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UTICA] TEMPERATURE I KVALITETA HRANE NA VARIJABILNOST KOMPONENTI
ADAPTIVNE VREDNOSTI I FIZIOLOGIJU VARENJA LARVI GUBARA Lymantria
dispar L.

REZIME

Temperatura i kvalitet hrane uti¢u na performansu larvi gubara, Lymantria
dispar L. nezavisno ili u medusobnoj interakciji. Strategije preZivljavanja larvi
gubara u temperaturno kao i nutritivno heterogenoj sredini obuhvataju razlic¢ite
tipove reverzibilne i ireverzibilne fenotipske plasti¢nosti, koje preko uticaja na
usvajanje i raspodelu resursa uti¢u na osobine Zivotne istorije i rezistentnost
prema ekstremnim uslovima Zivotne sredine.

U cilju ispitivanja efekata temperature i kvaliteta hrane, tj. sadrZaja proteina i
ugljenih hidrata u hrani na komponente adaptivne vrednosti, kao i ekspresiju
genetiCke varijabilnosti, larve gubara su izloZene delovanju tri razlicite
temperature (suboptimalna, optimalna i supraoptimalna) i 4 kombinacije
hranljivog sastava dijete, koje su se medusobno razlikovale kako u ukupnom
sadrzaju proteina i ugljenih hidrata, tako i u njihovom medusobnom odnosu. U
istim eksperimentalnim uslovima ispitivana je uloga procesa varenja, odnosno
aktivnosti digestivnih enzima u uskladivanju odnosa i koli¢ine unetih nutienata sa
potrebama organizma na razliitim temperaturama. Takode, ispitan je uticaj
nutritivne vrednosti i balansiranosti hrane na senzitivnost gubara prema stresnim
temperaturama.

Nepovoljne temperature i nizak sadrzaj proteina u hrani, kao i disbalans
proteina u odnosu na ugljene hidrate, smanjuju performansu larvi gubara. Uticaji
temperature i kvaliteta hrane na komponente adaptivne vrednosti: prezivljavanje,
trajanje razvic¢a, masu i relativnu brzinu rasta, uglavnom su medusobno nezavisni.
Pokazano je da poviSena temperatura smanjuje preZivljavanje i trajanje razvica
larvi ali dovodi do povecanja relativne brzine rasta. Nutritivni sastav hrane nije
uticao na prezZivljavanje, ali je nizak sadrzaj proteina u hrani dovodio do
produZavanja razvi¢a, smanjenja mase i relativne brzine rasta larvi. Relativna

brzina rasta larvi je bila manja i pri visokom sadrzaju ugljenih hidrata u hrani, dok



je smanjenje mase larvi na hrani sa niskim sadrzajem proteina bilo vece ako je i
sadrzaj ugljenih hidrata bio nizak.

Ako se larve hrane dijetom sa visokim sadrZajem proteina dolazi do smanjenja
aktivnosti proteolitickih enzima, ukupnih proteaza i tripsina, dok se u uslovima
niskog sadZaja proteina i visokog sadrzaja ugljenih hidrata smanjuje aktivnost
karbohidraza, a-amilaze i a-glikozidaze. Temperatura i hrana deluju nezavisno na
aktivnost elastaze i tripsina, a-glikozidaze i kiselih fosfataza, dok je za aktivnost
ukupnih proteaza, leucin aminopeptidaze, a-amilaze, lipaze i alkalne fosfataze
pokazana znacajna interakcija temperature i nutritivnog sastava dijete. Promena
aktivnosti ukupnih proteaza sa porastom temperature sastoji se u povecanju
aktivnosti na nutritivno najsiromasnijoj i smanjivanju aktivnosti na nutritivno
najbogatijoj hrani, dok se promena aktivnosti a-amilaze u odgovoru na povecanje
temperature sastoji u povecanju aktivnosti na hrani sa niskim sadrZajem ugljenih
hidrata. Odgovor lipaze i kiselih fosfataza na nizak sadrzaj proteina i visok sadrzaj
ugljenih hidrata u hrani, kao i nutritivno siromasnu hranu sastoji se u povecanju
njihove aktivnosti, dok se aktivnost alkalne fosfataze sa porastom temperature
povecava i na hrani sa niskim sadrZajem proteina i na hrani sa niskim sadrZajem
ugljenih hidrata.

U odgovoru na delovanje temperature, pokazan je ,obrnut obrazac“ promene
aktivnosti izmedu endo i egzopeptidaze (elastaze i leucin aminopeptidaze), izmedu
endo i egzokarbohidraze (a-amilaze i a-glikozidaze) i izmedu alkalne i kiselih
fosfataza, kao i promena fenotipskih korelacija izmedu pojedinih klasa enzima na
nepovoljnim temperaturama i suboptimalnom nutritivnom sadrZaju hrane.

Uticaj temperature i kvaliteta hrane uocava se i na nivou promene ekspresije
geneticke varijabilnosti trajanja razvi¢a, kao i preko znacajne varijabilnosti
fenotipske plasticnosti u odgovoru na delovanje temperature. Na optimalnoj
temperaturi dolazi do porasta heritabilnosti mase larvi na nutritivno
najsiromasnijoj hrani, dok porast temperature smanjuje heritabilnost mase ako je
u hrani nizak sadrZaj jednog ili oba nutrijenta. Geneticke korelacije izmedju
trajanja razvica i mase larvi u nepovoljnim uslovima Zivotne sredine su negativne,
tj. larve koje karakteriSe duze larveno razvie istovremeno imaju i manju masu,

dok u optimalnim uslovima nisu detektovane znacajne korelacije izmedu ovih



osobina. Vecina genetickih korelacije izmedu sredina, kako za trajanje razvica, tako
i za masu larvi bila je pozitivna, $to je ocekivan rezultat za vrste generaliste. Sve
genetiCke korelacije izmedu sredina za trajanje razvica larvi su pozitivne i nisu
znacajno razli¢ite od ,1” tako da predstavljaju ogranicenje za evoluciju fenotipske
plasti¢nosti. Geneticke korelacije izmedu sredina za masu larvi su pozitivne i
znacajno razliCite od ,1” i, mada za masu larvi nije ustanovljena varijabilnost
fenotipske plasti¢nosti, evolucija plasti¢nosti je moguca usled znacajnih razlika u
heritabilnosti izmedu sredina.

Larve gubara mogu ,profitirati“ u nepovoljnim uslovima nutritivno siromasne
hrane, jer je rezistentost gubara na temperaturni stres procenjena na osnovu
vremena prezivljavanja, pokazala najvecu vrednost u takvim uslovima. Nasuprot
tome, ograni¢avaju¢i faktori prezZivljavanja su prethodna aklimacija na
(konstantno) poviSenu temperaturu tokom ranih stupnjeva larvenog razvica i
visok sadrZaj proteina i ugljenih hidrata u hrani. Suboptimalna temperatura
gajenja i hrana koju karakteriSe najmanji odnos proteina u odnosu na ugljene
hidrate, kao i povecanje temperature gajenja na nutritivno najsiromasnijoj hrani,
znacajno smanjuju sposobnost larvi gubara da se presvlate na stresnoj

temperaturi.
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EFFECTS OF TEMPERATURE AND FOOD QUALITY ON VARIABILITY OF FITNESS
COMPONENTS AND PHYSIOLOGY OF DIGESTION IN THE GYPSY MOTH LARVAE
Lymantria dispar L.

ABSTRACT

Temperature and food quality affect the performance of gypsy moth larvae
Lymantria dispar L. independently or in an interaction with each other. Survival
strategies of gypsy moth larvae in temperature and nutritionally heterogeneous
environments include various types of reversible and irreversible phenotypic
plasticity, which due to the effect of uptake and distribution of resources affect the
life-history traits and resistance to extreme environmental conditions.

In order to investigate the direct and interactive effects of temperature and
food quality on fitness components, as well as the expression of genetic variation,
gypsy moth larvae were exposed to three different temperatures (suboptimal,
optimal and supraoptimal) and 4 sets of nutrient composition of the diet, which
differed in protein and carbohydrate content. Under the same experimental
conditions, the role of digestion and digestive enzyme activity in adjusting nutrient
quantity and ratio with organism needs at different temperatures was
investigated. Also, it was investigated the effect of nutritional value of the food on
sensitivity of gypsy moth larvae to stressful temperatures.

An adverse temperature and low protein content in food, as well as an
imbalance of protein compared to carbohydrates, reduced performance of gypsy
moth larvae. Effects of temperature and food quality on fitness components -
survival, developmental time, larval weight and relative growth rate were mainly
independent. It has been shown that elevated temperature reduces survival and
duration of development, but leads to an increase of the relative growth rate.
Nutritional composition of food had no effect on survival, but the low protein
content led to prolonged developmental time, reduced larval weight and relative
growth rate of gypsy moth larvae. The relative growth rate of larvae was lower if
carbohydrate content in food was high, while larval weight reduction was greater

if protein content was low and the carbohydrate content was high.



Diet with high protein content led to the decrease in specific activities of total
protease and trypsin, while low protein and high carbohydrate diet decreased
specific activities of carbohydrases, a-amylase and a-glucosidase of larvae.
Temperature and food independently influenced activity of elastase and trypsin, a-
glucosidase and acid phosphatase, while total protease, leucine aminopeptidase,
lipase and alkaline phosphatase activities were significantly affected by interaction
of food and temperature. Change of total protease activity with increasing
temperature consisted in its increased activity on nutritionally poorest and
reduced activity in the richest food, whereas the changes of a-amylase activity in
response to increasing temperatures consisted in increased activities in low
carbohydrates food conditions. Responses of lipase and acid phosphatase to low
protein and high carbohydrate content in food, i.e. nutritionally poor food, were an
increase in their activities, while alkaline phosphatase activity increased with
increasing temperature on food that are low in both protein and carbohydrate
content.

In response to temperature, “reverse pattern” of activity was demonstrated
between the endo and exopeptidase (elastase and leucine aminopeptidase), endo
and exocarbohydrase (a-amylase and a-glucosidase) and among alkaline and acid
phosphatases, as well as changes in phenotypic correlations between certain
classes of digestive enzymes to adverse temperatures and suboptimal nutritional
content of food.

The effects of temperature and food quality were also noticeable at the level of
expression of the genetic variability of developmental time, as well as by
significant variability of phenotypic plasticity in response to temperature. At the
optimal temperature there was an increase of heritability of larval weight on
nutritionally poorest food, while rise in temperature decreased heritability of
larval weight if the food was low in one or both nutrients. Within environments
genetic correlations for developmental time and larval weight in adverse
environmental conditions are negative, i.e.larvae, which were characterized by
longer larval development had lower larval weight but, in optimal conditions did
not reveal any significant correlation between these traits. Majority of the across-

environment genetic correlations both for developmental time and larval weight



were positive, which was an expected result for generalist species. Across-
environments genetic correlations for developmental time were positive and not
significantly different from “one”, which represented a constraint for the evolution
of optimal phenotypic plasticity. Across-environments genetic correlations for
larval weight were positive and significantly different from “1” and although, for
larval weight was not found variability of phenotypic plasticity, evolution of
plasticity was possible due to the significant difference in heritability between
environments.

The larvae of gypsy moth “can benefit” from adverse conditions of nutritionally
poor food, because the gypsy moth resistance to temperature stress, which was
estimated based on survival time, showed the highest value particularly in such
conditions. In contrast, the limiting factor for survival was the previous acclimation
to (constant) elevated temperature during early larval stages and high content of
protein and carbohydrates in food. Suboptimal temperature and food with the
lowest ratio of proteins compared to carbohydrates, as well as an increase in
temperature on nutrient-poorest food, significantly reduced the ability of gypsy

moth larvae to molt in stressful temperatures.

Key words: Lymantria dispar L., temperature, food quality, life-history traits,

phenotipic plasticity, digestive enzymes specific activities, resistance
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UuvoD

Temperatura i kvalitet hrane imaju centralnu ulogu u rastu, reprodukciji i
populacionoj dinamici herbivornih insekata. Uticaj temperature na herbivorne
insekte moze biti direktan i indirektan preko promene hemijskog sastava njihovih
biljaka domacina i naruSavanja sinhronizacije razvi¢a insekata i biljaka. Dnevno i
sezonsko variranje temperature i nutritivnog sastava biljaka domacina je
uobicajeno u prirodnim staniStima, naroCito za insekte koji Zive u umerenim
regionima (Mattson 1980; Stamp, 1993) tako da se sve viSe ispituje simultani
efekat ova dva faktora, a time i efekat njihove interakcije na individualnu
performansu insekata (Lindroth et al., 1997; Petersen et al., 2000; Levesque et al.,
2002; Miller et al., 2009; Lee & Roh 2010). Nutritivni kvalitet, kao i druga svojstva
dijete kojom se insekt hrani, utice na njegovu interakciju sa drugim biotickim i
abiotickim faktorima Zivotne sredine. Od nutritivnog kvaliteta hrane zavisi
otpornost na insekticide, CO2, patogene, gladovanje i nepovoljnu temperaturu.
[strazivanja uticaja temperature i kvaliteta hrane na herbivorne insekte su
relevantna za sagledavanje uticaja globalnih klimatskih promena kada porast COz u
atmosferi dovodi do porasta temperature, a u biljkama do smanjenja sadZaja azota

i povecanja sadrzaja ugljenih hidrata (Williams et al., 2000).

1.1. Odgovori insekata na nepovoljnu temperaturu

Kao posledica njihove generalno male veliCine i ektotermne prirode, insekti
su posebno osetljivi na delovanje ekstremnih temperatura i na temperaturna
variranja (Chown & Nicolson, 2004) tako da predstavljaju dobar model sistem za
ispitivanje razlic¢itih odgovora na temperaturni stres (Sorensen et al., 2003; Chown
& Nicolson, 2004; Hoffmann et al., 2003). Temperatura Zivotne sredine utiCe na
ponasSanje, metabolizam, ekologiju i evoluciju organizama (Cymborowski, 2000;
Woods et al., 2003; McMillan et al., 2005; Khurt et al., 2006). Efekti ekstremnih
temperatura zavise od intenziteta stresa i duzine izlaganja stresu (Angilleta, 2009;

Lee & Denlinger, 2010). Zavisno od vrste, stupnja u razvicu, prethodne
1



,temperaturne istorije” organizmi mogu da toleriSu razli¢ite temperature u
odredenom temperaturnom opsegu. Akutno izlaganje ekstremno visokim
temperaturama dovodi do smrti, dok Sirok opseg poviSenih temperatura, ispod
gornje letalne granice, izaziva promene koje se mogu manifestovati tokom kasnijih
stupnjeva razvica, dovode¢i do manjeg prezivljavanja, rasta i reprodukcije
(Denlinger & Yocum, 1998). Insekti mogu odgovoriti na ekstremne temperature
promenama u ponaSanju, morfologiji, fiziologiji i/ili osobinama Zivotne istorije

(Hoffmann et al., 2003).

Temperatura utiCe na individualnu performansu insekata. Ustanovljeno je
da insekti mogu pokazivati znacajnu fenotipsku plasti¢nost, odnosno sredinski
zavisnu fenotipsku ekspresiju, u odgovoru na promenu temperature za brojne
osobine Zivotne istorije kao Sto su brzina rasta, trajanje razvic¢a, broj larvenih
stupnjeva, veli¢ina tela adulta, fekunditet, duzina Zivota, mortalitet. Temperaturna
norma reakcije, kao skup fenotipova koje moZe da produkuje jedan genotip u
razli¢itim uslovima Zivotne sredine, za vecinu osobina podrazumeva postojanje
optimalne temperature iznad i ispod koje dolazi do smanjenja adaptivne vrednosti
organizma (Angilletta, 2006). Povecanje temperature, generalno, dovodi do
povecanja brzine rasta, skrac¢ivanja trajanja razvi¢a i smanjenja veliCine tela adulta
(Atkinson 1994, 2001; Kingsolver & Huey, 2008). Brzina rasta zavisi od fizioloSkih
i bihejvioralnih faktora koji su povezani sa usvajanjem i raspodelom resursa
ukljuCuju¢i unos hrane, efikasnost varenja i asimilacije i anabolicke procese
uklju¢ene u somatski rast (Angilleta et al., 2002, 2004). Zavisnost veli¢ine tela od
temperature ne sledi uvek obrazac ,viSa temperatura-manja veli¢ina tela”
(Angilletta et al., 2004; Atkinson, 2006; Forster et al., 2011). Odnos izmedu normi
reakcije, interakcije genotipa i sredine (G x E) (ukrStene norme reakcije) i
genetickih korelacija osobine izmedu sredina, je povezan sa evolucijom
generalizma i specijalizacije u razli¢itim sredinama (Guntrip & Silby, 1998). Jedan
od preduslova evolucije specijalizacije su znacajane interakcije izmedu genotipa i
sredine i/ili negativne geneticke korelacije osobine izmedu sredina (u odsustvu

znacajnih ,,G x E“ interakcija) (Guntrip & Silby, 1998).



Ektotermni organizami prilagodavaju brzinu rasta razli¢itim mehanizmima
koji podrazumevaju uzajamna ograniCenja i cenu plasti¢nosti (Gotthard, 2001).
Sposobnost organizma da plasticno odovori na variranja Zivotne sredine moZe biti
ograni¢ena cenom odrzavanja plasticnog odgovora: fizioloSkom, ekoloSkom i
genetickom cenom. Negativne geneticke korelacije (eng. trade-off), ukazuju na
postojanje uzajamnih ogranicenja izmedu osobina koje su povezane sa adaptivhom
vrednoSc¢u (Roff, 1992; Reznick et al., 2000; Sgro & Hoffmann, 2004) i mogu biti
rezultat razlic¢ite raspodele ograniCenih resursa izmedu razlic¢itih funkcija. Podaci
razli¢itih autora ukazuju da je uzrok povecane brzine rasta na viSim
temperaturama povecana konzumacija hrane (Reynolds & Nottingham, 1985;
Stamp, 1990; Casey, 1993; Kingsolver & Woods, 1997, 1998; Lindroth et al., 1997;
Petersen et al., 2000; Levesque et al., 2002). Temperatura na kojoj je brzina rasta
najveca moze biti ogranicavaju¢i faktor za preZivljavanje (De Block et al., 2008;
Reynolds & Nottingham, 1985; Bochdanovits & de Jong, 2003). Temperatura utice
na trajanje razvi¢a (Kingsolver & Woods, 1997, 1998; Lindroth et al, 1997;
Petersen et al., 2000) i broj larvenih stupnjeva (Wiggelsworth, 1972; Grutenko et
al, 2000; Esperk et al., 2007; Kingsolver, 2007), tako da se broj larvenih stupnjeva
moZe povecati i/ili smanjiti u nepovoljnim uslovima Zivotne sredine. Trajanje
larvenih stupnjeva se znacajno smanjuje sa povecanjem temperature, Sto uzrokuje
veCu brzinu rasta na viSim temperaturama (Levesque et al., 2002). Izlaganje
insekata supraoptimalnim i suboptimalnim temperaturama moze imati negativne
efekte na fekunditet zavisno od trajanja izlaganja, stupnja u razvicu i cene
povezane sa reprodukcijom (Rinehart et al., 2000; Dillon et al., 2007; Berger et al.,
2008). Povecanje temperature dovodi do povecanja mortaliteta, skracivanja
trajanja razvica i smanjenja velicine jedinki Sto moZe imati za posledicu smanjenje
broja poloZenih jaja (Reynolds & Nottingham, 1985; Ochieng-Odero, 1992; Matsuki
etal., 1994).

Mnogo je podataka o naruSavanju procesa razviéa u odgovoru na
temperaturni stres (Denlinger & Yocum, 1998). Kod Drosophila melanogaster
opisane su fenokopije (Mitchell & Lipps, 1978) i sterilitet muzjaka kao posledica
delovanja temperaturnog stresa (Krebs & Loeschcke, 1994; Vollmer et al., 2004).



Izlaganje temperaturnom stresu smanjuje fekunditet i fertilitet kod Ephestia
cautella i Plodia interpunctella (Arbogast, 1981). Kod Cydia pomonella moZe
dovesti do smanjenja fertiliteta (White, 1981) i prekobrojnih presvlacenja (Neven
& Rehfield, 1995). ,Materinski efekti” predstavlja oblik medugeneracijske
plasti¢nosti, u kome promene faktora Zivotne sredine, temperature, kvaliteta hrane
(resursa), fotoperiod, gustina populacije, kojima su izloZene Zenke u roditeljskoj
generaciji, uticu na fenotip i adaptivnu vrednost njihovih potomaka (Mousseau &
Fox, 1998). Kod transgenih sojeva Drosophila melanogaster procenat piljenja je
smanjen ukoliko su Zenke u roditeljskoj generaciji bile izloZene toplotnom Soku,
Sto ukazuje da se efekat toplotnog Soka, putem materinskih efekata, moZe preneti i
na sledecu generaciju (Silbermann & Tatar, 2000).

Veliko je individualno variranje u osetljivosti insekata na promene
temperature i njihovoj sposobnosti da odrze fizioloSke funkcije na suboptimalnim
temperaturama (Kingsolver et al, 2004b). Fizioloski odgovori na povisenu
temperaturu podrazumevaju promene na nivou metabolizma (Irlich et al., 2009)
respriracije, nervnog i endokrinog sistema, kao i sintezu proteina temperaturnog
Soka (Neven, 2000). Nervni i endokrini sistem su vaZni u regulaciji odgovora
insekta na visoke temperature (Ivanovi¢ & Jankovi¢-Hladni, 1991; Rauschenbach,
1991; Robertson et al., 2004; Peri¢-Mataruga et al., 2006; Mrdakovi¢ et al., 2007).
Direktan efekat temperature na intenzitet metabolizma postavlja limite za brzinu
rasta i trajanje razvi¢a (Nylin & Gotthard, 1998). Kod vecine insekata vaZna je
uloga ugljenohidratnog metabolizma u uslovima delovanja stresora ukljucujudi i
visoku temperaturu, jer ovaj metabolizam obezbeduje energiju potrebnu za
indukciju kompenzatornih mehanizama koji omoguéavaju prezivljavanje u
stresnim uslovima (Ivanovic et al., 1992; Pordevic et al., 1995). I umeren toplotni
stres, kao i onaj veleg intenziteta, menjaju metabolicki “profil” organizma
(Malmendal et al, 2006; Michaud et al, 2008) dovode¢i do smanjenja
koncentracije glikogena i glukoze, do povecanja koncentracije slobodnih amino
kiselina, posebno alanina i tirozina (Malmendal et al, 2006), do povecanja
koncentracije sorbitola (Wolfe et al, 1998; Salvucci, 2000), kao i smanjenja

koncentracije glicerola i serina (Michaud et al., 2008). Preko uticaja na metabolicke



procese temperatura moze dovesti do promene koli¢ine ukupnih ugljenih hidrata,
lipida i proteina u organizmu (Woods et al., 2003; Sonmez & Gulel, 2008; Kim et al.,
2010). Temperatura utie na nutritivne indekse kao $to su unos hrane, efikasnost
koriS¢enja hrane, konverziju unete i svarene hrane u biomasu insekta (Yang &
Yoern, 1994; Levesque et al., 2002; Miller et al., 2009). Pokazano je da anoksija Cini
mehanizme termalne tolerancije i nivo ekspresije Hsp70 (Jedlicka et al., 1997;

Mayer & Bukau, 2005).

Visoke temperature izazivaju narusSavanje funkcije celijske membrane, DNK
oStecenja, promene u Celijskom mikrookruZenju i denaturaciju proteina koja moze
narusiti aktivnost enzima (Chown & Nicholson, 2004). Visoka temperatura dovodi
do povecane fluidnosti lipida memrane i vece zastupljenosti zasi¢enih masnih
kiselina (Hazel, 1995; Hochachka & Somero, 2002) Sto ektotermni organizmi
kompezuju homeoviskoznim adaptacijama (Hazel, 1995; van Dooremalen et al.,
2011). Enzimi (proteini) su posebno osetljivi na delovanje temperature i kod njih
su detektovane promene strukturnih i funkcionalnih osobina kod vrsta adaptiranih
na razliCite temperature (Hochachka & Somero, 2002; Somero, 2004).
Temperaturne promene uticu na konformaciju, a time i na aktivnost razlic¢itih klasa
enzima, kako enzima intermedijarnog metabolizma tako i digestivnih i
detoksifikacionih enzima (Applebaum et al., 1964; Lindroth et al., 1990; Sustr &
Block, 1998; Sukhanova et al., 1996; Eguchi, 1995; Rauschenbach et al,, 2007; Jia et
al, 2011; Nabizadeh & Kumar, 2011). U uslovima temperaturnog stresa pokazane
su promene aktivnosti proteaza i amilaze, kao i aktivnosti neurosekretnih neurona
kod larvi Morimus funereus (Ivanovic et al., 1975; Lekovi¢ et al., 2001). Aktivnost
proteaza moze da raste (Kingsolver & Woods, 1997; Rajesh et al.,, 2011) ili da se
smanjuje sa porastom temperature (Pan & Gupta, 1979), dok proteaze i lipaze
Periplaneta americana karakteriSe odsustvo adaptivne kompenzacije na dejstvo
visokih temperatura (Das & Das, 1982). Pokazano je da niske temperature
povecavaju aktivnost lipaze kod Philosamia ricini (Pan & Gupta, 1979). Chen i

Denlinger (1990) su detektovali povec¢anu aktivnost glikogen fosforilaze, dok su



Burnell i sar. (1991) uocili povecanje aktivnosti glikolitickih enzima respiratornog

lanca i enzima detoksifikacije pri delovanju poviSene temperature.

Akutno izlaganje visokim temperaturama indukuje sintezu proteina
termalnog stresa, odnosno hit Sok proteina (Hsp) koji Stite Celije i ceo organizam
od kasnijeg izlaganja poviSenim temperaturama, ali i od drugih stresora (Feder &
Hofmann, 1999; Sorensen et al., 2003; Hoffmann et al,, 2003). Hit Sok proteini
(Hsp) funkcioniSu kao molekularni pratioci koji se kratkotrajno i nekovalentno
vezuju za denaturisane proteine i sprovode ih do lizozoma (Chiang et al., 1994;
Feder & Hofmann, 1999; Mayer & Bukau, 2005) ili se vezuju za nativne proteine i
pomazu u uspostavljanju tercijarne strukture nakon vradanja na optimalnu
temperaturu (Parsell & Lindquist, 1994). Pored uloge u odgovoru na toplotni stres,
veoma su vazne njihove uloge u indukovanoj termotoleranciji i aklimaciji (Bowler,
2005; Sinclair & Roberts, 2005; Loeschcke & Sorensen, 2005) i u apoptozi (Beere,
2004). S tim u vezi, uoCene su velike razlike u ekspresiji Hsp kod razlicito
adaptiranih vrsta (Zatsepina et al., 2001; Sorensen et al., 2003; Evgen’ev et al,
2007; Sorensen & Loeschcke, 2007), kao i razlike u tkivnoj specificnosti i
mehanizmima regulacije (Lakhotia et al., 2002; Gong & Golic, 2006; Sharma et al.,
2007; Velu et al., 2008) koje jesu posledice razli¢itih evolucionih putanja vrsta. Na
osnovu Celijske lokalizacije, genske sekvence, molekulske mase i uloge u odgovoru
na stresore, Hsp se dele na nekoliko grupa: familija malih hit Sok proteina (HspZ22,
Hsp23, Hsp26 i Hsp27 kDa) koji se sintetiSu nakon delovanja ekstremno visokih
temperatura (Evgen’ev et al., 1987; Michaud et al., 2002; Morrow et al., 2006),
familija Hsp70, koja ukljuCuje konstitutivni Hscp (kodiran genom za Hsp73) i
razlic¢ite inducibilne Hsp (Hsp72, 75, 78) (Kregel, 2002) i familija Hsp velikih
molekulskih masa (Hsps90, 104/110 kDa) vaznih u razli¢itim procesima signalne
transdukcije u normalnim i stresnim uslovima (Pratt & Toft, 2003; Chen & Wagner,
2012). Mada su kodirajuce sekvence gena za Hsp visoko evoluciono konzervisane
(Gupta & Singh, 1994) opseg, kinetika i temperaturni prag ekspresije Hsp variraju
zavisno od temperaturnog rezima kojem su izloZeni organizmi (Krebs et al., 2001;
Lerman & Feder, 2001; Barua & Heckathorn, 2004; Karl et al., 2012). Aktivacija
gena za Hsp je pod kontrolom hit-Sok transkripcionog faktora (HSF). U odsustvu
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stresora HSF je inaktivni monomer, a nakon temperaturnog Soka HSF se
transformise u trimer koji se vezuje za hit-Sok elemente i izaziva transkripciju hsp

gena (Wu, 1995; Tomanek & Somero, 2002).

Abioticki stres je povezan sa promenom ekspresije gena (Cossins et al.,
2006; Roelofs et al., 2008). Ekspresija gena se menja u razli¢itim temperaturnim
uslovima (Podrabsky & Somero, 2004; Ellers et al.,, 2008; Roelofs et al., 2010).
FizioloSke promene, koje nastaju kao posledica promena u ekspresiji gena
povratno uticu na otpornost na stres i osobine Zivotne istorije kao $to su fekunditet
i duZina Zivota (Feder & Hofmann, 1999; Silbermann & Tatar 2000; Hercus et al.,
2003). Kod Drosophila melanogaster je identifikovano preko 1000 gena koji su
ukljuceni u odgovor na toplotni Sok (Sgrensen et al., 2005a). Promena ekspresije
gena pod dejstvom temperature predstavlja fizioloSku osnovu temperaturne
aklimacije (Somero, 2005). Jedna od osnovnih razlika izmedu stenotermnih i
euritermnih organizama moZe biti u njihovim fizioloskim kapacitetima da
modifikuju transkripciju gena pod delovanjem temperaturnog stresa (Somero,
2010). Prirodna selekcija menja mehanizme koji reguliSu ekspresiju gena za Hsp
(Sgrensen et al., 2005b; Sgrensen & Loeschcke, 2007; Sorensen, 2010). Pokazana je
negativna regulacija ekspresije gena za Hsp70 kod laboratorijskih populacija
Drosophila adaptiranih na poviSene temperature (Sorensen et al., 2001; Sorensen
& Loeschcke 2002), kao i kod mnogih termofilnih i termorezistentnih vrsta
(Zatsepina et al., 2000; Evgen’ev et al., 2007; Calabria et al.,, 2012). Dugotrajno
izlaganje razli¢itih laboratorijskih sojeva Drosophila melanogaster poviSenoj
temperaturi vodi iskljuCivanju nekih kopija gena za Hsp70 putem ugradnje
mobilnih genetickih elemenata (Lerman et al, 2003). Kontinuirana ekspresija
razli¢itih Hsp moze dovesti do smanjenog preZzivljavanja i fekunditeta, inhibicije
rasta i produZenog trajanja razvica (Krebs & Loeschcke, 1994; Krebs & Feder,
1998; Silbermann & Tatar, 2000; Huang et al., 2007), tako da nivo ekspresije Hsp
predstavlja balans izmedu ,cene” i ,koristi” za adaptivhu vrednost organizma

(Hercus et al., 2003; Sorensen et al., 2003; Sorensen, 2010).

