_F, Dmel_C3_F, Dmel_St_M,
Dmel_C3_M, Dsub_St_F, Dsub_C3_F, Dsub_St_M i Dsub_C3_M. Izolacija DNK je uradena prema
modifikovanom protokolu Kapun i sar. (2020). Uzorci su i u ovom slucaju homogenizovani
pomocu ruc¢nog homogenizatora u 1,5 mL Ependorf tubici u 200 pL rastvora A (smjeSa 1M
rastvora Tris HCl pri pH od 9; 0,5 M rastvora EDTA pri pH od 8 i 1% rastvora SDS). Nakon
toga, dodata su 3 pL rastvora proteinaze K (20 mg/mL), uzorci su vorteksovani i inkubirani tri
puta uzastopno i to: 30 minuta na 56 °C, 30 minuta na 70 °C i nekoliko minuta na 37 °C. Po
zavrSetku inkubacije, dodata su 2 pL. RNaze A (10 mg/mL) i uzorci su inkubirani 30 minuta na
37 °C. Nakon toga je u smjeSu dodato 28 pL 8 M rastvora kalijum acetata i uzorci su stavljeni
na inkubaciju u zamrziva¢ tokom 30 minuta, po c¢ijem isteku su centrifugirani 15 minuta pri
brzini od 13.000 rpm. Sakupljen je supernatant, u njega je dodata jedna zapremina
fenol:hloroform:izoamil alkohola (25:24:1) i uzorci su stavljeni 5 minuta na centrifugu pri
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brzini od 13.000 rpm. Supernatant je ponovo sakupljen i prethodni korak je ponovljen sa 0,75
zapremine Cistog hloroforma. U sljede¢em koraku su dodate 2,5 zapremine 95% ledenog
etanola i uzorci su stavljeni 5 minuta na centrifugu pri brzini od 10.000 rpm kako bi se dobili
DNK talozi. Dobijeni talozi su isprani sa 1 mL 70% etanola, centrifugirani 5 minuta pri brzini
od 13.000 rpm i supernatant je odbacen. Talozi su suseni 30 minuta na sobnoj temperaturi i
rastvoreni u 50 puL TE pufera (10 mM rastvor Tris HCl i 1 mM rastvor EDTA). Ukupna
koncentracija DNK u dobijenim uzorcima je utvrdena na uredaju NanoPhotometer® N60
(IMPLEN, CA, SAD). Sekvenciranje je izvr$eno od strane Fisabio firme (Spanija).

U eksperimentu Standard/olovo F35, koriS¢ena su ukupno 24 uzorka, od c¢ega su njih 16
bili adulti (dvije vrste x dvije populacije x dva supstrata x dva pola) i osam uzoraka larvi
treCeg stupnja (dvije vrste x dvije populacije x dva supstrata) (Tabela 3).

Tabela 3. Uzorci koji su koris¢eni u eksperimentu Standard/olovo F35.

Larve

D. melanogaster

D. subobscura

D. melanogaster

D. subobscura

Dmel K St M Dsub_K St M
= = — == = Dmel K St L Dsub_K_St L
Standardni Dmel K St F Dsub_K_St F Bt SUb-Bst
supstrat Dmel_S1_St_M Dsub_SI_St M
Dmel _S1 St L Dsub_S1_St L
Dmel SISt F Dsub_SI St F melsiot SUDSLSL
Dmel K C3_M Dsub_K C3_M
. Dmel_K_C3_L Dsub_K_C3_L
Olovni Dmel_K_C3_F Dsub_K C3_F
supstrat Dmel_S1_C3_M Dsub_SI_C3_M
Dmel SI.C3_L Dsub_SI C3_L
Dmel SI_C3_F Dsub_S1_C3_F

Za izolaciju DNK je koriS¢eno 25 Zenki, 25 muzjaka i 40 uzoraka larvi po uzorku. Izolacija
DNK je uradena prema modifikovanom protokolu Kapun i sar. (2020) kao i u prethodnom
eksperimentu, uz modifikacije koli¢ina rastvora shodno broju jedinki. Ukupna koncentracija
DNK u dobijenim uzorcima je utvrdena na uredajima NanoPhotometer® N60 (IMPLEN, CA,
SAD) i Qubit fluorometru (Thermo Fisher Scientific, SAD).

Zbog uocenih necisto¢a u pojedinim uzorcima larvi, kod ovih uzoraka je uraden dodatni
korak preciS¢avanja i to na nacin da je uzeo 40 pL uzorka i dodata su 4 pL natrijum acetata, pH
vrijednosti 5,2. Uzorci su vorteksovani i dodata su 2,5 volumena ledenog 96% etanola (100
uL). Nakon vorteksovanja, uzorci su stavljeni na inkubaciju na -80 °C u trajanju od 60 minuta.
Po zavrSetku inkubacije, uzorci su centrifugirani 20 minuta pri maksimalnoj brzini (9.500
rpm) na temperaturi od 4 °C. U sljede¢em koraku je odliven etanol i dodato je 500 pL 70%
etanola. Uzorci su joS jednom centrifugirani i to 5 min na 10.000 rpm (bez hladenja), nakon
cega je odliven supernatant. Uzorci su suseni 30 minuta na sobnoj temperaturi i rastvoreni u
50 pL TE pufera. Sekvenciranje je izvrSeno od strane Eurofins firme (Njemacka).

Za preciznu identifikaciju V3-V4 varijabilnog regiona 16S rRNK gena, koriS¢ena su dva tipa
prajmera koji su medusobno dovoljno sli¢ni da omogucavaju poredenje. Macrogen i Fisabio su
kao forward prajmer koristili 5-CCTACGGGNGGCWGCAG-3', a kao reverse prajmer 5'-
GACTACHVGGGTATCTAATCC-3" (Klindworth i sar., 2012). Eurofins je imao neSto drugacije
prajmere, pri cemu je forward prajmer bio 5’-TACGGGAGGCAGCAG-3’, dok je reverse pramjer
imao sekvencu 5’-CCAGGGTATCTAATCC-3’ (Turner i sar., 1999; Kisand i sar., 2002).
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Uslovi koriSc¢eni pri PCR analizi su bili isti za sve uzorke. Ukratko, uzorci su prvo umnoZeni
u PCR reakciji, koriste¢i Kapa 2G HiFi Hot-start ready miks 2x (Kapa Biosystems, Massachusetts,
SAD), sa sljede¢im temperaturnim ciklusima: 5 minuta na 95 °C, 30 sekundi na 95 °C, 30
sekundi na 53 °C, 45 sekundi na 72 °C i konacni korak elongacije na 72 °C u trajanju od 10
minuta, nakon ¢ega su uzorci preciS¢eni pomoc¢u 1X AMPure XP perlica (Beckman Coulter Inc.,
Brea, Kalifornija, SAD). Amplikonske biblioteke su pripremljene koriS¢enjem Nextera XT Index
kita prema protokolu za pripremu 16S biblioteka metagenomskim sekvenciranjem (dio
#15044223 Rev. B) koristec¢i i5 i i7 prajmere, kao i adaptere potrebne za generisanje klastera,
pracene konacnim korakom preciS¢avanja pomocu AMPure XP perlica. Amplikonske
biblioteke su provjerene pomocu Agilent High Sensitivity ¢ipa na uredaju Bioanalyzer 2100 i
kvantifikovane pomoc¢u NanoPhotometer® N60 (IMPLEN, CA, SAD). Priprema [llumina 16S V3-
V4 amplikonskih biblioteka i MiSeq 300 bp sekvenciranje uparenih krajeva (engl. paired-end)
izvrSeno je koriS¢enjem MiSeq reagenasa (I/llumina). Uzorci su prosli provjeru kvaliteta i
FASTQ podaci su dostavljeni na dalju obradu. Sve sekvence su pohranjene u NCBI bazi
podataka kao bio-projekat pod pristupnim brojem PRJNA616141
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRINA616141).

NGS sekvenciranjem su dobijeni demultipleksirani sortirani ridovi (engl. reads) sa
uklonjenim adapterima i linkerima. Bioinformaticka analiza je izvrSena prate¢i DADA2
protokol (Rosen i sar., 2012; Callahan i sar.,, 2016a). IzvrSeno je filtriranje, skracivanje,
procjena stope greske, inferencija uzoraka, spajanje uparenih krajeva i redukcija himernih
sekvenci (Callahan i sar., 2016b). Prije kontrole kvaliteta i filtriranja, sekvence prajmera su
uklonjene koriSéenjem softvera BBDuk (https://jgi.doe.gov/data-and-tools/bbtools/) i
cutadapt 3.4 (https://cutadapt.readthedocs.io/en/stable/guide.html). Svi ridovi bez
detektovanih prajmera su odbaceni. Nakon uklanjanja prajmera, forward ridovi su isjec¢eni na
255 baza, a reverse ridovi na 195 baza (eksperiment Priroda/lab); 250 baza za forward ridove
i 200 baza za reverse ridove (eksperiment Standard/olovo F13); 270 baza za forward ridove i
200 baza za reverse ridove (eksperiment Standard/olovo F35), na osnovu distribucije FASTQ
ocjene kvaliteta. Nakon skracivanja, ridovi sa oc¢ekivanim greSkama (sum(10”(-Q/10)), gdje je
Q ocjena kvaliteta) vecim od 2 (eksperiment Priroda/lab i Standard/olovo F35) i 6
(eksperiment Standard/olovo F13) za forward ridove i veéim od 2 (eksperiment
Standard/olovo F35) i 4 (eksperiment Priroda/lab i Standard/olovo F13) za reverse ridove, su
odbaceni. Pored toga, ridovi sa dvosmislenim bazama (N) i ridovi kra¢i od 150 baza su
odbaceni. Nakon procjene greske i inferencije sekvenci, parovi sekvenci su upareni
koris¢enjem minimalnog preklapanja od 17 baza (eksperiment Priroda/lab) i 20 baza
(eksperiment Standard/olovo F13 i Standard/olovo F35) bez nepodudaranja. Sve sekvence

izmedu 400 i 428 baza su zadrzane. Konacno, himerne sekvence su uklonjene koriS¢enjem
podrazumijevanih podeSavanja u okviru DADA2Z protokola, kao S$to je opcija
removeBimeraDenovo (https://rdrr.io/bioc/dada2/man/removeBimeraDenovo.html), Sto je
rezultiralo time da je 61-69% inicijalno sekvenciranih ridova zadrZzano u eksperimentu
Priroda/lab, u eksperimentu Standard/olovo F13 je zadrZano 89-93% za roditelje i 65-83% za
potomstvo F13, dok je u eksperimentu Standard/olovo F35 zadrZano 82-91% ridova.
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3.9. Sastav mikrobiote i taksonomska analiza

Za utvrdivanje sastava prisutnih bakterijskih taksona, identifikovana je reprezentativna
sekvenca svake varijante sekvenci amplikona (engl. amplicon sequence variant, ASV) na
razli¢itom klasifikacijskom nivou. ASV su agregirani na nivou filuma, porodice i roda, a svi oni
koji su imali normalizovanu zastupljenost manju od 1% ili 2% (u zavisnosti od broja
identifikovanih klasa) su oznaceni kao ,Rod/porodica/filum predstavljen sa <1% ili 2%". Prije
dalje analize, uklonjene su sve sekvence sa neodredenim filumom ili one koje su kategorisane
kao eukariotske na nivou carstva, hloroplastne na nivou reda i mitohondrijske na nivou
porodice. Iako su svi ovi ASV ¢inili samo mali dio ukupnog broja ridova, njihov udio u
ukupnom broju ASV nije bio =zanemarljiv. SILVA 16S v132 (https://www.arb-
silva.de/documentation/release-132/) setovi su koris¢eni kao referentne taksonomske baze
podataka. Pored toga, identifikacija vrsta je izvrSena ta¢nim podudaranjem ASV sa
referentnim FASTA sekvencama (https://zenodo.org/record/1172783), kako bi se ulazne
sekvence klasifikovale do rodova i vrsta. Normalizovana zastupljenost svakog ASV je
izraCunata u svakom uzorku dijeljenjem broja oCitanih ASV sa ukupnim brojem za svaki
uzorak.

U eksperimentu Standard/olovo F35, odredivanje taksonomije do nivoa roda je izvrSeno
IDTAKSA algoritmom (Murali i sar., 2018), koriS¢enjem podrazumijevanih parametara i baze
podataka SILVA v138 (https://www.arb-silva.de/documentation/release-138/). Klasifikacija
do nivoa vrste je izvrSena sa SILVA setom za determinaciju  vrsta
(https://zenodo.org/record/3731176), koriS¢enjem ta¢nog podudaranja sekvenci pri cemu je
dozvoljeno viSe podudaranja. Jedan ASV koji je imao mali broj ridova nije klasifikovan na
nivou carstva pa je uklonjen je iz dalje obrade. Ukupno 4.749.959 ridova u 44 uzorka su
dobijena nakon filtriranja i oni su Koris¢eni za dalju analizu.

3.10. Alfa diverzitet

Bakterijska raznovrsnost unutar zajednica (alfa diverzitet) odredena je analizom
zasnovanom na uzorkovanju na nivou ASV i koriS¢enjem Philosek 1.36.0 R paketa (McMurdie i
Holmes, 2013) nakon rarefakcije do jednake dubine (uzorak sa najmanjim brojem ridova), i
prikazana je kroz Shannon, Gini-Simpson i invSimpson alfa indekse. UoCeno i procijenjeno
bogatstvo (engl. richness) je odredeno prema broju uocenih sekvenci (engl. observed, OBS) i
Chaol indeksu.

U eksperimentima Priroda/lab i Standard/olovo F13, koriS¢en je Man Whitney Wilcoxon
(MWW) test za ispitivanje razlika u alfa diverzitetu na nivou ASV i nisu pronadene statisticki
znacajne razlike, osim u jednom slucaju gdje je p<0,05 za Shannon indeks diverziteta u F13
potomstvu izmedu vrsta. U eksperimentu Standard/olovo F35, poredenje alfa diverziteta
izmedu uzoraka D. melanogaster i D. subobscura, kao i analiza uticaja supstrata na Chaol i
Shannon indekse u okviru svake vrste je utvrden koriS¢enjem Wilcoxon Rank Sum testa.
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3.11. Beta diverzitet

Za procjenu beta diverziteta izmedu uzoraka, koriS¢ena je agregacija na nivou roda. Posto
su mnogi rodovi sa malom zastupljenos$¢u bili prisutni u samo jednom ili nekoliko uzoraka,
izvrSeno je filtriranje prevalencije, gdje su uklonjeni svi rodovi prisutni u manje od Ccetiri
uzorka. Beta diverzitet ili diverzitet medu zajednicama uzoraka je odreden koriS¢enjem
multidimenzionalnog skaliranja (engl. multidimensional scaling, MDS) izvrSenog na
ponderisanoj UniFrac matrici udaljenosti, izracunatoj koriS¢enjem log(x+1)-transformisanih
abundancija rarefikovanih na jednaku dubinu (Lozupone i Knight, 2005). U eksperimentu
Standard/olovo F35, pored MDS analize, beta diverzitet je procijenjen i koriS¢enjem analize
dvostrukih glavnih koordinata filtriranih podataka o prevalenciji nakon rarefakcije do jednake
dubine (engl. double principal coordinate analysis, DPCoA), ¢iji su rezultati prikazani (Pavoine
isar. 2004).

Unifrac matrica se obi¢no Kkoristi zajedno sa tehnikama ordinacije ili grupisanja za
proucavanje filogenetskih odnosa izmedu mikrobioloskih zajednica. lako je ovaj pristup
standardni metod u mikrobioloskoj ekologiji, Eckburg i sar. (2005) koriste DPCoA analizu kao
alternativu za proucavanje raznolikosti ljudske crijevne mikrobiote koriste¢i sekvence gena za
16S rRNK. DPCoA autput se oslanja na istovremeno predstavljanje tacaka vrsta i zajednica u
redukovanom prostoru (faktorska mapa), gdje udaljenosti medu vrstama ¢uvaju originalne
razlike i koriste se za izracunavanje poloZaja tacaka zajednica. Glavne razlike izmedu ova dva
pristupa (Unifrac i DPCoA) su definicije filogenetskih udaljenosti medu zajednicama i
mogucnost DPCoA da predstavi organizme koji pokrecu filogenetske razlike medu
zajednicama, poSto se i zajednice i vrste mogu ucrtati u isti prostor. Filogenetske distance
izmedu sekvenci su procijenjene poravnavanjem ASV sekvenci koriS¢enjem DECIPHER paketa
(Wright, 2015) i tretiranjem sekvenci kao RNK, kako bi sekundarne strukture bile uzete u
obzir tokom poravnanja. Filogenetsko stablo je konstruisano koris¢enjem modela maksimalne
vjerovatnocCe (GTR+G(4)+I) sa paketom Phangorn (Schliep, 2011) i srednje je ukorijenjeno.