Za razliku od delovanja visokih temperatura, odgovori insekata na niske
temperature podrazumevaju drugacije fizioloSke mehanizme. Nakon kratkotrajnog
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izlaganja niskim temperaturama, struktura i sastav membranskih fosfolipida se
znacajno menja, a time i fluidnost membrane Sto utice na promenu aktivnosti
proteina i enzima vezanih za membranu (Hazel, 1995; Overgaard et al, 2006,
2008; Lee et al, 2006). U odgovoru na niske temperature insekti nagomilavaju
krioprotektivne supstance, SecCere i poliole (Khani et al, 2007; Khani &
Moharramipour, 2010), a pokazana je i sinteza odredenih Hsp (Rinehart et al,

2007).

1.2. Odgovori insekata na variranje proteina i ugljenih hidrata u hrani

Medusobni odnos proteina i ugljenih hidrata je klju¢an faktor za razvice,
fekunditet i preZivljavanje insekata (Simpson et al, 2004; Raubenheimer et al.,
2005; Thompson et al., 2005). Larve fitofagnih insekata se najbolje razvijaju na
dijetama koje sadrze proteine i ugljene hidrate u skoro podjednakim koli¢inama
i/ili na proteinski bogatijim dijetama (Waldbauer et al., 1984; Lee et al., 2002,
2006; Behmer, 2009). Optimalan balans hranljivih materija =zavisi od
mnogobrojnih faktora i usaglaSen je sa nutritivnim potrebama organizma na
odredenom stupnju razvica i sa datim ekoloSkim uslovima. U odnosu na balans
hranljivih materija, kod insekata su evoluirale dve glavne nutritivne strategije:
specijalisti i generalisti (Simpson & Raubenheimer, 1993). Za razliku od
specijalista, generalisti se suocavaju sa velikim variranjima nutritivnog kvaliteta
svojih biljaka domacina, zavisno od vrste, stupnja u razvicu i biljnog tkiva koje
koriste u ishrani, kao i odgovora biljaka na promene faktora spoljasnje sredine

(Mattson, 1980; Yeoh et al., 1992; Bae & Sicher, 2004; Cross et al., 2006).

Larve fitofagnih insekata koje se suocavaju se sa viskom ugljenih hidrata i
manjkom proteina svojih biljaka domac¢ina (Waldbauer et al., 1984; Lee et al.,
2002, 2003), razvile su razlicite mehanizme kojima reguliSu unos proteina i
ugljenih hidrata u odredenoj koli¢ini i srazmeri kako bi zadovoljile svoje nutritivne
potrebe (Raubenheimer & Simpson, 2004). Regulacija nutritivnhog balansa moZe se
vrSiti na nivou ponasanja selekcijom biljne hrane odredjenog hemijskog sastava,

kao i na nivou varenja, apsorpcije i koriS¢enja hranljivih materija (Waldbauer &



Friedman, 1991; Matsson 1980; Awmack & Leather 2002; Raubenheimer &
Simpson 2003; Bede et al., 2007). Dakle, regulatorni mehanizmi za postizanje
nutritivnog balansa mogu biti bihejvioralni, digestivni (preingestivni,
postingestivni), apsorptivni, metabolicki i ekskretorni (Yang & Joern 1994; Zanotto
et al, 1997; Behmer, 2009). Laboratorijske studije ukazuju na to da su
bihejvioralne i digestivne promene vazan mehanizam putem kojih se insekti
homeostatski prilagodavaju na promene kvaliteta hrane (Simpson & Simpson,
1990). To ukljucuje i specificnu modulaciju (osetljivosti) hemoreceptora za amino
kiseline i Secere herbivornih insekata na suboptimalnim dijetama (Bernays et al.,
2004), kao i mogucu uklju¢enost neuromodulatora i ucenja (Waldbauer &

Friedman, 1991).

Kada se hrane nutritivno siromaSnom hranom, larve to kompenzuju
povecanjem brzine konzumacije hrane (Simpson & Simpson, 1990, Lee et al,
2004). Povecani (kompenzatorni) unos hrane je primarni mehanizam putem koga
larve na hrani sa niskim sadrZajem azota odrZavaju brzinu rasta (Woods, 1999).
Kompenzatorno povecanje unosa proteinima siromasne hrane moZe dodatno
naruSiti balans unetih proteina i ugljenih hidrata (Mattson, 1980; Karowe &
Martin, 1989; Elser et al., 2000). Autoselekcija dijeta predstavlja kontinuiranu
regulaciju unosa hrane, koja podrazumeva ceste promene vrste hrane da bi se
zadovoljio optimalan unos (Waldbauer & Friedman, 1991; Fielding & Defoliart,
2008). Jedan od mogucih preingestivnih mehanizama u regulisanju nutritivnog
disbalansa je i luenje enzima glukoza oksigenaze (GOX), koji katalizuje oksidaciju
glukoze na vodonik peroksid i glukonat, koji za insekte predstavlja nesvarljivi oblik
ugljenih hidrata (Babi¢ et al., 2008). Pokazano je da se GOX aktivnost u pljuvacci
larvi Spodoptera exigua znacajno povecava na vesStackoj dijeti u odnosu na ishranu
biljkama domacinima (Hu et al., 2008), dok se aktivnost GOX Heliotis zea ne menja
znacajno sa promenoma nutritivnog kvaliteta biljaka domacina (Merkx-Jacques &

Bede, 2005; Peiffer & Felton, 2005).

Smanjeni unos hrane je jedan od mehanizama preingestivnog
prilagodavanja kada je hrana bogata ugljenim hidratima (Lee et al., 2006). Kada su
ugljeni hidrati u visku, razlic¢iti postingestivni mehanizmi su ukljuceni u regulaciju
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nutritivnog balansa. Larve mogu odgovoriti povetanjem deponovanja ugljenih
hidrata u obliku glikogena u masnom telu, $to je proces koji zavisi od temperature
(Simpson et al, 2002; Raubenheimer & Simpson, 2003; Lee & Roh, 2010) ili
konverzijom u trehalozu. Nivo trehaloze u hemolimfi je uklju¢en u promenu
vestacke dijete ili biljke domacina tokom razvic¢a (engl. “switching behavior”) i zato
hrana bogata ugljenim hidratima moZe dovesti i do prestanka hranjenja (Merck-
Jacques et al, 2008). Restrikcija unosa hrane ili umereno gladovanje mogu
povecati duzinu Zivota kao i otpornost na toplotni stres (Wenzel, 2006; Smith et al.,
2007). Povecana respiracija (Zanotto et al., 1993, 1997) kao i povetano stvaranje
toplote (termogeneza) (Zanotto et al. 1997; Trier & Mattson, 2003; Jensen &
Hessen, 2007) su odgovori na hranu bogatu ugljenim hidratima. Jedan od
mehanizama kompenzacije proteinski siromasnih dijeta je koriS¢enje ugljenih
hidrata za sintezu aminokiselina (Thompson et al.,, 2003). Visak unosa proteina
larve kompenzuju smanjenjem apsorpcije aminokiselina i pove¢anjem ekskrecije
azota putem amonijaka ili mokraéne kiseline (Zanotto et al., 1993; 1997; Lee et al.,
2004) kao i povecanjem kapaciteta koriS¢enja amino kiselina kao izvora energije
(Thompson, 1998; Raubenheimer & Simpson, 2003). Nutritivni disbalans se teZe
kompenzuje u odnosu na razblaZenje hrane odnosno smanjen sadrZaj nutrijenata,
jer povecana konzumacija deficitarnog nutrijenta povlac¢i za sobom unos u viSku
drugog, a podaci govore da insekti imaju ogranic¢en kapacitet da toleriSu nutrijent u
viSku (Raubenheimer, 1992; Raubenheimer & Simpson, 1997; Raubenheimer &

Simpson, 2003).

Pored uticaja na osobine Zivotne istorije jedinki, promena nutritivnog
kvaliteta hrane dovodi do promena na nivou populacije (Zehnder & Hunter, 2009;
Boersma & Elser, 2006; Merkx-Jacues et al., 2008). Odnos proteina i ugljenih
hidrata utiCe na performansu larvi, preko uticaja na trajanje razvica, broj larvenih
stupnjeva, preadultni mortalitet, duzinu Zivota, veli¢inu adulta, fekunditet i odnos
polova (Davidowitz et al, 2004), Sto se posledicno odrazava na dinamiku
populacija insekata. Larve na dijetama sa visokim sadrzajem ugljenih hidrata imaju
manje prezivljavanje, manju brzinu rasta i produZeno trajanje razvica

(Raubenheimer et al., 2005; Telang et al., 2002, Lee et al., 2002, 2003, 2004,
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Tompson et al., 2005; Merkx-Jacques et al.,, 2008). Povecanje sadrzaja proteina
povecava performansu fitofagnih insekata, ali ako povecanje prevazilazi odredjeni
nivo to moZe imati Stetne posledice (Boersma & Elser, 2006; Despland &
Noseworthy, 2006; Zehnder & Hunter, 2009; Bin et al., 2011). Ukoliko biljke imaju
znatno viSi nivo nutrijenata u odnosu na nivo koji zadovoljava optimalne potrebe
herbivornih insekata, onda konzumacija takve hrane dovodi do povecane
ekskrecije elemenata u visku Sto je energetski ,skupo” i moze imati svoju cenu kroz
smanjeni rast, reprodukciju i na kraju i manju brzinu rasta populacije (Anderson et
al, 2005; Boersma & Elser, 2006). Podaci na Spodoptera littoralis pokazali su

smanjenje mase lutke na dijeti sa visokim sadrzajem proteina (Lee et al., 2002).

Nepredvidljive promene u kvantitetu i kvalitetu hrane, dovode kod insekata
do niza odgovora, medu kojima su i odgovori na molekularnom nivou. Sastav dijete
ima znacajan uticaj na obrazac ekspresije gena kod insekata (Zinke et al., 2002;
Zudaire et al., 2004; Yocum et al., 2006). Menjanje optimalnog odnosa proteina i
ugljenih hidrata u dijeti izaziva smanjenje ekspersije jedarnog antigena za celijsku
proliferaciju (eng. PCNA-proliferating cell nuclear antigen) u digestivhom traktu
Locusta migratoria (Zudaire et al, 2004). Gladovanje ili dijeta sa visokim
sadrZzajem ugljenih hidrata indukuje aktivnost specificnog seta gena kod larvi
Drosophila melanogaster (Zinke et al., 2002). Kod larvi D. melanogaster koje su
gladovale ili su hranjenje dijetom sa visokim sadrZajem ugljenih hidrata,
identifikovano je tri kategorije dijetom regulisanih gena, a u okviru svake
kategorije postojali su rani i kasni geni, u odnosu na njihovu ekspresiju tokom
individualnog razvi¢a (Zinke et al, 2002). Gen Lip3, koji kodira kiselu lipazu,
inhibiran je u odgovoru na povecanje koncentracije ugljenih hidrata u dijeti, dok je
njegova aktivnost povecana tokom gladovanja (Zinke et al., 1999). Cetiri dijetom
regulisana gena su izolovana kod Perillus biomaculatus, medu kojima su TH (gen za
tirosin-3-monooksigenazu) i Gasp gen (hitin vezuju¢i protein). Pokazana je
pozitivna korelacija izmedu nivoa ekspresije pojedinih gena i broja generacija
insekata hranjenih na veStackoj dijeti, kao i da uticaj nutritivnog kvaliteta hrane na
ekspresiju gena nije konstantan tokom razvic¢a (Yocum et al., 2006). Ovaj odgovor

moZe ukazivati na adaptaciju na hranu koja je deficitarna u nekim esencijalnim
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nutrijentima i/ili sadrZi Stetne koli¢ine drugih (Coudron & Kim, 2004). Pokazan je
veliki diverzitet i razliita ekspresija gena za aminopeptidaze lepidoptera zavisno
od prisustva razli¢itih proteaznih inhibitora biljaka (Vila et al.,, 2005; Angelucci et
al., 2008; Zhang et al., 2009; Crava et al., 2010). Mada je poznavanje nutrigenomike
insekata joS uvek nepotpuno, jasno je da je odgovor insekatskog genoma ima

sposobnost finog podesavanja u odgovoru na dijetu (Yocum et al., 2006).

Nutritivni kvalitet kao i druga svojstava dijete kojom se insekt hrani uticu
na njegovu interakciju sa drugim bioti¢kim i abiotickim faktorima Zivotne sredine.
0d nje zavise imunoloske funkcije insekata (Lee et al., 2008), kao Sto su otpornost
na insekticide (Wu & Wang, 2003), patogene i parazite (Lee et al., 2006; Freitak et
al., 2009), biljne alelohemikalije, proteazne inhibitore (Bown et al., 2004; Zhu-
Salzman et al., 2003), rezistentnost na gladovanje (Stockoff, 1991) i nepovoljnu
temperaturu (Andersen et al., 2010; Verdu” et al., 2010). Nutritivni kvalitet hrane
tokom larvenog perioda ima znacajan uticaj na sposobnost organizma adulta da
odgovori na razliCite vrste stesora, kao i da optimalan sastav hrane varira u

zavisnosti od vrste stresa (Andersen et al., 2010).

1.3. Aklimacija/aklimatizacija i adaptacija na temperaturni i nutritivni stres

Strategije  preZivljavanja u  temperaturno heterogenoj sredini
podrazumevaju razlicite tipove reverzibilne i ireverzibilne fenotipske plasti¢nosti
(Angiletta, 2009). Aklimacija/aklimatizacija ukljucujuci i kratkotrajnu aklimaciju
na stres velikog intenziteta (engl. hardening) moZe se obuhvatiti pojmom
fenotipske plasticnosti (Chown & Terblanche, 2007), odnosno sposobnosti
organizma (genotipa) da na stimuluse iz Zivotne sredine odgovori promenom
fenotipa (Pigliucci, 2001, 2005; West-Eberhard, 2003; Whitman, 2009). Adaptivna
fenotipska plasticnost predstavlja sloZen i efikasan mehanizam usaglasavanja

organizma sa variranjem zivotne sredine (Nylin & Gotthard, 1998).

Bihejvioralno prilagodavanje je prva linija odbrane od nepovoljnih
temperatura i zavisi od osobina mikrostanista (Khurt et al, 2006). Ukoliko

nepovoljne temperature duze traju, fizioloski mehanizmi su presudni u
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obezbedjivanju prezivljavanja. Kratkotrajno izlaganje umereno visokim
temperaturama, koje Stiti organizam od kasnijeg oSteenja izazvanog stresom
veceg intenziteta, odnosi se na temperaturnu toleranciju i u njenoj osnovi nalazi se
sinteza Hsp (Yocum & Denlinger, 1992; Hoffmann et al, 2003). Aklimacija se
definiSe kao fizioloSki, biohemijski ili anatomski odgovor individualnog organizma
koji nastaje kao rezultat hronicnog izlaganja eksperimentalno izazvanim uslovima
(Randall et al., 2000). MoZemo razlikovati bazalnu i inducibilnu termotoleranciju
(Kregel, 2002; Hoffmann et al., 2003; Sorensen et al., 2003; Chown & Terblanche,
2007). FizioloSku osnovu bazalne termotolerancije Cine konstitutivna ekspresija
Hsp, prisustvo osmolita i promene sastava cCelijskih membrana i promene u
alozimima i njihovim relativnim odnosima (Hochachka & Somero, 2002).
Termotolerancija smanjuje negativhe efekte delovanja temperature na
komponente adaptivne vrednosti organizma, dok se rezistentnost odnosi na
osobine koje smanjuju nastanak oSteéenja i/ili ograni¢avaju njihov obim (Roy &
Kirchner, 2000). Termotolerancija se moZe povecati aklimacijom/aklimatizacijom
(Loeschcke & Sgrensen, 2005; Bowler, 2005; Sinclair & Roberts, 2005),
kratkotrajnom aklimacijom (hardening) (Sejerkilde et al., 2003; Nyamukondiwa &
Terblanche, 2010; Chidawanyika & Terblanche, 2011a) i razli¢itim bihejvioralnim,
fizioloSkim i molekularnim mehanizmima (Hoffmann et al, 2003; Woods et al.,
2003; Evgenev et al., 2007). Sve ove promene su reverzibilne, ograni¢enog trajanja
i na vremenskoj skali mogu biti u trajanju od nekoliko ¢asova, dana ili meseci
(dijapauza) (Fischer & Karl, 2010b). Bowler (2005) ukazuje na to da se aklimacija
uspostavlja nakon dugotrajnog izlaganja blagim stresnim uslovima, dok se
hardening odnosi na kratkotrajna izlaganja i odgovore na ,oStrije” stresne uslove
(Sinclair & Roberts, 2005; Loeschcke & Sorensen, 2005), dok Willmer postavlja
jasnu razliku izmedu aklimacije i razvojne plasti¢nosti (Willmer, 2000; Wilson &
Franklin, 2002). Aklimacije su reverzibilne promene, za razliku od razvojne
plasti¢nosti, koja (najceSce) predstavlja kaskadu ne-reverzibilnih fenotipskih
promena usled promena faktora Zivotne sredine tokom razvica (Willmer et al,
2000; Kingsolver et al., 2004a; Brakefield, 2007) koji mogu uticati na razlicite

osobine rezistetnosti na stres (Fischer & Karl, 2010a). Novija istraZivanja ukazuju
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da razvojna plasti¢nost ipak moZe biti reverzibilna (Fisher et al., 2006; Terblanche
& Chown, 2006). Hipoteza o pozitivnom efektu aklimacije (engl. beneficial
acclimation hypothesis) (Leroi et al., 1994) definiSe aklimaciju kao prednost, dok
hipoteza o Stetnosti aklimacije (engl. detrimental acclimation hypothesis)
(Loeschcke & Hoffmann, 2002; Wilson & Franklin, 2002; Woods & Harrison, 2002)
predvida znacajno smanjenje performanse organizama izloZenih ekstremnim
uslovima. Prezivljavanje letalnih temperatura i/ili gornjih maksimalnih i donjih
minimalnih kriti¢nih temperatura (CTmax i CTmin), moZe biti znac¢ajno poboljSano
prethodnim izlaganjem subletalnim temperaturama, S$to moZe biti glavni
mehanizam koji insekti koriste u odgovoru na ciklicne (Kelty & Lee, 2001;
Overgaard & Sorensen, 2008; Nyamukondiwa & Terblanche, 2010) i sezonske
promene temperature (Terblanche et al, 2006; Fisher & Karl, 2010b; Fisher et al.,
2012). Generalno, viSe temperature tokom razvica, aklimacije i/ili kratkotrajnog
izlaganja mogu dovesti do povecanja toleranosti na toplotni stres i obrnuto, i takvi
odgovori su prisutni kod vecine insekata (Hoffmann et al, 2003; Sorensen et al.,
2005b; Bubliy & Loesckhe, 2005; Chown & Terblanche, 2007; Huang et al., 2007;
Overgaard et al., 2008; Nyamukondiwa & Terblanche, 2010; Fisher et al., 2010a,
2012). Ispitivanje ukrStene tolerancije na visoku i nisku temperaturu Cydia
pomonella su pokazala da pre-tretman niskim temperaturama ne poboljSava
preZivljavanje na visokim temperaturama, dok pre-tretman visokim temperturama
poboljSava prezivljavanje niskih temperatura (Chidawanyika & Terblanche,
2011a). U eksperimentu ukrStene tolerancije na Drospohila melanogaster je
pokazano uglavnom odsustvo korelisanog odgovora, Sto ukazuje da je u uslovima
delovanja vise stresora evolucija zajedni¢kog plasticnog odgovora ogranicena
(Bubliy et al., 2012). Aklimatorni odgovor na brze, dnevne promene temperature
zahteva razliCite promene u ekspresiji gena od onih koji su karakteristi¢ni za

dugotrajne, sezonske promene temperature (Somero 2005, 2010).

Mehanizmi termotolerancije se brzo ukljucuju i iskljucuju jer su energetski
skupi (Angilletta, 2009; Karl et al, 2012), mada je Stetni efekat ekspresije Hsp
manji pod delovanjem umereno poviSenih temperatura (Sgrensen et al., 2008). U

okviru vrste, temperaturna tolerancija se znacajno menja zavisno od stupnja u
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razvicu (Chen et al. 1991; Bowler & Terblanche, 2008; Marais et al., 2009),
kvaliteta hrane (Hall et al, 2000; Andersen et al, 2010; Fisher et al., 2010a;
Verdu’et al., 2010), medugeneracijske plasti¢nosti (materinski efekat) (Mousseau
& Fox, 1998), fotoperioda (Fisher et al, 2012), imuniteta, uticaja patogena i
parazita (Thomson et al., 2005; Lee et al., 2006b). Sposobnost organizma da se
aklimatizuje povecava preZzivljavanje (Yocum & Denlinger, 1992; Beckett & Evans,
1997; Hoffmann et al, 2003; Zhao & Jones, 2012), poboljSava reproduktivni
potencijal (Rinehart et al., 2008), kretanje (Deere & Chown, 2006) i menja osobine
rezistentnosti na stres (Sorensen et al, 2001; Wang et al, 2005; Sorensen &
Loeschcke, 2007, Terblanche et al., 2010; Weldon et al., 2011).

Prostorno i/ili vremensko variranje temperature tokom duZeg vremenskog
perioda moZe dovesti do evolucije adaptacija. Adaptacije mogu biti na nivou
proteina, odnosno enzima (Somero, 2004), membrana i metabolizma, kao i na
nivou ekspresije gena za Hsp (Zatsepina et al, 2000; Sorensen et al, 2003;
Sorensen et al., 2005; Sorensen & Loesckche 2007; Sorensen, 2010). Ukoliko se
evolucija odvija u konstantnim uslovima Zivotne sredine, tj. ukoliko selekcija iz
generacije u generaciju favorizuje iste fenotipove, ocekuje se da ¢e se razvojne
norme reakcija suzavati, odnosno da ¢e proces razvica voditi formiranju uskog
opsega adaptiranih fenotipova. U molekularno-bioloSkoj osnovi suZavanja razvojne
norme reakcije nalaze se brojni mehanizmi koji ucestvuju u stabilizaciji i
kanalisanju razvi¢a, a u kojima veoma vaznu ulogu imaju i razli¢iti Hsp molekuli.
Bududi da je fenotipska plasti¢nost skupo svojstvo (Sto je iskazano kroz koncepciju
cene plasti¢nosti i brojnih potencijalnih razloga za smanjenje adaptivne vrednosti
plasticnih genotipova) u stabilnim sredinskim uslovima selekcija ¢e, umesto
plasti¢nih genotipova, voditi fiksaciji onih neplasti¢nih. Tako, evolucija adaptacija
moZe dovesti do naruSavanja DNK (eng. DNA decay), regulatornih funkcija gena i
odsustva fizioloskih odgovora (kao Sto je odgovor na toplotni stres) kod ekstremno

stenotermnih organizama (Somero, 2010).

FizioloSki mehanizmi adaptacija omogucavaju prezivljavanje na
ekstremnim temperaturama i odvijanje uobicajenih aktivnosti, kao S$to su

hranjenje i parenje uprkos nepovoljnim uslovima, te stoga povecavaju adaptivnu
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vrednost organizma (Lee & Denlinger, 2010). Sposobnost adaptacije na ekstremne
temperature je od velikog znacaja za temperaturnu tolerantnost i preZivljavanje
vrsta u uslovima globalnih klimatskih promena (Angilletta, 2009; Chown et al.,

2010).

Kod herbivornih insekata je prisutna velika razli¢itost i plasticnost
aktivnosti razliCitih klasa digestivnih enzima kao i enzima intermedijarnog
metabolizma u odgovoru na nutritivni stres. Nutritivni stres, pored disbalansa
makronutrienata u hrani, podrazumeva prisustvo biljnih alelohemikalija,
ksenobiotika, reducenata svarljivosti, prisustvo proteaznih i amilaznih inhibitora,
lektina. Digestivne proteaze lepidoptera pokazuju ogroman strukturni i
funkcionalni diverzitet Sto, zajedno sa signalnim mehanizmima, daje polifagnim
larvama moguénost da prilagodavaju sastav digestivnih proteaza u odnosu na
promene nutritivnog kvaliteta hrane i/ili antinutritivne komponente hrane
(Srinivasan et al., 2006). Mnoge vrste lepidoptera pokazuju veliku fleksibilnost u
adaptaciji na razlicite biljke domacine (polifagija), menjanjem specifi¢nosti svojih
digestivnih proteaza u odgovoru na kvalitativne promene proteina u hrani i kada
postojece proteaze nisu efikasne i/ili su nedovoljne za varenje proteina (Patanakar
et al, 2001), kao i otpornoS¢u na razliCite proteazne inhibitore (Pls) biljaka i
lektine (Bown et al.,, 2004). Pokazan je veliki diverzitet insekatskih aminopeptidaza
u odgovoru na ishranu razli¢itim povoljnim i nepovoljnim biljkama domacinima,
kao i razlic¢ita ekspresija gena u odgovoru na proteazne inhibitore (Angellucci et al.,
2008; Crava et al, 2010; Zhang et al, 2009). Kod Helicoverpa armigera i Cillio
suppressalis pokazano je znaCajno povecanje aktivnosti aminopeptidaza na
nepovoljnim biljkama domacinima i smanjenje aktivnosti serinskih proteaza
(tripsina i himotripsina), Sto moZe omoguciti izbegavanje toksicnih efekata usled
nutritivnog disbalansa i regulaciju nivoa enzima u zavisnosti od sastava dijete (Vila

et al,, 2005; Lomate & Hivrale, 2011).

Podaci na razliitim vrstama insekata pokazuju razli¢itu aktivnost
digestivnih amilaza i postojanje multipnih izoformi na razli¢itim biljkama,
vestackim dijetama i razlic¢itim stupnjevima u razvicu (Silva et al., 2001; Mendiola-
Olaya et al, 2000; Kotkar et al, 2009; Dojnov et al, 2010). Kod Helicoverpa
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armigera su pokazane kvalitativne i kvantitativne razlike u aktivnosti amilaze
gajenih na razli¢itim biljkama i na vestackoj dijeti. Larve na veStackoj dijeti imaju u
proseku viSu aktivnost i razlicite izoforme u poredenju sa aktivnos¢u na razlicitim
biljkama, a korelacije izmedu aktivnosti amilaze i proteaza sa sadrzajem proteina i
ugljenih hidrata u dijeti, ukazuju na regulaciju nivoa digestivnih enzima u odnosu
na makromolekulski sastav dijete i na znacaj nutritivnog balansa u ishrani insekata
(Kotkar et al., 2009). ZiZci (Sitophilus sp.) imaju visok nivo amilazne aktivnosti $to
im omogucava da prevazidu dejstvo amilaznih inhibitora u svojoj ishrani (Baker &
Woo, 1985). Aktivnost galaktolipaze i fosfolipaze je visoka kod folivornih
lepidoptera, dok je aktivnost triacil glicerol lipaze (TAG) niska, Sto je prilagodeno
visokom sadrzaju galaktolipida u lis¢u (Christeller et al., 2011; Horne et al., 2009).
Korelacija izmedu aktivnosti lipaze i amilaze moZe ukazati na adaptacije insekata

na razlicite dijete (Lwlaba et al., 2010).

Kao odgovor na variranje nutritivnog sadrzaja dijete, pored promena
aktivnosti digestivnih enzima, pokazana je promena aktivnosti razlicitih
detoksifikacionih enzima (Lindroth et al., 1990, 1991; Bin et al., 2011). Variranje
(povecanje) sadrzaja proteina i ugljenih hidrata u dijeti dovodi do povecanja
aktivnosti AChE (acetil holin esteraze), dok aktivnost CarE (karboksil esteraze) nije
znacajno promenjena kod Spodoptera exigua (Bin et al., 2011). Takode je pokazana
tendencija povecanja aktivnosti detoksifikacionih enzima (esteraze i karbonil
reduktaze) i smanjenje aktivnosti glutation transferaze kao odgovor na deficit
proteina u dijeti kod larvi gubara (Lindroth et al., 1990, 1991).

Nutritivni sastav dijete uti¢e na sekreciju digestivnih enzima (Lwalaba et al.
2010). Bazalni nivo sekrecije digestivnih enzima prisutan je kod mnogih
insekatskih vrsta, ali prisustvo hrane dovodi do povec¢anog oslobadanja i povecanja
koli¢ine enzima u lumenu creva (Applebaum, 1985; Woodring et al., 2009). Prvi
nivo postingestivnog usaglaSavanja odnosa nutrienata je gastrointestinalni trakt
(Clissold et al., 2010; Sgrensen et al., 2010). Sekrecija digestivnih enzima moZe biti
pozitivno korelisana sa koncentracijom supstrata (mehanizam sekretagoge) ili u
uslovima nutritivnog disbalansa dolazi do homeostatske sekrecije digestivnih

enzima (Clissold et al, 2010). Kontrola oslobadanja enzima u odgovoru na
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nutritivni sastav hrane moZe biti modulisana neurohormonima. Poslednjih godina
pokazano je da c¢lanovi nekoliko familija insekatskih neuropeptida, ukljucujuci
alatostatine (AS) i alatotropine (AT), tahikine, CCAP (ljuskarski kardioaktivni
peptid), FLRFamide i biogene amine (Fuse et al., 1999; Harshini et al., 2002; Sakai
et al, 2004; Hill & Orchard 2005), kontroliSu oslobadanje digestivnih enzima i u
isto vreme moduliSu aktivnost glatkih miSi¢a, jonski transport i ponasanje vezano
za ishranu (foraging) (Fuse et al., 1999; Harshini et al., 2002; Sakai et al., 2006; Hill
& Orchard, 2005). Pokazano je da alatostatini inhibiraju oslobadanje amilaze i
tripsina, dok alatoropini imaju stimulatorni efekat na Spodoptera frugiperda
(Lwalaba et al., 2011). Organizmi koji su ogranic¢eni na odredenu vrstu hrane mogu
imati ve¢u kompenzatornu plasti¢nost aktivnosti digestivnih enzima u odnosu na

one koji vrse selekciju unosa hrane da bi postigli optimalan nutitivni balans.