Da bi se procijenilo da li se mikrobiota razlikuje medu vrstama i medu fiksiranim efektima
(pol i supstrat) unutar vrsta, permutaciona multivarijantna analiza varijanse (engl.
permutational multivariate analysis of variance, PERMANOVA) je izracunata na DPCoA
matricama udaljenosti, koriS¢enjem R paketa vegan 2.5-7 (Oksanen i sar., 2020). Da bi se
izvrsila diferencijalna procjena brojnosti, koriS¢en je Wilcoxon Rank Sum test za testiranje
razlika izmedu relativne zastupljenosti svakog roda u svakoj vrsti Drosophila. Prilagodavanje
p-vrijednosti za viSestruka poredenja je izvrSeno prema Benjamini-Hochberg metodi
(Benjamini i Hochberg, 1995). Pored ovoga, uradeni su sli¢ni testovi kako bi se ispitalo da li
pol, supstrat ili populacija uti¢u na abundanciju taksona unutar svake vrste; medutim, ni u
jednom slucaju nije pronadena znacajna razlika medu taksonima koriS¢enjem
neparametarskih testova. Metacoder 0.3.5 paket (Foster i sar., 2017b) je koriS¢en za kreiranje
glavnog diferencijalnog stabla koje vizuelizuje taksonomske kategorije koje se znacajno
razlikuju medu grupama uzoraka. Sve analize su izvrSene koriS¢enjem softvera R (verzija 4.1)
i R Studio (verzija 1.4.1717) (RCoreTeam, 2021).
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3.12. Ispitivanje osobina zZivotne istorije

Vrste roda Drosophila imaju relativno kratak Zivotni ciklus. Nakon parenja, jedan par moZze
da proizvede stotine potomaka u pribliZno 20 dana, na temperaturi od 19 °C. Pored toga, jo$
jedna prednost Drosophila jeste Sto imaju tacno definisane razvojne stadijume: jaje, larva,
lutka i adult. Ispitivane su dvije osobine Zivotne istorije i to: prezivljavanje od jaja do adulta i
duZina razvica.

PreZivljavanje od jaja do adulta predstavlja procentualni odnos izleglih adultnih jedinki u
odnosu na broj postavljenih jaja. U eksperimentu Standard/olovo F35, prezZivljavanje je
izraCunato kao procenat jedinki koje su se razvile iz 30 inicijalno postavljenih jaja.

DuZina razvica predstavlja vrijeme trajanja ciklusa razvica, od trenutka kada je jedinka
poloZila jaja pa sve do izlijeganja adulta, izraZeno u danima. DuZina razvi¢a je izracunata
prema formuli:

Ing+d
Ing

DT = (1)

gdje je na broj musica koje su se izlegle u d dana nakon $to su jaja poloZena.

Larve treceg stupnja su sakupljene iz dodatnih 5 flakona po grupi nakon inkubacije od pet
do sedam dana, nakon cega su isprane u destilovanoj vodi i pohranjene u 96% etanol na -20
°C za dalju analizu.

3.12.1. Statisticka analiza osobina Zivotne istorije

Prije analize podataka dobijenih pracenjem osobina Zivotne istorije, svi podaci su testirani
na normalnost podataka pomoc¢u Shapiro-Wilk testa. Budu¢i da su i prezivljavanje od jaja do
adulta i duzina razvic¢a pokazali normalnu raspodjelu, primijenjena je 3- i 4-faktorska analiza
varijanse (ANOVA). Pri analizi osobine preZivljavanja od jaja do adulta, koriS¢ena je 3-
faktorska ANOVA sa fiksnim faktorima pol, supstrat i vrsta, dok su za analizu duZine razvic¢a
uzete su u obzir i razlike izmedu polova i koriSéena je 4-faktorska ANOVA. Bonferroni post hoc
test je koriS¢en kako bi se utvrdile precizne razlike izmedu ispitivanih grupa. Svi testovi su
uradeni u softveru Statistica, verzija 10 (StatSoftInc, 2011).
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4. Rezultati

4.1. Taksonomska zastupljenost bakterijskih zajednica gajenih u kulturi

Da bi se utvrdio diverzitet bakterija, od kojih neke zahtijevaju specificne uslove rasta,
uzorci adultnih jedinki i larvi tre¢eg stupnja D. melanogaster i D. subobscura su kultivisani na
Cetiri razli¢ite mikrobioloske podloge za rast. Ukupno je dobijeno 95 izolata sa razli¢itim
morfologijama kolonija: 36 sa GYC agara, 25 sa LA, 21 sa MM agara i 13 sa MRS agara. Vise
izolata dobijeno je iz uzoraka odraslih jedinki obje vrste Drosophila nego iz larvi. Identifikacija
bakterijskih izolata je postignuta poredenjem dobijenih sekvenci 16S rRNK sa onim
deponovanim u NCBI bazi podataka, nakon Cega je uslijedila filogenetska analiza.

U ukupnom broju izolata larvi i adulta, 16 rodova je identifikovano kod D. melanogaster i
10 kod D. subobscura, sa osam zajednickih rodova (Acinetobacter, Brevundimonas,
Lactobacillus, Leuconostoc, Ralstonia, Rhizobium, Sphingomonas i Staphylococcus). Bakterijske
vrste povezane sa D. melanogaster zastupljene sa velikim brojem izolata su bile Acinetobacter
johnsonii, Microbacterium testaceum i Ralstonia pickettii (Slika 3). Najzastupljeniji bakterijski
izolati kod jedinki D. subobscura su bili Brevundimonas mediterranea, Lactobacillus plantarum,
R. pickettii i Staphylococcus warneri (Slika 4).

Distribucija bakterija izolovanih iz odraslih jedinki i larvi dvije vrste Drosophila uzgojene u
laboratoriji, prikazana je na slici 5. Samo tri bakterijske vrste su bile povezane sa oba Zivotna
stadijuma kod obje vrste (Lactobacillus plantarum, Ralstonia picketti i Brevundimonas
mediterranea). Medutim, primjeena je ocigledna razlika u diverzitetu bakterija izmedu
razvojnih stadijuma kod obje vrste. Primjetno je da je rod Methylobacterium sa razli¢itim
vrstama bio prisutan samo kod larvi D. melanogaster, a Rhizobium pusense je bio zastupljen u
larvama i D. melanogaster i D. subobscura. Vrste kao Sto su Curtobacterium citreum,
Sphingobium yanoikuyae, Carbophilus carboxidus, Sphingomonas leidyi, Kocuria himachalensis,
Trichococcus pasteurii, Sanguibacter inulinus i tri vrste iz roda Microbacterium (M.
testaceum/hydrothermale/trichothecenolyticum) su bile jedinstvene za D. melanogaster, a
Variovorax paradoxus i Sphingomonas zeae za D. subobscura larve i adulte. Sa druge strane,
vrsta Leuconostoc mesenteroides je bila zajednicka za adulte kod obje vrste i nije uoc¢ena u
uzorcima larvi.
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Slika 3. Neighbor-joining filogenetsko stablo zasnovano na sekvenci za 16S rRNK (1500 bp) koja pokazuje
odnose izmedu bakterijskih izolata odraslih jedinki D. melanogaster (crveni kvadrat), larvi (zeleni krug) i
referentnih sojeva. Clostridium botulinum (NR_036786) je koriSéen kao autgrupa. Bootstrap vrijednosti su
prikazane na tackama grananja.
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Slika 4. Neighbor-joining filogenetsko stablo zasnovano na sekvenci za 16S rRNK (1500 bp) koja pokazuje
odnose izmedu bakterijskih izolata odraslih jedinki D. subobscura (crveni kvadrat), larvi (zeleni krug) i
referentnih sojeva. Clostridium botulinum (NR_036786) je koriSéen kao autgrupa. Bootstrap vrijednosti su
prikazane na tackama grananja.
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D. melanogaster (adulti) D. subobscura (adulti)

Carbophilus carboxidus Sphingomonas paucimohilis

Sphingomonas leidyi
Kocuria himachalensis

Acinetobacter johnsonii

Trichococcus pasteurii Leuconostoc

Sanguibacter inulinus mesenteroides

Lactobacillus brevis
Staphylococcus warneri

Acinetobacter johnsonii
Microbacterium testaceum . Lactobacillus brevis
M. hydrothermale Lactobacillus plantarum

M. trichothecenolyticum
Sphingobium yanoikuyae

o . Staphylococcus warneri

Ralstonia picketti ,
i i Sphingomoenas zeae

Brevundimonas mediterranea .

Variovorax paradoxus

Curtobacterium citreum

D. melanogaster (larve) D. subobscura (larve)

Methylobacterium oryzae Bosea lupini
Methylobacterium radiotolerans Rhizobium pusense

Staphylococcus haemolyticus

Brevundimonas diminuta

Sphingomenas paucimobilis

Slika 5. Poredenje izolata bakterija izmedu D. melanogaster i D. subobscura u dva razvojna stadijuma (adulti i
larve). Oblasti koje se preklapaju predstavljaju zajednicke bakterijske vrste.

4.2. Taksonomska zastupljenost bakterijskih zajednica dobijenih metagenomskom
analizom

Broj sekvenci dobijenih metagenomskom analizom prije i poslije filtriranja sekvenci je
prikazan u Tabeli 4. Najveéi procenat sekvenci je zadrzan u posljednjem eksperimentu
(Standard/olovo F35), izmedu 85% i 91%, dok je najmanje sekvenci zadrZzano u prvom
eksperimentu (61-68%).
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Tabela 4. Broj sekvenci prije i poslije filtriranja u Priroda/lab, Standard/olovo F13 i Standard/olovo F35
eksperimentu.

Broj sekvenci koris¢en Procenat sekvenci
Uzorak UKkupan broj sekvenci za odredivanje koris¢enih za dalju
taksonomije analizu
Priroda/lab eksperiment
Dmel_Wild 265977 161238 60,62
Dmel_Lab 203990 139719 68,49
Dsub_Wild 191564 120445 62,87
Dsub_Lab 254907 163848 64,28
Standard/olovo F13 eksperiment - roditeljska generacija
Dmel_St_F 87476 78551 89,8
Dmel_C3_F 127105 117139 92,16
Dmel_St_ M 93932 85251 90,76
Dmel_C3_M 106375 98862 92,94
Dsub_St_F 100727 89379 88,73
Dsub_C3_F 107283 98965 92,25
Dsub_St_ M 111499 98908 88,71
Dsub_C3_M 95378 87208 91,43
Standard/olovo F13 eksperiment - F13 generacija
Dmel_St_F 117643 75616 64,28
Dmel_C3_F 156902 101291 64,56
Dmel_St_ M 115733 80176 69,28
Dmel_C3_M 109119 78588 72,02
Dsub_St_F 110241 91131 82,67
Dsub_C3_F 138500 112503 81,23
Dsub_St_ M 106719 81817 76,67
Dsub_C3_M 110374 82961 75,16
Standard/olovo F35 eksperiment - F35 generacija (adulti)

Dmel_K_St M 127453 115629 90,72
Dmel_K_St_F 588526 499203 84,82
Dmel_SI_St_ M 123931 112354 90,66
Dmel_S1_St_F 102775 92051 89,57
Dmel_K_C3_M 133645 120614 90,25
Dmel K _C3_F 130952 118720 90,66
Dmel_SI_C3_M 133530 120983 90,60
Dmel_S1_C3_F 48337 43380 89,74
Dsub_K_St M 69370 61445 88,58
Dsub_K_St_F 50278 44509 88,53
Dsub_SI_St_ M 98992 80895 81,72
Dsub_S1_St_F 144672 124540 86,08
Dsub_K_C3_M 126510 112384 88,83
Dsub_K_C3_F 143649 127757 88,94
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Dsub_S1_C3_M 121337 103970 85,69

Dsub_SI_C3_F 88798 75184 84,67
Standard/olovo F35 eksperiment - F35 generacija (larve)
Dmel_St_K_L 92464 83283 90,07
Dmel_St_SI_L 148858 133862 89,93
Dsub_St_K_L 119238 106854 89,61
Dsub_St_SI_L 91187 81730 89,63
Dmel_C3_K_L 137923 124053 89,94
Dmel_C3_SI_L 49225 44747 90,90
Dsub_C3_K_L 90859 80750 88,87
Dsub_C3_SI_L 109730 97466 88,82

Napomena: Sl - Slankamen; K - Kalna; St - standardni supstrat; C3 - supstrat sa dodatim olovom; F - Zenke; M -
muzjaci; L - larve.

U eksperimentu Priroda/lab, uoceno je 30 filuma u svim uzorcima, a najdominantniji su
bili Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes i Actinobacteria (Prilog 1). Filum Proteobacteria
je bio dominantan u uzorcima D. melanogaster, dok su Firmicutes, Bacteroidetes i
Actinobacteria imali vecu relativnu zastupljenost u uzorcima D. subobscura. Firmicutes,
Actinobacteria, Acidobacteria i Fusobacteria su bili zastupljeniji u laboratorijski uzgojenim
uzorcima D. subobscura nego u svim ostalim uzorcima, dok je najveca zastupljenost filuma
Bacterodietes uocena u uzorcima D. subobscura iz prirode (Slika 6A).

Na nivou porodice je pronadeno ukupno preko 200 bakterijskih taksona u svim
ispitivanim uzorcima. Dominantne porodice kod D. melanogaster iz prirode su bile
Enterobacteriaceae, Leuconostocaceae, Acetobacteraceae, Anaplasmataceae,
Wohlfahrtiimonadaceae (detektovana samo u ovom uzorku i to sa preko 7% zastupljenosti) i
Enterococcaceae. Kod laboratorijskih uzgojenih D. melanogaster, prisustvo porodice
Anaplasmataceae je imalo najvecu relativnu zastupljenost u osnosu na ostale uzorke (48%).
Kod jedinki D. subobscura iz prirode, porodice Acetobacteraceae, Weeksellaceae,
Leuconostocaceae, Prevotellaceae, Ruminococcaceae, Lactobacillaceae, Lachnospiraceae i
Rikenellaceae su bile dominantne (Slika 6B). Zanimljivo, kod laboratorijski uzgojene D.
subobscura, uocene su razliCite bakterijske porodice poput Lactobacillaceae,
Leuconostocaceae, Propionibacteriaceae, Acetobacteraceae, Ruminococcaceae,
Prevotellaceae, Lachnospiraceae, Bacteroidaceae, ali i Staphylococcaceae, Burkholderiaceae,
Pseudomonadaceae, Flavobacteriaceae, Rhizobiaceae, Leptotrichiaceae, Caulobacteraceae,
Paludibacteraceae i Succinivibrionaceae, iako u manjim procentima (0,5-2%), a koje su
uglavnom bile manje zastupljene u uzorcima D. melanogaster, ili su bile potpuno odsutne. U
okviru porodice Anaplasmataceae, rod Wolbachia je u najvecem procentu bio prisutan u oba
uzorka D. melanogaster, dok je u uzorku D. subobscura iz prirode bio zastupljen minimalno
(0,05%) i potpuno odsutan u laboratorijski uzgojenim uzorcima (Slika 6C).
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Slika 6. Relativna brojnost bakterijskih taksona u razli¢itim uzorcima Drosophila (D. melanogaster i D.
subobscura; priroda i laboratorija) na osnovu sekvenci gena 16S rRNK na nivou (A) filuma, (B) porodice i (C)
roda u Priroda/lab eksperimentu (Beribaka i sar., 2021b).

Najzastupljeniji rodovi kod jedinki D. melanogaster iz prirode su bili Providencia (30%),
Fructobacillus (17%, prisutan samo u ovom uzorku), Acetobacter (13%), Wolbachia (11%),
Wohlfahrtiimonas (7%, prisutan samo u ovom uzorku), nepoznati rod iz porodice
Enterobacteriaceae (3%), Leuconostoc (2%) i Pantoea (2%). Rod Acetobacter je bio veoma
rasprostranjen u okviru oba uzorka D. melanogaster, kako iz laboratorije (26%) tako i iz
prirode (13%), dok je bio skoro odsutan kod D. subobscura iz prirode (0,02%) i potpuno
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odsutan kod D. subobscura nakon gajenja u laboratorijskim uslovima. Jedinke D. melanogaster
iz laboratorije su imale samo tri roda sa zastupljenoS¢u vecom od 2%, i to Wolbachia,
Acetobacter i Leuconostoc.

Nasuprot tome, Gluconobacter je bio dominantan rod kod D. subobscura iz prirode (41%),
takode prisutan, ali u znatno manjem procentu, kod laboratorijski gajenih jedinki D.
subobscura (8%), dok je kod D. melanogaster bio prisutan u veoma malim koli¢cinama (1% kod
D. melanogaster iz prirode i 0,2% iz laboratorije). Pored toga, Chishuiella (6%), Leuconostoc
(6%), Prevotella (3%) i Lactobacillus (3%) su bili prisutni kod D. subobscura iz prirode, dok su
potpuno drugaciji rodovi bili prisutni kod D. subobscura nakon gajenja u laboratoriji, kao Sto
su Lactobacillus (26%), Leuconostoc (6%), Cutibacterium (10%) i Bacteroides (2%). Rod
Lactobacillus je bio manje zastupljen u uzorcima iz prirode (D. subobscura, 3% i D.
melanogaster 0,08%), u poredenju sa jedinkama iz laboratorije. Sli¢cno zapaZanje je uoceno i
za rodove Leuconostoc i Bacteroides.

Identifikovani Drosophila melanogaster  Drosophila subobscura

taksoni Priroda Lab Priroda Lab Zastupljenost
Enterococcus 0.41 Niske
Erwinia 0.18 I vrifednosti
Buttiauxella
Ruminococcaceae } 0.63
Alistipes 0.24 032 0.38 0.57 o0
Ruminococcaceae UCG-005 0.19 0.48 - 0.75
Prevotellaceae UCG-003 0.18 0.44 0.78 0.59
Ruminococcaceae UCG-014 0.17 0.28 086 108
Acinetobacter 0.17 0.26 0.71 0.66 Visoke
Lachnospiraceae a- vrijednosti
Prevotellaceae UCG-004 0.65

Muribaculaceae 0.61 0.60
Rokubacteriales - 0.59
Christensenellaceaec R-7 group 0.71
Burkholderiaceae 0.49 0.71
Pseudomonas 024 0.76 _
Allorhizobium-Neorhizobium-Pararhizobium-Rhizobium 0.46 0.67

Bacteria 0.61
Lactococcus
Brevundimonas

Candidatus Saccharimonas
F082

Staphylococcus
Lawsonella

Gibbsiella

Leptotrichia

Slika 7. Relativna zastupljenost (izmedu 0,5-2%) bakterijskih taksona procijenjena sekvencama gena za 16S
rRNK na nivou roda.
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Pored gore navedenih rodova, prisutni su bili i drugi bakterijski rodovi, ali u manjoj
zastupljenosti (u rasponu od 0,5 do 2%) u uzorcima obje vrste (Slika 7).

Rodovi Enterococcus i Erwinia su dominirali u uzorcima iz prirode i potpuno su odsutni
kod musSica koje se uzgajaju u laboratoriji, sa veCcom zastupljenoS¢u kod D. melanogaster. U
uzorcima iz prirode kod D. subobscura, preovladavali su rodovi Lactococcus, Lawsonella,
Gibbsiella i Acinetobacter, kao 1 neki pripadnici porodica Ruminococcaceae i
Christensenellaceae. Sa druge strane, Pseudomonas, Staphylococcus, Leptotrichia, Alistipes i
Brevundimonas (svaki sa viSe od 0,5% relativne zastupljenosti) su dominirali u laboratorijski
uzgajanim jedinkama D. subobscura.

U eksperimentu Standard/olovo F13, u svim uzorcima je detektovano ukupno sedam
filuma, a najviSe su bili zastupljeni filumi Proteobacteria i Firmicutes, pri Cemu je
Proteobacteria bio prisutan sa 95% u roditeljskoj i 97% u potomackoj F13 generaciji (Slika
8A) (Prilog 2).

A Roditeljska generacija B Roditeljska generacija
D. melanogaster D. subobscura D. melanogaster D. subobscura
100% 100%
75% 75%
50% m 50%+ m
25%- . 25% i
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o 0% Proteobacteria — 0%
R i 2 Anaplasmataceae
= 100%- Firmicutes = 100% Lactobacill
" . — |l
Filumi zastupljeni Pac (;_ ac acteaT
75% sa<1% 75%- orodice zastupljene
sa<1%
50%4 Z 50%4 =
25%- 25%
0%- 0%-
St c3 St c3 St c3 St 63
Tretman Tretman
Potomstvo (F13) Potomstvo (F13)
D. melanogaster D. subobscura D. melanogaster D. subobscura
100% 100%4
75% 75%
50%- n 50% -
25%1 ; 25%1 Porodica
Filum
) . Acetobacteraceae
— 0% Proteobacteria ~ 0%
X - X Anaplasmataceae
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euconostocaceae
Filumi zastupljeni ; :
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C Roditeljska generacija
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Slika 8. Relativna brojnost bakterijskih taksona u razli¢itim uzorcima Drosophila (D. melanogaster i D.
subobscura) na osnovu sekvenci gena 16S rRNK na nivou (A) filuma, (B) porodice i (C) roda u roditeljskoj i
potomackoj F13 generaciji u Standard/olovo F13 eksperimentu; St - standardni supstrat, C3 - supstrat sa
dodatim olovom, F - Zenke, M - muzjaci (Beribaka i sar., 2021b).

Filum Firmicutes je bio prisutan u vecem procentu u roditeljskoj generaciji (4%), sa vecom
zastupljenoséu kod D. subobscura i generalno na supstratu sa olovom, ali mu je zastupljenost
opala u potomackoj F13 generaciji (2%) i dobijeni su suprotni rezultati (veca zastupljenost u
uzorcima D. melanogaster i generalno na kontrolnom supstratu) (Prilozi 2 i 3). Ostali filumi,
Bacteroidetes, Actinobacteria, Thermotogae, Planctomycetes i Verrucomicrobia, su bili
zastupljeni sa manje od 1%.

Na nivou porodice, najzastupljenije porodice u roditeljskoj generaciji bile su
Anaplasmataceae (49%), Acetobacteraceae (46%) i Lactobacillaceae (4%), dok su u F13
generaciji, najzastupljenije porodice bile Acetobacteraceae (64%), Anaplasmataceae (33%) i
Leuconostocaceae (2%) (Slika 8B). Ostale porodice su bile zastupljene sa manje od 1%. Kada
je rijeC o zastupljenosti po vrstama Drosophila, dominantna porodica u roditeljskoj D.
subobscura je bila Acetobacteraceae (94%), a kod D. melanogaster je bila Anaplasmataceae
(92%), dok je druga najbrojnija porodica za obje vrste bila Lactobacillaceae. Najzastupljenija
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porodica na kontrolnom supstratu je bila Acetobacteraceae, dok je na olovnom supstratu
dominirala porodica Anaplasmataceae. Interesantno je da je zastupljenost porodice
Lactobacillaceae na olovnom supstratu bila preko 8%, dok je na kontrolnom supstratu bila
manja od 0,5% i favorizovana je kod muZjaka. U F13 potomstvu, kod D. subobscura je
dominantno pronadena porodica Acetobacteraceae (>99%). Kod D. melanogaster u generaciji
F13 je uocena veca bakterijska raznovrsnost na nivou porodice, gde su pronadene tri porodice
sa viSe od 1% zastupljenosti (Anaplasmataceae 66%, Acetobacteraceae 29% i
Leuconostocaceae 4%). Oba supstrata su imala slicnu brojnost Anaplasmataceae i
Acetobacteraceae, ali su tokom generacija Zenke akumulirale vece razlike u zastupljenosti ove
dvije porodice nego muzjaci. Uzimaju¢i u obzir vrstu, supstrat i pol, porodica
Leuconostocaceae je bila favorizovana od strane D. melanogaster, standardnog supstrata i
muzjaka.

Najzastupljeniji rodovi u roditeljskoj generaciji ukupno kod obje vrste su bili Acetobacter,
Wolbachia, Lactobacillus i Pediococcus (>99,9%) (Slika 8C). Kod D. subobscura, rodovi
Acetobacter (94%) i Lactobacillus (5%) su bili jedini rodovi koji su zastupljeni sa viSe od 1%.
Sa druge strane, D. melanogaster je imala sva Cetiri dominantna roda (Wolbachia 92%,
Acetobacter 4%, Pediococcus 2% i Lactobacillus 1%). Acetobacter je bio visoko zastupljen u
uzorcima sa standardnog supstrata. Pediococcus je bio najzastupljeniji kod Zenki D.
melanogaster na olovnom supstratu (2%). Najzastupljeniji rodovi u potomstvu ukupno kod
obje vrste su bili Komagataeibacter (51%), Wolbachia (33%), Acetobacter (13%) i
Leuconostoc (2%). Sva Cetiri roda su bila zastupljena kod D. melanogaster, i to Wolbachia sa
66%, Acetobacter sa 16%, Komagataeibacter sa 13% i Leuconostoc sa 4%. U uzorcima D.
subobscura su uocena samo dva roda sa preko 1% zastupljenosti, a to su Komagataeibacter, sa
vise od 89% zastupljenosti, i Acetobacter sa preko 9%. I supstrati i polovi su pokazali isti
redoslijed zastupljenosti bakterijskih rodova: Komagataeibacter > Wolbachia > Acetobacter >
Leuconostoc.

U eksperimentu Standard/olovo F35, u svim uzorcima je detektovano ukupno Sest filuma.
Najzastupljeniji filumi su bili Proteobacteria sa 87% i Firmicutes sa 13%, dok su ostala Cetiri
filuma c¢inila manje od 1% (Slika 9A) (Prilog 3). Filum Proteobacteria je bio dominantan u
skoro svim uzorcima (u 23 od 24). S druge strane, filum Firmicutes je bio visoko zastupljen
samo kod D. melanogaster, dok je njegova zastupljenost bila zna¢ajno manja u svim uzorcima
D. subobscura (Prilog 4). Filum Firmicutes je sa 99,9% bio predstavljen rodom Lactobacillus.
Drugi najzastupljeniji rodovi u svim uzorcima ukupno su bili Wolbachia, Komagataeibacter i
Acetobacter (Slika 9B). Wolbachia (37% ukupno) je bila prisutna u svim uzorcima D.
melanogaster, u rasponu od 2% do 22%, dok je u dva uzorka D. subobscura bila prisutna samo
u tragovima (<0,01%). Drugi najzastupljeniji rod je bio Komagataeibacter (25% ukupno), od
cega je 96% pronadeno u uzorcima D. subobscura. Povetana zastupljenost roda
Komagataeibacter na supstratu sa dodatim olovom je uocena u 5 od 6 poredenja. JoS jedan
visoko zastupljen rod iz porodice Acetobacteraceae je bio rod Acetobacter, sa 65,5% kod D.
subobscura i 33,5% kod D. melanogaster. U uzorcima larvi, unutar svake grupe je rod
Acetobacter bio zastupljeniji u poredenju sa adultnim uzorcima. U pojedina¢nim uzorcima
larvi, rod Acetobacter je dominirao u svim uzorcima sa standardnog supstrata, dok je njegova
zastupljenost na olovnom supstratu bila manja.
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Slika 9. Relativna brojnost bakterijskih taksona u razli¢itim uzorcima Drosophila (D. melanogaster i D.
subobscura) na osnovu sekvenci gena 16S rRNK na nivou (A) filuma i (B) roda iz dvije populacije (Kalna i
Slankamen) na kontrolnom i olovnom supstratu u uzorcima larvi i odraslih muzjaka i Zenki u Standard/olovo
F35 eksperimentu (Beribaka i sar., 2021a).
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Sljede¢i rod po ukupnoj brojnosti je bio Lactobacillus (13%) koji je pronaden u 98%
uzoraka D. melanogaster, pri ¢emu je najveca zastupljenost uocena kod odraslih musSica. Svi
ostali rodovi (kao Sto su Vibrionimonas, Staphylococcus, Sphingomonas i Acinetobacter) su bili
zastupljeni sa manje od 1% ukupno. U uzorcima D. subobscura, rijetki rodovi kao Sto su
Staphylococcus, Sphingomonas, Vibrionimonas, Acinetobacter 1 rod iz porodice
Xanthobacteraceae bili su prisutni samo u uzorcima larvi. Zanimljivo je da su u uzorcima D.
melanogaster, rodovi Staphylococcus, Sphingomonas i Vibrionimonas potpuno odsutni u
uzorcima larvi, ali i u svim musSicama uzgajanim na supstratu sa dodatim olovom.

4.3.  Alfa diverzitet

Indeksi alfa diverziteta za svaki uzorak Priroda/lab eksperimenta na nivou ASV su
predstavljeni u Tabeli 5. Dobijeni rezultati ukazuju na to da su bakterijske zajednice
Drosophila relativno bogate i homogene kada je u pitanju diverzitet mikrobiote u uzorcima iz
prirode i uzgajanim u laboratoriji.

Tabela 5. Diverzitet i bogatstvo bakterijskih zajednica na nivou ASV kod D. melanogaster i D. subobscura
predstavljeni kroz indekse alfa diverziteta u eksperimentu Priroda/lab (Beribaka i sar., 2021b).

Uzorak Shannon Gini-Simpson invSimpson OBS Chao1 Chaol.se
Dmel_Wild 2,97 0,89 9,43 476 476,00 0,00
Dmel_Lab 2,45 0,71 3,39 414 414,00 0,08
Dsub_Wild 4,01 0,83 5,99 629 629,20 0,62
Dsub_Lab 4,35 0,95 18,28 489 489,17 0,54

Napomena: Wild - prirodna populacija; Lab - laboratorijski uzgojena populacija.

Alfa diverzitet je bio veci u oba uzorka D. subobscura u poredenju sa D. melanogaster, pri
¢emu su nesto vece vrijednosti dobijene kod jedinki koje su gajene u laboratoriji, nego kod
onih koje su uzorkovane direktno iz prirode, prema Shannon i Gini-Simpson indeksima
diverziteta. Nasuprot tome, uoCeno bogatstvo (OBS) je imalo najvecu vrijednost kod D.
subobscura iz prirode. Medutim, svi indeksi alfa diverziteta su pokazali manji diverzitet i
ujednacenost u oba uzorka D. melanogaster nego u uzorcima D. subobscura. Razlike izmedu
posmatranog i procijenjenog bogatstva su u pozitivnoj korelaciji sa Chaol indeksom.
Najmanje bogatstvo je primjeceno u laboratorijskim uzorcima D. melanogaster, $to je u
pozitivnoj korelaciji sa indeksima diverziteta.

Analizom Chaol indeksa u eksperimentu Standard/olovo F13, utvrdeno je da kod obje
vrste i oba supstrata (standardni i olovni) postoji vece bogatstvo ASV u potomstvu F13 u
poredenju sa roditeljskom generacijom, odnosno da se bogatstvo ASV povecava sa brojem
generacija provedenih u laboratoriji. Shannon i Gini-Simpson indeksi diverziteta su podrzali
ovakva zapazanja kod oba pola, pri ¢emu su vece vrijednosti primjecene uglavnom kod Zenki
(Tabela 6). D. melanogaster je imala veci diverzitet bakterija u poredenju sa D. subobscura, sa
vetim diverzitetom u F13 potomstvu u odnosu na roditeljsku generaciju, $to pokazuje
povecanje diverziteta tokom generacija, posebno na supstratu sa dodatim olovom, prema
Shannon i Gini-Simpson indeksima diverziteta.
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Tabela 6. Diverzitet i bogatstvo bakterijskih zajednica na nivou ASV kod D. melanogaster i D. subobscura,
predstavljeni kroz indekse alfa diverziteta u eksperimentu Standard/olovo F13 (Beribaka i sar., 2021b).

Uzorak Shannon Gini-Simpson InvSimpson OBS Chao1l Chaol.se
Roditeljska generacija
Dmel_St_F 0,36 0,16 1,18 14 14,00 0,16
Dmel_C3_F 0,39 0,19 1,24 12 13,00 2,28
Dmel_St_M 0,33 0,15 1,18 16 16,00 0,00
Dmel_C3_M 0,28 0,10 1,11 17 17,00 0,24
Dsub_St_F 0,08 0,02 1,02 16 16,00 0,00
Dsub_C3_F 0,17 0,06 1,07 8 8,00 0,00
Dsub_St_ M 0,08 0,02 1,02 16 17,00 2,29
Dsub_C3_M 0,56 0,32 1,48 9 9,00 0,00
Potomstvo F13
Dmel_St_F 1,42 0,68 3,15 25 25,00 0,00
Dmel_C3_F 1,24 0,63 2,73 16 16,00 0,00
Dmel_St_ M 0,98 0,43 1,76 19 19,00 0,00
Dmel _C3_M 0,62 0,27 1,38 18 18,00 0,00
Dsub_St_F 0,61 0,33 1,49 10 10,00 0,00
Dsub_C3_F 0,29 0,11 1,12 17 17,00 0,00
Dsub_St_ M 0,64 0,34 1,52 14 14,00 0,00
Dsub_C3_M 0,35 0,13 1,15 22 22,00 0,00

Napomena: St - standardni supstrat; C3 - supstrat sa dodatim olovom; F - Zenke; M - muzjaci.

Uoceno bogatstvo mikrobiote je pokazalo najvece vrijednosti u potomstvu F13 kod D.
melanogaster na standardnom supstratu, a najmanje kod roditeljske generacije D. subobscura
na olovnom supstratu. Medutim, svi indeksi su pokazali manji diverzitet i ujednacenost kod
obje generacije D. subobscura nego kod D. melanogaster.

Prema Shannon i Gini-Simpson indeksima diverziteta u eksperimentu Standard/olovo F35,
najveci diverzitet kod odraslih jedinki zabiljeZen je u uzorcima Zenki D. melanogaster iz Kalne
(standard) i iz Slankamena (standardni i olovni supstrat) (Tabela 7). Kada su u pitanju uzorci
larvi, najveci diverzitet je zabiljezen kod D. melanogaster, populacija Kalna na olovu, i oba
uzorka D. subobscura na olovu (Kalna i Slankamen). Najmanji diverzitet kod odraslih jedinki
utvrden je kod oba pola i na oba supstrata kod D. subobscura iz populacije Kalne. Uzorci larvi
sa najmanjim diverzitetom bili su D. melanogaster iz Slankamena na olovu i D. subobscura iz
Kalne na standardu.

Sli¢éno Shannon i Gini-Simpson indeksima diverziteta, uoCeno bogatstvo mikrobiote i Chaol
indeks su imali najvece vrijednosti u uzorcima odraslih D. melanogaster na standardu u
populaciji Kalna kod oba pola i populaciji Slankamen na standardu kod muZjaka. Najmanje
bogatstvo mikrobiote kod odraslih jedinki je zabiljezeno u 7 od 8 uzoraka D. subobscura.
Uoceno bogatstvo kod larvi je bilo veée kod D. subobscura na olovu (kod obje populacije) nego
kod svih uzoraka larvi D. melanogaster.
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Tabela 7. Diverzitet i bogatstvo bakterijskih zajednica na nivou ASV kod D. melanogaster i D. subobscura,
predstavljeni kroz indekse alfa diverziteta u eksperimentu Standard/olovo F35 (Beribaka i sar., 2021a).