1.4. Evolucija fenotipske plasticnosti u kompleksnim sredinama

Odgovori na selekciju zavise od raspoloZive geneticke varijabilnosti koja
moze da se menja u zavisnosti od faktora Zivotne sredine (Falconer & Mackay,
1996; Roff, 1997). Stresni uslovi Zivotne sredine menjaju fenotipsku i/ili geneticku
varijabilnost kvantitivnih osobina, narocito onih koje su povezane sa adaptivhom
vrednosS¢u (Parsons 1987, 1989; Hoffmann & Parsons, 1991). Promena uslova
spoljasnje sredine i izlaganje organizama novim sredinama, menja geneticku
varijabilnost osobina Zivotne istorije kao i geneticke korelacije izmedu osobina
(Service & Rose, 1985; Holloway et al., 1990). Kvantitivno-geneticke studije
pokazuju znacajnu heritabilnost i geneticku varijabilnost normi reakcija za
razliCite osobine Zivotne istorije (Scheiner & Lyman, 1989; Steigenga et al., 2005).
Interakcije ,genotip x sredina“ predstavljaju variranje odgovora na promene
faktora Zivotne sredine u funkciji genotipa (Falconer & Macay, 1996) i dovode do
razlika u heritabilnosti osobina u razli¢itim Zivotnim uslovima. Heritabilnost u
uzem smislu (h%) procenjuje doprinos genotipa fenotipskom variranju odredene
osobine, pri ¢emu se ovim parametrom procenjuje uticaj gena sa aditivnim
efektom (aditivna geneticka varijansa-Va) na totalnu fenotipsku varijansu u

populaciji. Takode, h? daje uvid u kapacitet populacije da odgovori na selekciju u
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promenjenim uslovima Zivotne sredine (Falconer & Macay, 1996; Lynch & Walsh,
1998). Heritabilnost u Sirem smislu (H%) obuhvata doprinos ukupne geneticke
varijanse fenotipskoj varijabilnosti (aditivne, dominantne, epistaticke geneticke
komponente), uzimaju¢i u obzir da, pored uticaja gena, fenotipska varijansa
nastaje i pod uticajima efekata Zivotne sredine i epigenetiCke uticaje roditeljske
generacije. Postoje razliciti i Cesto oprec¢ni podaci koji se odnose na to kako se
menja heritabilnost razli¢itih osobina u povoljnim i nepovoljnim uslovima Zivotne
sredine, kod laboratorijskih i populacija u prirodnim uslovima, kao i pod
delovanjem razli¢itih stresora. Holloway i sar. (1990) su dali hipotezu da se
aditivna geneticka varijansa povecava u novim sredinama nezavisno od toga da li
su one povoljne ili nepovoljne, dok Hoffmann i Merild (1999) ukazuju na faktore
koji dovode do smanjenja ili povecanja heritabilnosti u nepovoljnim uslovima.
Heritabilnost u laboratorijskim uslovima (Drosophila sp.) je veca u odnosu na
prirodne uslove prevashodno zbog smanjenja sredinske varijanse (Hoffmann,
2000). Kod ne-domestifikovanih vrsta i populacija u prirodnim uslovima,
heritabilnost je ve¢a u povoljnim u odnosu na nepovoljne uslove, narocito za
morfometrijske osobine (Charmantier & Garant, 2005). Ako su uslovi relativno
stabilni i predvidivi, pretpostavlja se da je heritabilnost osobina Zivotne istorije,
koje su povezane sa adaptivhom vredno$cu, u proseku niZa nego heritabilnost
morfometrijskih osobina $to se smatra posledicom dugorone selekcije ovih
osobina u stabilnim uslovima (Mousseau & Roff, 1987; Falconer & Mackay, 1996). |
veli¢ina tela i osobine Zivotne istorije su kontrolisane ve¢im brojem gena, Sto
povecava udeo dominatne i epistaticke varijanse u ukupnoj genetickoj varijansi
(Blows & Sokolowski, 1995; De Jong & Imasheva, 2001) i ograni¢ava moguce
pravce evolucije njihovih kombinacija. Pokazana je visoka ekspresija dominantne i
epistaticke geneticke varijabilnosti trajanja razvi¢a u stresnim uslovima kod

Drosophila (Blows & Sokolowski, 1995).

Kako niska tako i visoka temperatura povecavaju aditivhu geneticku
varijansu i/ili heritabilnost i dovode do =znacajnih promena fenotipske
varijabilnosti morfomerijskih osobina, kao i osobina Zivotne istorije (Imasheva et

al., 1997, 1998; Loeschcke et al., 1999; Bubliy & Loeschcke, 2001; Sisodia & Singh,
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2009). Podaci na Drosophila ukazuju i na povecanje i na smanjenjenje geneticke
varijabilnosti razli¢itih osobina u stresnim uslovima (niska i visoka temperatura,
nutritivni stres, povecana gustina gajenja) (Hoffmann & Parsons, 1988; Imasheva
et al, 1998; Bubliy et al., 2001). Ukupna geneticka varijabilnost morfometrijskih i
seksualnih karakteristika se moZe povecati kao posledica delovanja stresnih
temperatura (Sisodia & Singh, 2009). Ova heterogena zapazanja se, u evolucionim
teorijskim modelima, dovode u vezu sa promenama puteva signalne transdukcije i
posledi¢nih plasti¢nih promena u regulaciji ekspresije gena u razli¢itim Zivotnim
uslovima. Ukoliko se menja pul aktivnih gena koji na razlic¢ite naine ucestvuju u
razvicu osobine, ocekivano je da ¢e se promeniti kako fenotipska tako i geneticka
varijabilnost osobine, tj. njena heritabilnost. Zavisno od osobine, geneti¢kih
karakteristika populacije i konkretnih faktora sredine, te promene mogu ili

povecati ili smanjiti procenjenu varijabilnost.

Iz istih navedenih razloga, tj. promene obrazaca ekspresije razlicitih
osobina, norme reakcije pojedina¢nih osobina i geneticke korelacije izmedu
osobina, mogu se menjati sa promenom Zivotnih uslova. Karan i sar. (2000) su
pokazali smanjenje genetickih korelacija izmedu sredina i promenu oblika normi
reakcije, sa udaljavanjem od optimalne temperature i zavisno od pola (Karan et al.,
2000). Geneticka varijabilnost trajanja razvica i veli¢ine tela imaju razli¢it obrazac
u razlic¢itim uslovima i zbog toga geneticke korelacije izmedu ovih osobina menjaju
znak (-/+) zavisno od temperature. Znacajna geneticka varijabilnost trajanja
razvi¢a uglavnom je prisutna na visokim, dok je geneticka varijabilnost veli€ine
tela prisutna na niskim temperaturama (De Jong & Imasheva, 2001). Pokazan je
znaCajan udeo dominatnih efekata i epistatickih interakcija gena u ukupnoj
genetickoj varijabilnosti na granicnim temperaturama, kao i u osetljivosti na
ekstremne temperature kod Drosophila (De Jong & Imasheva, 2001). Heritabilnost
u uZem smislu za velic¢inu tela kod Culex quinquefasciatus se povecava sa porastom
temperature i pokazana je jaka interakcija ,genotip x sredina“ koja je u saglasnosti
sa niskim genetickim korelacijama izmedu sredina (Gunay et al, 2011). Povecanje
geneticke varijanse sa povecanjem temperature moze biti posledica oslobadanja

»skrivenih” genetickih promena gena koji uticu na velic¢inu tela usled dekanalisanja
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razvica (engl. decanalization) (Gibson & Dworkin, 2004). Mitchell & Hoffmann
(2010) su pokazali da ne postoji znacajna heritabilnost u uZem smislu za
rezistentnost na toplotni stres kod Drosophila melanogaster u uslovima
postepenog povecanja temperature (engl. ramping), ali je vazno imati na umu da je
u tim uslovima veca promena sredinske varijanse (Vg). Aditivha geneticka
varijansa je veca kada su larve izloZene konstantnom delovanju poviSene
temperature (Mitchell & Hoffmann, 2010). Za razliku od morfoloskih osobina,
osobine rezistentnosti na toplotni stres imaju pre tendenciju smanjenja nego
povecanja geneticke varijabilnosti kod sojeva Drosophila rezistentnih na visoku

temperaturu (Noory et al., 2008).

Promene faktora Zivotne sredine koje menjaju kvalitet resursa dovode do
promena heritabilnosti (Bubliy et al., 2000b, 2001; Lee et al., 2008; Valtonen et al.,
2011) i genetickih korelacija izmedu osobina Zivotne istorije (Reznick et al., 2000;
Messina & Fry, 2003). Kod folivornih insekata, sezonske promene kvaliteta hrane
menjaju geneticke korelacije izmedu trajanja razvi¢a i mase larvi (Kause et al.,
2001), kao i izmedu velic¢ine tela i trajanja razvica, od pozitivnih i statisticki
znacajnih do negativnih na hrani loSeg kvaliteta (Kause & Morin, 2001). U
predvidivim i povoljnim uslovima geneticke korelacije izmedu mase i trajanja
razvi¢a su visoke, dok lo$ kvalitet hrane uzrokuje negativne korelacije izmedu
osobina i smanjenu ekspresiju geneticke varijabilnosti (Kause et al., 2001). Analiza
lokusa za kvantitativne osobine (QTL) kod D. melanogaster je pokazala da promene
temperature i hrane menjaju interakciju izmedu genotipa i sredine i/ili i pola kod
17 QTL lokusa za duzinu Zivota (Vieira et al., 2000). Kellerman i sar. (2009) su
pokazali da su razlike u rasprostranjenju Drosophila melanogaster, zajedno sa
tolerancijom na hladnocu, tesno povezane sa raspolozivom genetiCkom
varijabilno$¢u za rezistentnost na isuSivanje. Tolerantnije vrste (generalisti) imaju

viSu heritabilnost i vece rasprostranjenje (Kellerman et al., 2009).

Kod Lepidoptera je pokazano da interakcija temperature i kvaliteta hrane
menja genetiCku varijansu unutar sredina i kovarijansu rasta izmedu sredina, a
znacajno je variranje kako plasticnosti u odgovoru na kvalitet hrane tako i
temperaturnih normi reakcije izmedu razlic¢itih genotipova (Kingsolver et al.,

21



2006). Varijansa brzine rasta izmedu razli¢itih biljaka domacina se povecava sa
porastom temperature (Stillwell et al, 2007). Heritabilnost mase, brzine rasta i
fekunditeta Callosobruchus maculatus ne zavisi od interakcije izmedu temperature
i biljke domacina, kao ni geneticke korelacije, Sto ukazuje na relativno stabilnu

geneticku arhitekturu u nutritivno heterogenoj sredini (Stillwell et al., 2007).

Temperaturne norme reakcije za rast i velicinu tela herbivornih insekata u
velikoj meri zavise od nutritivnog kvaliteta hrane (Kingsolver et al, 2006) i
prisustva sekundarnih biljnih hemikalija (Stamp, 1990, Stamp et al., 1994). PoSto
norme reakcije predstavljaju krajnji rezultat razli¢itih genetickih i sredinskih
uticaja (Angilleta, 2009) temperaturne norme reakcije za rast i veli¢inu tela mogu
biti razli¢itog nagiba kada je kvalitet resursa (kvalitet biljke domacina) nepovoljan
(Diamond & Kingsolver, 2010, 2012). Promena kvaliteta hrane moZe dovesti do
oslobadanja ,skrivene” (engl. cryptic) geneticke varijabilnosti. Skrivena geneticka
varijabilnost se fenotipski eksprimira pod odredenim uslovima, kao Sto su

izlaganje organizma i/ili populacije novim dijetama (Ledon-Retting et al., 2010).
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2. CIL] ISTRAZIVANJA

Eksperimenti u ovom radu odnose se na uporedno ispitivanje efekata
razlic¢itih temperatura (19, 23 i 28°C) i razli¢itih dijeta u kojima se varira sadrzaj
proteina i skroba, na individualnu performansu larvi gubara Lymantria dispar (L.).
Nekoliko konkretnih zadataka ovog istraZivanja omoguci¢e bolje razumevanje
procesa varenja u uskladivanju odnosa i koli¢ine unetih nutrienata sa potrebama
organizma na razli¢itim temperaturama, kao i strategije preZivljavanja gubara i

pravaca evolucije populacija u temperaturno i nutritivno heterogenim sredinama:

1. Analiza direktnih i interaktivnih efekata temperature i kvaliteta hrane,
tj. sadrzaja proteina i ugljenih hidrata u hrani, na komponente adaptivne
vrednosti (preZivljavanje, trajanje razvi¢a, masu i relativnu brzinu rasta)

larvi gubara Lymantria dispar (L.).

2. Razumevanje uloge procesa varenja u uskladivanju odnosa i koli¢ine
unetih  nutrienata sa potrebama organizma na razlic¢itim
temperaturama, preko analize delovanja temperature i kvaliteta hrane

na aktivnost digestivnih enzima larvi.

3. Analiza efekata temperature i nutritivnog sastava dijete na rezistentnost

larvi gubara u uslovima temperaturnog stresa.

4. Procena uzajamnih ograni¢enja izmedu rasta larvi u optimalnim
uslovima i preZivljavanja u uslovima stresa, kao i znacaja ovih

ogranicenja za odrzavanje varijabilnosti u prirodnim populacijama.

Obzirom da je gubar izraziti generalista koji se hrani sa viSe od 500 biljnih
vrsta i ima Sirok areal rasprostranjenja u Sumama Evrope, Azije, severne Amerike i

severne Afrike, kao i da je ekonomski vazna StetoCina koja tokom prenamnozenja
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dovodi do golobrsta Suma i vo¢njaka, proucavanje efekata interakcije temperature
i kvaliteta hrane na rast i fizioloSka svojstva gubara ima kako fundamentalni
(razumevanje mehanizama tolerantnosti na stres i potencijala evolucije
plasti¢nosti stresnih odgovora) tako i aplikativni znacaj (predvidanje promene

areala rasprostranjenja i pojave prenamnoZenja).

24



3. MATERIJAL I METODE

3.1. Eksperimentalna procedura i uslovi gajenja

U eksperimentalnom radu koris¢ena su legla gubara iz topolove Sume, doneta
sa lokaliteta Opovo, 30 km udaljenom od Beograda. Legla su po sakupljanju drzana
u frizideru na +4°C, do piljenja. Nakon uklanjanja dlacica, jaja su povrsinski
sterilisana u 0.1% natrijum hipohloritu. Jaja su iz jajnih legala prebacena u uslove
pogodne za piljenje, na temperaturu od 23°C i fotoperiod 12 sati svetlost : 12 sati

tama.

Larve prvog stupnja prebacene su na vesStacku dijetu predvidenu za gajenje
gusenica gubara u laboratorijskim uslovima (O'Dell et al. 1985), uz modifikacije
povezane sa variranjem sadrzZaja proteina i ugljenih hidrata (Lindroth et al., 1997;
Stockhoff, 1991). Eksperimenti na larvama hranjenim veStackim dijetama
dozvoljavaju manipulaciju odnosa proteina i ugljenih hidrata (P:C) i iskljucivanje
faktora kao S$to su fizicke osobine liS¢a, odbrambene komponente biljaka,

alelohemikalije, deterenti, reducenti svarljivosti.

Larve su gajene u Petri kutijama (p=9cm) na gustini 5 larvi po kutiji do
ulaska u IV stupanj. Po ulasku u IV stupanj larve su gajene pojedinacno u Petri

kutijama.

3.2. Eksperimentalne grupe

U eksperimentu je koriS¢eno 19 legala (full-sib familija) i formirano je 12
eksperimentalnih grupa radi uporednog ispitivanja delovanja tri razlicite
temperature (19°, 23° i 28°C) i Cetiri razli¢ite dijete u kojima je variran sadrzaj
proteina i skroba (4 kombinacije visokog ili niskog sadrzaja proteina i ugljenih
hidrata). Za procenu delovanja temperture i kvaliteta hrane na aktivnost

digestivnih enzima, koriS¢ena je po jedna larva po leglu, za procenu komponenti
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adaptivne vrednosti (prezivljavanje, trajanje razvic¢a, masa) 3-5 larvi po leglu, a za
isptivanje rezistentnosti na visoku temperaturu izmedu 1 i 3 larve po leglu. Dijete
se razlikuju ne samo po medusobnom odnosu proteina i ugljenih hidrata ve¢ i po
ukupnom sadrZaju hranljivih materija tj. kalorijskoj vrednosti. Primenjene su dve
koncentracije kazeina (visoka -15.3% i niska - 0% u odnosu na suvu teZinu hrane)
i dve koncentracije skroba (visoka - 17% i niska - 2% u odnosu na suvu teZinu

hrane)

Analiziran je efekat sledecih dijeta:

Hrana 1 - visok sadrZaj proteina (kazein) / visok sadrzaj ugljenih hidrata (skrob)
Hrana 2 - visok sadrzaj proteina / nizak sadrzaj ugljenih hidrata

Hrana 3 - nizak sadrZaj proteina / visok sadrzaj ugljenih hidrata

Hrana 4 - nizak sadrZaj proteina / nizak sadrzaj ugljenih hidrata

3.3. Procena komponenti adaptivne vrednosti

Da bi se ispitao uticaj temperature i hrane na individualnu performansu

larvi gubara ispitivane su slede¢e komponetne adaptivne vrednosti:

- Prezivljavanje larvi od piljenja do ulaska u IV larveni stupanj

- Trajanje [ larvenog stupnja

- Trajanje razvica do ulaska u III larveni stupanj

- Ukupno trajanje razvica do ulaska u IV larveni stupanj

- Masa larvi na pocetku IV larvenog stupnja

- Relativna brzina rasta larvi tokom 3 dana IV larvenog stupnja (RGR)

Mortalitet i presvlacenje larvi su praceni svakodnevno.
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3.4. Biohemijske metode
3.4.1. Priprema homogenata srednjeg creva

Larve su Zrtvovane treeg dana po presvlacenju u Cetvrti larveni stupanj.
Disekcija je vrSena na ledu, na filter papiru ovlazenom destilovanom vodom. Nakon
dekapitovanja larve su presecane iza zadnjeg para ,noZica”, abdomen je seCen
uzduZno i izolovano je celo crevo. Crevo je ociS¢eno od masnog tela, a zatim je
odstranjeno prednje i zadnje crevo. Srednje crevo je viSe puta ispirano hladnim
fizioloSkim rastvorom (0.9% NacCl), izmerena je masa creva, a zatim je cuvano na -
20°C, do pravljenja homogenata. Homogenizovanje je vrSeno u 0.9% rastvoru NaCl
na ledu, homogenizerom (Ika-Werk Ultra turrax, 20000 Upm) u trajanju od 15
sekundi i brzini 20000 obrtaja/min. Koncentracija tkiva u homogenatu je bila 100
mg creva/1ImL 0.9% NaCl. Nakon homogenizovanja je vrSeno sonifikovanje (3
puta po 15 sec. sa pauzom od 10 sec.). Homogenati su zatim centrifugirani u
Eppendorf centrifugi u trajanju od 20 min., t=4°C i brzini 15000g. Nakon
centrifugiranja dobijeni supernatant predstavlja grubi ekstrakt srednjeg creva koji

je cuvan na -20°C do odredivanja aktivnosti digestivnih enzima.

3. 4. 2. Odredivanje specificne aktivnosti digestivnih enzima

U cilju analize velicine i adaptivnog znacaja plasti¢nih odgovora aktivnosti
enzima na delovanje temperature i kvaliteta hrane, ispitivana je aktivnost

digestivnih enzima larvi gubara koji vare proteine:

Ukupnih proteaza (SPA),

- Tripsina (STA),

- Leucin aminopeptidaze (SLA) i
- Elastaze (SEA)

- Aktivnost digestivnih enzima koji vare ugljene hidrate:
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- «o-amilaze (SAA) i
- a- glikozidaze (SGA)
Aktivnost digestivnih lipaza (SLIP) i
Aktivnosti digestivnih fosfataza:
- ukupne alkalne fosfataze (SALP),
- ukupnih kiselih fosfataza (SACP) i
- lizozomalne Kkisele fosfataze (SACP).

Specificna aktivnost ukupnih proteaza srednjeg creva (SPA) odredivana je
po Kunitz-ovoj metodi (Kunitz, 1947), merenjem apsorpcije na A=280nm, Cciji
intenzitet zavisi od Kkoli¢ine aromati¢nih aminokiselina (Trp, Tyr) oslobodenih
razgradnjom supstrata kazeina. Specificna aktivnosti tripsina (STA) i leucin
aminopeptidaze (SLA) odredena je po metodi Erlanger-a (1961), prilagodenoj
manjim Kkoli¢cinama uzorka za korisS¢enje mikrotitar ploCe, uz korisé¢enje sintetickih
supstrata N-benzoil-DL arginin p-nitroanilida (BapNA) i L-leucin p-nitroanilida
(LpNA). Princip metode se zasniva na oslobadanju p-nitroanilina iz vesStackog
supstrata koji se apsorbuje na A=405 nm. Specificna aktivnost elastaze (SEA) je
takode odredivana po metodi Erlanger-a (1961), koja se zasniva na oslobadanju p-
nitroanilina iz supstrata N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-leucine-p-nitroanilide
(SA2PLpNA). Apsorpcija je merena na spektrofotometru za mikrotitar ploce

»Thermo-Multiskan Spectrum 2.2” (MSS).

Aktivnost amilaze je odredena po metodi Bernfelda (Bernfeld, 1955),
modifikovano po Doanu (Doane, 1967), u optimalnim uslovima za amilazu gubara
(Lazarevi¢ et al.,, 1998). Princip metode se zasniva na uce$¢u produkta reakcije
maltoze u redukciji 3,5-dinitrosalicilne kiseline koja zatim nakon zagrevanja na
100°C daje crvenomrku boju Cija se apsorpcija meri na A=550 nm. Aktvnost a-

glikozidaze je odredena metodom Baker-a (Baker, 1991). Princip metode se
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zasniva na oslobadanju p-nitrofenola (koji daje Zutu boju) iz supstrata p-

nitrophenyl- a-D-glucopyranoside, pod dejstvom enzima.

Za odredjivanje specificne aktivnosti lipaze koriS¢ena je modifikovana
metoda Arreguin-Espinoza i sar. (2000), prilagodena za lipazu gubara (Mrdakovié¢
et al, 2008). Kao supstrat je koriS¢en p-nitrophenyl caprilat (pNPC). Aktivnost
enzima je merena na temperaturi od 37°C i pH 8.2 (50mM Tris/HCI pufer),
kontinuiranim prac¢enjem oslobadjanja p-nitrofenola na 410nm u trajanju od tri
minuta. Jedinica enzimske aktivnosti je odredjena kao koli¢ina enzima koja

oslobadja 1pmol p-nitrofenola u minuti.

Specifi¢na aktivnost ukupne alkalne fosfataze je odredena po metodi Terra i
sar., (1979), a kisele (SACP) i lizozomalne fosfataze (SACP)) po metodi Nemec &
Socha (1988). Princip metode se zasniva na oslobadanju p-nitrofenola iz veStackog
supstrata dinitrophenyl-phosphate-dinatrium hexahidrate. Za alkalne fosfataze
(SALP) je koris¢en 100 mM Tris/HCI pufer pH 8.6, trajanje reakcije je 20 minuta, a
za Kisele fosfataze je koriS¢en 100 mM citratni pufer pH 5.6, trajanje reakcije 60
minuta na temperaturi od 30°C. Aktivnost lizozomalnih fosfataza je ispitivana
primenom specifi¢cnog inhibitora NaF. Protokoli metoda za odredivanje aktivnosti
digestivnih fosfataza su prilagodeni za koriS¢enje u mikrotitar plo¢ama. Jedinica
enzimske aktivnosti je odredjena kao koli¢ina enzima koja oslobadja 1pumol p-

nitrofenola u minutu.

Specificne aktivnosti enzima izrazene su kao aktivnosti enzima u odnosu na
koncentraciju proteina. Koncentracija proteina je odredjena metodom po
Bradfordu (Bradford, 1976) uz koriS¢enje govedjeg serum albumina kao

standarda. Koli¢ina proteina je izraZena u pg/mg tkiva.
3.5. Ispitivanje rezistentnosti larvi gubara na visoke temperature

U cilju ispitivanja uticaja temperature i kvaliteta hrane na rezistentnost larvi
gubara na visoke temperature, larve treceg dana IV stupnja su izlagane

temperaturi od 36°C, na kojoj gubar ne moZe da zavrSi razvi¢e, a kao mera
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rezistentnosti odredivano je vreme preZivljavanja i broj presvlacenja. Za svako od
19 legala koris¢eno je oko 1-3 larve po leglu za svaki od 12 tretmana (4 hrane x 3

temperature).

3.6. Statisticke metode

Za ispitivanje znacajnosti efekata delovanja temperature i kvaliteta hrane
na ispitivane osobine (komponente adaptivne vrednosti i specificne aktivnosti
digestivnih enzima) koriS¢ena je dvofaktorska i trofaktorska analiza varijanse i
Sifov test multipnih rangova. Analiza varijanse je radena na log-transformisanim
vrednostima ispitivanih osobina, a za preZivljavanje je primenjena arcsin

transformacija.

3.7. Uticaj temperature i hrane na geneticku varijabilnost i korelacije komponenti

adaptivne vrednosti

3.7.1. Heritabilnost u Sirem smislu

Heritabilnost u Sirem smislu (H?) je odredjena na osnovu jednofaktorske
analize varijanse. Heritabilnost u Sirem smislu odreduje (predstavlja) ukupan
doprinos genotipa fenotipskoj varijansi (ukljuCuju¢i aditivne, dominantne i
epistaticke efekte) kao i uticaj roditeljske generacije (materinski efekti).
Komponente fenotipske varijanse, geneticka i sredinska varijansa, procenjene su
na osnovu srednje vrednosti kvadrata odstupanja (MS) unutar legala i izmedju
legala (ful-sib familija), koriS¢enjem formule za nebalansirani ful-sib dizajn
(Becker, 1984). Znacajnost heritabilnosti odredena je t- testom (t=h2/SE) a

poredjenje heritabilnosti izmedu grupa (tretmana) je izvrSeno z-testom.
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3.7.2. Varijabilnost fenotipske plasticnosti

Varijabilnost fenotipske plasticnosti je odredena trofaktorskom i
Cetvorofaktorskom analizom varijanse na log-transformisanim vrednostima
ispitivanih osobina (trajanje razvi¢a i mase larvi). U trofaktorskoj analizi varijanse
temperatura i hrana su fiksirani faktori a legla su slucajan faktor, a u
Cetvorofaktrskoj analizi varijanse temperatura, sadrzZaj proteina i sadrZaj ugljenih
hidrata su fiksirani faktori a legla su slu¢ajan faktor. Znacajna interakcija , genotip
(leglo) x sredina (tretmani)“ ukazuje na postojanje varijabilnosti fenotipske

plasti¢nosti u populaciji.

3.7.3. Geneticke i fenotipske korelacije

Geneticke korelacije izmedu trajanja razvi¢a i mase larvi unutar sredina
(tretmana) kao i geneticke korelacije za trajanje razvi¢a i masu larvi izmedu
sredina (tretmana) odredene su preko Pirsonovog proizvoda momenata srednjih
vrednosti ispitivanih osobina za svaki od genotipa (legla), odnosno izmedju
srednjih vrednosti osobina po leglima. Znacajnost razlika korelacija masa - trajanje

razvica izmedu sredina odredena je z-testom (Sokal & Rohlf, 1981).

Fenotipske korelacije izmedu aktivnosti digestivnih enzima, kao i
fenotipske korelacije izmedu aktivnosti digestivnih enzima i komponenti
adaptivne vrednosti procenjene su preko Pirsonovog proizvoda momenata

ispitivanih osobina a za poredenje znacajnosti razlika je korisc¢en z-test.

Mantelov test se koristi za poredenje ukupne korelacione strukture (Mantel,
1967). Mantelov test je koriS¢en za poredenje obrazaca korelisanosti ispitivanih
osobina (aktivnosti digestivnih enzima i aktivnosti digestivnih enzima sa
komponentama adaptivne vrednosti) izmedu razlicitih tretmana. Polazna hipoteza
Mantelovog testa je da izmedu matrica koje se porede nema sli¢nosti. Koeficijenti
korelacije u ovom testu mogu imati vrednosti od ,-1“ do ,+1“. Vrednosti r= 0 ili
bliske ,0“ ukzuju da postoje znacajne razlike izmedu matrica koje se porede, dok
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visoke pozitivne vrednosti (r=+1) ukazuju na odsustvo znacajnih razlika izmedu

ispitivanih matrica, odnosno korelacione strukture su medusobno sli¢ne.
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4. REZULTATI

4.1. UTICA] TEMPERATURE I KVALITETA HRANE NA KOMPONENTE
ADAPTIVNE VREDNOSTI

4.1.1. Uticaj temperature i hrane na preZivljavanje larvi gubara do ulaska u IV

larveni stupanj

PreZivljavanje larvi gubara do ulaska u IV larveni stupanj zavisi od
temperature, dok sadrZaj proteina i ugljenih hidrata u dijeti ne pokazuje znacajan
efekat. Prezivljavanje larvi je u proseku vece na temperaturama 19 i 23°C u odnosu

na temperaturu od 28°C (Slika 1, Tabela 1).
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Slika 1. Uticaj temperature i hrane na PREZIVLJAVANJE (X+£SE) larvi gubara do ulaska u IV

larveni stupanj. hrana 1 - visok sadrzaj proteina i ugljenih hidrata; hrana 2 - visok

sadrZaj proteina, nizak sadrzaj ugljenih hidrata; hrana 3

- nizak sadrzaj proteina,

visok sadrzaj ugljenih hidrata, hrana 4 - nizak sadrzaj proteina, nizak sadrzaj

ugljenih hidrata.
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Tabela 1. Zbir i prosek kvadrata odstupanja od srednje vrednosti PREZIVLJAVANJA dobijen
analizom varijanse u Kojoj su ispitani efekti temperature i hrane na prezivljavanje
larvi gubara do ulaska u IV larveni stupanj. Poredenje prezivljavanja izmedu
razlicitih temperatura je uradeno Scheffe-ovim testom multipnih rangova. Oznake
19, 23 i 28 odnose se na temperaturne tretmane.

Izvor variranja SS df MS F P Scheffe-ov test
temperatura 0.707 2 0.353 6.1 0.0027 (19=23)>28
hrana 0.092 3 0.031 0.5 0.6624

Error 12.329 212 0.058

4.1.2. Uticaj temperature i hrane na trajanje razvicéa larvi

[ temperaturni rezim i nutritivni kvalitet hrane imaju znacajan efekat na
trajanje razvica larvi. Analiza varijanse nije otkrila zna¢ajnu interakciju izmedu ova
dva faktora sredine ukazuju¢i na to da su efekti promene temperature nezavisni od

primenjenog nutritivnog tretmana i obratno (Slike 2, 3 i 4, Tabele 2 1 3).

Prvi larveni stupanj najduze traje na temperaturi 19°C i to na dijetama koje
su siromasne proteinima (hrane 3 i 4) (Tabela 2). Sa porastom temperature dolazi
do skracivanja trajanja prvog larvenog stupnja - 11-13 dana na 19°C, viSe od 8-9

dana na 23°C i 6-7 dana na 28°C (Slika 2).

Trajanje razvic¢a do ulaska u III larveni stupanj pokazuje isti trend kao i kod
trajanja prvog larvenog stupnja, odnosno dolazi do skracivanja trajanja razvic¢a sa
porastom temperature (Slika 3, Tabela 2). Trajanje je znacajno duZe na hrani sa
niskim sadrzajem proteina (hrane 3 i 4) u odnosu na hranu sa visokim sadrZajem

proteina (hrane 11 2).

Ukupno trajanje razvi¢a do ulaska u IV stupanj je najduze na 19°C i traje u
proseku oko 25 dana, dok je na temperaturi od 28°C prosecno trajanje razvica
skoro duplo krace i iznosi 12-13 dana (Slika 4). Larve se u proseku brZze razvijaju
na visokoproteinskoj hrani (hrane 1 i 2) u odnosu na hranu sa niskim sadrZajem

proteina (hrane 3 i 4) (Tabela 2).