Uzorak Shannon Gini-Simpson InvSimpson OBS Chao1l Chaol.se
Dmel_K_St M 0,57 0,21 1,27 36 36,6 1,18
Dmel_K_St_F 1,29 0,64 2,76 28 33,6 5,34
Dmel_S1_St_M 0,34 0,12 1,13 20 20 0,00
Dmel_S1_St_F 1,17 0,56 2,29 16 17 2,29
Dmel_K_C3_M 0,14 0,05 1,05 10 10 0,00
Dmel_K_C3_F 0,46 0,20 1,24 11 11 0,00
Dmel_S1_C3_M 0,49 0,24 1,31 10 10 0,00
Dmel_S1_C3_F 1,07 0,58 2,41 9 9 0,00
Dsub_K_St_ M 0,05 0,02 1,02 5 5 0,00
Dsub_K_St_F 0,11 0,03 1,04 5 5 0,00
Dsub_SI_St_ M 0,60 0,41 1,69 7 7 0,46
Dsub_S1_St_F 0,29 0,15 1,17 5 5 0,22
Dsub_K_C3_M 0,07 0,03 1,03 3 3 0,00
Dsub_K_C3_F 0,08 0,03 1,03 3 3 0,00
Dsub_S1_C3_M 0,25 0,13 1,15 4 4 0,00
Dsub_SI_C3_F 0,35 0,20 1,25 3 3 0,00
Dmel_St_K_L 0,56 0,35 1,53 6 6 0,00
Dmel_St_SI_L 0,55 0,33 1,48 6 6 0,46
Dsub_St_K_L 0,18 0,08 1,09 8 8 0,00
Dsub_St_S1_L 0,42 0,19 1,24 10 10 0,47
Dmel_C3_K_L 1,02 0,52 2,08 6 6 0,46
Dmel_C3_SI_L 0,07 0,02 1,02 7 7 0,00
Dsub_C3_K_L 0,61 0,35 1,54 20 20 0,00
Dsub_C3_SI_L 0,89 0,55 2,22 18 21 4,15

Napomena: Sl - Slankamen; K - Kalna; St - standardni supstrat; C3 - supstrat sa dodatim olovom; F — Zenke; M -
muzjaci; L - larve.

U pogledu alfa diverziteta u eksperimentu Standard/olovo F35, Shannon indeks nije
pokazao statisticki znacajne razlike medu grupama uzoraka, ali je Chaol indeks bio znacajno
manji u uzorcima D. subobscura (Slika 10).

Sa druge strane, kada su uporedeni uzorci sa standardnog i olovnog supstrata unutar
svake vrste, nisu uocene statisticki znacajne razlike u Chaol indeksu, ni u jednom od uzoraka.
Medutim, kada se iskljuce uzorci larvi, Wilcoxon Rank Sum test je pokazao statisticki znacajno
nizi indeks Chaol u uzorcima sa olovnog supstrata za obje vrste (p<0,05).
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Slika 10. Razlike u Chaol indeksu izmedu vrsta i tretmana D. melanogaster i D. subobscura, procijenjene
Wilcoxon Rank Sum testom. Broj naveden u vrhu grafikona oznacava p-vrijednost za data poredenja (Beribaka i
sar., 2021a).

4.4. Beta diverzitet

U eksperimentu Priroda/lab, MDS analizom su sumirani odnosi beta diverziteta kada su u
pitanju razlike u sastavu bakterijskih zajednica izmedu D. melanogaster i D. subobscura koje su
uzorkovane direktno iz prirode i uzgajane viSe generacija u laboratoriji, kako bi se predstavio
originalni polozaj bakterijskih zajednica u viSedimenzionalnom prostoru (Slika 11).
Mikrobiota kod dvije vrste Drosophila je razdvojena prvom MDS osom na svim ispitivanim
taksonomskim nivoima, dok je razdvajanje izmedu bakterijskih zajednica iz prirode i
laboratorije, uo¢eno drugom MDS osom na nivou ASV i filuma.

U eksprimentu Standard/olovo F13, MDS analiza je pokazala globalne razlike u mikrobioti
izmedu vrsta (D. melanogaster i D. subobscura), generacija (roditeljska i potomacka F13),
supstrata (standardni i olovni) i polova (Slika 12). MDS prikaz je otkrio trendove razdvajanja
uzoraka prema supstratu (osa 1) i vrstama (osa 2) u roditeljskoj generaciji i nizu
multivarijantnu disperziju uzoraka na supstratu sa dodatim olovom u poredenju sa
kontrolnim supstratom (osa 1) u potomstvu F13. Razdvajanje polova je u izvjesnoj mjeri
primjeceno na oba supstrata i kod obje vrste, posebno na nivou filuma.

55



Osa 2 [28,9%]

Osa 2 [22,9%]

-0.04

0.00
Osa 1[47,8%)]

0.04

0.08

ASV B Rod
i}
¢
]
. 1
1 \ 0.0254
0.04 4 y 1 /
\ 1 §
1
\\ | -
\ 1
\ ' &5 0.0001
\ ' <
\ \ &
0.004 2 . 8
\‘ \ N
% ! @ -0.025 1
\ %]
\ \ o
|
1
-0.04 1 & i
\
\
\
(29 -0.075
-0.10 0.05 0.00 0.05
Osa 1 [48,8%]
Porodica D Filum
0.050
0.050 ]
1
1
1
1
1
0.0254 4 0.0251 @
1 1
[ —_— \
1 X 1
1 Q_ 1
1 < 1
0.000 ! '\ = ¥
3 \@ z 0.0007 |
1 172 1
1 (@] 1
1 1
1 1
00259 ! !
1 1
d -0.0254 :
1 1
1 1
1
: (X]
-0.050 1— ! ! ! !
-0.06 -0.03 0.00 0.03 0.06 0.10

Osa 1 [65%)]

@ Priroda ‘ Lab

Drosophila melanogaster . Drosophila subobscura

0.00
Osa 1[83,7%]

Slika 11. Multidimenzionalno skaliranje (MDS) sa ponderisanim UniFrac udaljenostima na prethodno log(x+1)-
transformisanim abundancijama bakterijskog sastava u razli¢itim uzorcima Drosophila (D. melanogaster i D.
subobscura; priroda i laboratorija) na nivou (A) ASV, (B) roda, (C) porodice i (D) filuma u Priroda/lab

eksperimentu (Beribaka i sar., 2021b).
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Slika 12. Multidimenzionalno skaliranje (MDS) sa ponderisanim UniFrac udaljenostima na prethodno log(x+1)-
transformisanim abundancijama bakterijskog sastava u razli¢itim uzorcima Drosophila (D. melanogaster i D.
subobscura) u roditeljskoj (A) i potomackoj F13 generaciji (B) na nivou ASV, roda, porodice i filuma u
Standard/olovo F13 eksperimentu. St — standardni supstrat; C3 - olovni supstrat (Beribaka i sar., 2021b).
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U eksperimentu Standard/olovo F35, beta diverzitet je procijenjen koris¢enjem analize
dvostrukih glavnih koordinata (DPCoA) na filtriranim taksonima na osnovu zastupljenosti na
nivou roda nakon rarefakcije do jednake dubine. Prije DPCoA analize, izraCunate su
filogenetske distance zasnovane na zastupljenosti ASV u uzorcima D. melanogaster i D.
subobscura (Slika 13).
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Slika 13. Filogenetsko stablo zasnovano na zastupljenosti ASV u uzorcima D. melanogaster i D. subobscura.
Velic¢ina simbola u blizini vrhova grana je zasnovana na zastupljenosti u odgovaraju¢im uzorcima. f - Zenke; m -
muzjaci; | - larve; S - Slankamen; K - Kalna; ctrl - kontrolni supstrat; Pb - olovni supstrat.

Uzorci koji pripadaju razli¢itim vrstama Drosophila su razdvojeni prvom DPCoA osom
(Slika 14). Svi uzorci D. subobscura su grupisani zajedno, dok su uzorci D. melanogaster
dispergovani na biplotu. Djelimi¢no razdvajanje uzoraka D. subobscura izmedu kontrolnog i
olovnog supstrata, primjeceno je po drugoj DPCoA osi. Pored toga, larve iz obje standardne
populacije D. melanogaster su bile pozicionirane blizu uzoraka D. subobscura.

Da bi se istrazio izvor variranja u bakterijskom sastavu, ta¢nije da bi se razlucili glavni
efekti kao Sto su vrsta, supstrat, pol i njihove interakcije, izvedena je PERMANOVA na svim
uzorcima i pojedinacno za D. melanogaster i D. subobscura, koriS¢enjem DPCoA udaljenosti
izmedu uzoraka. Kada se uzmu u obzir DPCoA rastojanja medu svim uzorcima, najveci izvor
variranja je bio posljedica uticaja vrsta i sve interakcije su bile znacajne (Tabela 8).
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Slika 14. Analiza dvostrukih glavnih koordinata (DPCoA) bakterijskog sastava u razli¢itim uzorcima Drosophila
(D. melanogaster i D. subobscura; boje za standardni i olovni supstrat naznacene u legendi), koriS¢enjem
filtriranih taksona na osnovu zastupljenosti na nivou roda. f - Zekne; m - muzjaci; 1 - larve; S - Slankamen; K -
Kalna (Beribaka i sar., 2021a).

Tabela 8. Rezultati PERMANOVE koris¢enjem DPCoA udaljenosti izmedu vrsta (D. melanogaster i D. subobscura),
supstrata (standardni i olovni) i polova u eksperimentu Standard/olovo F35 (Beribaka i sar., 2021a).

Faktor df SS MS F R2 p

Vrsta 1 0,893082 0,893082 132,2773 0,651498 0,00
Supstrat 1 0,046581 0,046581 6,899272 0,033981 0,02
Pol 2 0,100009 0,050004 7,406304 0,072956 0,01
Vrsta x supstrat 1 0,034041 0,034041 5,041911 0,024833 0,03
Vrsta x pol 2 0,08629 0,043145 6,390341 0,062948 0,01
Supstrat x pol 2 0,065261 0,032631 4,833024 0,047608 0,01
Vrsta x supstrat x pol 2 0,06453 0,032265 4,778869 0,047074 0,02
Reziduali 12 0,081019 0,006752 0,059103

Ukupno 23 1,370812 1

Napomena: df - stepen slobode; SS - suma kvadrata; MS - srednja vrijednost kvadrata; F - vrijednost F testa; R? -
procenat varijanse objasnjen kroz grupe; p - nivo znacajnosti, statisticki znacajne vrednosti su zatamnjene.

Kada su uzorci D. melanogaster analizirani odvojeno supstrat, pol i pol x supstrat
interakcija su pokazivali statisticki znacajne efekte (p<0,05), Sto ukazuje da je supstrat imao
razliCit efekat u zavisnosti od pola kod ove vrste (Prilog 5), dok kad je D. subobscura
analizirana odvojeno nije uocCen statistic¢ki znacajan efekat ovog faktora (Prilog 6).
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Diferencijalna brojnost najzastupljenijih rodova ukazuje na to da je porodica
Acetobacteraceae zastupljenija u uzorcima D. subobscura, i to sa dva roda Komagataeibacter i
Acetobacter, dok je porodica Lactobacillaceae bila zastupljenija kod jedinki D. melanogaster, sa
dominantnim rodom Lactobacillus (Slika 15). Pored navedenih, porodica Anaplasmataceae je
takode visoko zastupljena kod D. melanogaster, i to sa rodom Wolbachia. Pri analizi
diferencijalne brojnosti najzastupljenijih rodova, supstrat i pol nisu imali znacajan efekat kada
su uzeti u obzir svi uzorci, niti kada su D. subobscura i D. melanogaster analizirane odvojeno.
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Slika 15. Diferencijalno stablo brojnosti mikrobioloskih zajednica kod vrsta Drosophila sa prilagodenim p-
vrijednostima, p<0,05. NarandZasto obojeni taksoni su zastupljeniji kod D. melanogaster, dok su plavo obojeni
taksoni zastupljeniji kod D. subobscura (Beribaka i sar., 2021a).
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4.5.  SadrZaj olova i drugih makro- i mikroelemenata u uzorcima

Da bi se dobila relativna informacija o tome da li i koliko odrasle jedinke usvajaju olovo iz
supstrata i ima li razlike medu polovima, nakon 35 generacija provedenih na standardnom
supstratu i supstratu sa dodatim olovom, izmjeren je sadrZaj olova i drugih makro- i
mikroelemenata u uzorcima D. melanogaster i D. subobscura iz Kalne ICP-OES metodom u
eksperimentu Standard/olovo F35 (Tabela 9). KoriS¢ene su samo musice iz linija porijeklom
iz Kalne jer je za analizu bilo potrebno sakupiti veliki broj jedinki, Sto je nakon
viSegeneracijskih eksperimenata bilo nedovoljno u grupama iz obje populacije, obje vrste.

Tabela 9. Sadrzaj glavnih elemenata i elemenata u tragovima u ispitivanim uzorcima vrsta (D. melanogaster i D.
subobscura), supstrata (standardni i olovni) i polova u eksperimentu Standard/olovo F35, izrazeni u pg/g.

El. Dmel St F Dmel St M Dmel C3_F Dmel C3_M Dsub_St F Dsub_ St M Dsub C3_F Dsub_C3_M

Al 5,385 15,710 2,578 4,526 5,385 9,105 16,091 6,720
As 0,386 1,097 0,147 0,433 0,360 0,600 1,124 0,353
Ba 0,076 0,118 0,080 0,063 0,084 0,097 0,095 0,096
Ca 134,87 173,49 131,82 156,62 163,33 176,82 151,75 187,27
Cd 0,136 0,319 0,047 0,032 0,053 0,058 0,286 0,269
Co 0,000 0,012 0,002 <0,005 0,005 0,002 0,017 0,003
Cr 0,263 0,540 0,216 0,236 0,260 0,342 0,482 0,341
Cu 1,151 0,955 1,049 1,029 0,916 1,038 1,236 1,334

Fe 36,345 38,076 21,655 14,235 33,021 32,221 26,308 27,500

K 1980,39  2154,62 1937,15 2390,60  1589,24 1819,15  1753,90 2135,81

Li 0,067 0,088 0,053 0,076 0,065 0,083 0,070 0,096
Mg 209,24 217,31 214,39 256,88 189,79 208,82 180,88 223,03
Mn 2,049 2,141 1,726 1,754 1,050 1,074 1,242 1,168
Na 515,76 547,48 450,90 536,32 470,83 505,32 539,29 607,61
Ni 0,051 0,108 0,271 0,016 0,043 0,071 0,143 0,098
Pb 2,269 4,332 162,149 125,085 1,816 3,471 189,448 217,528
Sb 0,019 0,005 0,008 0,011 0,051 0,030 <0,005 0,102
Se 0,118 0,033 0,168 0,110 0,163 0,170 0,037 0,179
Sr 0,492 0,679 0,465 0,667 0,744 0,840 0,620 0,843

Zn 39,881 32,042 30,836 31,103 26,049 27,048 23,104 24,258

Rezultati su pokazali da su nakon 35 generacija uzorci D. subobscura na supstratu sa
dodatim olovom akumulirali viSe olova nego uzorci D. melanogaster na istom supstratu.
Takode, kolicina akumuliranog olova je bila ve¢a kod muZjaka nego kod Zenki kod D.
subobscura, dok su kod D. melanogaster dobijeni suprotni rezultati na supstratu sa olovom C3.
Na standardnom supstratu su kod obje vrste muZjaci akumulirali viSe olova u odnosu na
Zenke.
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4.6. Osobine Zivotne istorije

Uticaj sastava mikrobiote, razlicitih supstrata i porijekla populacija pra¢en je na dvije
osobine Zivotne istorije i to, prezivljavanje od jaja do adulta i duZinu razvi¢a. Srednje
vrijednosti izmjerenih osobina su otkrile da je vrijednost prezivljavanja od jaja do adulta
najveca kod D. melanogaster sa standardnog supstrata iz Kalne (0,88), a najniza kod D.
melanogaster sa olovnog supstrata iz Slankamena (0,51), dok je duZina razvic¢a bila najduza
kod muzjaka D. subobscura sa olovnog supstrata iz Slankamena (23,06), a najkraca kod Zenki
D. melanogaster sa standardnog supstrata iz Kalne (19,24) (Tabela 10).

Tabela 10. Deskriptivna statistika za osobine preZzivljavanje od jaja do adulta i duzinu razvi¢a za sve uzorke
(dopunjeno iz Beribaka i sar. (2021a)).

N X1S.E. 4 S.D. CV (%)
Prezivljavanje od jaja do adulta
Dmel_K_St 30 0,8763+0,0068 0,001369 0,036998 4,22191
Dmel_S1_St 30 0,7333%0,0180 0,009706 0,098518 13,43424
Dmel_K_C3 30 0,5890+0,0270 0,021892 0,147960 25,12049
Dmel_S1_C3 30 0,5077+0,0298 0,026653 0,163257 32,15839
Dsub_K_St 30 0,7297+0,0166 0,008224 0,090686 12,42847
Dsub_S1_St 30 0,8053+0,0165 0,008184 0,090467 11,23355
Dsub_K_C3 30 0,7790+0,0180 0,009747 0,098728 12,67370
Dsub_S1_C3 30 0,7243+0,0164 0,008115 0,090084 12,43676
DuZina razviéa
Dmel_K_St_F 30 19,238+0,0578 0,100088 0,316367 1,644528
Dmel_K_St M 30 19,567+0,0482 0,069658 0,263927 1,348849
Dmel_SI_St_F 30 19,381+0,0588 0,103614 0,321891 1,660867
Dmel_SI_St_M 30 19,782+0,0727 0,158401 0,397996 2,011915
Dmel_K_C3_F 30 20,744+0,1617 0,784699 0,885832 4,270321
Dmel_K_C3_M 30 21,513+0,1788 0,958626 0,979095 4,551090
Dmel_SI_C3_F 30 20,537+0,1727 0,895043 0,946067 4,606638
Dmel_S1_C3_M 30 21,075+0,1359 0,554048 0,744344 3,531834
Dsub_K_St_F 30 20,870+0,0503 0,076015 0,275708 1,321076
Dsub_K_St_ M 30 20,580+0,0593 0,105370 0,324607 1,577325
Dsub_SI_St_F 30 21,514+0,0795 0,189667 0,435508 2,024337
Dsub_S1_St_ M 30 21,420+0,0715 0,153241 0,391461 1,827528
Dsub_K_C3_F 30 22,547+0,0859 0,221420 0,470553 2,087017
Dsub_K_C3_M 30 22,687+0,0913 0,250196 0,500196 2,204814
Dsub_S1_C3_F 30 22,955+0,0957 0,274504 0,523931 2,282440
Dsub_S1_C3_M 30 23,058+0,1088 0,354941 0,595769 2,583835

Napomena: Sl - Slankamen; K - Kalna; St - standardni supstrat; C3 - supstrat sa dodatim olovom; F — Zenke; M -
muZjaci; N - broj uzoraka; X - srednja vrijednost; S.E. - standardna gre$ka; V - varijansa; S.D. - standardna

devijacija; CV - koeficijent varijacije.
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Analiza varijanse (ANOVA) je pokazala da populacija, supstrat, vrsta i pol znacajno uti¢u
na uocene razlike u obje ispitivane osobine Zivotne istorije, dok kada je rije¢ o interakcijama
izmedu ovih faktora, nisu sve interakcije bile znacajne (Tabela 11).