Trofaktorska analiza varijanse nam daje uvid kako koli¢ina proteina i

ugljenih hidrata uti¢u na trajanje razvi¢a (Tabela 3). Niska temperatura i nizak
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sadrzaj proteina u hrani znacajno produZavaju trajanje prvog stupnja kao i trajanje

razvica do ulaska u IIl i u IV stupanj. Sadrzaj ugljenih hidrata u hrani nije statisticki

ti trend (p < 0.1)

Ze uoci

v

, ali se mo

ca

7

ticao na trajanje larvenog razvi

znacajno u

skradenja trajanja razvi¢a do ulaska u IV stupanj kod larvi hranjenih dijetom sa

niskim sadrZajem ugljenih hidrata (hrane 2 i 4) (Slika 4, Tabela 3). Temperatura,

sadrzaj proteina i sadrzaj ugljenih hidrata u dijeti utiCu na trajanje razviéa

terakcije izmedu ovih faktora (Tabela

¢ene znacajne in

v

nezavisno, odnosno nisu uo

3).
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Slika 2. Uticaj temperature i hrane na TRAJANJE PRVOG LARVENOG STUPNJA (X£SE).
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Tabela 2. Dvofaktorska analiza varijanse na log-transformisanim vrednostima trajanja
larvenog razvica (I, I+I1 i I+I1+I1I larveni stupanj). Temperatura i hrana su fiksirani
faktori. Oznake 19, 23 i 28 odnose se na temperaturne tretmane; Oznake 1, 2,31 4
odnose se na nutritivne tretmane. 1 - visok sadrzaj proteina i ugljenih hidrata; 2 -
visok sadrZaj proteina, nizak sadrZzaj ugljenih hidrata; 3 - nizak sadrZaj proteina,
visok sadrzaj ugljenih hidrata, 4 - nizak sadrZaj proteina, nizak sadrzaj ugljenih

hidrata.
Izvor variranja SS df MS F P Scheffe-ov test
[ stupanj temperatura 11.931 2 5.965 339.9 0.0000 19 >23>28
hrana 0.364 3 0.121 6.9 0.0001 (1=2)<(3=4)
temperaturaxhrana 0.051 6 0.009 0.5 0.8180
Greska 17.7010 1009 0.018
[+I1 temperatura 12.861 2 6.431 792.7 0.0000 19>23>28
stupanj hrana 0.206 3 0.069 8.5 0.0000 (1=2)<(3=4)
temperaturaxhrana 0.031 6 0.005 0.6 0.6943
GreSka 8.047 992 0.008
[+]11+111 temperatura 14.572 2 7.286 1534.1 0.0000 19 >23>28
stupanj hrana 0.185 3 0.062 13.0 0.0000 (1=2)<(3=4)
temperaturaxhrana 0.018 6 0.003 0.6 0.7147
Greska 4.726 995 0.005
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Tabela 3. Trofaktorska analiza varijanse na log-transformisanim vrednostima trajanja
larvenog razvi¢a (I, I+I1 i I+II+III larveni stupanj). Temperatura, sadrzaj proteina
(Pr) i sadrzaj ugljenih hidrata (Ug) u hrani su fiksirani faktori. Oznake 19, 23 i 28
odnose se na temperaturne tretmane; Oznake n i v odnose se na nutritivne
tretmane: n - nizak sadrzaj proteina ili ugljenih hidrata u hrani, v - visok sadrzaj
proteina ili ugljenih hidrata u hrani.

Izvor variranja SS df MS F P Scheffe-ov test
I stupanj temperatura 11.930 2 5.965 339.9 0.0000 19>23>28

Pr 0.339 1 0.339 19.3 0.0000 n>v

Ug 0.018 1 0.018 1.0 0.3104

temperaturaxPr 0.013 2 0.007 0.4 0.6893

temperaturaxUg 0.030 2 0.015 0.95 0.4261

PrxUg 0.004 1 0.0047 0.2 0.6458

temperaturaxPrxUg 0.009 2 0.004 0.3 0.7802

Error 17.710 1009 0.018
[+11 temperatura 12.861 2 6.43 792.7 0.0000 19>23>28
stupanj Pr 0.196 1 0.200 24.2 0.0000 n>v

Ug 0.008 1 0.008 1.0 0.3204

temperaturaxPr 0.001 2 0.000 0.0 0.9583

temperaturaxUg 0.019 2 0.009 1.2 0.3123

PrxUg 0.000 1 0.000 0.0 0.8357

temperaturaxPrxUg 0.012 2 0.006 0.8 0.4726

Error 8.047 992 0.008
[+11+111 temperatura 14.572 2 7.286 1534.1 0.0000 19>23>28
stupanj Pr 0.170 1 0.170 359 0.0000 n>v

UG 0.013 1 0.013 2.8 0.0922

temperaturaxPr 0.013 2 0.006 1.3 0.2608

temperaturaxUg 0.004 2 0.002 0.4 0.6404

PrxUg 0.001 1 0.001 0.2 0.6946

temperaturaxPrxUg 0.001 2 0.000 0.1 0.9377

Error 4.726 995 0.005
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4.1.3. Uticaj temperature i hrane na masu larvi gubara na pocetku IV larvenog
stupnja

I temperatura i hrana imaju znacajan efekat na masu larvi na pocetku
Cetvrtog larvenog stupnja (Slika 5, Tabela 4). Masa larvi na ulasku u IV larveni
stupanj je u proseku najveca na temperaturi od 23°C u odnosu na temperature 19 i
28° C izmedu kojih nema statisticki znacajnih razlika. Masa larvi je u proseku veca
na hrani sa visokim sadrZajem proteina (hrane 1i 2) u odnosu na hranu sa niskim
sadrzajem proteina (hrane 3 i 4) (Tabela 4), a u okviru hrane sa visokim
sadrZajem proteina nesto je ve¢a masa larvi na hrani 2, koja pored veceg sadrZaja
proteina ima manju koli¢inu ugljenih hidrata (Slika 5). Nije ustanovljena statisticki

znacajna interakcija ,temperatura x hrana” za masu larvi (Tabela 4).

Sadrzaj proteina u hrani znacajno utiCe na masu larvi na pocetku Cetvrtog
larvenog stupnja. Masa larvi u proseku je najve¢a na hrani sa visokim sadrzajem
proteina u odnosu na masu larvi na hrani sa niskim sadrzajem proteina (Tabela 5,
Slika 5). Sadrzaj ugljenih hidrata nema znacajan uticaj na masu, ali postoji
znacajna interakcija ,proteini x ugljeni hidrati” (Tabela 5). Na hrani sa niskim
sadrZajem ugljenih hidrata pad mase u odgovoru na nizak sadrzaj proteina je veci

ukoliko je i sadrzaj ugljenih hidrata nizak.

4.1.4. Uticaj temperature i hrane na relativnu brzinu rasta
larvi tokom tri dana IV larvenog stupnja (RGR)

Relativna brzina rasta larvi (RGR) tokom 3 dana IV larvenog stupnja
povecava se znacajno sa povecanjem temperature i zavisi od nutritivnog sastava
hrane (Slika 6, Tabela 4). Brzina rasta larvi je u proseku najveca na temperaturi

od 28°C kod larvi koje su se hranile visokoproteinskom dijetom (hrane 1 i 2).

Za razliku od mase larvi na ¢iju promenu ne utiCe koli¢ina ugljenih hidrata,
RGR zavisi od koli¢ine ugljenih hidrata u dijeti. Brzina rasta je veca na dijeti koja je
siromasna ugljenim hidratima (hrane 2 i 4) (Tabela 5).

Efekat temperature na relativnu brzinu rasta tokom 3 dana IV larvenog
stupnja zavisi od koli¢ine proteina u hrani (marginalno signifikantna interakcija
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ytemperatura x proteini”, Tabela 5). Relativna brzina rasta je osetljivija na nizak
sadrzaj proteina u hrani ako se larve gaje na temperaturi 28°C u odnosu na
temperature gajenja 19°C i 23°C. Dok je smanjenje RGR u odgovoru na nizak
sadrzaj proteina u hrani oko 10% na temperaturama 19°C i 23°C, na temperaturi

od 28°C iznosi oko 5%.
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Slika 5. Uticaj temperature i kvaliteta hrane na MASU larvi gubara na pocetku Cetvrtog
stupnja (X£SE).

42



|:|hrana 1

-hrana 2

hrana 3

0.8

0.7 t

06|

= = )
o <} [}

(uep,Bw/bw) Yoy

0.2}

0.1}

0.0

§§§hrana 4

23
temperatura (°C)

Slika 6. Uticaj temperature i kvaliteta hrane na RELATIVNU BRZINU RASTA (RGR) larvi tokom

3 dana Cetvrtog larvenog stupnja (X+SE).

43



Tabela 4. Dvofaktorska analiza varijanse na log-transformisanim vrednostima MASE i RGR

larvi Cetvrtog stupnja. Temperatura i hrana su fiksirani faktori. Oznake 19, 23 i 28
odnose se na temperaturne tretmane; Oznake 1, 2, 3 i 4 odnose se na nutritivne
tretmane. 1 - visok sadrZaj proteina i ugljenih hidrata; 2 - visok sadrZaj proteina,
nizak sadrzaj ugljenih hidrata; 3 - nizak sadrzaj proteina, visok sadrzaj ugljenih
hidrata, 4 - nizak sadrzaj proteina, nizak sadrZaj ugljenih hidrata.

Izvor variranja SS df MS F P Scheffe-ov test
masa  temperatura 4.032 2 2.016 170.2 0.0000 23> (19 =28)
hrana 0.580 3 0.193 16.3 0.0000 (1=2)>3=4)
temperaturaxhrana 0.065 6 0.011 0.9 0.4859
GreSka 11.784 995 0.012
RGR temperatura 13.137 2 6.569 387.6 0.0000 19<23<28
hrana 1.912 3 0.637 37.6 0.0000 (1=2)>3=4)
temperaturaxhrana 0.178 6 0.030 1.8 0.1068
Greska 7.372 435 0.017

Tabela 5. Trofaktorska analiza varijanse na log-transformisanim vrednostima MASE i RGR

larvi cetvrtog stupnja. Temperatura, sadrZaj proteina (Pr) i sadrZaj ugljenih
hidrata (Ug) u hrani su fiksirani faktori. Oznake 19, 23 i 28 odnose se na
temperaturne tretmane; Oznake n i v odnose se na nutritivne tretmane. n - nizak
sadrzaj proteina ili ugljenih hidrata u hrani, v - visok sadrzaj proteina ili ugljenih
hidrata u hrani.

Izvor variranja SS df MS F P Scheffe-ov test
masa temperatura 4.032 2 2.016 170.2 0.0000 23>(19=28)
Pr 0.499 1 0.499 42.2 0.0000 n<v
UG 0.028 1 0.028 2.3 0.1271
temperaturaxPr 0.041 2 0.021 1.7 0.1774
temperaturaxUG 0.015 2 0.008 0.6 0.5233
PrxUG 0.054 1 0.054 4.6 0.0322
temperaturaxPrxUG 0.009 2 0.005 0.4 0.6785
GreSka 11.784 995 0.012
RGR temperatura 13.137 2 6.569  387.59 0.0000 19<23<28
Pr 1.836 1 1.836 108.36 0.0000 n<v
Ug 0.082 1 0.082 4.83 0.0285 n>v
temperaturaxPr 0.098 2 0.049 291 0.0558
temperaturaxUG 0.035 2 0.018 1.03 0.3561
PrxUG 0.002 1 0.002 0.11 0.7353
temperaturaxPrxUG 0.043 2 0.021 1.26 0.2843
Greska 7.372 435 0.017
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4.2. UTICA] TEMPERATURE I KVALITETA HRANE NA GENETICKU
VARIJABILNOST I KORELACIJE KOMPONENTI
ADAPTIVNE VREDNOSTI

4.2.1. Heritabilnost u Sirem smislu

Vrednosti heritabilnosti u Sirem smislu (h2) za trajanje prvog larvenog
stupnja, trajanje razvica do ulaska u III larveni stupanj i ukupno trajanje razvi¢a do
ulaska u IV larveni stupanj kod larvi gubara gajenih na temperaturama 19, 23 i
28°C i na Cetiri razlicite dijete prikazane su u Tabelama 6, 7 i 8. Heritabilnost za
trajanje razvica je pokazala visoke i srednje vrednosti.

Heritabilnost u Sirem smislu za trajanje prvog larvenog stupnja je znacajna
na svim temperaturama i na svakoj od Cetiri ispitivane dijete (Tabela 6).
Poredenjem heritabilnosti I stupnja nisu pokazane znacajne razlike izmedu
tretmana (P > 0.05).

Trajanje razvi¢a do ulaska u III larveni stupanj takode pokazuje znacajnu
heritabilnost na temperaturama 19, i 23 i 28°C i na svim dijetama. Izuzetak je
grupa larvi gajena na temperaturi 28°C i nutritivno najsiromasnijoj hrani (hrana 4)
(Tabela 7). Poredenjem heritabilnosti za trajanje razvi¢a do ulaska u III stupanj
nisu pokazane znacajne razlike izmedu razlic¢itih uslova gajenja.

Heritabilnost za trajanje razvi¢a do ulaska u IV larveni stupanj takode je
znacajna na svim temperaturama osim na temperaturi 23°C i nutritivno
najsiromasnijoj hrani (Tabela 8). Poredenjem heritabilnosti za trajanje razvi¢a do
ulaska u IV larveni stupanj nisu dobijene statisticki znacCajne razlike izmedu
tretmana.

Heritabilnost u Sirem smislu za masu larvi merenu na pocetku Cetvrtog
larvenog stupnja je znacajna na temperaturi 19°C na svim hranama osim na
nutritivno najsiromasnijoj hrani (Tabela 9). Nasuprot tome, heritabilnost mase na
temperaturi od 23°C je bila statisticki znaCajna samo na nutritivno najsiromasnijoj
hrani (Tabela 9). U okviru temperature 28°C nije dobijena znacajna heritabilnost
ni na jednoj od Cetiri ispitivane hrane (Tabela 9).

Poredenjem heritabilnosti za masu larvi po presvlacenju u IV larveni

stupanj u okviru ispitivanih temperatura pokazano je da na sub- i supraoptimalnoj
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temperaturi nutritivni sastav dijete ne utice na promenu ekspresije geneticke
varijabilnosti. Na optimalnoj temperaturi najniza vrednost heritabilnosti je
dobijena na dijeti sa visokim sadrZajem proteina i niskim sadrZajem ugljenih
hidrata (hrana 2). U odnosu na ovu dijetu dolazi do statisticki znaCajnog povecanja
heritabilnosti u grupama larvi ¢ija dijeta ima bilo ve¢i sadrzaj ugljenih hidrata
(hranal, t = 5.628, P < 0.001) ili manji sadrZaj proteina (hrana 4, t = 9.9589, P <
0.001).

Na nutritivno najbogatijoj dijeti temperatura ne utice znacajno na promenu
ekspresije geneticke varijabilnosti za masu larvi. Porast temperature znacajno
smanjuje heritabilnost u Sirem smislu za masu larvi gubara ako je nizak sadrzaj
jednog ili oba makronutrienata. Na hrani 2 (nizak sadrZaj ugljenih hidrata)
smanjenje je znacajno pri porastu temperature od 19 do 23°C (t = 7.903, P <
0.001), na hrani 3 (nizak sadrzaj proteina) pri porastu temperature od 19 do 28°C
(t= 2.875, P < 0.05), a na hrani 4 (nizak sadrZaj proteina i ugljenih hidrata) pri
porastu temperature od 23 do 28°C (t = 2.3856, P < 0.05).
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Tabela 6. Heritabilnost u Sirem smislu (H2£SE) za TRAJANJE I LARVENOG STUPNJA kod larvi
gubara gajenih na razli¢itim temperaturama i kvalitetu hrane. Znacajnost
heritabilnosti je odredena t-testom.

19°C 23°C 28°
H? +SE H? +SE H? +SE
hranal  1.1761 ***  0.2064 1.0855 **  0.2196 1.1067 **  0.2318
hrana2  1.0054 ***  0.2227 1.0010 ***  0.2326 0.6252 * 0.2486
hrana3  0.8047 ** 0.2313 0.7184 ** 0.2399 0.9241 **  0.2528
hrana4  1.0869 ***  0.2167 0.8920 ** 0.2417 09121 **  0.2594

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Tabela 7. Heritabilnost u Sirem smislu (H2£SE) za TRAJANJE RAZVICA DO ULASKA U III LARVENI
STUPAN] kod larvi gubara gajenih na razli¢itim temperaturama i kvalitetu hrane.
Znacajnost heritabilnosti je odredena t-testom.

19°C 23°C 28°
Hz +SE Hz +SE Hz +SE
hranal 1.0576 *** 0.2189 1.1487 *** 0.2130 1.0399 **  0.2402
hrana2z  0.9627 *** 0.2257 1.0611 *** 0.2288 0.5720 * 0.2581
hrana3  0.8042 ** 0.2322 0.6463 * 0.2417 0.8501 ** 0.2589
hrana4  0.9497 *** 0.2296 1.0072  *** 0.2332 0.5537 ns.  0.2704

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Tabela 8. Heritabilnost u Sirem smislu (H2+SE) za TRAJANJE RAZVICA DO ULASKA U [V LARVENI
STUPAN] kod larvi gubara gajenih na razli¢itim temperaturama i kvalitetu hrane.
Znacajnost heritabilnosti je odredena t-testom.

19°C 23°C 28°
H2 +SE H2 +SE H2 +SE
hranal  0.9820 *** 0.2244 1.1406 *** 0.2140 1.0948 ***  (0.2332
hranaZ2 0.8801 ** 0.2300 0.8330 ** 0.2442 0.5653 * 0.2539
hrana3 0.6315 * 0.2363 0.7211 ** 0.2411 0.8969 ** 0.2544
hrana4  0.8705 ** 0.2347 0.4859 n.s. 0.2380 0.5878 * 0.2637

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001
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Tabela 9. Heritabilnost u Sirem smislu (H2+SE) za MASU LARVI PO PRESVLACEN]JU U IV LARVENI
STUPAN] kod larvi gubara gajenih na razli¢itim temperaturama i kvalitetu hrane.
Znacajnost heritabilnosti je odredena t-testom.

19°C 23°C 28°
H2 1SE H2 1SE H2 +SE
hranal 0.4957 * 0.2233 0.4152 n.s. 0.2263 0.2873 n.s. 0.2269
hrana2  0.5158 * 0.2247 -0.0600 n.s. 0.1537 0.1422 ns. 0.2073
hrana3  0.5523 * 0.2331 0.1407 n.s. 0.1927 0.0115 ns. 0.1749
hrana4 0.3485 n.s. 0.2166 0.5485 * 0.2414 0.0348 n.s. 0.1937
*P<0.05

4.2.2. Varijabilnost fenotipske plasticnosti

Znacajna interakcija ,genotip x sredina” ukazuje na geneticku varijabilnost
fenotipske plasticnosti. U naSem eksperimentu ispitivana je varijabilnost
plasti¢nosti trajanja razviéa do ulaska u IV larveni stupanj i mase larvi po
presvlaCenju u IV stupanj u odgovoru na tri razli¢ite konstantne temperature i 4
hrane na osnovu interakcije faktora "leglo” (genotip, ful-sib familija) i faktora

Jtemperatura” i/ili "hrana” (sredina) u analizi varijanse.

Pored znacajnog uticaja sredine (temperatura i kvalitet hrane) na trajanje
razvica, znacajan je i uticaj genotipa (Tabela 10). Za trajanje prvog stupnja kao i
trajanje razvica do ulaska u IIl i do ulaska u IV larveni stupanj otkrivena je
znacajna varijabilnost fenotipske plasti¢nosti u odgovoru na variranje temperature
(interakcija T x L, P < 0.01), ali ne i u odgovoru na variranje kvaliteta hrane
(interakcija H x L, P > 0.05). Za trajanje prvog stupnja i trajanje razvi¢a do ulaska u
[II larveni stupanj znacajna interakcija ,temperatura x hrana x leglo” ukazuje da

variranje temperaturnih normi reakcije zavisi od nutritivnog sastava dijete.

Cetvorofaktorska analiza varijanse nam daje uvid na koji nacin se pored
delovanja temperature odgovor legala u pogledu trajanja razvica menja i u
zavisnosti od sadrZaja proteina i ugljenih hidrata u hrani (Tabela 11). Nesumnjivo
je da larve gubara imaju razlicito trajanje razvi¢a u odnosu na temperaturu gajenja

(19, 231 28°C) i sadrZaj proteina u dijeti. Ugljeni hidrati imaju marginalno znacajan
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uticaj samo na trajanje razvica do ulaska u III larveni stupanj (P < 0.1), tako Sto

visok sadrzaj ugljenih hidrata uti¢e na produzavanje trajanja razvica.

Variranje temperaturnih normi reakcije kao i variranje normi reakcije u
odnosu na sadrzaj proteina ili sadrzaj ugljenih hidrata u dijeti nije znacajno,
odnosno analiza varijanse nije pokazala znacajne interakcije faktora ,leglo” (ful-sib
familija) sa ovim faktorima Zivotne sredine. Medutim, Cetvorostruka interakcija
svih ispitivanih faktora (leglo, temperatura, sadrZaj proteina i ugljenih hidrata)
znacajno utiCe na variranje trajanja [ larvenog stupnja i trajanje razvica do ulaska u

[1I larveni stupanj (Tabela 11).

Doprinos temperature variranju mase larvi na pocetku IV larvenog stupnja
je veoma znacajan kao i uticaj kvaliteta hrane, a posebno sadrzaja proteina u dijeti
(P < 0.001) (Tabele 12 i 13). Medutim, znacajnih interakcija ispitivanih faktora
nema tako da se moZe zakljuciti da za masu larvi nije pokazana varijabilnost

fenotipske plasti¢nosti.
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Tabela 10. Trofaktorska analiza varijanse na log-transformisanim vrednostima TRAJANJA
LARVENOG RAZVICA (I, [+II i I+II+III larveni stupanj). Temperatura i hrana su fiksirani

faktori, a legla su slucajan faktor.

SS df MS F P Scheffe-ov test
I temperatura (T) 10.505 5.252 167.1 0.0000 19>23>28
hrana (H) 0.383 0.128 9.6  0.0001 (1=2)<(3=4)
leglo (L) 3.853 14 0275 88  0.0000
TxH 0.037 6  0.006 05  0.8386
TxL 0.884 28 0.032 23
HxL 0.560 42 0013 1.0 05260
TxHxL. 1.151 84 0014 14
Gregka 6.697 686  0.010
I+I1 temperatura (T) 10.946 2 5.473 439.3 0.0000 19>23>28
hrana (H) 0.226 3 0075 126  0.0000 (1=2) < (3=4)
leglo (L) 1.657 14 0118 9.7  0.0000
TxH 0.028 6  0.005 0.7 06116
TxL 0.350 28 0.013 2.0
HxL 0.252 42 0.006 1.0 05436
TxHxL 0.523 84  0.006 13
Gregka 3.135 671  0.005
[+II+III temperatura (T) 12.546 2 6.273 942.5 0.0000 19>23>28
hrana (H) 0.201 3 0067 181  0.0000 (1=2) < (3=4)
leglo (L) 0.932 14 0067 93  0.0000
TxH 0.013 6  0.002 0.7  0.6508
TxL 0.187 28 0.007 21
HxL 0.156 42 0.004 12 0.2805
TxHxL 0.269 84  0.003 11 02230
Gregka 1917 672 0.003
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Tabela 11. Cetvorofaktorska analiza varijanse na log-transformisanim vrednostima

TRAJANJA LARVENOG RAZVICA (I, I+II i I+II+III larveni stupanj). Temperatura, sadrzaj
proteina (Pr) i sadrzaj ugljenih hidrata (Ug) u hrani su fiksirani faktori, a legla su
slucajan faktor. n - nizak sadrzaj proteina ili ugljenih hidrata u hrani, v - visok
sadrzaj proteina ili ugljenih hidrata u hrani.

SS df MS F P Scheffe-ov test
I temperatura (T)  10.505 2 5.252 167.1 0.0000 19>23>28
Pr 0.359 1 0359 330  0.0000 y<p
Ug 0.014 0.014 15 02334
leglo (L) 3.853 14 0275 114  0.0033
TxPr 0.011 0.005 05 05958
TxUg 0.016 0.008 0.6  0.5809
PrxUg 0.005 0.005 03  0.6021
TxL 0.884 28 0.032 39  0.1268
PrxL 0.153 14 0011 08  0.6545
UgxL 0.128 14 0.009 05  0.8545
TxPrxUg 0.011 2 0006 04 07030
TxPrxL 0.281 28 0.010 0.6  0.8880
TxUgxL 0.394 28 0014 09  0.6333
PrxUgxL 0.271 14 0019 12 03224
TxPrxUgxL, 0.448 28 0016 16
Greska 6.697 686  0.010
1+11 temperatura (T)  10.946 5.473 439.3 0.0000 19>23>28
Pr 0.211 0.211 465  0.0000 y<p
Ug 0.010 0.010 19 01919
leglo (L) 1.657 14 0118 87  0.0006
TxPr 0.001 0.001 0.1  0.8640
TxUg 0.019 0.010 16 02127
PrxUg 0.002 0.002 02  0.6325
TxL 0.350 28 0013 10.6  0.5440
PrxL 0.063 14 0.005 1.6 05399
UgxL 0.075 14 0.005 1.0 05534
TxPrxUg 0.007 2 0.004 04 06571
TxPr=L 0.104 28 0.004 04 09839
TxUgxL 0.167 28 0.006 0.7 08222
PrxUgxL 0.107 14 0.008 09 05623
TxPrxUgxL 0.237 28 0.008 18
Greska 3.135 671 0.005
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..hastavak Tabela 11

[+11+111

temperatura (T)  12.546

Pr 0.190
Ug 0.008
leglo (L) 0.932
TxPr 0.009
TxUg 0.003
PrxUg 0.002
TxL 0.187
PrxL 0.042
UgxL 0.034
TxPrxUg 0.002
TxPrxL 0.075
TxUgxL 0.101
PrxUgxL 0.078
TxPrxUgxL 0.090
Greska 1.917

14

28
14
14

28
28
14
28
672

6.273
0.190
0.008
0.067
0.004
0.001
0.002
0.007
0.003
0.002
0.001
0.003
0.004
0.006
0.003
0.003

942.5
63.1
3.5
19.3
1.7
0.4
0.3
2.2
0.6
0.4
0.3
0.8
1.1
1.7
1.1

0.0000 19>23>28

0.0000 v<np
0.0838 ys>n
0.0497
0.2073
0.6917
0.5889
0.1160
0.8115
0.9454
0.7516
0.6777
0.3802
0.1052
0.3017
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Tabela 12. Trofaktorska analiza varijanse na log-transformisanim vrednostima MASE LARVI
PO PRESVLACENJU U IV LARVENI STUPAN]. Temperatura i hrana su fiksirani faktori, a
legla su slucajan faktor. Oznake 19, 23 i 28 odnose se na temperaturne tretmane;
Oznake 1, 2, 3 i 4 se odnose na nutritivne tretmane. 1 - visok sadrzaj proteina i
ugljenih hidrata; 2 - visok sadrZaj proteina, nizak sadrzaj ugljenih hidrata; 3 -
nizak sadrZaj proteina, visok sadrzaj ugljenih hidrata, 4 - nizak sadrZaj proteina,
nizak sadrzaj ugljenih hidrata.

SS df MS F P Scheffe-ov test
temperatura (T) 3.080 2 1.540 175.7 0.0000 19<23>28
hrana (H) 0.636 3 0.212 13.9  0.0000 (1=2)>(3=4)
leglo (L) 0.905 14 0.065 52 0.0013
TxH 0.047 6 0.008 0.7 0.6701
TxL 0.245 28 0.009 0.7 0.8043
HxL 0.644 42 0.015 1.3 0.1450
TxHxL 0.982 84 0.012 1.1 0.2233
Greska 6.996 672 0.010

Tabela 13. Cetvorofaktorska analiza varijanse na log-transformisanim vrednostima MASE
LARVI PO PRESVLACENJU U IV LARVENI STUPAN]. Temperatura, sadrZaj proteina (Pr) i
sadrzaj ugljenih hidrata (Ug) u hrani su fiksirani faktori, a legla su slucajan faktor.
Oznake 19, 23 i 28 se odnose na temperaturne tretmane; n - nizak sadrzaj proteina
ili ugljenih hidrata u hrani, v - visok sadrzaj proteina ili ugljenih hidrata u hrani.

SS df MS F P Scheffe-ov test
temperatura (T) 3.080 2 1.540 175.7 0.0000 19<23>28
Pr 0.545 1 0.545 25.8 0.0002 vy>n
Ug 0.026 1 0.026 2.3 0.1487
leglo (L) 0.905 14 0.065 4.3 0.1127
TxPr 0.032 2 0.016 1.3 0.3006
TxUg 0.012 2 0.006 0.5 0.6132
PrxUg 0.074 1 0.074 6.1 0.0271
TxL 0.245 28 0.009 0.6 0.8527
PrxL 0.296 14 0.021 1.5 0.2636
UgxL 0.158 14 0.011 0.8 0.6276
TxPrxUg 0.004 2 0.002 0.2 0.8371
TxPrxL 0.354 28 0.013 1.2 0.3318
TxUgxL 0.336 28 0.012 1.1 0.3832
PrxUgxL 0.170 14 0.012 1.1 0.3738
TxPrxUgxL 0.300 28 0.011 1.0 0.4258
Greska 6.996 672 0.010
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4.2.3. Geneticke korelacije

Trajanje larvenog razvi¢a od piljenja do ulaska u IV larveni stupanj je u
negativnoj korelaciji sa masom larvi IV stupnja na svim ispitivanim temperaturama
i na sve Cetiri vrste hrane. Geneticke korelacije izmedu ovih osobina su znacajne na
nepovoljnim temperaturama i nutritivno najsiromasnijoj dijeti (hrana 4) (Tabela
14). Na optimalnoj temperaturi 23°C moZe se uociti trend porasta vrednosti
korelacija izmedu mase i trajanja razvi¢a od nutritivno najbogatije (hrana 1) ka
nutritivno najsiromasnijoj hrani (hrana 4).

Poredenje koeficijenata genetickih korelacija trajanja razvi¢a do ulaska u IV
stupanj i mase larvi IV stupnja je pokazalo samo marginalno znacajnu razliku (t =
1.741, P < 0.1) izmedu korelacija odredenih na temperaturama 23°C i 28°C kod
larvi hranjenih dijetom sa visokim sadrZajem proteina i ugljenih hidrata.

Vecina genetickih korelacija izmedu sredina za osobine trajanja razvica
larvi gubara je pozitivna i znacajna. Znacajne korelacije se statisticki ne razlikuju
od ,+1” (Tabela 15). Manji broj znacajnih korelacija izmedu sredina za trajanje
razvica se moZe uociti ako su larve gajene na dijetama sa niskim sadrZajem
proteina (hrane 3 i 4) nego na dijetama sa visokim sadrZajem proteina (hrane 1 i
2). Pozitivne korelacije ukazuju da je ekspresija geneticke varijabilnosti slicna u
razli¢itim sredinama odnosno ne zavisi od delovanja faktora Zivotne sredine.
Pozitivne geneticke korelacije izmedu sredina koje se ne razlikuju znacajno od
jedinice predstavljaju ogranicenje za evoluciju optimalne fenotipske plasti¢nosti i
mogu da otezaju scpecijalizaciju u temperaturno i nutritivno heterogenim
sredinama.