Tabela 11. Rezultati faktorskog ANOVA testa na (a) prezivljavanje od jaja do adulta i (b) duZinu razvica u
odnosu na razlicite efekte (Beribaka i sar., 2021a).

Osobina Efekat df SS MS F p

(a) prezivljavanje Populacija b 01550 01550 1321 0,00
od jaja do adulta

Supstrat 1 1,1125 1,1125 94,79 0,00

Vrsta 1 04133 04133 35,22 0,00

Populacija x supstrat 1 0,0177 0,0177 1,51 0,22

Populacija x vrsta 1 0,2257 0,2257 19,23 0,00

Supstrat x vrsta 1 08688 0,8688 74,03 0,00

Populacija x supstrat x vrsta 1 0,1382 0,1382 11,78 0,00

(b) duzina razvica Populacija 1 7,3 7,3 22,3 0,00

Supstrat 1 305,5 305,5 931,2 0,00

Vrsta 1 356,7 356,7 1087,1 0,00

Pol 1 6,7 6,7 20,6 0,00

Populacija x supstrat 1 55 5,5 16,7 0,00

Populacija x vrsta 1 12,2 12,2 37,2 0,00

Supstrat x vrsta 1 1,7 1,7 53 0,02

Populacija x pol 1 0,0 0,0 0,0 1,00

Supstrat x pol 1 2,7 2,7 8,3 0,00

Vrsta x pol 1 8,9 8,9 27,1 0,00

Populacija x supstrat x vrsta 1 0,2 0,2 0,5 0,48

Populacija x supstrat x pol 1 0,5 0,5 1,6 0,2

Populacija x vrsta x pol 1 0,2 0,2 0,6 0,45

Supstrat x vrsta x pol 1 0,0 0,0 0,0 0,91

Populacija x supstrat x 1 0.0 0,0 0,0 0,87

vrsta x pol

Napomena: df - stepen slobode; SS - suma kvadrata; MS - srednja vrijednost kvadrata; F - vrijednost F testa; p -
nivo znacajnosti, statisticki znacajne vrednosti su zatamnjene.

Post hoc analiza je otkrila da se prezivljavanje od jaja do adulta nije znacajno razlikovalo
medu populacijama D. subobscura na standardnom supstratu (p=0,21) i olovhom supstratu
(p=1,00) (Prilog 7). Takode, nije bilo znacajnih razlika izmedu supstrata u bilo kojoj od
populacija kod D. subobscura (p=1,00 za populaciju Kalna, p=0,12 za populaciju Slankamen). S
druge strane, kod D. melanogaster uoceno je znacCajno nize preZivljavanje na supstratu sa
dodatim olovom u odnosu na standardni supstrat u obje populacije (p=0,00 za populaciju
Kalna, p=0,00 za populaciju Slankamen), ali nije primjeena znacajna razlika izmedu
populacija na supstartu sa dodatim olovom (p=0,11) (Slika 16A). Sva ostala poredenja su
pokazala statisticki znacajne razlike (p<0,05).
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Slika 16. Graficki prikaz LS srednjih vrijednosti analiziranih osobina Zivotne istorije, (A) prezivljavanje od jaja do
adulta, (B) duzina razvi¢a kod D. melanogaster, i (C) duZina razvica kod D. subobscura, koji prikazuje promjene
koje su nastale na standardnom i olovnom supstratu u razli¢itim grupama i podgrupama Drosophila; St -
standardni supstrat, C3 - olovni supstrat (Beribaka i sar., 2021a).

U analizu duZine razvica je ukljucen i pol kao jo$ jedan potencijalni faktor koji moze uticati
na bakterijske zajednice. Post hoc analiza je otkrila da na standardnom supstratu nije bilo
znacajnih razlika izmedu muZjaka i Zenki za obje vrste u okviru iste populacije (p=1,00 za obje
vrste iz populacije Kalna, p=0,83 za D. melanogaster iz populacije Slankamen, p=1,00 za D.
subobscura iz populacije Slankamen) (Prilog 8). D. subobscura je pokazala ovakav obrazac i na
supstratu sa dodatim olovom za obje populacije (p=1,00 za obje populacije), dok su kod D.
melanogaster uoCene znacajne razlike medu polovima na supstratu sa dodatim olovom za obje
populacije, pri ¢emu je razvice bilo duZe kod muZjaka nego kod Zenki (p=0,00 za populaciju
Kalna, p=0,04 za populaciju Slankamen). Kod D. melanogaster, muzjaci i Zenke sa istog
supstrata, a razlicitih populacija se nisu znacajno razlikovali (p=1,00 i za muzZjake i za Zenke)
(Slika 16B). Kod D. subobscura, ovaj obrazac je uocen samo za supstrat sa dodatim olovom
(p=0,72 za Zenke, p=1,00 za muZjake) (Slika 16C). Sva ostala poredenja su pokazala statisticki
znacajne razlike (p<0,05).
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5. Diskusija

Primarni fokus istrazivanja datih u ovoj disertaciji je bio da se utvrdi diverzitet
bakterijskih zajednica mikrobiote povezanih sa dvije vrste Drosophila, i to D. melanogaster i D.
subobscura, uzorkovanih direktno iz prirode i promjene tokom generacija odrZavanih u
jednakim uslovima u laboratoriji, ali na standardnom i supstratu sa dodatkom olova. Pored
toga, ispitivane su i asocijacije izmedu sastava bakterijskih zajednica mikrobiote i osobina
Zivotne istorije ovih vrsta u datim eksperimentalnim uslovima. Po prvi put su na ovaj nacin
istrazene bakterijske zajednice povezane sa vrstom D. subobscura, u poredenju sa dobro
poznatim model organizmom D. melanogaster, pri ¢emu su obje vrste gajene u istim uslovima.
Takode, prvi put je ispitivan efekat mikrobiote kod ove dvije vrste na osobine Zivotne istorije
u uslovima zagadenja teSkim metalom (olovom).

U prvom eksperimentu Priroda/lab, uzorci su analizirani metodom gajenja u kulturi i
metagenomskom analizom. Rezultati metagenomske analize su otkrili da su D. melanogaster i
D. subobscura pokazale razliite pravce promjene u diverzitetu bakterijskih zajednica na nivou
ASV (engl. amplicon sequence variant, ASV) izmedu prirodnih i laboratorijski uzgajanih jedinki
na standardnom supstratu. Naime, kod D. subobscura je uoCeno povecanje bakterijskog
diverziteta u laboratorijskim uslovima, dok je kod D. melanogaster bakterijski diverzitet
smanjen u laboratoriji, u odnosu na prirodnu populaciju. Bakterijsko bogatstvo je bilo
konzistentno u poredenju sa diverzitetom kod D. melanogaster, dok je kod D. subobscura
bakterijsko bogatstvo smanjeno u laboratorijskim uslovima. Rezultati drugog eksperimenta
Standard/olovo F13 su pokazali povecanje bakterijskog diverziteta kod obje vrste nakon 13
generacija u laboratoriji, sa nesto ve¢im vrijednostima kod D. melanogaster. PoSto su uzorci D.
subobscura iz naSa dva eksperimenta (Priroda/lab i Standard/olovo F13) bili razli¢itog
porijekla, nepodudaranje rezultata bi mogla biti posljedica inicijalnog populacijski-specificnog
odgovora D. subobscura na laboratorijske uslove u vidu povecanja bakterijskog diverziteta u
prvom eksperimentu, dok se on smanjio tokom generacija provedenih u laboratoriji. Ukupan
bakterijski diverzitet uocen u eksperimentu Standard/olovo F13 je smanjen u poredenju sa
eksperimentom Priroda/lab. U eksperimentu Standard/olovo F35, ukupan bakterijski
diverzitet i bogatstvo kod D. subobscura gajenih u laboratoriji je bio nizi u odnosu na D.
melanogaster u ukupnoj analizi, ali i kod obje vrste na supstratu sa dodatim olovom, kada su
ukljuCeni samo adulti oba pola. Dodavanjem populacije Slankamen u ovaj eksperiment, moZe
se vidjeti da je populacija D. melanogaster iz Kalne uglavnom pokazivala vece vrijednosti u
pogledu bakterijskog diverziteta i bogatstva u odnosu na populaciju Slankamen. Nasuprot
tome, D. subobscura porijeklom iz Slankamena je pokazala veci bakterijski diverzitet od
populacije Kalna. Sli¢can obrazac je primjecen i za adulte i za larve, Sto ukazuje na to da bi
promjena bakterijskog diverziteta usljed izloZenosti olovu mogla biti specifi¢cna kako za vrstu
tako i za populaciju (Griffiths i sar., 2019; Houwenhuyse i sar., 2021; Maraci i sar., 2021).

Analizom sastava bakterijskih zajednica kod D. melanogaster u eksperimentu Priroda/lab,
utvrdena je znacajna dominacija porodica Acetobacteraceae i Anaplasmataceae, dok su ostale
porodice poput Lactobacillaceae i Leuconostocaceae bile manje zastupljene. Porodicu
Anaplasmataceae predstavljao je samo jedan rod, Wolbachia. DugogodiSnjim pracenjem
prisustva roda Wolbachia prije svih laboratorijskih eksperimenata sa uzorcima D.

melanogaster i D. subobscura iz razlicitih populacija, ovaj rod do sada nikada nije otkriven kod
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D. subobscura (Jeli¢ i sar., 2012; Eri¢ i sar., 2019). Brojna istraZivanja pokazuju da mikrobiota
D. melanogaster predstavlja primjer bakterijske zajednice niskog diverziteta i velike
varijabilnosti, pri ¢emu dominantni taksoni variraju medu laboratorijama i Cesto su pod
uticajem ishrane (Broderick i Lemaitre, 2012). Pripadnici porodice Acetobacteraceae i
Lactobacillaceae su cesto prisutni medu rijetkim dominantnim taksonima mikrobiote D.
melanogaster (Wong i sar., 2011; Erkosar i sar.,, 2013). Medutim, dominantni taksoni se
razlikuju medu studijama; na primjer, jedna studija o laboratorijski uzgajanoj D. melanogaster
je pronasla bakterijske  zajednice sa velikim udjelom roda Enterobacter
(Gammaproteobacteria) ili Enterococcus (Firmicutes) zajedno sa Acetobacteraceae, ali sa
slabo zastupljenim rodom Lactobacillus (Cox i Gilmore, 2007); joS jedna studija je otkrila da
crijeva D. melanogaster sadrze veliki broj Enterobacteriaceae i Acetobacteraceae, ali malo
Lactobacillus i skoro nikako Enterococcus (Chandler i sar., 2011); dok je studija Staubach i sar.
(2013) u istrazivanju mikrobiote laboratorijskih linija D. melanogaster i D. simulans, kao
najzastupljenije bakterijske rodove pronasla Lactobacillus, Acetobacter, Gluconobacter,
Leuconostoc i Enterococcus. Neki od pomenutih rodova su pronadeni i u prirodnim
populacijama D. melanogaster i D. simulans (Corby-Harris i sar., 2007). Staubach i sar. (2013)
su uocili da je rod Gluconobacter najzastupljeniji rod kod D. melanogaster i D. simulans iz
prirode, koje su kosmopolitske vrste i dijele slicna staniSta, ali sa razli¢citom sezonskom
dinamikom populacija (Capy i Gibert, 2004). Medutim, rezultati studije Chandler i sar. (2011),
koja je ispitivala 14 razlic¢itih vrsta Drosophila, ukazuju na skoro potpuno odsustvo roda
Gluconobacter (Acetobacteraceae) u ispitivanim uzorcima. Rezultati dobijeni u ovom radu su
u saglasnosti sa studijom Chandler i sar. (2011) kada je u pitanju vrsta D. melanogaster, posto
je prisustvo roda Gluconobacter u populaciji D. melanogaster (eksperiment Priroda/lab) bilo
zanemarljivo, dok je nasuprot tome, on bio najzastupljeniji rod kod D. subobscura iz prirode.
Pored toga, kod jedinki uzgajanih u laboratoriji, rod Gluconobacter nije pronaden ni u
roditeljskoj, a ni u F13 i F35 generacijama potomaka. Sa druge strane, rod Acetobacter, koji
pripada istoj porodici Acetobacteraceae, je najzastupljeniji rod kod D. melanogaster iz prirode,
ali i kod D. subobscura uzgojenih u laboratoriji (roditeljska generacija Standard/olovo F13
eksperimenta). Bakterije iz roda Acetobacter imaju sposobnost oksidacije sirCetne kiseline
putem ciklusa trikarboksilne kiseline (TCA). Nasuprot tome, Gluconobacter nema funkcionalni
TCA ciklus zbog nedostatka dva klju¢na enzima, alfa-ketoglutarat dehidrogenaze i sukcinat
dehidrogenaze, i ne moZe da oksiduje sircetnu kiselinu i druge organske kiseline, koje
ponekad stvaraju pojedini ¢lanovi mikrobiote, kao Sto je rod Leuconostoc (Moreno i Peinado,
2012). Rod Gluconobacter se s druge strane odlikuje boljom sposobnos¢u korisé¢enja Sec¢era od
roda Acetobacter (Mamlouk i Gullo, 2013). Eksperiment Standard/olovo F13 je otkrio vecu
zastupljenost roda Acetobacter kod D. subobscura na oba supstrata u roditeljskoj generaciji.
[strazivanja ukazuju na to da se reproduktivne i hranljive koristi (Pais i sar.,, 2018) kao i
zaStita od patogena (Haghshenas i sar., 2015), mogu dobiti od roda Acetobacter. Zanimljivo je
da se tokom nekoliko generacija u laboratoriji, brojnost roda Acetobacter smanjila u korist
roda Komagataeibacter iz iste porodice. Komagataeibacter nije tipican ¢lan bakterijskih
zajednica povezanih sa vrstama roda Drosophila, ali je njegovo prisustvo uoceno u studijama
starenja kod D. melanogaster, gdje su autori povezali sposobnost roda Komagataeibacter da
smanji nivoe triglicerida i glukoze, sa produZenim Zivotnim vijekom domacina (Chaston i sar.,

2014; Leeisar., 2019).
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Dok je u navedenim studijama uoceno prisustvo roda Komagataeibacter kod D.
melanogaster, ovom radu je on pronaden u vecoj koli¢ini kod D. subobscura, pri ¢emu se
njegova zastupljenost povecavala sa brojem generacija provedenim na olovnom supstratu. D.
melanogaster je takode akumulirala ovaj bakterijski rod, posebno Zenke, ali u dosta manjem
procentu. Dominacija roda Komagataeibacter bi mogla biti posljedica njegove bolje tolerancije
na laboratorijske uslove kao i prisustvo sir¢etne Kkiseline, koju povremeno stvara rod
Leuconostoc (Moreno i Peinado, 2012), $to mozZe da inhibira rast ostalih rodova. Jo$ jedna
znacajna razlika u sastavu bakterijskih zajednica izmedu prirodnih i laboratorijskih populacija
D. subobscura je velika zastupljenost roda Lactobacillus kod D. subobscura uzgajanih u
laboratoriji (eksperiment Priroda/lab), sa manjom zastupljenoS¢u u prirodnoj populaciji.
Prisustvo ovog roda je uoCeno i u roditeljskoj generaciji D. subobscura (eksperiment
Standard/olovo F13), sa ve¢om zastupljeno$¢u kod muZzjaka. Tokom nekoliko generacija u
laboratoriji, Lactobacillus je nestao iz F13 generacije. Slicni rezultati su primjeceni i kod D.
melanogaster, gdje je roditeljska generacija (uglavnom Zenke) pokazala prisustvo roda
Pediococcus iz porodice Lactobacillaceae, koji je medutim nestao tokom nekoliko generacija u
laboratoriji. Lactobacillus i Pediococcus metaboliSu glukozu homolaktickom fermentacijom,
proizvode¢i mlijecnu kiselinu. Rod Leuconostoc, koji se pojavio u F13 generaciji kod D.
melanogaster, pored mlijec¢ne kiseline proizvodi i etanol, CO2, a povremeno i siréetnu kiselinu
(Moreno i Peinado, 2012). Svi navedeni rodovi su tolerantni na nizak pH i visoku
koncentraciju etanola, ali su osjetljivi na sir¢etnu Kiselinu, koja je vaZan faktor stresa i inhibira
rast mikroorganizama, Sto je stvorilo prednost za razvoj rodova Acetobacter i
Komagataeibacter u F13 generaciji (Nie i sar., 2017).

Pokazalo se da je izloZenost olovu vazan faktor u oblikovanju sastava bakterijskih
zajednica kod razli¢itih vrsta (Wu i sar., 2016; Xia i sar., 2018a). Dominacija roda
Komagataeibacter u F13 potomstvu kod D. subobscura koja je uzgajana na olovnom supstratu
ukazuje da Komagataeibacter toleriSe prisustvo olova u vecoj mjeri nego bilo koji drugi
bakterijski rod prisutan kod Drosophila. Ovaj rod je kompenzovao odsustvo svih ostalih
rodova koji su bili prisutni u roditeljskoj generaciji, Sto ukazuje na njegov veliki znacaj za
bakterijske zajednice povezane sa Drosophila. Acetobacter se takode pokazao kao rod koji
dobro tolerise olovo, ponekad ¢ak i sa sposobnosc¢u da adsorbuje teske metale (Gupta i Diwan,
2017). Suprotno ovim rezultatima, Lactobacillus i Pediococcus su potpuno nestali sa supstrata
sa dodatim olovom tokom nekoliko generacija, Sto ukazuje na njihovu veoma nisku toleranciju
na olovo. U Priroda/lab eksperimentu, Chishuiella i Prevotella su bili dominantni rodovi kod D.
subobscura iz prirode, dok su Fructobacillus i Wohlfahrtiimonas (otkriveni samo kod D.
melanogaster), kao i Providencia i Pantoea, bili najzastupljeniji kod D. melanogaster iz prirode.
Rod Providencia, koji je veoma zastupljen kod populacija iz prirode, sadrZi vrste sa razli¢itim
patogenim potencijalom i uzrokuje povec¢anu stopu mortaliteta kod D. melanogaster (Galac i
Lazzaro, 2011).

Od svih rodova detektovanih metagenomskim pristupom, 11 rodova je pronadeno
metodom gajenja na podlogama, ali sa izuzetkom rodova Lactobacillus i Leuconostoc, ostale
vrste sa najvetom relativnom brojnos¢u dobijenom metagenomskim pristupom, nisu
izolovane metodom kultivacije. Izolati roda Lactobacillus koji su kultivisani i iz larvi i iz
odraslih jedinki obje vrste, potvrdili su da je ovaj rod prisutan u veéem broju kod D.

subobscura nego kod D. melanogaster. Prema metagenomskoj analizi eksperimenta
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Priroda/lab, najzastupljeniji rod u uzorcima D. melanogaster bio je Acetobacter, dok je kod D.
subobscura to bio Gluconobacter. Medutim, izolati koji pripadaju ovim rodovima nisu dobijeni
metodom kultivacije. Ovo je joS jedna potvrda da se ne mogu sve bakterije uzgajati na
konvencionalnim podlogama za kulturu, jer ih karakteriSe gubitak kultivabilnosti na
rutinskim agar podlogama, iako su koriS¢ene i posebne podloge (Yashiro i sar., 2011). Neki
rodovi bakterijskih izolata dobijeni iz kulture nisu otkriveni metagenomskom analizom na
nivou roda, vec¢ su zapravo identifikovani samo na viSim taksonomskim nivoima. Na primjer,
izolati Ralstonia pickettii su bili visoko zastupljeni kod obje vrste Drosophila, sto je potvrdeno
metagenomskim podacima koji su pokazali prisustvo porodice Burkholderiaceae u
mikrobioloSkim zajednicama kod obje vrste. Relativno bogata porodica kod obje vrste je bila
Rhizobiaceae, predstavljena sa tri izolata, jednim Carbophilus carboxidus kod D. melanogaster i
dva Rhizobium pusense, izolovanim iz larvi obje vrste. Pored toga, Microbacterium spp. izolati
su detektovani kao predstavnici porodice Microbacteriaceae, prisutni samo u bakterijskoj
zajednici D. melanogaster, Sto je u skladu sa metagenomskim podacima. VazZno je naglasiti da
iako je ova porodica u uzorcima D. melanogaster zastupljena sa samo 0,05%, dobijeno je 13
izolata iz odraslih jedinki i larvi. Sli¢ni obrasci su pronadeni i kod drugih kultivabilnih rodova,
otkrivenih u veoma malim koli¢inama metagenomskim pristupom.

Za razliku od drugih grupa insekata, samo su Wolbachia i Spiroplasma kao endosimbionti
otkriveni u vrstama Drosophila, $to ukazuje da su nasljedni simbionti neuobicajeni kod ovih
vrsta, vjerovatno zbog snaznog urodenog imunskog odgovora koji eliminiSe mnoge bakterije
(Mateos i sar.,, 2006). Generalno, ovi simbionti mogu imati i korisne i Stetne efekte na
reprodukciju domacina, omjer polova, partenogenezu, ili mogu izazvati nekompatibilnost kod
ukrStanja sa neinficiranim jedinkama iste vrste domacina (Werren i Windsor, 2000).
Medutim, ovi endosimbionti kod Drosophila formiraju fakultativne asocijacije i prenose se
maternalno, prolaze¢i povremeno kroz horizontalni transfer u druge domacine. Studije na
sojevima Wolbachia u prirodnim populacijama D. melanogaster pokazale su klinalnu
ucestalost distribucije i povezanost sa gradijentom temperature Zivotne sredine (Kriesner i
sar., 2016). Dobijeni rezultati potvrduju prisustvo Wolbachia u uzorcima D. melanogaster i
zanemarljivo prisustvo kod D. subobscura, i to u prirodnim populacijama, $sto moZe da bude
posljedica neuspjesne inicijalne infekcije u prirodi. Wolbachia takode moZe negativno da utice
na otpornost D. melanogaster na prisustvo olova u supstratu, ogranic¢avajuci preZivljavanje i
smanjujuci duZinu Zivota (Wang i sar., 2012).

Analiza bakterijskog sastava u eksperimentu Standard/olovo F35 je ukazala na dominaciju
porodice Acetobacteraceae u uzorcima D. subobscura i porodice Lactobacillaceae u uzorcima
D. melanogaster. Cinjenica da je 98% ASV od svih ukupnih ASV roda Lactobacillus pronadeno
u D. melanogaster sugeriSe da bi Lactobacillus mogao biti specifican ¢lan mikrobiote vrste D.
melanogaster. Naime, kod D. melanogaster, uzorak sa najve¢im diverzitetom i bogatstvom
bakterijskih zajednica i najvetom zastupljenoS¢u roda Lactobacillus, pokazao je i najvece
prezivljavanje od jaja do adulta i najkrace vrijeme razvica (Zenke D. melanogaster sa
standardnog supstrata, populacija Kalna). S druge strane, uzorak koji je takode imao veliki
diverzitet, ali malo bogatstvo bakterijskih zajednica, i imao je dominantno zastupljen rod
Acetobacter, pokazao je smanjeno preZzivljavanje od jaja do adulta (Zenke D. melanogaster sa
olovnog supstrata, populacija Slankamen). Pored toga, uoCeno je da je kod larvi D.

melanogaster na standardnom supstratu dominirao rod Acetobacter, dok je na supstratu sa
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olovom njegovo prisustvo bilo znacajno manje. Rod Acetobacter je bio prisutan u uzorcima
larvi obje vrste, sa najveCom zastupljenoS¢u na standardnom supstratu, ali je doSlo do
smanjenja prezivljavanja od jaja do adulta kada su adulti akumulirali velike koli¢ine roda
Acetobacter. Lactobacillus i Acetobacter se obitno nalaze u laboratorijski uzgojenim D.
melanogaster (Chandler i sar., 2011; Wong i sar., 2011; Broderick i Lemaitre, 2012). Uocene su
znacajne razlike u rastu i razvoju larvi D. melanogaster, izmedu aksenicnih larvi i onih koje su
kolonizovane samo sa Lactobacillus plantarum, kada su jedinke uzgajane na supstratima
siromas$nim hranljivim materijama (Storelli i sar., 2011). Budu¢i da u odredenim uslovima
prisustvo L. plantarum pomaZze rast larvi i smanjuje vrijeme njihovog razvica, to bi mogao biti
razlog brZzeg razvica kod D. melanogaster sa standardnog supstrata iz populacije Kalna
(Storelli i sar., 2011; Téfit i Leulier, 2017). Pored toga, hrana Drosophila sa visokim sadrZajem
Secera favorizuje porodicu Acetobacteraceae, dok je porodica Lactobacillaceae favorizovana
od strane hrane sa visokim sadrZajem sloZenih ugljenih hidrata, npr. hrana na bazi
kukuruznog brasna (Shin i sar., 2011; Storelli i sar., 2011).

U eksperimentu Standard/olovo F35 su ispitivane osobine Zivotne istorije. Obje ispitivane
osobine su znacajno varirale izmedu populacija i zadrzale slican obrazac kao diverzitet
mikrobiote kod D. melanogaster na standardnom supstratu, gdje je preZivljavanje od jaja do
adulta bilo vece u populaciji Kalna u poredenju sa Slankamenom. D. subobscura nije pokazala
znacajne razlike u preZivljavanju od jaja do adulta u pogledu porijekla populacija, kao ni
sastava supstrata, Sto je takode uoceno u studiji Tanaskovi¢ i sar. (2015). Sa druge strane,
rezultati za duZinu razvica su pokazali da je kod D. subobscura doSlo do znacajnijih promjena
u ovoj osobini u korelaciji sa porijeklom populacije i sastavom supstrata, nego kod D.
melanogaster. Naime, duZina razvita je znacajno varirala izmedu muZjaka i Zenki D.
melanogaster na olovnom supstratu u okviru svake populacije, pri ¢emu su muZjaci imali duZe
razvice u poredenju sa Zenkama. Kod D. subobscura su uocCene znacajne razlike u duZini
razvica kod oba pola na standardnom supstratu izmedu razlic¢itih populacija, pri ¢emu je i
muZjacima i Zenkama porijeklom iz Slankamena bilo potrebno viSe vremena da se razviju u
odnosu na one koji vode porijeklo iz Kalne. Ovo bi moglo biti posljedica preadaptacije na
zagadenu zZivotnu sredinu, poSto je prema analizama zemljiSta Kalna zagadenija oblast u
poredenju sa Slankamenom u pogledu pojedinih metala zbog prethodnog postojanja rudnika
uranijuma na njenoj teritoriji (Nikolov i sar., 2014). Kada su analizirani pojedina¢no, muZjaci i
zenke kod D. melanogaster nisu pokazali znacajne razlike u duzini razvi¢a u pogledu porijekla
ni na jednom od supstrata. Beta diverzitet je pokazao da su razlike u bakterijskom diverzitetu
bile najizrazenije na nivou vrste, ali je takode otkrio da su bakterijske zajednice larvi D.
melanogaster sliCnije uzorcima odraslih D. subobscura, nego D. melanogaster. Uzorci D.
subobscura su pokazali snazno grupisanje i time ukazali na manji uticaj izloZenosti olovu na
variranje u bakterijskom sastavu. Razlog bi mogla biti povecana zastupljenosti roda
Komagataeibacter u uzorcima uzgajanim na supstratu sa dodatim olovom, budu¢i da je on
okarakterisan kao dobar potencijalni probiotik zbog visoke stope konverzije glukoze i visoke
stope preZivljavanja u prisustvu kiselog pH i Zu¢nih soli (Lavasani i sar., 2019).

Pored cinjenice da je dokazano da olovo na razli¢ite nacine utice na osobine Zivotne
istorije kod razlic¢itih vrsta beski¢menjaka (Ali i sar., 2019; Monchanin i sar., 2021), smanjeno
preZivljavanje D. melanogaster na supstratu sa dodatim olovom u poredenju sa D. subobscura,

moZe biti posljedica brzog razvi¢a (Chippindale i sar., 1997; Prasad i sar., 2000) i prisustva
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endosimbiotske bakterije Wolbachia, za koju je takode potvrdeno da utice na crijevnu
mikrobiotu (Simhadri i sar., 2017; Ye i sar., 2017). Kratko vrijeme razvi¢a moZze da ima razlicit
uticaj na fitnes, pored smanjenog prezivljavanja od jaja do adulta, kao $to je niZa otpornost na
patogene (Modak i sar., 2009), smanjeno skladiStenje metabolita u larvama i smanjena
veli¢ina adultnih jedinki (Chippindale i sar., 1997).

Faktor koji je u velikoj mjeri uklju¢en u oblikovanje mikrobiote Drosophila je svakako
razlicita biologija vrsta. PoSto su bakterijske zajednice pod velikim uticajem faktora Zivotne
sredine, laboratorijske linije obje vrste Drosophila koje su koriS¢ene u ovoj studiji su
odrZzavane pod istim kontrolisanim uslovima u pogledu temperature, vlazZnosti, gustine
populacije, sadrZaja i koli¢ine hranljivog supstrata i veliCine flakona/teglica, iako ovi uslovi
nisu bili podjednako optimalni za obje vrste. Tako na primjer, suvi kvasac je morao da se doda
na povrSinu supstrata da bi se Zenkama D. subobscura omogudilo da polazZe jaja, Sto je
predstavljalo suboptimalni uslov za D. melanogaster. Osim toga, D. subobscura posjeduje
jedinstvene elemente u ritualu udvaranja muzjaka, gdje muZjak koji se udvara Zenki ispruzi
svoj proboscis da bi stupio u kontakt sa proboscisom njegove potencijalne partnerke i daje joj
kap sadrZaja iz proSirenog dijela jednjaka (engl. crop) (Immonen i sar., 2009).

Posebno je vazno istaéi razlike u optimalnoj temperaturi uzgajanja D. melanogaster i D.
subobscura, budu¢i da je temperatura jedan od znacajnih faktora koji mogu da uticu na
mikrobiotu domacina (Sepulveda i Moeller, 2020). D. melanogaster se uspjeSno gaji na
temperaturama od 19 do 25 °C, za razliku od D. subobscura, koja se uspjeSno gaji na niZim
temperaturama i kojoj je 19 °C optimalna temperatura za uzgoj u laboratoriji. U istrazivanju
Jaramillo i Castafieda (2021), jedinke vrste D. subobscura koje su bile izloZzene poviSenoj
temperaturi su pokazale promjene u diverzitetu i strukturi bakterija u poredenju sa
jedinkama koje nisu bile pod takvim stresom, Sto bi dalje moglo imati vaZne posljedice na
fitnes domacina. Razlike u diverzitetu mikrobiote pri razli¢itim temperaturama su uocene i
kod D. melanogaster, gdje je uofeno povecano prisustvo roda Wolbachia na niZim
temperaturama, dok je na viSim temperaturama dominirala porodica Acetobacteraceae
(Moghadam i sar., 2018). Pored temperature, postoje brojne razlike izmedu ispitivanih vrsta,
poput razlika u ponasanju prilikom parenja, odabiru stanista, disperziji, odgovoru na stresne
faktore iz Zivotne sredine i slicno. Parenje jedinki D. subobscura u velikoj mjeri zavisi od
svjetlosti i jedinke ove vrste se ne pare u mraku (Marinkovi¢ i Andjelkovi¢, 1972), dok se
jedinke D. melanogaster u najvecoj mjeri pare nezavisno od osvijetljenosti (Shahandeh i sar.,,
2020). Sa tim je u vezi i izbor staniSta kod obje vrste, Sto predstavlja jedan od bitnih faktora
vezanih za adaptivnu vrijednost populacije i njenu struktuiranost, gdje se klju¢nim faktorom
za odabir staniSta smatra stepen osvijetljenosti (Kekic i sar., 1980; Rieger i sar., 2007).
Istrazivanjem dnevne aktivnosti D. subobscura i stope disperzije (Andjelkovi¢ i sar., 1985)
pokazano je da je za disperziju presudna kombinacija ekoloskih faktora, a ne linearna
zavisnost od pojedinacnih faktora. Medutim, tek naknadnim utvrdivanjem promjena
geneticke varijabilnosti, diskutuje se detaljnije o pretpostavkama o disperziji i specifi¢cnosti
staniSta. Uporedo sa pracenjem vremenske i prostorne geneticke varijabilnosti na nivou
inverzionog polimorfizma, rezultati istraZivanja Stamenkovic-Radak i sar. (2008b) pokazuju
promjenljivost efektivne veli¢ine populacije D. subobscura tokom godina, ali i pojavu do tada
nedetektovanih sloZenih hromozomskih aranZmana, Sto usmjerava populaciono-geneticka

istraZivanja ka konzervacionoj genetici, jer efektivna veli¢ina populacija iz razli¢itih sredina,
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uz pracenje geneticke varijabilnosti, daje odgovore o evolucionom potencijalu populacija. Sa
dostupnoséu genomskih sekvenci, populaciona genetika pomjera svoj fokus sa istrazivanja
pojedinacnih lokusa na genomski pristup koji se fokusira na cijele genome.