Sa izuzetkom znacajne pozitivne korelacije izmedu temperatura 19 i 28°C
za masu larvi gajenih na nutritivno najbogatijoj dijeti, geneticke korelacije izmedu

sredina za masu larvi nisu znacajne i shodno tome se znacajno razlikuje od ,+1".
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Tabela 14. Geneticke korelacije izmedu trajanja razvi¢a do ulaska u IV stupanj i mase larvi

gubara IV stupnja koje su gajene na razli¢itim temperaturama i kvalitetu hrane.

19°C 23°C 28°C
hranal -0.6384 -0.1501 -0.6575
p=.003 p=.540 p=.004
hrana2 -0.6195 -0.1641 -0.5211
p=.005 p=.515 p=.032
hrana3 -0.4962 -0.3286 -0.1895
p=.031 p=.170 p=.482
hrana4 -0.6042 -0.5563 -0.5789
p=.006 p=.013 p=.024

Tabela 15. Geneticke korelacije izmedu sredina za TRAJANJE LARVENOG RAZVICA (I, I+I],
[+II+III) 1 MASU (M) larvi gubara. Oznake 19, 23 i 28 odnose se na temperaturne
tretmane; Oznake h1, h2, h3, h4 se odnose na nutritivne tretmane - hrana 1, 2, 3 i

4.

Sredina
1 Sredina2 1 [+]1 [+II+1I M
19-h1 19-h2 .6002 .7353 .7393 .3543
p=.018 p=.002 p=.002 p=.195
19-h3 .6932 7464 .7588 .2583
p=.004 p=.001 p=.001 p=.353
19-h4 .6023 .6511 6114 .1255
p=.017 p=.009 p=.015 p=.656
19-h2 19-h3 .6602 .7032 .6957 3192
p=.007 p=.003 p=.004 p=.246
19-h4 5073 4579 .5542 .0289
p=.054 p=.086 p=.032 p=.919
19-h3 19-h4 .5535 4760 .5660 4297
p=.032 p=.073 p=.028 p=.110
23-h1 23-h2 6627 .6589 7473 .0539
p=.007 p=.008 p=.001 p=.849
23-h3 7319 .7208 7527 .0295
p=.002 p=.002 p=.001 p=.917
23-h4 7674 .6984 .6819 .0762
p=.001 p=.004 p=.005 p=.787
23-h2 23-h3 .5504 4918 .5641 2626
p=.034 p=.063 p=.029 p=.344
23-h4 .6098 .5760 .5553 .2140
p=.016 p=.025 p=.032 p=.444
23-h3 23-h4 4755 4287 4639 .1985
p=.073 p=.111 p=.082 p=.478
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...nastavak Tabela 15.

Sredina
Sredinal 2 [ [+I1 [+II+1I1 M
28-h1 28-h2 7225 7269 .6748 4320
p=.002 p=.002 p=.006 p=.108
28-h3 7174 7178 6177 .0694
p=.003 p=.003 p=.014 p=.806
28-h4 .8259 .7908 .8253 4893
p=.000 p=.000 p=.000 p=.064
28-h2 28-h3 .6718 .8393 .6819 4144
p=.006 p=.000 p=.005 p=.125
283-h4 7119 .5746 .7056 4638
p=.003 p=.025 p=.003 p=.082
28-h3 28-h4 .6745 .5694 .6825 .3870
p=.006 p=.027 p=.005 p=.154
19-h1 23-h1 .8480 .8820 8324 4094
p=.000 p=.000 p=.000 p=.130
19-h1 28-h1 5671 .6097 .5865 .6032
p=.027 p=.016 p=.022 p=.017
23-h1 28-h1 .6119 .5794 .5475 4456
p=.015 p=.024 p=.035 p=.096
19-h2 23-h2 .6880 .7365 7162 .2692
p=.005 p=.002 p=.003 p=.332
19-h2 28-h2 .5145 .5620 .5629 5081
p=.050 p=.029 p=.029 p=.053
23-h2 28-h2 .6204 .6618 6744 3024
p=.014 p=.007 p=.006 p=273
19-h3 23-h3 .5484 .6154 .6301 .3108
p=.034 p=.015 p=.012 p=260
19-h3 28-h3 .5728 .5216 .6318 .2490
p=.026 p=.046 p=.012 p=371
23-h3 28-h3 4619 4192 4621 .3480
p=.083 p=.120 p=.083 p=.204
19-h4 23-h4 .7656 .7546 .6952 2961
p=.001 p=.001 p=.004 p=.284
19-h4 28-h4 4432 2680 4766 .3558
p=.098 p=334 p=.072 p=.193
23-h4 28-h4 .5937 4825 .6495 4670

p=.020 p=.069 p=.009 p=.079




4.3. UTICA] TEMPERATURE I KVALITETA HRANE NA AKTIVNOST
DIGESTIVNIH ENZIMA

4.3.1. Uticaj temperature i hrane na aktivnost enzima koji vare proteine

4.3.2. Uticaj temperature i hrane na specificnu aktivnost ukupnih proteaza (SPA)

Ukupna proteoliticka aktivnost (SPA) u grubim homogenatima srednjeg
creva larvi gubara (zid i sadrzaj creva) tre¢eg dana IV larvenog stupnja zavisi od
nutritivnog sastava hrane dok je efekat temperature marginalno znacajan (Slika 7;
Tabela 16). U proseku, SPA pokazuje trend porasta aktivnosti sa povecanjem
temperature. Aktivnost ukupnih proteza (SPA) obuhvata specificne aktivnosti
tripsina, elastaze (endopeptidaze) i leucin aminopeptidaze (egzopeptidaza). Za
razliku od vecine Lepidoptera, kod kojih je proteoliticka aktivnost stimulisana
visokim sadrzajem proteina u dijeti (Broadwey & Duffey, 1986; Woods, 1999)
specificna aktivnost ukupnih proteaza larvi gubara tre¢eg dana IV larvenog stupnja
je pokazala obrnut obrazac aktivnosti, odnosno aktivnost je u proseku veca na
hrani sa niskim sadrzajem proteina (hrane 3 i 4) u odnosu na hranu sa visokim
sadrzajem proteina (hrane 1i 2) i te razlike su izraZenije sa porastom temperature
(Slika 7; Tabela 16). Dvofaktorska analiza varijanse je pokazala da postoji
znacajan efekat interakcije izmedu temperature i hrane na aktivnost ukupnih
proteaza Sto ukazuje da oblik temperaturne norme reakcije zavisi od kvaliteta
hrane (Tabela 16). Na primer, dok kod larvi hranjenih nutritivno najsiromasnijom
hranom (hrana 4) dolazi do postepenog povecavanja aktivnosti ukupnih proteaza
sa porastom temperature, obrnuti trend je karakteristiCan za larve hranjene

nutritivno najbogatijom hranom (hrana 1).

Visok sadrZzaj proteina u dijeti dovodi do znacajnog smanjenja aktivnosti
ukupnih proteza, dok visok sadrzaj ugljenih hidrata ima suprotan efekat tj. dolazi
do povecanja aktivnosti na hrani bogatoj ugljenim hidratima (Tabela 17). Sa
porastom temperature dolazi do povecanja aktivnosti proteaza samo kod larvi
hranjenih dijetom sa niskim sadrZajem proteina dok se kod larvi hranjenih dijetom
sa visokim sadrZajem proteina moZe uociti trend smanjenja aktivnosti (znacajna
interakcija ,temperatura x proteini”, Tabela 17, Slika 7). Visok sadrzaj ugljenih

hidrata dovodi do povecanja specificne aktivnosti ukupnih proteaza, a marginalno
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je znacajan efekat interakcije temperature i sadrzaja ugljenih hidrata. Trend
porasta aktivnost SPA sa porastom temperature se uofava samo na niskom

sadrzaju ugljenih hidrata u dijeti.

4.3.3. Uticaj temperature i hrane na specificnu aktivnost elastaze (SEA)

Dominantne proteinaze (endopeptidaze) larvi gubara su serinske
proteinaze elastaza i tripsin koji ¢ine oko 6% od ukupnih rastvorljivih proteina u
lumenu srednjeg creva. Oko 75% od ukupne SEA je nadeno u luminalnoj te¢nosti

(Valaitis, 1995).

Na specifitnu aktivnost elastaze temperatura i kvalitet hrane, a narocito
sadrZaj proteina u dijeti imaju znacajan uticaj (Slika 8; Tabele 16 i 17). Aktivnost
elastaze je u proseku najniza na 192C i raste sa porastom temperature, ali nema
znacajnih razlika u aktivnosti kod larvi gajenih na temperaturama 23 i 282C. Uticaj
kvaliteta hrane je marginalno znacajan i larve gajene na nutritivno najbogatijoj
dijeti (hrana 1) imaju neSto vecu aktivnost elastaze u odnosu na druge
eksperimentalne grupe (Tabela 16). Medutim, ispitivanjem efekta sadrzaja
proteina u dijeti putem trofaktorske analize varijanse pokazano je da poveéan
sadrZzaj proteina znacajno povecava aktivnost elastaze Sto ukazuje na znacaj
mehanizma sekretagoge u regulaciji aktivnosti ovog enzima (Tabela 17). Efekti
interakcija temperature i koli¢ine proteina i ugljenih hidrata, kao i medusobnih
interakcija ove dve komponente hrane na aktivnost elastaze nisu znacajni (Tabela

17).
4.3.4. Uticaj temperature i hrane na specifi¢nu aktivnost tripsina (STA)

Aktivnost tripsina znacajno zavisi od temperature (Slika 9) i nutritivnog
sastava hrane (Tabela 16). Medju nutritivnim sastojcima dijete znacajan je uticaj
sadrzaja ugljenih hidrata, ali ne i proteina (Tabela 17). Tripsin pokazuje u proseku
najveéu aktivnost na optimalnoj temperaturi od 23°C, a izmedu prosecnih
aktivnosti na sub- i supraoptimalnim temperaturama nema znacajnih razlika

(Tabele 161i17).
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Aktivnost tripsina je znacajno niZa na hrani 2 (visok sadrZaj proteina i nizak
sadrZaj ugljenih hidrata) u odnosu na hranu 3 (nizak sadrZzaj proteina i visok
sadZaj ugljenih hidrata) (Tabela 16). Suprotno prepostavci da veca koliCina
supstrata dovodi do veCe sinteze i oslobadanja odgovaraju¢eg enzima,
“sekretagoga” mehanizam (Lehane et al., 1995), aktivnost tripsina ne zavisi od
kolic¢ine proteina u dijeti, ali zavisi od koli¢ine ugljenih hidrata (Tabela 17). Visok
sadrzaj ugljenih hidrata u dijeti dovodi do znacajnog povecanja aktivnosti tripsina

(P < 0.001).

4.3.5. Uticaj temperature i hrane na specifichu aktivnost leucin aminopeptidaze

(SLA)

Temperatura, sastav hrane (kako koli¢ina proteina tako i koli¢ina ugljenih
hidrata) znacajno menjaju aktivnost leucin aminopeptidaze larvi gubara treteg
dana IV larvenog stupnja (Slika 10; Tabele 16 i 17). SLA je u proseku najvis$a na
temperauri 19°C i njena aktivnost pada sa porastom temperature. SLA zavisi od
sastava hrane i veca je na hrani 1 (hrana sa visokim sadrzajem i proteina i ugljenih
hidrata) u odnosu na ostale dijete izmedu kojih nema statisticki znacajnih razlika

(Tabela 16).

Visok sadrzaj proteina kao i visok sadrzaj ugljenih hidrata u hrani dovode
do znacajnog povecanja aktivnosti leucin aminopeptidaze (Slika 10; Tabela 17).
Postoji znacajan efekat interakcije proteina i ugljenih hidrata na aktivnost SLA.
Aktivnost SLA je osetljivija na promene sadrZaja proteina u dijeti ako su larve

hranjene dijetom sa visokim sadrZajem ugljenih hidrata (Tabela 17).
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Tabela 16. Dvofaktorska analiza varijanse na log-transformisanim vrednostima

SPECIFICNIH AKTIVNOSTI PROTEOLITICKIH ENZIMA (SPA - ukupne proteaze, SEA -
elastaza, STA - tripsin i SLA - leucin aminopeptidaza) larvi Cetvrtog stupnja.
Oznake 19, 23 i 28 odnose se na temperaturne tretmane. Oznake 1, 2, 31 4 odnose
se na nutritivne tretmane. 1 - visok sadrzaj proteina i ugljenih hidrata; 2 - visok
sadrzaj proteina, nizak sadrzaj ugljenih hidrata; 3 - nizak sadrzaj proteina, visok
sadrzaj ugljenih hidrata, 4 - nizak sadrzaj proteina, nizak sadrzaj ugljenih hidrata.
Temperatura i hrana su fiksirani faktori.

Izvor variranja SS df MS F P Scheffe-ov test
SPA temperatura 0.095 2 0.047 2.8 0.0616
hrana 0.530 3 0.177 10.6 0.0000 (1=2)<(3=4)
temperaturaxhrana 0.248 6 0.041 2.5 0.0252
GreSka 3.005 180 0.017
ELA temperatura 0.729 2 0.365 8.3 0.0004 19 < (23=28)
hrana 0.292 3 0.097 2.2 0.0893
temperaturaxhrana 0.135 6 0.023 0.5 0.8003
GreSka 8.171 185 0.044
STA temperatura 0.279 2 0.140 4.0 0.0203 23> (19=28)
hrana 0.470 3 0.157 4.5 0.0047 2<3
temperaturaxhrana 0.155 6 0.026 0.7 0.6222
Greska 6.665 190 0.035
SLA temperatura 2.368 2 1.184 116.0 0.0000 19>23>28
hrana 0.483 3 0.161 15.8 0.0000 1> (2=3=4)
temperaturaxhrana 0.068 6 0.011 1.1 0.3585
GreSka 1.899 186 0.010
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Tabela 17. Trofaktorska analiza varijanse na log-transformisanim vrednostima

SPECIFICNIH AKTIVNOSTI PROTEOLITICKIH ENZIMA (SPA - ukupne proteaze, SEA -
elastaza, STA - tripsin i SLA - leucin aminopeptidaza) larvi Cetvrtog stupnja.
Oznake 19, 23 i 28 odnose se na temperaturne tretmane. n - nizak sadrzaj proteina
ili ugljenih hidrata u hrani, v - visok sadrzaj proteina ili ugljenih hidrata u hrani.
Temperatura, sadrZaj proteina (Pr) i sadrzaj ugljenih hidrata (Ug) u hrani su
fiksirani faktori.

Izvor variranja SS df MS F P Scheffe-ov test
SPA temperatura 0.095 2 0.047 2.8 0.0616
Pr 0.398 1 0.398 23.8  0.0000 v<n
Ug 0.148 1 0.148 89 0.0033 v>n
temperatura xPr 0.146 2 0.073 4.4 0.0138
temperatura xUg 0.084 2 0.042 2.5 0.0828
PrxUg 0.007 1 0.007 0.4 0.5221
temperaturaxPrxUg 0.006 2 0.003 0.2 0.8263
Greska 3.005 180 0.017
SEA temperatura 0.729 2 0.365 8.3 0.0004 19 < (23=28)
Pr 0.207 1 0.207 4.7  0.0315 v>n
Ug 0.090 1 0.090 2.0 0.1549
temperatura xPr 0.078 2 0.039 0.9 0.4174
temperatura xUg 0.032 2 0.016 0.4 0.6934
PrxUg 0.006 1 0.006 0.1 0.7167
temperaturaxPrxUg 0.036 2 0.018 0.4 0.6695
Greska 8.171 185 0.044
STA temperatura 0.279 2 0.140 40 0.0203 23>(19=28)
Pr 0.086 1 0.086 2.5 0.1184
Ug 0.368 1 0.368 10.5 0.0014 v>n
temperatura xPr 0.060 2 0.030 0.9 0.4274
temperatura xUg 0.080 2 0.040 1.1 0.3215
PrxUg 0.008 1 0.008 0.2 0.6418
temperaturaxPrxUg 0.016 2 0.008 0.2 0.7921
Greska 6.665 190 0.035
SLA temperatura 2.368 2 1.184 116.0  0.0000 19>23>28
Pr 0.341 1 0.341 334  0.0000 v>n
Ug 0.107 1 0.107 10.5 0.0014 v>n
temperatura xPr 0.018 2 0.009 0.9 0.4068
temperatura xUg 0.030 2 0.015 1.5 0.2320
PrxUg 0.054 1 0.054 5.3 0.0221
temperaturaxPrxUg 0.018 2 0.009 0.9 0.4085
Greska 1.899 186 0.010
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4.3.6. Uticaj temperature i hrane na aktivhost enzima koji vare ugljene hidrate

4.3.7. Uticaj temperature i hrane na specificnu aktivnost amilaze (SAA)

Na amiloliticku aktivnost srednjeg creva larvi gubara utiCu temperatura,
nutritivni sastav hrane i to narocito koli¢ina proteina, kao i interakcija temperature

i kvaliteta hrane (Slika 11, Tabele 18i 19).

Aktivnost amilaze je u proseku niza kod larvi gajenih na 19°C u odnosu na
temperature 23 i 28°C (Slika 11, Tabela 18). Suprotno ocekivanju da je aktivnost
amilaze pozitivno korelisana sa koli¢inom ugljenih hidrata u hrani, aktivnost
amilaze je u proseku veca na hrani koja je bogata proteinima (hrane 1 i 2) u
odnosu na hrane 3 i 4 sa niskim sadrzajem proteina. Trofaktorska analiza varijanse
nam daje uvid kako aktivnost amilaze u okviru razlicitih dijeta zavisi od sadrzaja
proteina odnosno ugljenih hidrata. Visok sadrzaj proteina u dijeti dovodi do

znacajnog povecanja aktivnosti amilaze (Tabela 19).

Temperatura i nutritivni sastav dijete ne deluju nezavisno na aktivnost
amilaze na Sta ukazuju znacajne interakcije "temperatura x hrana” i "temperatura
x sadrZzaj ugljenih hidrata”. Dok na nutritivno najbogatijoj hrani dolazi do porasta
aktivnosti SAA sa porastom temperature, obrnuti trend se uofava na nutritivno
najsiromasnijoj hrani (Slika 11, Tabela 18). Ako uporedimo efekat dijeta na
osnovu sadrZaja ugljenih hidrata vidi se da porast aktivnosti SAA sa povecanjem
temperature pokazuju samo larve hranjene dijetama sa niskim sadrzajem ugljenih
hidrata kao i da je SAA najosetljivija na nizak sadrZaj ugljenih hidrata u dijeti
(smanjenje aktivnosti) kod larvi gajenih na 19°C (Slika 11; Tabela 19).
Trofaktorska analiza varijanse je pokazala i marginalno znacajan efekat interakcija
"temperatura x sadrzaj proteina” (trend porasta aktivnosti amilaze sa porastom
temperature na dijeti sa visokim sadrZajem proteina i konstantnost aktivnosti kod
larvi gajenih na dijeti sa niskim sadrZajem proteina) i "sadrzaj proteina x sadrzaj
ugljenih hidrata” (veca je osetljivost aktivnosti amilaze na sadrZaj proteina u dijeti

ako je sadrzaj ugljenih hidrata nizak).
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4.3.8. Uticaj temperature i hrane na specificnu aktivnost a-glikozidaze(SGA)

Aktivnost a-glikozidaze srednjeg creva larvi gubara trec¢eg dana IV larvenog
stupnja zavisi od temperature, sastava hrane i narocito koli¢ine proteina u hrani
(Slika 12, Tabele 18 i 19). Aktivnost «a-glikozidaze je u proseku viSa na
temperaturama 19 i 23°C u odnosu na temperaturu 28°C (Slika 12). Na
visokoproteinskoj hrani (hrane 1 i 2) aktivnost enzima je u proseku znacajno veca
u odnosu na hranu 4 koja ima nizak sadrZaj proteina i ugljenih hidrata (Tabele 18

i19).

Sadrzaj proteina u dijeti znacajno menja aktivnost a-glikozidaze, na slican
nacin kao i aktivnost amilaze. Aktivnost enzima je znacajno veca na hrani sa
visokim sadrZajem proteina u odnosu na hranu sa niskim sadrZajem proteina dok
koli¢ina ugljenih hidrata nema znacajnog uticaja na aktivnost ovog enzima (Tabela
19). Za razliku od amilaze ispitivani faktori Zivotne sredine deluju nezavisno na
aktivnost a-glikozidaze, tj. analiza varijanse nije pokazala znacajan efekat njihovih

interakcija.
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Tabela 18. Dvofaktorska analiza varijanse na log-transformisanim vrednostima

SPECIFICNIH AKTIVNOSTI o-AMILAZE I -GLIKOZIDAZE larvi Cetvrtog stupnja. Oznake 19,
23 i 28 odnose se na temperaturne tretmane. Oznake 1, 2, 3 i 4 odnose se na
nutritivne tretmane. 1 - visok sadrzaj proteina i ugljenih hidrata; 2 - visok sadrzaj
proteina, nizak sadrzaj ugljenih hidrata; 3 - nizak sadrzaj proteina, visok sadrzaj
ugljenih hidrata, 4 - nizak sadrzaj proteina, nizak sadrzaj ugljenih hidrata.
Temperatura i hrana su fiksirani faktori.

Izvor variranja SS df MS F P Scheffe-ov test
SAA temperatura 0.208 2 0.104 3.2  0.0446 19 < (23=28)
hrana 5.379 3 1.793 54.6  0.0000 (1=2) > (3=4)
temperaturaxhrana  0.493 6 0.082 2.5 0.0240
Greska 5.678 173 0.033
SGA temperatura 0.286 2 0.143 115 0.0000 (19=23) > 28
hrana 0.196 3 0.065 5.3 0.0017 (1=2)>4,3=1,24
temperaturaxhrana  0.099 6 0.016 1.3 0.2468
Greska 2.358 190 0.012

Tabela 19. Trofaktorska analiza varijanse na log-transformisanim vrednostima

SPECIFICNIH AKTIVNOSTI a-AMILAZE (SAA) 1 a-GLIKOZIDAZE (SGA) larvi ¢etvrtog stupnja.
Oznake 19, 23 i 28 odnose se na temperaturne tretmane. n - nizak sadrzaj
proteina ili ugljenih hidrata u hrani, v - visok sadrzaj proteina ili ugljenih hidrata u
hrani. Temperatura, sadrzaj proteina (Pr) i sadrzaj ugljenih hidrata (Ug) u hrani su
fiksirani faktori.

Izvor variranja SS df MS F P Scheffe-ov test
SAA temperatura 0.208 2 0.104 3.2 0.0446 19 <(23=28)
Pr 5.233 1 5.233 159.5 0.0000 v>n
Ug 0.026 1 0.026 0.8 0.3722
temperatura xPr 0.158 2 0.079 2.4 0.0933
temperatura xUg 0.272 2 0.136 4.1 0.0176
PrxUg 0.121 1 0.121 3.7 0.0569
temperaturaxPrxUg  0.061 2 0.031 0.9 0.3956
Greska 5.678 173 0.033
SGA temperatura 0.286 2 0.143 11.5 0.0000  (19=23)>28
Pr 0.140 1 0.140 11.3 0.0009 v>n
Ug 0.029 1 0.029 2.3 0.1294
temperatura xPr 0.027 2 0.014 1.1 0.3379
temperatura xUg 0.055 2 0.027 2.2 0.1131
PrxUg 0.028 1 0.028 2.2 0.1355
temperaturaxPrxUg  0.021 2 0.010 0.8 0.4319
Greska 2.358 190 0.012
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4.3.9. Uticaj temperature i hrane na aktivnost lipaze

Specifitna aktivnost lipaze se znacajno menja zavisno od temperaturnog

rezima, kvaliteta hrane i koli¢ine proteina u hrani (Slika 13, Tabele 201 21).

Lipaza pokazuje u proseku vec¢u aktivnost na temperaturi od 19°C u odnosu
na temperature 23 i 28°C, izmedu kojih nema znacajnih razlika u aktivnosti.
Aktivnost enzima na hrani 2 (visok sadrzaj proteina i nizak sadrzaj ugljenih
hidrata) je znacajno niza u odnosu na aktivnost na hranama 3 i 4 sa niskim

sadrZajem proteina (Slika 13, Tabela 20).

Kolic¢ina proteina u dijeti zna¢ajno menja aktivnost enzima i to tako da je
aktivnost enzima na dijeti sa visokim sadrzajem proteina u proseku znacajno niza
u odnosu na grupu gajenu na hrani sa niskim sadrzajem proteina (Tabela 21).
Postoji znacajan efekat interakcije temperature i koli¢ine proteina u dijeti (Slika
13, Tabela 21). Na nepovoljnim temperaturama 19 i 28°C dolazi do porasta
aktivnosti lipaze u odgovoru na nizak sadrZaj proteina u dijeti, dok se aktivnost na
23°C ne menja zavisno od koli¢ine proteina. Takode je znacajan efekat interakcije
kolicine proteina i ugljenih hidrata na promenu aktivnosti lipaze. Veca je
osetljivost aktivnosti lipaze na nizak sadrzaj proteina u dijeti ako je i sadrzaj

ugljenih hidrata nizak. (Slika 13, Tabela 21).
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Tabela 20. Dvofaktorska analiza varijanse na log-transformisanim vrednostima
SPECIFICNIH AKTIVNOSTI LIPAZE larvi Cetvrtog stupnja. Oznake 19, 23 i 28 odnose se
na temperaturne tretmane. Oznake 1, 2, 3 i 4 odnose se na nutritivne tretmane. 1 -
visok sadrzaj proteina i ugljenih hidrata; 2 - visok sadrzaj proteina, nizak sadrzaj
ugljenih hidrata; 3 - nizak sadrZaj proteina, visok sadrzaj ugljenih hidrata, 4 - nizak
sadrzaj proteina, nizak sadrzaj ugljenih hidrata. Temperatura (19, 23, 28) i hrana

(1, 2, 3, 4) su fiksirani faktori.

SS df MS F P Scheffe-ov test
temperatura 0.094 2 0.047 5.3 0.0056 19 > (23=28)
hrana 0.282 3 0.094 10.7 0.0000 2<(3=4),1=2,3,4
temperaturaxhrana 0.084 6 0.014 1.6 0.1530
Greska 1.645 187 0.009

Tabela 21. Trofaktorska analiza varijanse na

log-transformisanim vrednostima

SPECIFICNIH AKTIVNOSTI LIPAZE larvi Cetvrtog stupnja. Oznake 19, 23 i 28 odnose se
na temperaturne tretmane. n - nizak sadrZaj proteina u hrani, v - visok sadrzaj
proteina u hrani. Temperatura, sadrzaj proteina (Pr) i sadrzaj ugljenih hidrata (Ug)
u hrani su fiksirani faktori.

Izvor variranja SS df MS F P Scheffe-ov test
temperatura 0.094 2 0.047 53 0.0056 19 > (23=28)
Pr 0.210 1 0.210 239 0.0000 v<n

Ug 0.021 1 0.021 2.4 0.1225

temperatura xPr 0.062 2 0.031 35 0.0315

temperatura xUg 0.001 2 0.000 0.0 0.9683

PrxUg 0.040 1 0.040 4.6  0.0340
temperaturaxPrxUg 0.018 2 0.009 1.0 0.3658

Greska 1.645 187 0.009
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4. 3.10. Uticaj temperature i hrane na aktivnost fosfataza

4.3.11. Uticaj temperature i hrane na specifi¢nu aktivnost alkalne fosfataze (SALP)

Aktivnost alkalne fosfataze srednjeg creva larvi gubara menja se zavisno od
temperaturnog rezima, dok sastav hrane ne menja znacajno njenu aktivnost.
Analizom varijanse je pokazan znacajan efekat interakcija temperature i hrane, kao
i interakcija temperature sa koli¢inom proteina i ugljenih hidrata u hrani (Slika

14, Tabele 221 23).

Aktivnost alkalne fosfataze raste sa porastom temperature i najvisa je na
28°C (Slika 14, Tabela 22). Za aktivnost ALP znacajna je interakcija temperature i
hrane (Tabela 22). Dok na nutritivno najbogatijoj hrani dolazi do pada aktivnosti
sa porastom temperature, aktivnost kod larvi gajenih na hranama 2, 3 i 4 pokazuje
trend porasta aktivnosti. Najvec¢i nagib temperaturne norme reakcije je uocen na

hrani 3 koja je najmanje povoljna hrana za rast larvi.

[ako u proseku sadrZaj proteina i ugljenih hidrata ne uti¢e znacajno na
aktivnost alkalne fosfataze znacajan je efekat interakcija temperature i sadrZaja
proteina, kao i interakcije temperature i sadrzaja ugljenih hidrata (Slika 14,
Tabela 23). Temperaturna norma reakcije kod larvi gajenih na niskom sadrZzaju
proteina odnosno ugljenih hidrata pokazuje trend porasta aktivnosti sa porastom
temperature dok nema promena aktivnosti ako se larve hrane na dijeti sa visokim

sadrzajem ovih komponenti.

4.3.12. Uticaj temperature i hrane na specificnu aktivnost ukupnih kiselih fosfataza
(SACP)

Ukupne kisele fosfataze imaju u proseku viSu aktivnost na nizim
temperaturama gajenja (na 19 > 23 > 28°C). Porast temperature dovodi do pada
aktivnosti ukupnih kiselih fosfataza (Slika 15, Tabela 22 i 23). Sastav hrane
znacajno menja aktivnost enzima. Specifi¢na aktivnost kiselih fosfataza je manja na
hrani 2 u odnosu na hranu 3 (Tabela 22). Iako je ukupni sadrzaj nutrienata

pribliZno isti, hrana 2 ima veéi odnos proteina i ugljenih hidrata.
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Koli¢ina proteina, kao i koli¢ina ugljenih hidrata u dijeti imaju znacajan
uticaj na aktivnost ukupnih kiselih fosfataza, a izmedu njih ne postoje znacajne
interakcije (Tabela 23). Aktivnost kiselih fosfataza je u proseku niZa na dijeti sa
visokim sadrzajem proteina, dok visok sadrzaj ugljenih hidrata u dijeti dovodi do

povecanja aktivnosti (Tabela 23).

4.3.13. Uticaj temperature i hrane na specificnu aktivnost lizozomalne kisele
fosfataze (ACP))

Lizozomalne kisele fosfataze pokazuju slicne promene aktivnosti kao i
ukupne kisele fosfataze sa promenama temperature i sastava hrane. Aktivnost
lizozomalih fosfataza je u proseku najveca na 19°C i pada sa porastom temperature

(Slika 16, Tabele 22 i 23).

Slicno ukupnim kiselim fosfatazama, aktivnost lizozomalih fosfataza je
manja na hrani 2 u odnosu na hranu 3 (Tabela 22), ali za razliku od ukupnih
kiselih fosfataza, na njenu aktivnost nema znacajnog uticaja koli¢ina proteina u
dijeti. Na dijeti sa visokim sadrzajem ugljenih hidrata aktivnost je u proseku visa u

odnosu na dijete sa niskim sadrzajem ugljenih hidrata (Tabela 23).
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Slika 14. Uticaj temperature i hrane na SPECIFICNU AKTIVNOST ALKALNE FOSFATAZE (SALP) u
srednjem crevu larvi gubara 3. dana cetvrtog larvenog stupnja (X£SE).
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Slika 15. Uticaj temperature i hrane na SPECIFICNU AKTIVNOST UKUPNIH KISELIH FOSFATAZA

(SACP) u srednjem crevu larvi gubara 3. dana Cetvrtog larvenog stupnja (X+SE).
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Slika 16. Uticaj temperature i hrane na SPECIFICNU AKTIVNOST LIZOZOMALNIH KISELIH
(X4SE).