Inicijalne studije koje su koristile fenotipske varijacije (Capy i sar., 1986), hromozomske
inverzije (Sturtevant, 1917), polimorfizme duZine restrikcionih fragmenata (Begun i Aquadro,
1993) i alozimske polimorfizme (David, 1982), ukazivale su na to da su populacije D.
melanogaster diferencirane. Kasnija istrazivanja genetickog diverziteta D. melanogaster su
pretpostavila da ona vodi porijeklo iz Subsaharske Afrike (Lachaise i sar., 1988), a naknadno
uzorkovanje sa podrucja Afrike je doprinijelo preciznijem razumijevanju njene geneticke
varijabilnosti (Pool i sar., 2012). Smatra se da je D. melanogaster pocela da se Siri na sjever u
skladu sa povlacenjem posljednjeg ledenog doba (David i Capy, 1988), Sto je rezultiralo uskim
grlom populacije van Afrike. D. melanogaster je kolonizovala Sjevernu Ameriku i Australiju u
posljednjih nekoliko stotina godina, a smatra se da je formiranje izvedenih populacija u
umjerenim regionima imalo za rezultat niz klimatskih adaptacija (Boulétreau-Merle i sar.,
2003; Schmidt i sar., 2005). Na fenotipskom nivou, klinalne varijacije su dokumentovane za
brojne glavne osobine Zivotne istorije, ukljucuju¢i duzinu razvica, veli¢inu tijela, fekunditet,
otpornost na stres i Zivotni vijek (James i Partridge, 1995; Mitrovski i Hoffmann, 2001; De
Jong i Bochdanovits, 2003; Schmidt i sar., 2005). Skup podataka dobijen u istrazivanju Kapun i
sar. (2021) doprinosi boljem razumijevanju genomskih otisaka koji leZe u osnovi globalne i
lokalne adaptacije, ukljucuju¢i detaljniji pogled na selektivne promjene, njihovo evoluciono
porijeklo i distribuciju. Sa druge strane, D. subobscura je tipi¢no Palearkticka vrsta koja se prvi
put van tog podruéja pojavljuje u Cileu (1978. godine) i nekoliko godina nakon toga se vrlo
uspjeSno Siri do zapadnog dijela Severne Amerike i Kanade, gdje te populacije oslikavaju
distribuciju hromozomskih aranZmana populacija sa Iberijskog poluostrva, odakle se i smatra
da poticu. Analizom efekta sredinskog (zagadenje olovom) i genomskog stresa na razvojnu
homeostazu, rezultati geneticke i fenotipske varijabilnosti kod D. subobscura u velikoj mjeri
objasnjavaju mehanizme kojima se organizmi i populacije prilagodavaju uslovima promjene
Zivotne sredine ili naruSavanja genomske homeostaze (Stamenkovic-Radak i sar., 2008a).
Vremenska i prostorna varijabilnost u ucestalosti hromozomskih aranZmana koji se javljaju
na svih pet hromozoma kod D. subobscura je pokazala da ova vrsta moze biti jako dobar
indikator promjena u Zivotnoj sredini (Balanya i sar., 2009). Inverzioni polimorfizam kod D.
sububscura jasno pokazuje adaptivne karakteristike u odgovoru na razlic¢ite faktore iz Zivotne
sredine, a jedan od njih je svakako i prisustvo teSkih metala, budu¢i da je utvrdeno da su
pojedini hromozomski aranZmani povezani upravo sa adaptivnim procesima otpornosti na
olovo (Kalajdzic i sar., 2006). U istraZivanju Kenig i sar. (2015) je pokazano da su promjene
parametara inverzionog polimorfizma, koje mogu biti u pozitivnoj ili negativnoj korelaciji sa
prisustvom olova u supstratu, najvjerovatnije rezultat epistatickog ili aditivnog efekta gena
koji su prisutni u inverzijama.

Mjerenje sadrzaja olova ICP-OES metodom kod D. melanogaster i D. subobscura koje su
odrzavane 35 generacija na standardnom supstratu i supstratu sa dodatim olovom, pokazalo
je da je jedinke D. subobscura akumuliraju vise olova nego D. melanogaster. Koli€ina
akumuliranog olova je bila ve¢a kod muzjaka nego kod Zenki kod D. subobscura, dok je kod D.
melanogaster to bilo suprotno. Akumulacija i deponovanje Stetnih materija je jedan od nacina

da se prevazidu njihovi Stetni efekti, Sto se ogleda u tome da D. subobscura nije pokazala
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razlike u prezivljavanju od jaja do adulta. Otpornost D. subobscura na povecanu akumulaciju
olova mogla bi biti posljedica visoke zastupljenosti roda Komagataeibacter, koji bi mogao biti
primjer stabilne bakterije koja kolonizuje crijeva D. subobscura, posto je dokazano da ima jake
antioksidativne sposobnosti in vitro (Jiang i sar., 2019) i smatra se da je dobar probioticki
kandidat (Lavasani i sar., 2019). lako je vrsta D. subobscura pokazala manje bogatstvo i manji
diverzitet mikrobiote (populacija Kalna, oba pola i oba supstrata), uzorci u kojima je bio
dominantan rod Komagataeibacter, uglavnom su odrZzali sli¢ne nivoe preZivljavanja od jaja do
adulta na oba supstrata. U eksperimentu Standard/olovo F13 je uoCeno povecanje
zastupljenosti roda Komagataeibacter u laboratorijskim gajenim muSicama nakon 13
generacija, gdje se njegova brojnost drasticno povecala na supstratu sa dodatim olovom,
ukazujudi na njegovu vecu toleranciju na teSke metale od ostalih ¢lanova mikrobiote. Nakon
35 generacija, njegova visoka zastupljenost je zadrzana na supstratu sa dodatim olovom, $to je
pomoglo dobru adaptaciju vrste D. subobscura na teSke metale. Uzevsi u obzir da mikrobiota
digestivnog trakta Drosophila predstavlja bakterijsku zajednicu niskog diverziteta cije vrste
mogu da se nadu u neposrednom okruZenju domacdina, ali i da se mikrobiota iz crijeva
Drosophila razlikuje od one iz fecesa (Blum i sar., 2013; Fink i sar., 2013), postoje indicije da
Drosophila ima odredeni nivo kontrole nad bakterijama koje nastanjuju njen digestivni trakt
(Chandler i sar., 2011; Wang i sar., 2019) i da je to upravo nacin odrZavanja visoke
zastupljenost roda Komagataeibacter kod D. subobscura.

Taksonomskom analizom je utvrdeno da su svi rijetki rodovi (sa zastupljenoS¢u manjom
od 1%) kod D. subobscura prisutni samo u larvama, pri ¢emu su Staphylococcus i Acinetobacter
bili prisutni na supstratu sa dodatim olovom, a Sphingomonas, Vibrionimonas i rod iz porodice
Xanthobacteraceae su bili prisutni kod larvi sa oba supstrata. Zanimljivo je da je kod D.
melanogaster vecina ovih rodova bila skoro potpuno odsutna u larvama sa oba supstrata, ali i
kod vecine odraslih jedinki sa supstrata sa dodatim olovom. Ovi rezultati ukazuju na razli¢itu
dinamiku razvica, kao i na varijabilnost u koris¢enju supstrata i degradaciji od strane larvi kod
obje vrste. Ovo takode implicira modulaciju u adaptivnim strategijama u razli¢itim uslovima
zivotne sredine kod dvije vrste Drosophila.

Vrste D. melanogaster i D. subobscura pokazuju razlicite obrasce prilagodavanja na
promjene u sastavu supstrata u pogledu razlika u diverzitetu i sastavu mikrobiote usljed
razlicitih evolucionih istorija i biologije ispitivanih vrsta. Budu¢i da su poredene populacije iz
dvije u razlicitom stepenu zagadene sredine, istorijski dogadaji, ali i selekcioni procesi su
vazni za predvidanje evolucionog potencijala populacija.
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6. Zakljucci

U ovom istrazivanju su ispitivane razlike u sastavu i diverzitetu mikrobiote izmedu D.
melanogaster i D. subobscura iz prirode i njihovog potomstva uzgojenog u laboratoriji pod
istim uslovima na pocetku i nakon 13 generacija laboratorijski kontrolisanog uzgoja
koriS¢enjem standardnog supstrata i supstrata sa dodatim olovo-acetatom. Nakon 35
generacija je procijenjen uticaj promjena u sastavu i diverzitetu mikrobiote na osobine
Zivotne istorije, i to prezivljavanje od jaja do adulta i duzinu razvica.

U skladu sa prethodno postavljenim ciljevima istrazivanja i na osnovu rezultata koji su
dobijeni u okviru ove doktorske disertacije, mogu se izvesti sljede¢i zakljucci:

e Metodom kultivacije bakterija na selektivnim mikrobioloskim podlogama nije
detektovana vecina ¢lanova mikrobiote koji su metagenomskom analizom dobijeni sa
najvecom relativnom zastupljeno$¢u. Metagenomska analiza daje potpune informacije
o prisustvu i promjenama u sastavu mikrobiote i pogodna je za studije
eksperimentalne evolucije pracenja interakcija izmedu domacina i bakterijskih
zajednica.

e Ukupan diverzitet i bogatstvo mikrobiote su smanjeni kod laboratorijski uzgojenih D.
melanogaster i D. subobscura u odnosu na jedinke iz prirode, a smanjivali su se i tokom
generacija u standardnim laboratorijskim uslovima.

e D. subobscura je inicijalno u laboratorijskim uslovima pokazala ve¢i diverzitet i
bogatstvo mikrobiote od D. melanogaster, kao posljedica populacijski-specificnog
odgovora na laboratorijske uslove, ali je tokom generacija odrzavanja u laboratoriji D.
melanogaster pokazala vece vrijednosti mjera alfa diverziteta.

e Diverzitet mikrobiote se povecao kod obje vrste nakon 13 generacija uzgajanja na
supstratu sa olovo-acetatom u odnosu na roditeljsku generaciju, a nakon 35 generacija,
bogatsvo vrsta kod D. subobscura je bilo znacajno manje u odnosu na D. melanogaster,
ali i u uzorcima sa olovnog supstrata za obje vrste.

e Kod jedinki uzorkovanih direktno is prirode, rod Acetobacter je bio visoko zastupljen
kod D. melanogaster, dok je rod Gluconobacter bio dominantan kod D. subobscura.

e Nakon viSegeneracijskog uzgajanja D. subobscura u laboratoriji na oba supstrata,
identifikovana je visoka zastupljenost bakterijskog roda Komagataeibacter, sa vecom
zastupljenoséu na supstratu sa dodatim olovom. Dominacija ovog roda u prisustvu
olova ukazuje na njegovu znacajniju toleranciju na poviSene koncentracije olova u
odnosu na ostale ¢lanove mikrobiote.

e Rod Komagataeibacter nije uobicajeni clan mikrobiote Drosophila i nije bio prisutan u
roditeljskoj generaciji D. subobscura. Buduci da su sve jedinke u laboratoriji odrZzavane
pod istim kontrolisanim uslovima, njegova velika zastupljenost u eksperimentalnim
uslovima u F13 i F35 generacijama ukazuje na kontrolu mikrobiote od strane
domacina.

e Rod Acetobacter je bio visoko zastupljen kod larvi obje ispitivane vrste Drosophila, sa
vecom zastupljenoSc¢u kod D. subobscura, i generalno na standardnom supstratu.
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Obje ispitivane osobine Zivotne istorije su znacajno varirale medu populacijama pri
cemu je kod D. melanogaster na standardnom supstratu preZivljavanje od jaja do
adulta bilo veée u populaciji Kalna u poredenju sa populacijom Slankamen, dok D.
subobscura nije pokazala znacajne razlike u pogledu porijekla populacija. Sa druge
strane, kod D. subobscura je doSlo do znacajnijih promjena u duZini razvica u korelaciji
sa porijeklom populacije, nego kod D. melanogaster.

Razlike izmedu polova su imale uticaj na osobine Zivotne istorije kod D. melanogaster,
gdje je uoCeno znacajno variranje u duzini razvi¢a izmedu muzjaka i Zenki sa olovnog
supstrata u obje populacije, dok je kod D. subobscura uoc¢ena razlika u okviru oba pola
na kontrolnom supstratu iz razliCitih populacija, Sto ukazuje da uticaj porijekla
populacije i pola na osobine Zivotne istorije moZe biti specifican za vrstu.

Prisustvo olova je izazvalo promjene u duzini razvi¢a kod D. subobscura, ali je odrzalo
prezivljavanje od jaja do adulta na slicnom nivou, $to se moZe objasniti dominacijom
roda Komagataeibacter u mikrobioti D. subobscura. Prezivljavanje od jaja do adulta je
povecano kod D. subobscura na standardnom supstratu kada je Komagataeibacter
visoko zastupljen, Sto ukazuje da bi on mogao biti znacajan ¢lan mikrobiote D.
subobscura u prevazilaZzenju stresa iz Zivotne sredine.

Opsti zakljucak

[strazivanja uticaja mikrobiote na adaptivni odgovor populacija domadina na
povecanje koncentracija teSkih metala je od znacaja sa aspekta konzervacione i
ekoloske genetike. Dalja istraZivanja bi mogla ukljuciti temperaturu i kombinaciju
teSkih metala, kao abioticke faktore i identifikaciju specificnih ¢lanova mikrobiote koji,
pojedinacno ili kroz interakcije, uticu na adaptacije.
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8. Prilozi

Prilog 1. Relativna procentualna zastupljenost bakterijskih zajednica u okviru mikrobiote u svim uzorcima
Priroda/lab eksperimenta. Uklju¢eni su samo oni taksoni koji su bili zastupljeni sa >2% po uzorku.
Dmel_Wild Dmel_Lab Dsub_Wild Dsub_Lab

Filum
Proteobacteria 71,86 77,76 49,18 17,84
Firmicutes 23,35 11,62 23,77 50,03
Actinobacteria 0,46 0,94 3,14 12,57
Bacteroidetes 3,07 5,04 18,49 12,36
Porodica
Anaplasmataceae 11,16 48,11 0,05 0
Acetobacteraceae 14,07 26,40 41,12 8,01
Leuconostocaceae 19,58 5,48 6,22 11,01
Enterobacteriaceae 38,23 0,09 1,95 0,48
Lactobacillaceae 0,08 0,44 3,11 26,65
Propionibacteriaceae 0,05 0,16 0,55 9,80
Wohlfahrtiimonadaceae 7,36 0 0 0
Weeksellaceae 0,28 0,05 6,31 0
Staphylococcaceae 0,01 0 0,66 1,90
Enterococcaceae 1,94 0 0,41 0
Prevotellaceae 0,73 1,42 4,89 3,39
Bacteroidaceae 0,47 1,19 1,29 2,21
Ruminococcaceae 0,82 1,94 4,18 4,11
Rikenellaceae 0,62 1,04 2,55 1,86
Lachnospiraceae 0,36 1,68 2,78 3,07
Rod

Wolbachia 11,16 48,11 0,05 0
Gluconobacter 0,97 0,23 40,96 8,01
Acetobacter 13,04 26,17 0,02 0
Leuconostoc 2,24 5,48 6,22 11,01
Providencia 30,37 0 0,05 0,03
Lactobacillus 0,08 0,39 3,11 26,65
Fructobacillus 17,27 0 0 0
Cutibacterium 0,05 0,16 0,55 9,80
Wohlfahrtiimonas 7,36 0 0 0
Chishuiella 0,28 0 6,31 0
Staphylococcus 0,01 0 0,66 1,90
Pantoea 2,05 0 0,10 0

NA (porodica Enterobacteriaceae) 2,96 0 0,03 0,02
Bacteroides 0,47 1,19 1,29 2,21
Prevotella_1 0,29 0,50 3,32 0,89
Rikenellaceae_RC9_gut_group 0,32 0,71 2,12 1,14
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Prilog 2. Relativna procentualna zastupljenost (a) filuma, (b) porodica i (c) rodova u okviru mikrobiote u
roditeljskim uzorcima Standard/olovo F13 eksperimenta. Uklju€eni su samo oni taksoni koji su bili zastupljeni sa

>2% po uzorku.

Filum
(@) Proteobacteria Firmicutes
Dmel_St_M 99,69 0,3
Dmel_St_F 98,29 1,7
Dsub_St_ M 99,99 0
Dsub_St_F 99,97 0,01
Dmel_C3_M 97,02 2,98
Dmel_C3_F 89,9 10,1
Dsub_C3_M 80,76 19,24
Dsub_C3_F 97,4 2,6
®) Porodica
Acetobacteraceae Anaplasmataceae Lactobacillaceae
Dmel_St_M 7,17 92,48 0,29
Dmel_St_F 5,93 92,33 1,7
Dsub_St_ M 99,59 0,04 0
Dsub_St_F 99,88 0,03 0
Dmel_C3_M 1,28 95,7 2,98
Dmel_C3_F 0,03 89,84 10,1
Dsub_C3_M 80,75 0 19,24
Dsub_C3_F 97,39 0 2,6
Rod
) Acetobacter Wolbachia Lactobacillus Pediococcus
Dmel_St_M 7,17 92,48 0,29 0
Dmel_St_F 5,93 92,33 1,7 0
Dsub_St_ M 99,59 0,04 0 0
Dsub_St_F 99,88 0,03 0 0
Dmel_C3_M 1,2855 95,7 1,6 1,38
Dmel_C3_F 0,03 89,84 0,53 9,57
Dsub_C3_M 80,75 0 19,24 0
Dsub_C3_F 97,39 0 2,6 0
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Prilog 3. Relativna procentualna zastupljenost (a) filuma, (b) porodica i (c) rodova u okviru mikrobiote u
potomackim F13 uzorcima Standard/olovo F13 eksperimenta. UkljuCeni su samo oni taksoni koji su bili
zastupljeni sa >2% po uzorku.

Filum
(@) Proteobacteria Firmicutes
Dmel_St_ M 86,8 13,17
Dmel_St_F 96,68 3,31
Dsub_St_ M 99,97 0
Dsub_St_F 99,97 0,01
Dmel_C3_M 99,86 0,12
Dmel_C3_F 99,85 0,15
Dsub_C3_M 99,84 0,11
Dsub_C3_F 99,94 0,05
) Porodica
Acetobacteraceae Anaplasmataceae Leuconostocaceae
Dmel_St_ M 8,91 77,89 13,15
Dmel_St_F 46,89 49,78 2,48
Dsub_St_ M 99,87 0,07 0
Dsub_St_F 99,9 0,07 0
Dmel_C3_M 11,27 88,59 0,05
Dmel_C3_F 50,75 49,1 0,04
Dsub_C3_M 99,8 0 0
Dsub_C3_F 99,93 0 0
Rod
() Komagataeibacter Wolbachia Acetobacter Leuconostoc
Dmel_St M 0,07 77,89 8,84 13,15
Dmel_St_F 4,43 49,78 42,45 2,48
Dsub_St M 82,15 0,07 17,71 0
Dsub_St_F 82,8 0,07 17,09 0
Dmel_C3_M 10,05 88,59 1,22 0,05
Dmel_C3_F 37,46 49,1 13,28 0,04
Dsub_C3_M 96,55 0 3,25 0
Dsub_C3_F 98,03 0 1,9 0
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Prilog 4. Relativna procentualna zastupljenost (a) filuma, (b) porodica i (¢) rodova u okviru mikrobiote u svim
uzorcima Standard/olovo F35 eksperimenta. Ukljuceni su samo oni taksoni koji su bili zastupljeni sa >2% po
uzorku.