Tabela 22. Dvofaktorska analiza varijanse na log-transformisanim vrednostima

SPECIFICNIH AKTIVNOSTI ALKALNE FOSFATAZE (SALP), UKUPNE KISELE (SACP) I
LIZOZOMALNE KISELE FOSFATAZE (SACP;) larvi Cetvrtog stupnja. Temperatura (19, 23,
28)ihrana (1, 2, 3, 4) su fiksirani faktori.

Izvor variranja SS df MS F p Scheffe-ov test
SALP temperatura 0.303 2 0.152 6.7 0.0016 (19=23) <28
hrana 0.065 3 0.022 09 0.4208
temperaturaxhrana 0.467 6 0.078 34 0.0032
GreSka 4172 183 0.023
SACP temperatura 1.430 2 0.715 22.9 0.0000 19>23>28
hrana 0.453 3 0.151 4.8 0.0029 2<3
temperaturaxhrana 0.089 6 0.015 0.5 0.8273
Greska 6.284 201 0.031
SACPI temperatura 1.754 2 0.877 48.5 0.0000 19>23>28
hrana 0.236 3 0.079 43 0.0056 2<3
temperaturaxhrana 0.078 6 0.013 0.7 0.6358
Greska 3.238 179 0.018

Tabela 23. Trofaktorska analiza varijanse na log-transformisanim vrednostima

SPECIFICNIH AKTIVNOSTI ALKALNE FOSFATAZE (SALP), UKUPNE KISELE (SACP) I
LIZOZOMALNE KISELE FOSFATAZE (SACP)) larvi Cetvrtog stupnja. Temperatura, sadrZaj
proteina (Pr) i sadrZaj ugljenih hidrata (Ug) u hrani su fiksirani faktori. n - nizak
sadrzaj proteina ili ugljenih hidrata u hrani, v - visok sadrzaj proteina ili ugljenih
hidrata u hrani.

Izvor variranja SS df MS F p Scheffe-ov test
SALP temperatura 0.303 2 0.152 6.7 0.0016 (19=23) <28
Pr 0.000 1 0.000 0.0 0.9031
Ug 0.008 1 0.008 0.3 0.5561
temperatura xPr 0.305 2 0.153 6.7 0.0016
temperatura xUg 0.166 2 0.083 3.6 0.0283
PrxUg 0.056 1 0.056 2.4 0.1201
temperaturaxPrxUg 0.020 2 0.010 0.4 0.6447
Greska 4.172 183 0.023
SACP temperatura 1.430 2 0.715 22.9 0.0000 19>23>28
Pr 0.130 1 0.130 41  0.0431 v<n
Ug 0.284 1 0.284 9.1  0.0029 v>n
temperatura xPr 0.048 2 0.024 0.8 0.4619
temperatura xUg 0.032 2 0.016 0.5 0.5994
PrxUg 0.033 1 0.033 1.1 0.3045
temperaturaxPrxUg 0.011 2 0.005 0.2 0.8399
GreSka 6.284 201 0.031
SACP; temperatura 1.754 2 0.877 48.5 0.0000 19>23>28
Pr 0.038 1 0.038 2.1 0.1515
Ug 0.195 1 0.195 10.8  0.0012 v>n
temperatura xPr 0.028 2 0.014 0.8 0.4612
temperatura xUg 0.038 2 0.019 1.1 0.3484
PrxUg 0.001 1 0.001 0.1 0.7809
temperaturaxPrxUg 0.017 2 0.009 0.5 0.6181
GreSka 3.238 179 0.018
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4.4. UTICA] TEMPERATURE I KVALITETA HRANE NA FENOTIPSKE KORELACIJE
IZMEDU AKTIVNOSTI DIGESTIVNIH ENZIMA

Fenotipske korelacije izmedju aktivnosti ispitivanih enzima su prikazane u
tabelama 24, 25 i 26. lako je Mantelov test pokazao da ukupna korelaciona
struktura ne zavisi od temperature i kvaliteta hrane (Tabela 27) pojedine
korelacije se znaCajno menjaju sa promenom uslova gajenja, a kod nekih od njih
dolazi do promene znaka korelacije. Najve¢i broj znacajnih korelacija se moze
uociti na optimalnoj temperaturi gajenja (Tabela 25). Sa izuzetkom grupe larvi
hranjenih nutritivno najsiromasnijom dijetom, broj korelacija izmedju aktivnosti
digestivnih enzima larvi gajenih na 23°C premasuje vrednosti dobijene u grupama
larvi gajenih na 19 i 28°C i iznosi 17 (hrana 1), 18 (hrana 2), 15 (hrana 3) i 8
(hrana 4). Kod larvi gajenih na 19°C (Tabela 24) relativno visok broj korelacija je
uocen kod larvi hranjenih dijetom koja je siromasna proteinima (13 znacajnih
korelacija na hrani 3 i 14 na hrani 4) u odnosu na larve gajene na
visokoproteinskim dijetama (7 znacajnih korelacija na hrani 1 i 9 na hrani 2). Kod
larvi gajenih na 28°C (Tabela 26) visok broj korelacija (14) je uo¢en samo na
nutritivno najbogatijoj dijeti dok se broj znacajnih korelacija na ostalim dijetama
krece od 6 do 8. Znacajne negativne korelacije izmedju aktivnosti enzima su
uocene samo u nekim grupama larvi hranjenih dijetom bogatom ugljenim
hidratima (19°C -hrana 3 i 23°C -hrane 1 i 3). Kod larvi gajenih na 19°C to su
korelacije izmedju proteolitickih enzima i kiselih fosfataza, a na 23°C se radi o

korelacijama izmedju proteoliti¢kih enzima i lipaza.

Vecina fenotipskih korelacija izmedu specificnih aktivnosti ukupnih
proteaza (SPA) i enzima koji vare proteine elastaze (SEA), tripsina (STA) i leucin

aminopeptidaze (SLA) su pozitivne i statisticki znacajne (Tabele 24, 25 i 26).

U okviru proteolitickih enzima aktivnosti dve endopeptidaze (SEA-STA) su
pozitivno i znacajno korelisane nezavisno od nutritivnog sastava dijete i
temperature gajenja (Tabele 24, 25 i 26). Nema statisticki znacajnih razlika

izmedju vrednosti ovih korelacija na razli¢itim tretmanima.
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Korelacije izmedju endo i egzopeptidaza (SEA-SLA i STA-SLA) su uglavnhom
pozitivne. Povecavaju se kod larvi hranjenih nutritivno najbogatijom dijetom
(hrana 1) dok se kod larvi hranjenih nutritivno najsromasnijom dijetom (hrana 4)
njihova vrednost smanjuje sa porastom temperature. U odnosu na vrednosti
korelacija odredenih na temperaturi 19°C, vrednosti na 28°C su statisticki znacajno
vece kod larvi gajenih na hrani 1 (SEA-SLA: t = 4.440, P < 0.05; STA-SLA: t = 2.848,
P < 0.01) i marginalno znacajno manje kod larvi gajenih na hrani 4 (SEA-SLA: t =

1.820,P <0.1; STA-SLA: t=1.902,P < 0.1).

Korelacije izmedu specifi¢nih aktivnosti endopeptidaza (elastaze i tripsina)
i endokarbohidraze (amilaze) su pozitivne i uglavnom znacajne ili marginalno
znacCajne kod larvi gajenih na 23 i 28°C dok kod larvi gajenih na 19°C nema
znacajnih korelacija izmedju ovih enzima. Na optimalnoj temperaturi gajenja
vrednosti ovih korelacija su znacajno vece kod larvi hranjenih nutritivno
najbogatijom dijetom (hrana 1) nego kod larvi hranjenih dijetom sa niskim
sadrZajem proteina i skroba (SEA-SAA: t = 2.299, P < 0.05; STA-SLA: t = 2.310, P <
0.05)

Jedina znacajna korelacija izmedu endo i egzokarbohidraze (SAA-SGA) je
odredena kod larvi gajenih na 28°C i hranjenih nutritivno najbogatijom hranom.
Ova korelacija je pozitivna i marginalno znacajno ve¢a nego kod larvi hranjenih
nutritivno najsiromasnijom hranom u okviru iste temperature (t = 1.800, P < 0.1).
Kod larvi hranjenih hranom 1 u odnosu na temperaturu 28°C, SAA-SGA korelacija
je znacajno manja na 19°C (t = 2.184, P < 0.05) i marginalno znacajno manja na

23°C (t=1.964, P < 0.1).

Aktivnost svih proteolitickih enzima (SEA, STA i SLA) kao i amilaze (SAA) je
u negativnoj korelaciji sa aktivno$¢u lipaze (SLIP) ako se larve gaje u optimalnim
uslovima (23°C, hrana 1). Ni jedna od ovih korelacija nije znacajna ako se larve gaje
na 19 ili 28°C. Marginalno znacajne promene vrednosti korelacija na 19°C su
uocene za SLA-SLIP (t = 1.896, P < 0.1), a na 28°C za SPA-SLIP (t = 2.662, P < 0.05) i
SLA-SLIP (t=1.803,P < 0.1).

Larve gajene na optimalnoj temperaturi i visokoproteinskim dijetama

(hrana 1 ili hrana 2) uglavnom pokazuju jake pozitivne korelacije izmedu ukupne
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aktivnosti proteaza i aktivnosti endopeptidaza (SPA, SEA i STA), sa jedne strane, i
aktivnosti alkalne fosfataze (SALP), sa druge strane. Ove korelacije nisu znacajne
na temperaturama 19 i 28°C. Kod larvi hranjenih niskoproteinskim dijetama
(hrane 3 i 4) vecina korelacija proteolitickih enzima sa alkalnim fosfatazama je
pozitivna i znacajna ili marginalno znacajna na temperaturama 19 i 23°C dok na
temperaturi 28°C ove korelacije postaju negativne mada nisu znacajno razli¢ite od

nule.

Kod larvi gajenih na dijeti koja ima najmanji odnos proteina i ugljenih
hidrata (hrana 3) moze se uociti trend porasta vrednosti korelacija izmedu ukupne
aktivnosti proteaza i aktivnosti endopeptidaza (SPA, SEA i STA) sa jedne strane i
aktivnosti kiselih fosfataza sa druge strane (SACP i SACP;) sa porastom
temperature. Na 19°C korelacije su znacajne i negativne dok na 28°C postaju
pozitivne. Statisticki znacajna razlika izmedu temperatura je dobijena samo za
SPA-SACP korelaciju (t = 2.177, P < 0.05), dok su ostale razlike marginalno
znacajne (P < 0.1) (SEA-SACP: t = 2.008; STA-SACP: t = 2.029; SPA-SACP:: t = 1.938;
SEA-SACP:: t = 1.740; STA-SACP;: t = 1.731).

Aktivnosti kiselih fosfataza su pozitivho korelisane sa aktivnosc¢u lipaze
(SLIP) ako su larve gajene na dijetama siroma$nim ugljenim hidratima (hrana 4 na
19°Ci hrana 2 na 23 i 28°C). Na hrani 2 ove korelacije menjaju znak od negativnog
na 19°C do pozitivnog na 23 i 28°C. Razlike vrednosti izmedu 19 i 28°C su
statisticki znacajne za SACP (t = 2.097, P < 0.05) i marginalno znacajne za SACP; (t
=1.812,P<0.1).
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Tabela. 24. Efekat nutritivnog sastava dijete na korelacije izmedu aktivnosti digestivnih
enzima kod larvi gubara gajenih na TEMPERATURI 19°C.

hrana 1

SPA SEA STA SLA SAA SGA SLIP SALP SACP SACP,
SPA 8521 .8136 2232 .6433 -1502 -.4725 .0873 -2538 -.2461
p=.000 p=.001 p=.486 p=.024 p=.641 p=.121 p=.787 p=.426 p=.441
SEA .8945 .6096 .1259 4924 -0758 -.1896 -.0469 -4056 -.3958
p=.000 p=.035  p=.697  p=104 p=815 p=555 p=885  p=191  p=.203
STA 8583 .7366 -1234 5507 -1353  -4698 -1449 -.0173 .0022
p=.000 p=.002 p=.702 p=.063 p=.675 p=.123 p=.653 p=.957 p=.995
SLA .5767 .5926 4354 1197 .0694 .0562 .8540 -.1035 -.1245
~ p=.024  p=.020  p=105 p=711  p=830 p=862  p=.000 p=749  p=700
% SAA .2660 .0067 3063  -1216 -2915  -5652 2410 -1344 -.1243
E p=.338 p=.981 p=.267 p=.666 p=.358 p=.056 p=451 p=.677 p=.700
SGA 3373 .0493 .5864 .0633 2504 .7594 .0875 5051 4926
p=.219 p=.861 p=.022 p=.823 p=.368 p=.004 p=.787 p=.094 p=.104
SLIP -.3468 -4611 -2293 -.0918 4799 -.0771 .0150 .3192 .3024
p=.205 p=.084 p=.411 p=.745 p=.070 p=.785 p=.963 p=.312 p=.339
SALP 2669 .0710 2116 2668 .7803 .0780 .6962 .0865 .0670
p=.336 p=.802 p=.449 p=-336 p=.001 p=.782 p=.004 p=.789 p=.836
SACP .0088 -0474 -.0572 -.1080 .0755 -2076 -.1123 -.2218 9994
p=.975 p=.867 p=.840 p=.702 p=.789 p=.458 p=.690 p=.427 p=.000

SACP, .0311 -.0372 -0345 -.0909 0622 -2025 -1239 -2214 .9949

p=912  p=895  p=903  p=747 p=826  p=469  p=.660  p=428  p=.000

hrana 3

SPA SEA STA SLA SAA SGA SLIP SALP SACP SACP,
SPA .8255 9552 .6392 4200 .0868 -.0763 .5609 -.6018 -.6083
p=.000 p=.000 p=.014 p=.135 p=.768 p=.796 p=.037 p=.023 p=.021
SEA .8371 .8177 .2807 2452 1984  -.3476 3278 -.5445 -5461
p=.000 p=.000 p=.331 p=.398 p=.496 p=.223 p=.253 p=.044 p=.043
STA .8883 .6839 .4893 3638 -.0823 -.2792 5179 -.6405 -.6386
p=.000  p=.005 p=076  p=201  p=780  p=334  p=.058 p=014  p=.014
SLA .6928 .7082 .7064 .5820 .1850 3371 4358 -.1543 -.1635
<« p=.004  p=.003  p=003 p=029  p=527  p=239  p=119  p=598  p=577
% SAA .3836 .2496 4294  .6672 -0599 -1042 4692 -.0365 -.0416
= p=158  p=370  p=110  p=.007 p=839  p=723  p=.091 p=901  p=.888
SGA -1418 -.0181 -.1992 2550 4981 2415 -2717 .2288 2156
p=.614 p=.949 p=.477 p=.359 p=.059 p=.406 p=.347 p=.431 p=.459
SLIP -.1318 .1876  -.3155 2625 .1228 4337 -.0531 .3367 .3078
p=640  p=503  p=252  p=345  p=663  p=106 p=857  p=239  p=284
SALP .5478 .6295 4461  .7409 7338 .3547 .3580 -2999 -3191
p=035  p=012  p=096  p=002  p=002  p=195  p=190 p=297  p=266
SACP .2090 2539  -.0973 2277 .0543 .2553 .5848 1131 9986
p=.455 p=.361 p=.730 p=.414 p=.848 p=.358 p=.022 p=.688 p=.000

SACP, .2553 3133 -.0428 2960 1192 2959 .5628 .1986 .9895

p=.358 p=.256 p=.879 p=.284 p=.672 p=.284 p=.029 p=478 p=.000
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Tabela 25. Efekat nutritivnog sastava dijete na korelacije izmedu aktivnosti digestivnih
enzima kod larvi gubara gajenih na TEMPERATURI 23°C.

hrana 1

SPA SEA STA SLA SAA SGA SLIP SALP SACP  SACP,
SPA .8063 9017 .8352 .6614 2139 -7192 6416  -.2365  -.2063
p=.000 p=.000 p=.000 p=.002 p=379 p=.001 p=.003 p=330 p=397
SEA .6530 7851 4337 7584 0075 -.5290 .3299 .0184 .0278
p=.002 p=.000 p=.064 p=-000 p=1976 p=.020 p=.168 p=2941 p=910
STA 7963 .8879 .6920 7651 .0530  -.6408 6442  -.0815  -.0317
p=.000 p=.000 p=.001 p=.000 p=.829 p=.003 p=.003 p=.740 p=.898
SLA 5666 4922 5919 3788 2946 -.6123 7330 4351 -.4129
« p=.011 p=.032 p=.008 p=.110 p=221 p=.005 p=.000 p=.063 p=.079
@  SAA S741 2241 4738 6571 -.0989  -5324 3210 1599 .1882
g p=.010 p=356 p=.040 p=.002 p=.687 p=019 p=.180 p=513 p=440
SGA 3152 3223 2490  -.0023 2096 -.2921 -.0461 -3626  -.3953
p=.189 p=.178 p=304 p=992 p=2389 p=225 p=2852 p=.127 p=.094
SLIP -.1922 .0656 .0276 2663 2371 4096 -.2924 .3850 .3543
p=430 p=.790 p=911 p=270 p=2328 p=.082 p=224 p=.104 p=.137
SALP 7528 6274 .6593 3751 .3459 1638 -.3206 -.1611 -.1159
p=.000 p=.004 p=.002 p=.114 p=.147 p=.503 p=.181 p=510 p=.637
SACP 1818 1017 1557 4678 4684 1181 4903  -.1836 .9949
p=.456 p=.679 p=.524 p=.043 p=.043 p=.630 p=.033 p=.452 p=.000

SACP, .2020 1717 2113 S111 4521 .0747 4679  -.1555 9919

p=407 p=482 p=.385 p=.025 p=.052 p=.761 p=.043 p=.525 p=-000

hrana 3

SPA SEA STA SLA SAA SGA SLIP SALP SACP  SACP,
SPA 9557 9700 .6268 6576  -.0280 -4119 5471 -3997  -.3583
p=.000 p=.000 p=.009 p=.006 p=918 p=.113 p=.028 p=.125 p=.173
SEA 7879 9419 5821 5459 -1130  -.5164 5119 -3228 2695
p=.000 p=.000 p=.018 p=.029 p=.677 p=.041 p=.043 p=223 p=313
STA .8582 .7406 6666 6175  -1248  -.4165 4981  -3206  -.2831
p=.000 p=.000 p=.005 p=.011 p=.645 p=.109 p=.050 p=226 p=288
SLA .1586 2492 3131 5814 -3115 -.1477 0300 -4295 -.4186
< p=.530 p=319 p=-206 p=.018 p=-240 p=585 p=912 p=-097 p=.107
& SAA .3659 1715 .1832 .0122 -.1646  -.2866 2124 -2194  -.1893
g p=.135 p=496 p=467 p=.962 p=.542 p=282 p=430 p=414 p=2483
SGA .6523 5050 .6013 3400  -.1101 4035 -.0419 .1853 .1810
p=.003 p=.033 p=.008 p=.168 p=.664 p=.121 p=2878 p=.492 p=.502
SLIP -3560  -.4320 -.3452 3403 -.2593 .1456 -.2422 .0024  -.0629
p=.147 p=.073 p=.161 p=.167 p=299 p=.564 p=366 p=2993 p=2817
SALP 4309 2805 4416 .3842 .3383 5101 1588 -1317  -.1283
p=.074 p=-260 p=-067 p=.116 p=.170 p=-031 p=-529 p=.627 p=.636
SACP -.0418 2921 .1930 .3457 .0518  -.0056 .1028 1878 9917
p=.869 p=240 p=.443 p=.160 p=.838 p=982 p=.685 p=456 p=.000

SACP, -.0205 .3083 2239 .3435 .0518 .0418 .0836 2072 9929

p=1936 p=213 p=372 p=.163 p=838 p=.869 p=.742 p=.409 p=.000
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Tabela 26. Efekat nutritivnog sastava dijete na korelacije izmedu aktivnosti digestivnih enzima
kod larvi gubara gajenih na TEMPERATURI 28°C.

hrana 1

SPA SEA STA SLA SAA SGA SLIP SALP SACP  SACP,
SPA 6867 9033 7637 .8831 6327 .1448 .0602 .0383 .0848
p=.010 p=.000 p=.002 p=.000 p=.020 p=.637 p=.845 p=901 p=.783
SEA 2054 .8418 .8079 7740 3779 -.3161 -.0464 -.0752  -.0150
p=.522 p=.000 p=.001 p=.002 p=.203 p=293 p=.880 p=.807 p=961
STA J633 .6249 717 .8947 5175 -.1059 -.0138  -.0963  -.0513
p=.057 p=.030 p=.002 p=.000 p=.070 p=731 p=964 p=.754 p=.868
SLA 2033 .6676 443 7997 3554 -.0027  -.0603  -.1577 @ -.1212
« p=.526 p=.018 p=.067 p=.001 p=233 p=993 p=.845 p=.607 p=.693
% SAA 9226 .6626 9400 3120 .6007 .1503 2279 -1246  -.0697
= p=.081 p=019 p=.070 p=324 p=.030 p=.624 p=454 p=.685 p=.821
SGA -.2626 9267 4509 .3819 .0454 3216 .1483 .1808 2135
p=410 p=.079 p=.141 p=220 p=.888 p=284 p=.629 p=.554 p=484
SLIP -.0338 4827 3226 4301 .0606 4105 .6537 .3919 .3833
p=917 p=.112 p=.306 p=.163 p=.852 p=.185 p=.015 p=.185 p=.196
SALP 1365 -.0181 1742 .0701 3110 -.0701 -.2392 3236 3617
p=.672 p=955 p=.588 p=.2829 p=2325 p=.2829 p=454 p=281 p=225
SACP -.0456 1272 .0645  -.0102 -.0515 -.0317 6700 .0290 9953
p=.888 p=.694 p=.842 p=975 p=2874 p=922 p=.017 p=.929 p=.000

SACP, -.0570 .0198 .0221 -.0349  -1259  -.0722 5875 .1446 9827

p=.860 p=951 p=.946 p=914 p=.697 p=2824 p=.045 p=.654 p=.000

hrana 3

SPA SEA STA SLA SAA SGA SLIP SALP SACP  SACP,
SPA 9149 9608 2259 6369 -.0403 -5/01 -.1600 2658 1530
p=.000 p=.000 p=480 p=.026 p=901 p=.090 p=-619 p=404 p=.635
SEA 6601 9449 .3463 5881 -.0367 -.4619  -.1467 2761 1591
p=.007 p=.000 p=270 p=.044 p=910 p=.131 p=.649 p=2385 p=.621
STA 9201 .6789 .2490 J658  -.0476  -4728  -.1669 .1402 .0100
p=.000 p=.005 p=.435 p=.055 p=.883 p=.121 p=.604 p=.664 p=975
SLA 1221 1451 .1087 3099 -3636 -.0279 1011 2160 .1683
< p=.665 p=.606 p=.700 p=327 p=.245 p=931 p=.755 p=.500 p=.601
& SAA 5747 3794 4690 5535 1500 -.1941 .0441 4539 2346
g p=.025 p=.163 p=.078 p=.032 p=.642 p=.546 p=.892 p=.138 p=.463
SGA 1255 .1852 3109 -.1876  -.0752 -.3329 .0884 4066 3245
p=.656 p=-509 p=259 p=.503 p=.790 p=-290 p=.785 p=-190 p=303
SLIP -.3543 .0072  -.2274 .3297 .1095 1399 -1192  -2714  -2378
p=.195 p=980 p=415 p=230 p=.698 p=.619 p=712 p=394 p=457
SALP -1370  -.1976  -.1459 2147 -1379  -.1647 1695 .0694 .0376
p=.626 p=.480 p=.604 p=.442 p=.624 p=.557 p=.546 p=2830 p=.908
SACP .0933 2598 2028 -.0583  -.1928 .5644 1372 -.2385 9455
p=.741 p=2350 p=.468 p=2836 p=491 p=.028 p=.626 p=392 p=.000

SACP, .0612 2166 1536 -.0720  -.2069 5272 1387 -.2110 9966

p=.829 p=438 p=585 p=.799 p=459 p=.043 p=.622 p=.450 p=-000
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Tabela 27. Koeficijent korelacije (r) u Mantelovom testu poredjenja struktura fenotipskih

korelacija aktivnosti digestivnih enzima izmedju razlicitih tretmana.

19-h1 19-h2 0.4114 ok

19-h3 0.6961 ok

19-h4 0.6334 ok
19-h2 19-h3 0.5993 o

19-h4 0.5674 ok
19-h3 19-h4 0.7350 o
23-h1 23-h2 0.7137 ok

23-h3 0.8084 ok

23-h4 0.6263 ok
23-h2 23-h3 0.7337 ok

23-h4 0.5611 ok
23-h3 23-h4 0.5684 ok
28-h1 28-h2 0.5454 o

28-h3 0.5462 ok

28-h4 0.5990 ok
28-h2 28-h3 0.2632 ok

28-h4 0.4860 ok
28-h3 28-h4 0.7347 Hok
19-h1 23-h1 0.6050 ok
19-h1 28-h1 0.5391 ok
23-h1 28-h1 0.6240 Hk
19-h2 23-h2 0.5227 o
19-h2 28-h2 0.2985 ok
23-h2 28-h2 0.4733 o
19-h3 23-h3 0.8579 ok
19-h3 28-h3 0.4322 ok
23-h3 28-h3 0.6367 Hk
19-h4 23-h4 0.4395 ok
19-h4 28-h4 0.4485 o
23-h4 28-h4 0.4934 ok

**P<0.01;**P<0.001
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4.5. FENOTIPSKE KORELACIJE IZMEDU AKTIVNOSTI DIGESTIVNIH ENZIMA I
KOMPONENTI ADAPTIVNE VREDNOSTI

Mali je broj znacajnih fenotipskih korelacija izmedu aktivnosti digestivnih
enzima i trajanja razvi¢a, mase i relativne brzine rasta larvi (Tabele 28, 29 i 30).
Mantelovim testom je pokazano da kod larvi hranjenih nutritivno najbogatijom
dijetom temperatura ne utice znacajno na ukupnu korelacionu strukturu (Tabela
31). Na dijetama koje imaju manji sadrzaj skroba (hrane 2 i 4) ukupna korelaciona
struktura larvi gajenih na 19°C se znacajno razlikuje od korelacione strukture na
231 28°C, a na hrani koja ima najmanji odnos ugljenih hidrata i proteina (hrana 3)
ukupna korelaciona struktura larvi gajenih na supraoptimalnoj temperaturi
odstupa od korelacionih struktura na 19 i 23°C. Za ovu eksperimentalnu grupu
(28°C-hrana 3) je c¢ak dobijena negativna vrednost Mantelovog koeficijenta
korelacija pri poredenju korelacionih struktura sa grupama 28°C-hrana 1 i 19°C-
hrana 3. Pored toga, u okviru svake od ispitivanih temperatura moze se videti da

nutritivni sastav hrane moZe menjati ukupnu korelacionu strukturu.

0d svih ispitivanih komponenti adaptivne vrednosti najveci broj znacajnih
korelacija je dobijen izmedu aktivnosti digestivnih enzima i relativne brzine rasta
larvi tokom 3 dana cetvrtog stupnja kod larvi koje su gajene na optimalnoj
temperaturi 23°C i nutritivno najbogatijoj dijeti (Tabela 29). RGR je pozitivno
korelisan sa aktivno$¢u proteolitickih enzima (SPA, SEA, STA i SLA), amilaze (SAA)
i alkalne fosfataze (SALP), a negativna i marginalno znacajna korelacija se uocava
izmedu RGR i aktivnosti lipaze (SLIP). Korelacije RGR sa ukupnom aktivnos¢u
proteaza kao i endopeptidazama (SPA, SEA, STA) se menjaju i postaju negativne na
temperaturi 19°C, a razlike su marginalno znacajne za SPA (t = 1.801, P < 0.1) i SEA
(t=1.782,P<0.1).

Vedina znacajnih i marginalno znacajnih korelacija izmedu trajanja razvica i
aktivnosti digestivnih enzima je negativna Sto znaci da larve ¢ije razvic¢e do ulaska
u Cetvrti stupanj duZe traje imaju manju aktivnost digestivnih enzima. Medutim, na
nutritivno najsiromasnijoj dijeti (hrana 4) uocavaju se znacajne i pozitivne

korelacije izmedu trajanja razvi¢a i aktivnosti lizozomalnih i ukupnih Kkiselih

87



fosfataza kod larvi gajenih na temperaturama 23 i 28°C. Na temperaturi 19°C ove
korelacije menjaju znak i znacajno se razlikuju kako od korelacija na temperaturi
23°C (ACP: t = 2.644, P < 0.05; ACP:: t = 2.752, < 0.01) tako i od korelacija na
temperaturi 28°C (ACP: t=3.171, P < 0.01; ACP:: t=3.148, P < 0.01).

Na sub- i supraoptimalnim temperaturama postoje znacajne negativne
korelacije izmedu mase larvi (MO i M3) i specificne aktivnosti lipaze ako su larve
hranjene nutritivno najbogatijom dijetom. Znacajna razlika od vrednosti korelacije

na 23°C je dobijena samo za korelaciju SLIP-M3 na 28°C (t = 2.531, P < 0.05).

Na dijeti koja ima najmanji odnos proteina i ugljenih hidrata (hrana 3) moze
se uociti trend smanjenja vrednosti korelacija izmedu mase larvi (MO i M3) i
aktivnosti proteolitickih enzima koje od pozitivnih vrednosti na 19°C postaju
negativne na 28°C. Na 19°C statisticki su znacCajne samo pozitivne korelacije sa
specificnom aktivnosti tripsina, a na 28°C znacajne su samo negativne korelacije sa
specificnom aktivnosti leucin aminopeptidaze. Znacajne razlike korelacija mase i
aktivnost proteolitickih enzima izmedu temperatura 19 i 28°C su dobijene za SLA
(MO: t=2.371, P < 0.05; M3: t = 2.848, P < 0.01), a za STA su dobijene marginalno
znacajne razlike (M0: t=1.806, P < 0.1; M3: t = 1.720, P < 0.1).
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Tabela

28. Efekat nutritivnog sastava dijete na korelacije izmedu komponenti adaptivne
vrednosti i aktivnosti digestivnih enzima kod larvi gubara gajenih na TEMPERATURI
19°C. h1, h2, h3, h4 - hranal, hrana2, hrana 3, hrana 4; [+II+III - trajanje razvica
do ulaska u IV stupanj, Myp- masa larve po presvlacenju u IV stupanj; M3 - masa
larve tre¢eg dana IV stupnja; RGR-relativna brzina rasta larvi tokom 3 dana u IV
larvenom stupnju.

h1 SPA SEA STA SLA SAA SGA SLIP SALP SACP SACP,
[+II+1IT | -2414 -1960 -1652 -1612 -5090 .0533 3214 .0153 2147 .2060
p=450  p=541  p=.608  p=617  p=091  p=869  p=308  p=962  p=503  p=.521
Mo 4004 3412 4141 -5776 2092 -3334 -6027 -6368 -2899 -2703
p=197  p=278  p=181  p=.049  p=514  p=290  p=.038  p=026  p=361  p=396
M3 4274 3424 .5370 -.5853 5724  -4348 -7051 -4963 -1808 -.1558
p=.166 p=.276 p=.072 p=.046 p=.052 p=.158 p=.010 p=.101 p=.574 p=.629
RGR -1286 -.2062 -.0777 4196 4301 -1788 -.0248 .6184 1703 .1658
p=.690  p=520  p=810  p=175  p=163  p=578  p=939  p=032  p=597  p=.607
h2 SPA SEA STA SLA SAA SGA SLIP SALP SACP SACP,
[+I1+I11 -4650 -4161 -.0567 -5353 -.0753 1277 -.0303  -.4387 2722 2519
p=.081  p=123  p=841  p=.040  p=790  p=650  p=915  p=102  p=326  p=.365
Mo .0853 1159 1915 -.3102 3427  -.0325 .2789 .2405 .0912 .0975
p=762  p=681  p=.494  p=260  p=211  p=908  p=314  p=388  p=746  p=730
M3 .1654 2248 1630  -.2210 .0290 -.1264 .0276 .0435 .0052 .0432
p=.556 p=421 p=.562 p=.429 p=.918 p=.653 p=.922 p=.878 p=.985 p=.879
RGR 1444 1828  -.0163 1160 -3971 -1286 -3152 -2152 -1340 -.0881
p=.608 p=.514 p=.954 p=.680 p=.143 p=.648 p=.252 p=.441 p=.634 p=.755
h3 SPA SEA STA SLA SAA SGA SLIP SALP SACP SACP;
[+II+1I1 | -3191 -.0494 -2907 -4831 -.6554 -0545 -1282 -3084 -1016 -1007
p=.266 p=.867 p=.313 p=.080 p=.011 p=.853 p=.662 p=.283 p=.730 p=.732
Mo 4438 3811 .5711 .2919 0718 -2198 -2219 1533  -1828 -.1609
p=112  p=179  p=033  p=311  p=807  p=450 p=446  p=601  p=532  p=583
Ms 4757 4263 5355 5248 1536  .0757 -1680  .0004 -1942 -.1751
p=.086 p=.128 p=.048 p=.054 p=.600 p=.797 p=.566 p=.999 p=.506 p=.549
RGR -0067 .0576 -1288 3882  .1568  .5306  .0533 -2768  .0278  .0212
p=.982 p=.845 p=.661 p=.170 p=.592 p=.051 p=.856 p=.338 p=.925 p=.943
h4 SPA SEA STA SLA SAA SGA SLIP SALP SACP SACP,
[+II+1I1 | -.5307 -4506 -3920 -3155 -.0420 -.2444 .0310 -.0340 -.4312 -4342
p=.042 p=.092 p=.148 p=.252 p=.882 p=.380 p=913 p=.904 p=.109 p=.106
Mo .1996 2292 4676 3164 .0402 -1978 -2499 -1113 -2730 -2591
p=476  p=411  p=.079  p=251  p=.887  p=480  p=369  p=.693 p=325  p=351
M3 1770 .1639 .2997 2311 .0237 -2161 -.0708 -1714 -.0434 -.0840
p=.528 p=.559 p=.278 p=407 p=.933 p=439 p=.802 p=.541 p=.878 p=.766
RGR .0531 -0099 -2443 -1252 -.0950 -.0375 3388  -.1462 5034 4003
p=.851 p=.972 p=.380 p=.657 p=.736 p=.894 p=.217 p=.603 p=.056 p=.139
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Tabela 29. Efekat nutritivnog sastava dijete na korelacije izmedu komponenti adaptivne
vrednosti i aktivnosti digestivnih enzima kod larvi gubara gajenih na TEMPERATURI
23°C. h1, h2, h3, h4 - hranal, hrana2, hrana 3, hrana 4; [+II+III - trajanje razvica
do ulaska u IV stupanj, Mo - masa larve po prewvlacenju u IV stupanj; M3 - masa
larve tre¢eg dana IV stupnja; RGR-relativna brzina rasta larvi tokom 3 dana u IV
larvenom stupnju.

h1 SPA SEA STA SLA SAA SGA SLIP SALP SACP SACP,

[+II+I1 | -1257 -2414 -.0450 -.0598 -.1556 1610 .1400 0715 -1067 -.0796
p=.608 p=319 p=.855 p=.808 p=.525 p=.510 p=.568 p=771 p=.664 p=.746

Mo -3267 -.0424 -2622 -5227 .0407 -.0738 -.0155 -4434 -0356 -.0552
p=172  p=863  p=278  p=022  p=868  p=764  p=950  p=.057 p=885  p=822
M3 -.0542 2239  -.0247 -.2681 2671 -3583 -2157 -2217 -.0229 -.0327
p=.825  p=357  p=920  p=267  p=269  p=132  p=375 p=362  p=926  p=.894
RGR .5402 4778 .5053 4923 4576 -4928 -4266 .4972 -.0122 .0181

p=.017  p=.039  p=027  p=032  p=049  p=.032  p=.069  p=.030  p=960  p=.941

h2 SPA SEA STA SLA SAA SGA SLIP SALP SACP SACP,

[+11+111 -.2868 .3755 1462 0476 -.1847 .0248 4129 -1022 .1823 2463
p=234  p=113  p=550  p=.847  p=449  p=920  p=079  p=677  p=455  p=309

Mo .0441  -.0490 0168 -1223 -1546 .0068 -.1748 -1598 1556 1598
p=.858 p=.842 p=.946 p=.618 p=.527 p=.978 p=474 p=.513 p=.525 p=.513
M3 .1805 .0377 1108 -.0500 -.1373 .1655 -.0482 -.0880 .0993 .0753
p=.460 p=.878 p=.651 p=.839 p=.575 p=.498 p=.845 p=.720 p=.686 p=.759
RGR 2790 1470 1576 1018 .0133 3811 2416 1298  -.0614 -.1265

p=247  p=548  p=519  p=678  p=957  p=107 p=319  p=596  p=803  p=.606

h3 SPA SEA STA SLA SAA SGA SLIP SALP SACP SACP,

[+11+111 -1290 -.0565 .0360 .3603 .1598 -.4739 .0820 -.4144 3123 3071
p=634  p=835  p=895  p=170  p=554  p=064  p=763  p=111  p=239  p=247

Mo .0101 0563 -.0294 -.2473 3174  -0431 -4087 -0517 -.0010 .0393
p=971  p=836  p=914  p=356 p=231 p=874  p=116  p=849  p=.997  p=885
M3 4026 .3656 .3100 1727 4279 2754 -.1868 .0243 -.2583 -.1684
p=122  p=164  p=243  p=522  p=.098  p=302  p=489  p=929  p=334  p=533
RGR 4597 .3878 4102 4837 1735 3216 .1568 0766 -2269 -1712

p=073  p=138  p=115  p=058  p=520  p=224  p=562  p=778  p=398  p=526

h4 SPA SEA STA SLA SAA SGA SLIP SALP SACP SACP,

[+11+111 -.0354 3043 1391 1384 -.5322 .1509 .0443 1391 .5061 .5334
p=889  p=220 p=582  p=584  p=023  p=550 p=861  p=582  p=.032  p=023

Mo -2922 -3167 -.2097 1722 1534 -.0414 2295  -.0662 3725 3521
p=239  p=200  p=.404  p=495  p=543  p=871  p=360  p=794  p=128  p=152
M3 -1634 -2689 -1797 2475 .2925 2154 4571 1352 .1664 1697
p=517  p=281  p=476  p=322  p=239  p=391  p=056  p=593  p=509  p=501
RGR 2756 .2456 .0886 .0844 .0256 3756 1794 2409  -3498 -3179

p=268  p=326  p=727  p=739  p=920  p=125  p=476  p=336  p=155  p=199
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Tabela

30. Efekat nutritivnog sastava dijete na korelacije izmedu komponenti adaptivne
vrednosti i aktivnosti digestivnih enzima kod larvi gubara gajenih na TEMPERATURI
28°C. h1, h2, h3, h4 - hranal, hrana2, hrana 3, hrana 4; I+II+III - trajanje razvi¢a
do ulaska u IV stupanj, My - masa larve po prewvlacenju u IV stupanj; M3 — masa
larve tre¢eg dana IV stupnja; RGR-relativna brzina rasta larvi tokom 3 dana u IV
larvenom stupnju.

h1 SPA SEA STA SLA SAA SGA SLIP SALP SACP SACP,
[+II+I1I | -3258 -1605 -4188 -1319 -4239 -4310 1199 .0337 .2678 2591
p=277 p=.600 p=.154 p=.667 p=.149 p=.141 p=.697 p=.913 p=376 p=.393
Mo -.3559 .0533 -.0615 -0976 -1854 -5431 -5918 -2823 -.0724 -.0958
p=.233 p=.863 p=.842 p=751 p=.544 p=.055 p=.033 p=350 p=.814 p=.755
M3 -.0974 4537 1944 .1983 .0337 -4193 -8471 -3655 -.2492 -2326
p=.752 p=.119 p=.525 p=.516 p=.913 p=.154 p=.000 p=.219 p=.412 p=.444
RGR 3611 3273 .2053 3162 .2043 1525 -1185  -.0429 -2705 -.2157
p=.225 p=.275 p=.501 p=.293 p=.503 p=.619 p=.700 p=.889 p=371 p=479
h2 SPA SEA STA SLA SAA SGA SLIP SALP SACP SACP,
[+II+1IT | -.4041 4171 .0970 1794 -.0300 1645 .2654  -.0087 .5090 4760
p=.193 p=.177 p=.764 p=.577 p=.926 p=.609 p=.404 p=.979 p=.091 p=.118
Mo -2581 -1246 -3216 .0343 1087  -.2467 .0031 4109 .0136 .0540
p=.418 p=.700 p=.308 p=.916 p=.737 p=.439 p=.992 p=.185 p=.967 p=.868
M3 -.1446 1337  -.0563 .2688 3714 -1872 -1974 .6072 -1743 -1199
p=.654 p=.679 p=.862 p=.398 p=.235 p=.560 p=.539 p=.036 p=.588 p=.711
RGR .1003 4165 .2983 4645 3277 .0522 -.2801 3310 -3126 -.2807
p=.757 p=.178 p=.346 p=.128 p=.298 p=.872 p=.378 p=.293 p=.323 p=.377
h3 SPA SEA STA SLA SAA SGA SLIP SALP SACP SACP,
[+11+111 .0777 3228 1410 -.0372 2472 4120 -1006 -.0488 4625 .3480
p=.810 p=.306 p=.662 p=.909 p=.439 p=.183 p=.756 p=.880 p=.130 p=.268
Mo -1169 -2926 -1520 -.6411 -0133 5043 .0530 1504 1265 1279
p=.717 p=.356 p=.637 p=.025 p=.967 p=.095 p=.870 p=.641 p=.695 p=.692
Ms -1366  -2637 -1654 -5967 -0429 4410 .0896 .3973  .1091  .1248
p=.672 p=.408 p=.607 p=.041 p=.895 p=.151 p=.782 p=.201 p=.736 p=.699
RGR -0148 2306  .0511 .4617 -0930 -4223 .0643 4560 -1373 -.1075
p=.964 p=.471 p=.875 p=.131 p=.774 p=.171 p=.843 p=.136 p=.671 p=.740
h4 SPA SEA STA SLA SAA SGA SLIP SALP SACP SACP,
[+II+I1I | -1086 -.1482 .0980 .0571 -.0982 5044 .2865 -.2638 .6783 .6713
p=.700 p=.598 p=.728 p=.840 p=.728 p=.055 p=.301 p=.342 p=.005 p=.006
Mo 1312 -.0584 2423 2160 .0518 1710 .0551 .0137 -1128 -.1582
p=.641 p=.836 p=.384 p=.439 p=.855 p=.542 p=.845 p=.961 p=.689 p=.573
M3 -0063 -.1943 .0181 .0977 .0289 .0005 2145 -.0539 -1792 -.2036
p=.982 p=.488 p=.949 p=.729 p=.919 p=.999 p=.443 p=.849 p=.523 p=.467
RGR -3248  -3429 4705 -2297 -1096 -.3527 2761  -1280 -.2167 -.1845
p=.238 p=.211 p=.077 p=.410 p=.697 p=.197 p=.319 p=.649 p=.438 p=.510
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Tabela 31. Koeficijent korelacije (r) u Mantelovom testu poredjenja struktura fenotipskih
korelacija aktivnosti digestivnih enzima i komponenti adaptivne vrednosti izmedju

razli¢itih tretmana.

19-h1 19-h2 0.1566 n.s.
19-h3 0.3589 ok
19-h4 0.2959 ok

19-h2 19-h3 0.2774 ok
19-h4 0.0918 n.s.

19-h3 19-h4 0.5795 kK

23-h1l 23-h2 0.0878 n.s.
23-h3 0.2933 ok
23-h4 0.0081 n.s.

23-h2 23-h3 0.4260 ok
23-h4 0.4372 ok

23-h3 23-h4 0.1448 n.s.

28-h1 28-h2 0.3931 ok
28-h3 -0.2824 ok
28-h4 -0.1741 n.s.

28-h2 28-h3 0.3032 ork
28-h4 0.0765 n.s.

28-h3 28-h4 0.1652 n.s.

19-h1 23-h1l 0.4662 ork

19-h1 28-h1 0.4986 ork
23-h1 28-h1 0.4558 oK

19-h2 23-h2 0.0196 n.s.

19-h2 28-h2 0.1340 n.s.

23-h2 28-h2 0.2747 ok

19-h3 23-h3 0.3069 o

19-h3 28-h3 -0.5139 orok

23-h3 28-h3 0.0355 n.s.

19-h4 23-h4 -0.5608 ok

19-h4 28-h4 -0.1147 n.s.

23-h4 28-h4 0.2164 *

*P <0.05;*P<0.01;***P<0.001
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4.6. UTICA] TEMPERATURE I KVALITETA HRANE NA REZISTENTNOST PREMA VISOKO]
TEMPERATURI

4.6.1. Uticaj temperature i hrane na vreme preZivljvanja (VP)

Vreme prezivljavanja (VP) je pod snaZnim uticajem hranljivog sastava dijete
i temperature na kojoj su larve gajene pre prebacivanja na stresnu temperaturu od

36°C (Slika 17, Tabele 32 i 33).

Larve u proseku najduZe preZivljavaju na temperaturi od 36°C ako su
prethodno gajene na 23°C, a najkrace ukoliko su do 3. dana IV larvenog stupnja
gajene na 28°C (Slika 17, Tabela 32). Larve najduZe prezivljavaju na hrani
siromasnoj proteinima i ugljenim hidratima (hrana 4), dok je preZivljavanje na
hranama 1, 2 i 3 znacajno krace (i nije medusobno znacajno razli¢ito) u odnosu na
hranu 4. Vreme preZivljavanja zavisi od medusobnih interakcija temperature i
hrane (Tabela 32). Na nutritivno najbogatijoj hrani uocCava se trend porasta
rezistentnosti na stresnu temperaturu sa porastom temperature gajenja, dok je na
nutritivno najsiromasnijoj hrani trend smanjenja vremena prezivljavanja (Slika

17).

Trofaktorska analiza varijanse nam daje uvid na koji nacin sastav dijete,
odnosno sadrzaj njenih specifi¢nih komponenti proteina i ugljenih hidrata, utice na
vreme preZivljavanja na stresnoj temperaturi (Tabela 33). Visoka koncentracija
proteina u dijeti, kao i visoka koncentracija ugljenih hidrata, znacajno skracuje

vreme prezivljavanja na stresnoj temperaturi 36°C (Tabela 33).

Veoma je znacajan efekat medusobne interakcije ove dve komponente
hrane, kao i njihovih interakcija sa temperaturom na vreme preZzivljavanja (Tabela
33). Rezistentnost prema visokoj temperaturi, odredena na osnovu vremena
prezivljavanja, je osetljivija na sadrZaj proteina u dijeti ako su larve gajene na 19 i
23°C nego na 28°C. Najvecu osetljivost vremena preZivljavanja na sadrzaj ugljenih
hidrata u dijeti pokazuju larve gajene na 23°C pre izlaganja stresnoj temperaturi
36°C. Znacajan efekat interakcije sadrzaja proteina i ugljenih hidrata pokazuje da je
porast rezistentnosti u odgovoru na nizak sadrzaj proteina veci ukoliko je i sadrzaj

ugljenih hidrata nizak (Slika 17).
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4.6.2. Trajanje IV larvenog stupnja larvi izloZenih temperaturi 36°C

Vecina larvi gubara IV stupnja je uspela da se presvuce u V larveni stupanj
nakon izlaganja temperaturi 36°C (Slika 19). Uticaj temperature gajenja pre
izlaganja larvi visokoj stresnoj temperaturi na trajanje IV stupnja je marginalno
znacajan tj. postoji trend skracenja trajanja IV stupnja sa porastom temperature
gajenja (P < 0.1) (Slika 18, Tabela 32). S druge strane, nutritivni sastav dijete
znaCajno menja trajanje IV larvenog stupnja. Trajanje IV larvenog stupnja je u
proseku krace na visokoproteinskoj hrani (hrane 1 i 2) u odnosu na hranu sa
niskim sadrzajem proteina (hrane 3 i 4) (Tabela 32). Znacajan efekat sadrzaja
proteina u dijeti je pokazan i trofaktorskom analizom varijanse (Tabela 33).
Trajanje IV stupnja ne zavisi od sadrZaja ugljenih hidrata, a temperatura i
nutritivni sastav dijete deluju nezvisno na ovu osobinu na Sta ukazuje odsustvo

znacajnih interakcija ispitivanih faktora sredine (Tabele 32 i 33).

4.6.3. Uticaj hrane i temperature na broj presvlacenja larvi nakon
prebacivanja na stresnu temperaturu 36°C

Uticaj prethodnih uslova gajenja na sposobnost larvi da se presvlace u
uslovima stresne temperature 36°C prikazan je na Slici 19. Za procenu uticaja
temperature i kvaliteta hrane na raspodelu larvi sa 0, 1 i 2 presvlacenja koriscen je
G- test. Poredenje broja presvlacenja larvi na stresnoj temperaturi od 36°C ako su
one do 3. dana IV stupnja bile gajene na 19°C je pokazalo najvedi broj presvlac¢enja
larvi koje su gajene na dijetama siromasnim ugljenim hidratima (hrane 2 i 4), a
najmanji broj presvlacenja je uocen na dijeti koja ima najmanji odnos proteina i
ugljenih hidrata (hrana 3). Na nutritivno najbogatijoj dijeti (hrana 1) larve su se
presvukle manji broj puta u odnosu na dijete siromasne ugljenim hidratima (hrana
2: G=14.184,df = 2, P < 0.001; hrana 4: G = 9.227, df = 2, P < 0.001), a ve(i broj
presvlacenja je uocen u odnosu na larve gajene na hrani 3 (G = 14.027 df = 2, P <
0.001). U odnosu na ovu dijetu veci broj presvlacenja su imale i larve gajene na
dijetama sa niskim sadrzZajem ugljenih hidrata (hrana 2: G = 44.94; df=2, P <
0.0001; hrana 4: G = 35.689; df=2, P < 0.0001). Prema tome, moze se zakljuciti da je
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za larve gajene na 19°C, hrana 3 najmanje povoljna za razvice larvi u uslovima

stresne poviSene temperature 36°C

Negativan efekat hrane sa najmanjim odnosom proteini/ugljeni hidrati je
pokazan i za larve koje su pre izlaganja stresnoj temperaturi gajene na
temperaturama od 23°C i 28°C, odnosno larve gajene na ovoj dijeti su imale manji
broj presvlatenja u odnosu na one gajene na dijetama sa visokim sadrZajem
proteina, odnosno hrani 1 (23°C: G = 17.257; df = 2, P < 0.0001; 28°C: G = 20.712;
df=2,P <0.0001) i hrani 2 (23°C: G = 23.296; df = 2, P < 0.0001; 28°C: G = 34.110;
df = 2, P < 0.0001), kao i nutritivno najsiromasnijoj dijeti (23°C: G = 13.906; df = 2,
P <0.01).

Temperatura utice na broj presvlatenja samo na nutritivno najsiromasnijoj
hrani i to tako $to se sa porastom temperature povecava procenat larvi sa manjim
bojem presvlacenja (19/23°C: G = 7.595; df = 2, P < 0.05; 19/28°C: G = 19.68; df =
2,P<0.0001; 23/28°C: G =6.076; df = 2, P < 0.05) (Slika 19).
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Slika 17. VREME PREZIVLJAVANJA (X+SE) larvi gubara gajenih na razli¢itim temperaturama i

hranljivim supstratima nakon prebacivanja na stresnu temperaturu 36°C u IV

larvenom stupnju (treéi dan).
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Slika 19. BROJ PRESVLACENJA izraZen u procentima kod larvi gubara gajenih na razlicitim
temperaturama i hranljivim supstratima nakon prebacivanja na stresnu
temperaturu 36°C. U okviru svake temperature gajenja, odnos larvi sa 0, 1 i 2
presvlacenja obelezen razli¢itim slovima (a, b, ¢) se znacdajno razlikuje izmedu
grupa larvi hranjenih na razli¢itim dijetama.
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Tabela 32. Dvofaktorska analiza varijanse na log-transformisanim vrednostima VREMENA

PREZIVLJAVANJA (VP) i TRAJANJA IV LARVENOG STUPNJA (Tiv) kod larvi gubara izloZenih
stresnoj temperaturi 36°C. Temperatura gajenja do treteg dana IV larvenog
stupnja (19, 23, 28) i hranljivi sastav dijete (1, 2, 3, 4) su fiksirani faktori.

Izvor variranja SS df MS F p Scheffe-ov test
VP temperatura 0.518 2 0.259 18.5 0.0000 23>19>28
hrana 0.746 3 0.249 17.7  0.0000 (1=2=3)<4
temperaturaxhrana 0.691 6 0.115 8.2 0.0000
Greska 7.682 548 0.014
TIV  temperatura 0.127 2 0.063 2.7 0.0669
hrana 1.311 3 0.437 18.7  0.0000 (1=2) < (3=4)
temperaturaxhrana 0.247 6 0.041 1.8 0.1046
Greska 10.360 444 0.023

Tabela 33. Trofaktorska analiza varijanse na log-transformisanim vrednostima VREMENA

PREZIVLJAVANJA (VP) i TRAJANJA IV LARVENOG STUPNJA (Tiv) kod larvi gubara izloZenih
stresnoj temperaturi 36 °C. Temperatura gajenja do tre¢eg dana IV stupnja (19, 23,
28), sadrZaj proteina (Pr) i sadrZaj ugljenih hidrata (Ug) u hrani su fiksirani faktori.
n - nizak sadrzaj proteina ili ugljenih hidrata u hrani, v - visok sadrzaj proteina ili
ugljenih hidrata u hrani.

Izvor variranja SS df MS F p Scheffe-ov test
VP temperatura 0.518 2 0.259 18.5 0.0000 23>19>28
Pr 0.342 1 0.342 244 0.0000 v<n
Ug 0.267 1 0.267 19.1 0.0000 v<n
temperatura xPr 0.244 2 0.122 8.7 0.0002
temperatura xUg 0.388 2 0.194 13.8 0.0000
PrxUg 0.168 1 0.168 12.0 0.0006
temperaturaxPrxUg 0.051 2 0.026 1.8 0.1627
Greska 7.682 548 0.014
T temperatura 0.127 2 0.063 2.7 0.0669
Pr 1.221 1 1.221 52.3 0.0000 v<n
Ug 0.013 1 0.013 0.5 0.4590
temperatura xPr 0.052 2 0.026 1.1 0.3278
temperatura xUg 0.087 2 0.043 1.9 0.1573
PrxUg 0.023 1 0.023 1.0 0.3176
temperaturaxPrxUg 0.090 2 0.045 1.9 0.1462
GreSka 10.360 444 0.023
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DISKUSIJA

5.1. UTICA] TEMPERATURE I KVALITETA HRANE NA KOMPONENTE
ADAPTIVNE VREDNOSTI

Temperatura i kvalitet hrane su glavni faktori koji uticu na performansu
fitofagnih insekata, delujuci nezavisno ili u medusobnoj interakciji (Stamp, 1990;
Lindroth et al., 1997; Petersen et al., 2000; Kingsolver et al., 2006; Miller et al.,
2009; Lee & Roh, 2010). Promena temperature moZe uticati na osobine Zivotne
istorije, broj generacija godiSnje, gustinu, veli¢inu i geneticku strukturu populacija,
opseg biljaka domacdina, areal rasprostranjenja i kolonizaciju novih podrucja
(Kocsis & Hufnagel, 2011). Kako je ustanovljeno, u odgovoru na promenu
temperature organizmi mogu plasticno reagovati kroz promenu trajanja razvica,
brzine rasta, preadultnog preZivljavanja, veli¢ine tela i duZine Zivota adulta
(Kingsover et al.,, 2004a; McMillan et al., 2005; Kingsolver & Huey, 2008; Stillwell et
al., 2010). Veliki broj istrazivanja je pokazao brzi rast i skraenje trajanja razvica sa
porastom temperature (Partridge et al., 1994; Levesque et al., 2000; Miller et al.,
2009). Na koji nacin ovakve promene, opisane kroz fenomen fenotipske
plasti¢nosti, mogu uticati na pravce evolucije u populacijama insekata, predmet je

istrazivanja brojnih studija.

Uticaj temperature na komponente adaptivne vrednosti

[strazivanja uticaja temperature na performansu larvi gubara su retka
(Maksimovi¢, 1958; Karolewski et al., 2007). Brzina rasta larvi gubara se povecava
sa povecanjem temperature i dostiZe plato na temperaturama izmedu 28 °C1i 32 °C,
a donji temperaturni prag za razvice je 12°C (Pantyukhov, 1962). Gubar ne moZze
da zavrsi razviCe na temperaturi od 36°C, a na temperaturi od 35°C pocCinje sinteza

razlicitih klasa proteina temperaturnog stresa, Hsp (Yocum et al., 1991). U kulturi
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¢elija je pokazano da sinteza svih proteina kod gubara prestaje na temperaturama
iznad 40°C (Evgen’ev et al, 1987). Prema rezultatima ovog rada, preZivljavanje
larvi gubara do ulaska u IV larveni stupanj smanjeno je na temperaturi od 28°C
(Slika 1, Tabela 1). Karolewski i sar. (2007) su pokazali da je preZivljavanje larvi
gubara hranjenih hrastovim liS¢éem na temperaturama 20°C i 25°C  skoro
dvostruko vece u odnosu na preZivljavanje na 15°C, kao i da povecanje
temperature skracuje trajanje razvi¢a. Prema Maksimovi¢ (1958), krace trajanje
larvenog razvi¢a, manja masa lutke i smanjeni fekunditet karakteristian je za
gubare gajene na konstantnoj temperaturi od 28°C u odnosu na temperaturu
gajenja od 24°C. S druge strane, Lindroth i sar. (1997) nisu pokazali znacajan uticaj
temperaturnog rezima, kao ni znacajnu interakciju temperature i sadrZaja azota,
na prezivljavanje larvi gubara i masu lutke, ali je promena temperaturnog reZzima
(19:16°C na 25:22°C) dovela do znacajnog skracivanja ukupnog trajanja razvica i
povecanja relativne brzine rasta (RGR) larvi tokom IV stupnja. Dodatno, ovi
istrazivaci su ustanovili i da je efekat temperature znacajan za promenu nutritivnih
indeksa, relativne brzine konzumacije (RCR), efikasnost konverzije unete hrane
(ECI), relativnu brzinu konzumacije, akumulacije i efikasnosti koriS¢enja azota
(RNAR i RNCR i NUE) (Lindroth et al., 1997). Takode, sa porastom temperature na
hrani sa visokim sadrzajem azota relativna brzina rasta i efikasnost konverzije
unete i svarene hrane (ECI i ECD) se znacajno povecavaju, dok je najveca efikasnost
asimilacije hrane (AD) ustanovljena na optimalnoj temperaturi i hrani sa visokim
sadrZzajem azota, Sto ukazuje na znacajne inerakcije ova dva faktora na
individualnu performansu gubara (Lindroth et al,, 1997). Wiliams i sar. (2003) su
takode pokazali da se trajanje razvic¢a gubara skracuje sa poveCanjem temperature.
Vise temperature i bolji kvalitet lis¢a biljke domacina kod Ormiscodes amphimone
(Lepidoptera) imaju pozitivan efekat na performansu, povecavaju relativnu brzinu
rasta i brzinu konzumacije hrane, a skracuju trajanje razvica (Paritsis & Veblen,
2010). U eksperimentu na Manduca sexta je pokazano da efekat temperature na
masu, trajanje razvica, brzinu rasta i prezivljavanje zavisi od stupnja u razvicu i da

se znacajno razlikuje izmedu ranih i kasnih larvenih stupnjeva. Dok se kod larvi I-
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III stupnja razvi¢e skracuje sa porastom temperature, trajanje IV i V stupnja se
produZava sa porastom temperature i dolazi do znac¢ajnog povecanja mortaliteta
(Petersen et al., 2000). Visoka temperatura i povecana brzina rasta dovode do
smanjenjenog preZivljavanja Spodoptera exigua, a to je narocito izrazeno na
ekstremno neizbalansiranim dijetama (Lee & Roh, 2010). Smanjeno preZivljavanje
na visokim temperaturama je pokazano i kod dugih vrsta insekata (Reynolds &
Nottingham, 1985; Lee & Roh, 2010), ali su ustanovljeni i drugaciji efekti
temperature, kao Sto je povecano preadultno preZivljavanje i povecanje veli¢ine
tela Chrysomia megacephala (Diptera) na temperaturi 30°C u odnosu na 20°C (Hu
et al., 2010). Nacelno, razlic¢iti rezultati dobijeni u eksperimentima na razli¢itim
vrstama insekata ukazuju da vrste imaju razli¢ite temperaturne optimume, kao i da
je za razmatranje efekata sredinskih faktora na performansu jedinki veoma
znaCajno poznavanje njihovog geografskog porekla i lokalne adaptiranosti

populacija (Angilletta, 2009; Stillwell et al., 2010).

Najveca masa larvi gubara u ovom radu ustanovljena je na optimalnoj
temperaturi gajenja (Slika 5; Tabela 4 i 5). Slican efekat temperature je pokazan i
kod larvi Maduca sexta, kod kojih se masa smanjuje sa porastom temperature
(Petersen et al., 2000). Smanjenje mase na viSim temperaturama kod insekata
moze biti posledica povecanih energetskih potreba povezanih sa odbrambenim i
kompenzatornim odgovorima (Hochachka & Somero, 2002; Malmendal et al,
2006; Chown & Terblanche, 2007), kao i smanjene efikasnosti varenja i asimilacije
hrane na viSim temperaturama (Yang & Joern, 1994a), smanjene efikasnosti
konverzije unete/svarene hrane u telesnu masu (Miller et al., 2009) i povecanog
unosa sekundarnih biljnih metabolita zbog povecanog unosa hrane (Stamp &
Horwath, 1992). Na primer, u eksperimentu na Melanopus differentialis Yang i
Joern (1994) su ustanovili smanjenu efikasnost varenja na visokim temperaturama
koja, u kombinaciji sa niskim sadrzajem azota u hrani, skra¢uje vreme prolaska
hrane kroz digestivni trakt i dovodi do znacajnog pada mase. Izlaganje visokim
temperaturama tokom razvita ima za posledicu i smanjenje veliCine adulta
(Atkinson, 1994, Atkinson & Sibly, 1997; Kingsolver & Huey, 2008). Nasuprot ovim
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rezultatima, Miller i sar. (2009) su pokazali da je porast mase Locusta migratoria
na vestackoj dijeti tokom V stupnja veéi na viSim u odnosu na niZe temperature u

uslovima kada koli¢ina hrane nije ogranic¢avajuci faktor.