Filum
@ Proteobacteria Firmicutes

Dmel_St_SI_L 99,13 0,87

Dmel_S1_St_ M 95,36 4,59

Dsub_St K_L 99,97 0,028

Dmel_S1_St_F 62,27 37,73

Dsub_St_S1_L 99,66 0,33

Dmel K_C3_M 99,28 0,72

Dmel C3_K_L 91,02 8,98

Dsub_K_St_F 100 0

Dmel K_C3_F 90,17 9,83

Dmel_C3_S1_L 99,91 0,09

Dsub_S1_St_F 100 0

Dmel_S1_C3_M 97,9 2,1

Dsub_K_C3_M 99,98 0,02

Dsub_C3_K_L 98,58 1,4

Dsub_K_C3_F 100 0

Dmel_S1_C3_F 90,98 9,02

Dsub_S1_C3_M 99,98 0,02

Dsub_C3_S1_L 94,7 5,28

Dsub_S1_C3_F 99,96 0,04

Dsub_K_St_ M 100 0

Dmel K_St M 89,56 10,08

Dmel K_St F 45,61 54,38

Dmel_St_K_L 99,77 0,23

Dsub_S1_St M 99,97 0,03

®) Porodica
Anaplasmataceae Acetobacteraceae Lactobacillaceae

Dmel_St_S1_L 19,48 79,64 0,87
Dmel _SI_St M 93,9 1,44 4,54
Dsub_St K_L 0 99,93 0,03
Dmel _S1_St_F 62,05 0,19 37,71
Dsub_St SI_L 0 99,6 0,33
Dmel K_C3_M 97,43 1,83 0,72
Dmel C3_K L 66,17 24,85 8,98
Dsub_K St_F 0 100 0
Dmel K_C3_F 89,4 0,78 9,83
Dmel _C3_Sl_L 98,86 1,01 0,09
Dsub_Sl_St F 0 100 0
Dmel SI_C3_M 85,97 11,93 2,1
Dsub_K_C3_M 0 99,98 0,02
Dsub_C3_K_L 0,11 98,26 1,36
Dsub_K_C3_F 0 100 0
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Dmel_SI_C3_F 46,98 44 9,02

Dsub_S1_C3_M 0 99,98 0,02

Dsub_C3_SI_L 0,02 94,53 5,28

Dsub_S1_C3_F 0 99,96 0,04

Dsub_K_St_ M 0 100 0

Dmel K _St_ M 88,36 1,03 10,03

Dmel K St F 43,37 2,22 54,37

Dmel_St_ K L 21,33 78,43 0,23

Dsub_S1_St M 0 99,97 0,03

Rod
) Wolbachia Komagataeibacter Acetobacter Lactobacillus

Dmel_St_SI_L 19,48 0,11 79,53 0,87
Dmel_SI_St M 93,9 1,17 0,26 4,54
Dsub_St K_L 0 3,79 96,14 0,03
Dmel_SI_St_F 62,05 0,03 0,16 37,71
Dsub_St_SI1_L 0 7,8 91,79 0,33
Dmel K_C3_M 97,43 0,07 0 0,72
Dmel C3_K_L 66,17 16,23 7,8 8,98
Dsub_K_St_F 0 0,94 99,06 0
Dmel K_C3_F 89,4 0,22 0 9,83
Dmel_C3_SL_L 98,86 0,09 0,86 0,09
Dsub_S1_St_F 0 92,18 7,82 0
Dmel_SI_C3_M 85,97 0,016 11,91 2,1
Dsub_K_C3_M 0 98,67 1,31 0,02
Dsub_C3_K_L 0,11 20,06 78,2 1,36
Dsub_K_C3_F 0 98,66 1,33 0
Dmel _S1_C3_F 46,98 0 44 9,02
Dsub_S1_C3_M 0 93,16 6,82 0,02
Dsub_C3_S1_L 0,02 49,67 44,86 5,28
Dsub_S1_C3_F 0 89,13 10,82 0,04
Dsub_K_St_M 0 0,26 99,74 0
Dmel K _St_ M 88,36 0,9 0,13 10,01
Dmel_K_St F 43,37 0,84 1,37 54,37
Dmel_St K L 21,33 0,24 78,19 0,23
Dsub_S1_St M 0 71,74 28,23 0,03
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Prilog 5. Rezultati PERMANOVE koris¢enjem DPCoA udaljenosti kod vrste D. melanogaster, izmedu supstrata
(standardni i olovni) i polova u eksperimentu Standard/olovo F35.

Faktor df SS MS F R2 p

Supstrat 1 0,049544 0,049544 6,425213 0,129873 0,02
Pol 2 0,157268 0,078634 10,19778 0,412255 0,00
Supstrat x pol 2 0,128405 0,064202 8,326199 0,336595 0,02
Reziduali 6 0,046265 0,007711 0,121278
Ukupno 11 0,381481 1

Napomena: df - stepen slobode; SS - suma kvadrata; MS - srednja vrijednost kvadrata; F - vrijednost F testa; R? -
procenat varijanse objasSnjen kroz grupe; p - nivo znacajnosti, statisticki znacajne vrednosti su zatamnjene.

Prilog 6. Rezultati PERMANOVE koriS¢enjem DPCoA udaljenosti kod vrste D. subobscura, izmedu supstrata
(standardni i olovni) i polova u eksperimentu Standard/olovo F35.

Faktor df SS MS F R2 p
Supstrat 1 0,030573 0,030573 5211108 0,31789 0,08
Pol 2 0,028175 0,014087 2,401167 0,292954 0,17
Supstrat x pol 2 0,002226 0,001113 0,189668 0,02314 0,84
Reziduali 6 0,035201 0,005867 0,366015
Ukupno 11 0,096174 1

Napomena: df - stepen slobode; SS - suma kvadrata; MS - srednja vrijednost kvadrata; F - vrijednost F testa; R? -
procenat varijanse objasnjen kroz grupe; p - nivo znacajnosti.

Prilog 7. Bonferroni post hoc analiza za osobinu preZivljavanje od jaja do adulta.

(1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8)

Populacija  Supstrat  Vrst
opulacia — oupstrat — VIS® - g88)  (0,73) (0,59) (0,78) (0,73) (0,81) (0,51) (0,72)

K St Dmel 0,00 0,00 0,02 0,00 0,33 0,00 0,00
K St Dsub 0,00 0,00 1,00 1,00 0,21 0,00 1,00
K C3 Dmel 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,11 0,00
K C3 Dsub 0,02 1,00 0,00 1,00 1,00 0,00 1,00
S1 St Dmel 0,00 1,00 0,00 1,00 0,3 0,00 1,00
S1 St Dsub 0,33 0,21 0,00 1,00 0,3 0,00 0,12
S1 C3 Dmel 0,00 0,00 0,11 0,00 0,00 0,00 0,00
S1 C3 Dsub 0,00 1,00 0,00 1,00 1,00 0,12 0,00
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7ina razvica.

v

Prilog 8. Bonferroni post hoc analiza za osobinu du

(16) (23,06) 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,07 | 1,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 1,00

(15) (22,96) 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,72 | 1,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 1,00
(14) (21,08) 0,00 | 0,00 | 1,00 | 0,20 | 1,00 | 0,39 | 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,38 | 1,00 | 0,04 0,00 | 0,00
(13) (20,54) 0,00 | 0,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,04 | 0,00 | 0,00
(12) (21,42) 0,00 | 0,00 | 0,03 | 0,00 | 0,00 | 1,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 1,00 0,00 | 1,00 | 0,00 | 0,00
(11) (21,51) 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 1,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 1,00 | 0,00 | 0,38 | 0,00 | 0,00
(10) (19,78) 0,03 | 1,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,83 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
(9) (19,38) 1,00 | 1,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 0,83 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
(8) (22,69) 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 1,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 1,00 1,00
(7) (22,55) 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 1,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,72 | 0,07
(6) (21,51) 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 1,00 | 1,00 | 0,00 | 0,39 | 0,00 | 0,00
(5) (20,74) 0,00 | 0,00 | 1,00 | 1,00 0,00 { 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 1,00 | 1,00 | 0,00 | 0,00
(4) (20,58) 0,00 | 0,00 | 1,00 1,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 1,00 | 0,10 | 0,00 | 0,00
(3) (20,87) 0,00 | 0,00 1,00 | 1,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,03 | 1,00 | 1,00 | 0,00 | 0,00
(2) (19,57) 1,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 1,00 | 1,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
(1) (19,24) 1,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 1,00 | 0,03 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00

Pol <3 = =) = £ = <3} = <3} = <3} = <3 = <3 =

(=] (] a a (] (] a a (=] (=] a (=] [ a (=] (=)

Supstrat A & & A 3} 3} & 3} & & A A 8 ) ] ]

Populacija X X X X X X X X 2 2 2 2 2 2 2 2
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HU3jaBa o ayTopCcTBY

[loTnucanu-a __Mupjana Bepu6aka

6poj unaekca _b3054/214

H3jaB/byjeMm

Jla je JOKTOpCKa AucepTalyja moj HacJ0BOM

YTHLaj NOBUIIEHE KOHLEHTpaluje 0JIOBa HAa NpOMjeHe y cacTaBy MHUKPOGUOTEe M OCOGHHE
)KUBOTHe uctopuje KoJ Drosophila melanogaster u Drosophila subobscura

e pe3yJsITaT CONCTBEHOT UCTPAXKUBAYKOT Pajia,

e Jla MpejJ/IoKeHA AMCEPTALMja y IeJIMHU HU Y IeJIOBHMa HUje 6UJia MpeJIoKeHa 3a Jo0Hjammbe
6u1JI0 KOje IUIIJIOME MpeMa CTY/IUjCKUM IporpaMyMa APYrux BUCOKOUIKOJICKHUX YCTAHOBA,

® Jia Cy pe3yJITaTH KOPEKTHO HaBeJ€HU U

e Jla HMCaM KpIIKO/JIa ayTOpCKa MpaBa U KOPUCTHUO UHTEJIEKTYaJHy CBOjUHY APYTUX JHLA.

IloTniuc foKTOpaH A

Y Beorpany, 13. 5. 2022.
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H3jaBa 0 MCTOBETHOCTH LITAaMIIaHE U eJIEKTPOHCKE Bep3uje

JAOKTOPCKOT paja

HmMe u npe3uMe ayTopa ___Mupjana bepu6aka
Bpoj ungexca __b3054/2014
Ctyaujcku nporpaM __bBuoJjoruja (Moaysi 'eHeTHKa)

HacsioB paja __ YTHIaj nOBHIIeHE KOHIIEHTPAIMje 0/10Ba HA IPOMj€eHe Y cacTaBy MUKPOGHOTE U
0COGVIHE )KMBOTHe UcTopuje Koj Drosophila melanogaster i Drosophila subobscura

MenTop __ap Mapuna CtamenkoBuh-Pajak, pegosHu npodecop

[Tornucann/a __Mupjana bepu6aka

HUsjaBs/byjeM [a je mITaMnaHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA eJIeKTPOHCKOj Bep3HUjU KOjy
caM npejao/sia 3a 06jaB/bUBalkbe Ha NopTady /IMTMTA/JHOr peno3uTOpUjyMa YHHBep3uTeTa y
Beorpapgy.

Jlo3BoJ/baBaM Jia ce oGjaBe MOjU JIMYHM TOAALM Be3aHW 3a A00Hjambe aKaJeMCKOr 3Bakba JIOKTOpa
HayKa, Kao IITO Cy UMe U IIpe3uMe, ToJIMHa U MecTo pohemwa u AaTyM oZiopaHe paja.

OBM JIMYHMU MOJALM MOrY ce 00jaBUTH Ha MPEXHHUM CTpaHUlLaMa JUrATajJHe OUOJHUOTEKE, Yy
eJIEKTPOHCKOM KaTaJIoTy U y ny6JiMKanujaMa YHUBep3uTeTa y beorpaay.

IloTniuc goKTOpaHja

Y beorpany, 13. 5. 2022.
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U3jaBa o kopumhewy

OpusawhyjeM YuuBep3suTeTcky 6ubnoreky ,CBeTo3ap MapkoBuh” fa y JluruTasHu peno3uToOpHUjyM
YuuBepsuTeTtay beorpasly yHece Mojy JOKTOPCKY AMCepTaL{jy MO HACJOBOM:

YTHLaj nopuilieHe KOHLlEHTPAaIllMje 0/J10Ba HA IPpOMjeHe y cacTaBy MUKPOOHOTEe U 0COGUHE
*KUBOTHe ucTtopuje Koj Drosophila melanogaster u Drosophila subobscura

KOja je Moje ayTOPCKO JieJio.

JlvcepTanujy ca CBUM INpUJIO3UMa Ipesao/a caM y eJeKTPOHCKOM ¢opMaTy MOroJHOM 3a TPajHO
apxXyUBHUpame.

Mojy #OKTOpCKY fucepTaLHjy NoXpameHy y JJUTMTaJIHU peno3uTOopujyM YHuBep3uTeTa y beorpany
MOI'Y Jla KOpPUCTe CBU KOjU NOLUTYjy ofpefbe cajp:kaHe y ojabpaHOM TuUly JivueHLe KpeaTuBHe
3ajepnule (Creative Commons) 3a Kojy caM ce oAJ/Iy41o /.

1. AyTopcTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMepLUjaJIHO

3. AyTOpCTBO - HEKOMepLUjaJaHo - 6e3 npepaje

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIMjaJHO — AEJUTH N0/, UCTUM YCI0BUMA
5. AyTopcTBO - 6€3 npepaje

6. AyTOpCTBO - [IeJIUTH MO/, UCTUM YCJIOBHUMA

(MostuMo 12 320KpY>KHUTE CaMo jeIHY O/ LIeCT NOHYyHeHHUX JIMLeHIM, KpaTaK OMKC JIMIEHIU JIaT je Ha
nosiehuHu UCTA).

IMoTnuc xoKTOpaHaa

Y Beorpany, 13. 5. 2022.
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1. AytopcTBo - /lo3Bo/baBaTe YMHOXKaBake, JUCTPUOYIUjY U jaBHO CaolllTaBakbe JeJa, U INpepaje,
aKo ce HaBeJile MMe ayTopa Ha HauuH oJpebeH oJ cTpaHe ayTopa WJM JaBaola JHMLEHLE, YaK U Y
KoMepIiyjasHe cBpxe. OBO je Hajca060/iHH]jA O/ CBUX JIMLIEHIIU.

2. AyTopcTBO - HeKOMepuHjalHO. /l03BO/baBaTe YMHOXaBakbe, AUCTPUOYLUjYy U jaBHO CAOIIITABAKE
Jlesia, W Tpepajie, aKo Ce HaBeJie UMe ayTopa Ha HAa4yuH oJijpeheH oJ; cTpaHe ayTopa WM JlaBaola
squreHie. OBa JIMIEHIA He 103B0J/baBa KOMepIWjaJHy ynoTpeby Jea.

3. AyTOpCTBO - HEKOMeplHjaJIHO — 6e3 npepaje. /lo3Bo/baBaTe YMHOXKaBake, JUCTPUOYIH]Y U jaBHO
caormniITaBambe JieJia, 6e3 mpoMeHa, MpeobIMKOBakba UK YIIOTpe6e /iesia y CBOM Jiesly, aKo ce HaBe/Jie
MMe ayTopa Ha HaYWH oJipeheH o1 cTpaHe ayTopa W/ JaBaolia jinieHIe. OBa JIMIeHIla He /J03BO/baBa
KOMepLHja/IHy yInoTpeby Jesa. Y oAHOCY Ha CBe OCTaJie JIMIEHI|e, OBOM JIULEHI[OM Ce OrpaHU4YaBa
HajBehu 06uM npaBa Kopuihemwa JeJa.

4. AyTOpPCTBO - HEKOMEpLHUjaJIHO - JeJUTH MO0J HCTUM ycaoBHMa. /l03BO/baBaTe YMHOXKABAMbE,
JMCTPUOYIUjY ¥ jaBHO CAaoILITABab€ JleJa, U pepajie, aKo Ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HayuH ofpeheH
0/l CTpaHe ayTopa WJIM JaBaola JIMIEHIe U aKo ce Mpepaja JUCTPUOYyHpa MO UCTOM WU CIUYHOM
squneHnoM. OBa JiMLieHIa He J103B0J/baBa KOMePIUjaHy YIIOTpeOy Ziesa U pepaja.

5. AytopcTBo - 6e3 npepae. [lo3Bo/baBaTe YMHOKaBake, JUCTPUOYIHjY U jaBHO CAOMILITABAKE /113,
6e3 mpoMeHa, MpeobINKOBakba UK YIIOTpe6e Aiesia y CBOM JieJly, aKo ce HaBe/ie UMe ayTopa Ha HauMH
ozapebeH oz cTpaHe ayTopa WM JjlaBaona JuieHIie. OBa JiMleHIa 103B0/baBa KOMEPIHjaJIHy YIIOTpeby
Jiea.

6. AyTOpCTBO - JleJIUTU MOJ, UCTUM ycjoBuMa. [l03Bo/baBaTe YMHOXKaBake, JUCTPUOYIHUjY U jaBHO
CaomIITaBame Jiesia, U pepajie, aKo ce HaBe/le UMe ayTopa Ha Ha4uH oZipeheH o/ cTpaHe ayTopa WJu
JlaBaolia JIMIEHIe U aKo Ce Npepajia JUCTPpUOYHpa MoJ UCTOM UM CIMYHOM JinLeHoM. OBa JIMIeHLA
JI03B0JbaBa KOMepILHjaJHy ynoTpeoy Aesa U npepaja. CinyHa je copTBEPCKUM JIMIEHI[aMa, 0JJHOCHO
JIMLIeHIIaMa OTBOPEHOT KO/a.
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