Znacajni efekti temperature na trajanje razvica i relativnu brzinu rasta larvi
gubara (RGR) ustanovljeni u ovom radu, u skladu su sa podacima koje navode
drugi autori (Kingsolver & Woods, 1997, 1998; Lindroth et al., 1997; Levesque et
al, 2000; Miller et al, 2009). Razvic¢e larvi gubara je najkrace, a brzina rasta
najveca na temperaturi od 28°C i na hrani bogatoj proteinima, dok koli¢ina
ugljenih hidrata u ranim larvenim stupnjevima ne uti¢e znaCajno na trajanje
razvic¢a (Tabela 2 i 3; Slike 2, 3 i 4). Slicno rezultatima nekih studija (Lindroth et
al., 1997; Stillwell et al., 2007; Paritsis & Veblen, 2010) ni u ovom radu nisu
ustanovljene znacajne interakcije izmedu temperature i kvaliteta hrane na trajanje
razvica. tj. temperatura, sadrZaj proteina i sadrZaj ugljenih hidrata u dijeti uticu na
trajanje razvica nezavisno (Tabela 3). Medutim, iako statisti¢ki neznacajni, efekti
hrane sa niskim sadrZajem ugljenih hidrata pokazuju trend ka skra¢ivanju trajanja
razvica larvi. Takode, efekat povecanja relativne brzine rasta na proteinski bogatoj
dijeti je izraZeniji ukoliko je temperatura viSa (Tabela 5, Slika 6). Relativna brzina
rasta pokazuje razli¢itu ostetljivost na delovanje temperature u ranim i kasnim
larvenim stupnjevima (Petersen et al., 2000). Levesque i sar. (2002) su pokazali da
je brzina rasta Malacosoma disstria hranjenih liS¢em Acer saccharum na viSim
temperaturama povezana sa veim unosom i efikasnijim koriS¢enjem hrane. U
osnovi povecane brzine rasta insekata na viSim temperaturama nalazi se povec¢ana
konzumacija hrane, odnosno povecanje koli¢ine i brzine unosa hrane sa porastom
temperature (Stamp, 1990; Yang & Joern, 1994; Kingsolver & Woods, 1997;
Petersen et al., 2000; Levesque et al., 2002; Miller et al., 2009, Lee & Roh, 2010).
Znacajna interakcija temperature i biljke domacina je pokazana za brzinu rasta
Callosobruchus maculates kod koga je uticaj povoljnog domacdina na povecanje i
nepovoljnog domacina na smanjenje brzine rasta ve¢i na viSim u odnosu na nize
temperature (Stillwell et al., 2007). Interakcija temperature i sadrZaja proteina u
dijeti nije znaCajna za promenu mase i relativne brzine rasta larvi Manduca sexta,
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ali ima znacajne efekte na trajanje razvica, i to tako Sto visok sadrzaj proteina u
vesStackoj dijeti znacajno skracuje trajanje ranih larvenih stupnjeva na niZim
temperaturama (Petersen et al., 2000). U eksperimentu na Blatella germanica je
pokazano krace trajanje larvenih stupnjeva kada je balans hranljivih materija bliZi
optimalnom i duZe trajanje na dijetama u kojima je prisutan nutritivni disbalans

(Raubemheimer & Jones, 2006).

Najveca brzina rasta larvi gubara u naSem eksperimentu ustanovljena je na
temperaturi od 28°C (Slika 6; Tabela 4 i 5). Istovremeno, na istoj temperaturi
detektovano je najmanje prezivljavanje (Slika 1; Tabela 1). Sli¢ni rezultati su
dobijeni na Spodoptera exigua, kod koga je najveca brzina rasta na temperaturama
izmedu 30-34°C, a prezivljavanje najvece na temperaturama 18-26°C (Lee i Roh,
2010). Optimalne temperature na kojima su prezivljavanje i brzina rasta najveci su
razlic¢ite i mogu biti posledica uzajamnih ogranic¢enja izmedu ovih osobina na datoj
temperaturi (Angilleta et al, 2003). Na primer, visoka brzina rasta moZe biti
povezana sa visokim nivoom razvojne nestabilnosti usled smanjenog ,kvaliteta
kontrole“ tokom razvica (De Block et al, 2008), Sto umanjuje verovatnocu
prezivljavanja jedinki. Dodatno, ubrzavanje razvica moze imati znacajnu fizioloSku
cenu povezanu sa velikim energetskim ogranicenjima (Stockhoff, 1991; Gotthard,
2001; Stoks et al, 2006). FizioloSka cena je veta ako se organizam razvija u
nutritivno siromasnoj sredini, u fazama razvi¢a kada rastu energetske potrebe
usled ulaganja u reprodukciju (Stockoff, 1991; Gotthard et al., 1994) i/ili na viSim
temperaturama na kojim je intenzitet metabolizma veci (Clarke & Fraser 2004;
Irlich et al., 2009). S druge strane, veca brzina rasta na viSim temperaturama moze
predstavljati i adaptivhu prednost budué¢i da skracuje vreme izloZenosti
predatorima i omogucava veci broj generacija u datom periodu vremena (Berney &

Denno, 1997; Nylin & Gotthard, 1998).

Fenotipska plasticnost brzine rasta u odgovoru na promene razli¢itih
abiotickih i biotickih faktora je prisutna kod vecine organizama (Stamp & Yang,

1996; Davidowitz & Nijhout 2004; Diamond & Kingsolver, 2010; Stillwell et al.,
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2007), ali kod ektotermnih organizama temperatura predstavlja jedan od glavnih
uzroka promene brzine rasta (Huey & Kingsolver, 1989; Kingsolver et al., 2004 a,b;
Van Doorslaer & Stoks, 2005). Temperaturna osetljivost brzine rasta Pieris rapae
zavisi od kvaliteta hrane i veca je kod larvi hranjenih liS¢em Brassica oleracea u
odnosu na veStaCku dijetu (Kingsolver et al, 2006). Brzina rasta zavisi od
interakcija temperature i biljnih alelohemikalija (Stamp & Horwath 1992; Stamp et
al, 1994; Stamp & Casey, 1996) i adaptiranosti na nepovoljne biljke domacine
(Hilbeck & Kenedy, 1998; Diamond & Kingsover, 2010, 2012).

Uticaj kvaliteta hrane na komponente adaptivne vrednosti

Kao Sto postoji optimalna temperatura za veéinu osobina ispod i iznad koje
dolazi do smanjenja adaptivne vrednosti (Angilletta, 2006), tako postoji i
optimalan balans hranljivih materija koji omoguc¢ava maksimalno preZzivljavanje i
reprodukciju (Raubenheimer & Simpson, 1997; Lee et al., 2002, 2006a; Awmack &
Leather, 2002; Simpson et al., 2004; Raubenheimer & Simpson, 2004; Behmer,
2009) a odstupanje od optimalnog balansa dovodi do smanjenja adaptivne
vrednosti (Raubenheimer et al., 2005; Boersma & Elser, 2006; Lee et al., 2006b;
Merx-Jacques et al., 2008). Azot je od centralne vaznosti za performansu fitofagnih
insekata (Mattson, 1980). Ve¢i sadrzaj azota u hrani dovodi do kradeg trajanja
razvi¢a, veCeg prezivljavanja, povecanja teZine, veceg fekunditeta, vece
rezistentnosti na patogene, ali ako nivo azota prede odredeni species-specifi¢ni
prag moZe predstavljati nutritivni stres (Zhang et al, 1991; Stockoff, 1993a;
Boersma & Elser, 2006; Zehnder & Hunter, 2009) i imati negativne posledice kroz
smanjeno prezivljavanje (Despland & Noseworthy, 2006), smanjenu mase lutke
(Lee et al, 2002) i smanjenje brzine rasta (Stockhoff, 1993; Noseworthy &
Despland, 2006). Uticaj sadrzaja ugljenih hidrata na performansu insekata je od
manjeg znacaja i on moze zavisti od interakcija sa proteinima (Joern & Behmer,

1997).
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Sli¢no rezultatima na drugim vrstama lepidoptera (Broadwey & Duffey,
1986; Karowe & Martin, 1989; Woods, 1999; Lee, 2007; Lee et al., 2008) nasi
rezultati pokazuju da nepovoljna temperatura i niska koncentracija azota smanjuju
performansu larvi gubara. Proteini i ugljeni hidrati imaju razlicite fizioloSke uloge,
pa promena njihovog relativnog odnosa, kao i interakcija sa drugim abiotickim
(Raubenhemer, 1992; Hemming & Lindroth, 2000; Simpson & Raubenheimer,
2001; Miller et al., 2009) i biotickim faktorima (Thompson et al, 2005; Lee et al.,

2006) imaju razlic¢ite posledice na performansu insekata.

Novija istraZivanja ukazuju na znacaj nutritivnog balansa na performansu
fitofagnih insekata (Raubenheimer & Simpson, 2003; Lee et al,, 2004; Simpson et
al, 2004; Raubenheimer & Jones, 2006; Lee, 2007; Behmer, 2009). Visak ugljenih
hidrata u odnosu na proteine u biljkama domacinima i/ili u vestackoj dijeti dovodi
do povecanog mortaliteta (Raubenheimer et al., 2005; Merkx-Jacques et al., 2008).
Kod nekih vrsta insekata visok sadrZaj ugljenih hidrata moZe povecati
preZivljavanje (Stockoff, 1991; Despland & Noseworthy, 2006; Noseworthy &
Despland, 2006), Sto je obi¢no povezano sa produZenim trajanjem razvica i
smanjenom brzinom rasta larvi (Lee et al, 2002; Despland & Noseworthy, 2006;

Noseworthy & Despland 2006; Lee, 2007; Colasurdo et al., 2007, 2009).

Smanjenje sadrzaja proteina u hrani dovodi do produzZavanja trajanja
razvica i do smanjenja mase lutke gubara (Rossiter, 1987; Stockoff, 1993 a, b) dok
povecanje sadrzaja proteina povecava preZivljavanje, skracuje trajanje razvica i
povecava brzinu rasta (Lindroth et al., 1997; Stockoff, 1992; Hemming & Lindroth,
2000). U eksperimentu u kojem su larve gubara izlagane razli¢itim temperaturama,
povecanje koncentracije azota u dijeti povecava preZivljavanje i masu lutke,
skracuje ukupno trajanje larvenog razvi¢a, a kod larvi IV stupnja ubrzava rast
(RGR), smanjuje konzumaciju (RCR), povecava svarljivost hrane (AD), efikasnost
konverzije unete hrane u biomasu (ECI), relativnu brzinu akumulacije (RNAR) i
konzumacije azota (RNCR) (Lindroth et al., 1997). U naSem eksperimentu kvalitet

hrane, odnosno sadrzaj proteina i ugljenih hidrata u dijeti, nije uticao na
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prezivljavanje, za razliku od podataka Stockoff-a (1991) i Lindroth-a i sar. (1997).
U eksperimentu sa variranjem sadrZaja proteina i skroba u vestackoj dijeti doslo se
do zakljucka da skrob ne utiCe znacajno na prezivljavanje, koli¢inu proteina,
ugljenih hidrata i lipida u larvama gubara, kao ni na njihovu rezistentnost na
gladovanje, a da smanjena koli¢ina proteina u dijeti povecava preZivljavanje i
povecava sadrzaj ugljenih hidrata Sto omogucava vecu otpornost na gladovanje
(Stockoff, 1991). Mada je preZivljavanje u uslovima gladovanja bilo manje na dijeti
sa visokim sadrZajem proteina, brzina rasta i masa lutke su bile vece, ukazujuci na
uzajamna ogranicenja izmedu brzine rasta i rezistentnosti na stres (Stockoff,
VI strupanj (Stockhoff, 1992). Takode, Zenke su u odnosu na muzjake pokazivale
vecu osetljivost na nedostatak proteina u ishrani (Lindroth et al., 1997) verovatno
zbog usmeravanja resursa u sintezu vitelogenina tokom poslednjih larvenih

stupnjeva.

PreZivljavanje i masa lutke Spodoptera littoralis se (joS viSe) smanjuje sa
povecanjem koli¢ine zeina (protein niskog kvaliteta) u dijeti, ukoliko balans
proteina i ugljenih hidrata nije optimalan, odnosno ukoliko je sadrzaj proteina
manji u odnosu na sadrZaj ugljenih hidrata (Lee, 2007). Prezivljavanje skakavca
Ageneotettix deorum je najmanje ukoliko je sadrzaj obe komponente hrane nizak, a
najvece ako je sadrzaj ugljenih hidrata visok a proteina nizak (Joern & Behmer,
1997). Pokazano je da su larve lepidoptera i ortoptera osetljivije na nutritivni
disbalans proteina u odnosu na ugljene hidrate u starijim larvenim stupnjevima
(Thompson et al, 2005; Lee et al, 2002; Raubenheimer & Simpson, 2003).
Autoselekcija hrane (Waldbauer & Friedman, 1991, Stockoff, 1993; Fielding &
Defoliart, 2008; Merkx-Jacques et al., 2008), promena vrste hrane (engl. switching)
(Stockoff, 1992; Raubenheimer & Simpson, 2003), kompenzatorno povecanje
unosa nutritivno siromasne hrane (Slansky & Scriber, 1985; Simpson & Simpson,
1990; Yang & Yoern, 1994b; Fieldig & Defoliart, 2008), duze vreme prolaska hrane
kroz digestivni trakt (Yang & Yoern, 1994a), povelanje apsorptivne povrsine
digestivnog trakta (Yang & Yoern, 1994c; Raubenheimer & Bassil, 2007), kao i
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plasti¢ni odgovori na nivou digestivnog trakta (Clissold et al., 2010; Sorensen et al.,

2010) omogucavaju prevazilazenje negativnih efekata nutritivnog stresa.

U ovom radu je pokazano da sadrZaj ugljenih hidrata ne utiCe znacajno na
masu larvi cetvrtog stupnja, ali da plasticnost mase zavisi od uzajamnih interakcija
kolicine proteina i ugljenih hidrata (Tabela 5). Smanjenje je mase vece na hrani sa
smanjenim sadrZajem ugljenih hidrata ukoliko je i sadrzaj proteina nizak, kao i da
je masa (marginalno) veca na hrani koja pored veceg sadrZaja proteina ima manju
koli¢inu ugljenih hidrata (hrana sa optimalnim balansom ovih nutrijenata).
Smanjenje mase sa povecanjem sadrzaja ugljenih hidrata moZe biti posledica
homeostatske regulacije unosa hrane koja zavisi od koncentracije trehaloze u
hemolimfi, koja je povecana na dijetama sa visokim sadrZajem ugljenih hidrata, pa
larve na takvim dijetama unose manju koli¢inu hrane (Thompson, 1998;
Thompson et al, 2003). Ukoliko je odnos proteina i ugljenih hidrata u hrani
balansiran, koncentracija trehaloze u hemolimfi je niZa, pa je unos hrane veci
(Thompson & Redak, 2000). U eksperimentu na larvama Spodoptera exigua je
pokazano da na temperaturama niZim od optimalne, balansiranost i kvalitet hrane
ne uti¢u znacajno na promenu mase, dok na temperaturama viSim od optimalne
dolazi do znacajnog smanjenja mase na ekstremno neizbalansiranim dijetama u
odnosu na dijete u kojima je disbalans (proteina u odnosu na ugljene hidrate)

manji (Lee & Roh, 2010).

Uticaj kvaliteta hrane na brzinu rasta gubara pokazan u nasSem
eksperimentu (Slika 6, Tabela 4) u skladu je sa nalazima drugih autora koji su
ustanovili da je brzina rasta veca na proteinski bogatijim dijetama (Stockoff, 1991,
1993b; Lindroth et al, 1990, 1997; Hemming & Lindroth, 2000). Pored toga,
relativna brzina rasta je osetljivija na nizak sadrzaj proteina u hrani ako se larve
gaje na visSim temperaturama (Slika 6, Tabela 5). U ovom radu je takode
ustanovljeno da, pored pozitivnog uticaja sadrZaja proteina, povecana
koncentracija ugljenih hidratata u hrani dovodi do smanjenja relativne brzine rasta

larvi gubara (Tabela 5). U eksperimentu na Hylobius transversovittatus
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(Coleoptera) takode je pokazano da se brzina rasta povecava sa smanjenjem
koli¢ine ugljenih hidrata (Tomi¢-Carruthers, 2007). Opseg do koga brzina rasta
moZe da se povelava sa porastom temperature je ograni¢en kada je u hrani
prisutan nutritivni disbalans, odnosno kada je koli¢ina proteina u odnosu na
ugljene hidrate u dijeti suviSe visoka ili suviSe niska Sto je ustanovljeno kod larvi
Spodoptera exigua (Lee & Roh, 2010). Najveca brzina rasta kod ove vrste na svim
ispitivanim temperaturama 18, 24 i 36°C, ustanovljena je na dijetama sa
y,umerenim“ (najbliZe optimalnom) odnosom proteina i ugljenih hidrata, dok su
najveCe razlike u brzini rasta izmedu razlic¢itih temperatura pokazane na
y,umerenim“ dijetama, u Cemu se u stvari i ogledaju znacajne interakcije ovih
faktora na promenu relativne brzine rasta (Lee & Roh, 2010). Kod larvi Spodoptera
littoralis na visokoproteinskim dijetama, koje omogucavaju veliku brzinu rasta i
krace trajanje razvi¢a, neoptimalno povecanje KkoliCine proteina dovodi do
maksimalnog povecanja brzine rasta po ,cenu“ neoptimalnog skracdivanja trajanja
razvica (Simpson et al., 2004). Generalno, niska koncentracija proteina u dijeti vodi
smanjenoj brzini rasta (Woods, 1999), a osnovni bihejvioralni mehanizam putem
koga larve na proteinski siromasnim dijetama odrZavaju brzinu rasta,
podrazumeva kompenzatorno povecanje unosa hrane (Lindroth et al., 1990, 1991,
1997; Woods, 1999) pre nego povecavanje efikasnosti koriS¢enja hrane ili

povecanje apsorpcije amino kiselina (Kingsolver & Woods, 1997).

Uzroci smanjene brzine rasta mogu biti posledica smanjene konzumacije na
biljkama domacinima i/ili vestackim dijetama kod kojih je prisutan nutritivni
disbalans (Augner, 1995; Berenbaum, 1995; Lee et al, 2004; Despland &
Noseworthy, 2006; Lee, 2007; Fielding & Defoliart, 2008). Takode, nizak nivo
jednog nutrijenta moZe ograniciti efikasnost koriS¢enja drugog (Raubenheimer,
1992), dok visak nutrijenta moZe delovati kao antimetabolit (Reinecke, 1985) ili
fagoinhibitor (Sivapalan & Gnanapragsam, 1979). Hrana sa visokim sadrzajem
hranljivih materija ima manji fagostimulatorni efekat u odnosu na hranu sa

umerenim sadrzajem (Simpson & Raubenheimer, 1996). Neoptimalan balans
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proteina i ugljenih hidrata u hrani moZe povecati osetlijvost insekata na delovanje

biljnih alelohemikalija (Simpson & Raubenheimer, 2001).

Uzroci smanjene brzine rasta, kao posledice unosa viska ugljenih hidrata,
mogu podrazumevati i visoku metabolicku cenu, jer se viSak ugljenih hidrata
deponuje u obliku glikogena i/ili lipida u masnom telu (Simpson et al, 2004;
Raubenheimer et al., 2005), usled cega dolazi do povecanja respiracije (Zanotto et
al, 1997), povecanog stvaranja toplote (Trier & Mattson, 2003), koriS¢enja
ugljenih hidrata za sintezu amino kiselina (Thompson et al., 2003), odnosno dolazi
do usmeravanja energije u ove procese ostavljaju¢i manje dostupne metabolicke
energije za procese rasta. ,Konstitutivno stvaranje toplote je vece ukoliko je
sadrzaj proteina u dijeti ve¢i od koli¢ine ugljenih hidrata i lipida (Westerterp-
Plantenga et al., 1999), dok na dijetama sa viSkom ugljenih hidrata i manjkom
proteina, stvaranje toplote zavisi od temperature (Zanotto et al, 1997) i
predstavlja regulatorni odgovor koji omogucava da se brzina rasta i sadrzaj
proteina, lipida i ugljenih hidrata u organizmu odrZe uprkos disbalansu u dijeti
(Trier & Mattson, 2003).

MoZe se zakljuciti da je brzina rasta larvi gubara u naSem eksperimentu
plasti¢na u odnosu na variranje temperature, sadrZaja proteina i sadrZaja ugljenih
hidrata u dijeti premda izmedu ova dva ekoloska faktora nema znacajnih

interakcija.
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5.2. PROMENE KVANTITATIVNO-GENETICKIH PARAMETARA U NUTRITIVNO
I TEMPERATURNO HETEROGENIM SREDINAMA

Postoje razliCite hipoteze koje se odnose na delovanje stresnih faktora Zivotne
sredine na ekspresiju geneticke varijabilnosti (Hoffmann & Parsons, 1991;
Charmantier & Garant, 2005). Heritabilnost u Sirem smislu, obuhvata pored udela
aditivne geneticke varijanse (aditivnih efekta gena, dominatnosti i epistatickih
interakcija izmedu gena), epigeneticke (,materinski efekti“) i ne-geneticke,

odnosno sredinske uticaje u ukupnom fenotipskom variranju osobine.

Ekspresija geneticke varijabilnosti se moZe povecati u novim sredinama zbog
ekspresije novih gena (Holloway et al, 1990; Pigliucci, 1995), usled direktnih
efekata stresora na povecanje stepena mutacija i rekombinacija (Hoffmann &
Parsons, 1991), nagomilavanja Stetnih mutacija ¢ija ekspresija zavisi od sredine
(Kawecki et al, 1997) ili ,naruSavanja“ postojecih genetickih korelacija u novim
sredinama (Guntrip et al., 1997; Sgro & Hoffmann, 2004). Oclekivano je da
laboratorijske populacije, u poredenju sa populacijama u prirodi, imaju vecu
heritabilnost zbog manje sredinske varijanse (Riska et al., 1989; Weigensberg &
Roff 1996; Geber & Griffen, 2003). Tako je, kod laboratorijskih populacija
Drosophila pokazan porast heritabilnosti sa povecanjem nivoa stresa zbog
povecanja aditivne geneticke varijanse (Hoffmann, 2000). Kako neke studije
navode, stresni uslovi mogu uzrokovati povecanje i geneticke i sredinske varijanse
pri ¢emu se sama procenjena heritabilnost ne mora menjati (Blanckenhorn, 2002),
ili, u drugim sluajevima, heritabilnost se ne¢e znacajno menjati i pored variranja
sredinskih faktora (Charmantier & Garant, 2005). Generalno govoreci, stresni
uslovi Zivotne sredine mogu povecati ili smanjiti sredinsku i/ili geneticku
varijansu, ili rezultirati niskim geneti¢kim korelacijama izmedu sredina i zbog toga

smanjiniti heritabilnost (Hoffmann & Merila, 1999).

[straZivanja na gubaru su pokazala znacajnu ekspresiju geneticke varijabilnosti
za razli¢ite osobine adaptivne vrednosti u nepovoljnim uslovima Zivotne sredine
(Rossiter, 1987; Lazarevi¢ et al., 1998, 2002, 2008; Lazarevi¢, 2000; Vlahovic,
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2009; Mrdakovi¢, 2010; Mrdakovi¢ et al, 2011). Znacajan nivo geneticke
varijabilnosti performanse je pokazan i kod drugih insekata na razli¢itim
temperaturama (Brakefield & Kesbeke, 1997; Guntrip et al, 1997; de Jong &
Imasheva, 2001; Bubliy & Loeschcke, 2001; Kingsolver et al., 2004; Bentz et al.,
2011; Guney et al., 2011), na razli¢itim biljkama domacinima (Kawecki, 1995; Ueno
et al, 2001, 2003; Subramanian & Mohankumar, 2006) i razli¢itom kvalitetu hrane
(Grill et al., 1997; Bubliy et al., 2000b, 2001; Lee et al., 2008, Valtonen et al., 2011;
Lewis et al., 2012).

Rezultati u ovom radu pokazali su da heritabilnost za trajanje razvi¢a ima
visoke i srednje vrednosti, izuzimajuci heritabilnost na temperaturama 23 i 28°C
na hrani sa niskim sadrzZajem proteina, koja nije znacajno razli¢ite od nule (Tabela
7, 8). Takode je pokazano odsustvo statisticki znacajnih razlika heritabilnosti
trajanja razvi¢a izmedu razli¢itih uslova gajenja. Guntrip i sar. (1997) su na
Callosobruchus maculatus pokazali da je aditivna geneticka varijansa i heritabilnost
u uZem smislu za trajanje razvica i veli¢inu tela manja na 30°C u odnosu na 25°C.
Sgro & Hoffmann (1998) su pokazali da je geneticka varijabilnost trajanja razvica
Drosophila melanogaster znaCajno niZza na 14°C u odnosu na 24°C. Povecanje
temperature dovodi do povecanja geneticke varijabilnosti i heritabilnosti u uZem
smislu za veli¢inu tela kod Culex quinquefasciatus (Gunay et al., 2011). Vecina
podataka na laboratorijskim populacijama Drosophila pokazuje da ekstremne
temperature dovode do povecanja heritabilnosti (Imasheva et al, 1998, 2000;
Bubliy & Loeschke, 2002), dok na umerenim temperaturama efekti nisu znacajni
(Gebhardt & Staerns, 1988; David, 1994; Baker & Krebs, 1995). Prosek
heritabilnosti u Sirem smislu za tri ispitivane osobine, trajanje larvenog i lutkinog
razvic¢a i masu lutke, kod muzjaka i Zenki gubara poreklom iz hrastove i bagremove
Sume je ve¢i na novom domacinu nego na ancestralnom (Lazarevi¢ et al., 2002).
Poredenje populacija gubara u razli¢itim fazama populacionog rasta je pokazalo da
je heritabilnost osobina trajanja razvica, trajanje razvi¢a larve i lutke, ukupno

preadultno trajanje razvi¢a i duzina Zivota adulta, ve¢a na srednjoj nego niskoj
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gustini populacije, $to je posledica povecane geneticke varijanse (Lazarevi¢ et al.,

2008).

Temperatura ima znacajan uticaj na heritabilnost mase larvi. Pokazane su niske
i srednje vrednosti heritabilnosti mase, kao i znacajne razlike izmedu tremana
(Tabela 9). Porast temperature znacajno smanjuje heritabilnost mase ako je u
hrani nizak sadrzaj jednog ili oba nutrijenta (Tabela 9), dok je na optimalnoj
temperaturi gajenja detektovano znacajno povecanje heritabilnosti za masu larvi
jedino na nutritivno najsiromasnijoj hrani. Uzimajuéi u obzir rezultate ovog rada,
kao i prethodne studije na gubaru (Lazarevi¢ et al., 2002; Lazarevi¢ et al.,, 2008),
moZe se pretpostaviti da su poviSene vrednosti heritabilnosti posledica povecanja
geneticke varijanse. PoviSena temperatura, zajedno sa niskim kvalitetom resursa,
predstavlja stresnu sredinu za gubara koja uslovljava promenu heritabilnosti.
Niska geneticka varijabilnost i visoka adaptivna vrednost su karakteristike
populacija u Zivotnim sredinama na koje su organizmi adaptirani, dok se u novim
i/ili stresnim sredinama adaptivna vrednost smanjuje, a geneticka varijabilnost
moZe rasti (Zhivotovsky et al., 1996, 1997; ali videti i prethodno navedene studije

u kojima heritabilnost opada u stresnim uslovima).

Prethodna istraZivanja na gubaru nisu pokazala znacajne promene
heritabilnosti mase lutke u odgovoru na nizak sadrzaj proteina u vestackoj dijeti
(Rossiter, 1987), nepovoljnom domacinu (Lazarevi¢ et al., 1998, 2002) ili
povecanoj gustini gajenja (Lazarevi¢ et al., 2008). Adaptacija gubara, tokom 50
generacija, na nepovoljnog domacina (bagrem) koga karakteriSe nizak sadrzaj
proteina i visok sadrzaj alelohemikalija, dovela je do smanjenja geneticke
varijabilnosti mase larvi V stupnja na vesStackoj dijeti i povecanja fenotipske
plasti¢nosti u odgovoru na prisustvo taninske kiseline u dijeti (Mrdakovi¢, 2010).
Poredenjem heritabilnosti mase larvi gubara V stupnja iz hrastove i bagremove
populacije pokazane su niZe vrednosti heritabilnosti mase kod gubara poreklom iz
bagremove populacije nezavisno od prisustva stresora, taninske kiseline, u

vestackoj dijeti Sto ukazuje na Cinjenicu da adaptacija na nepovoljnu ishranu
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putem delovanja selekcije, smanjuje heritabilnost kod gubara (Mrdakovi¢ et al.,
2011). Znacajne razlike heritabilnosti izmedu sredina mogu olakSati evoluciju
fenotipske plasti¢nosti iako nema znacajnih interakcija izmedu genotipa i sredine,

odnosno varijabilnosti fenotipske plasti¢nosti.

Bubliy i sar. (2000b, 2001) su kod Drosophila pokazali smanjenje geneticke
varijanse i odsustvo promena sredinske varijanse na nutritivno siromasnoj hrani
(niska koncentracija kvasca), dok su Imasheva i sar. (1999) ustanovili povecanje
kako geneticke tako i sredinske varijanse morfoloskih osobina, a time i smanjenje
heritabilnosti u uslovima nutritivnog stresa. Pored toga, rezultati na Drosophila su
pokazali da se aditivna geneticka varijansa trajanja razvi¢a povecava na nutritivno
siromasnoj hrani, kao i hrani sa niskim sadrZajem kvasca, ali ne i geneticka
varijabilnost mase (Gebhardt & Staerns, 1988, 1992). Heritabilnost trajanja razvi¢a
Drosophila melanogaster u nutritivno siromasnoj sredini tokom ranih larvenih
stupnjeva je veca u odnosu na heritabilnost u nutritivno bogatoj sredini, dok
znacajne razlike u heritabilnosti veliine tela nisu pokazane (Valtonen et al.,, 2011).
Heritabilnost u Sirem smislu (za melanizaciju kutikule) Spodoptera littoralis je veca
na dijeti sa loSim kvalitetom proteina u odnosu na visokoproteinsku dijetu (Lee et

al., 2008).

Povecéanje heritabilnosti se moze pripisati povecanju aditivne geneticke
varijanse ili smanjenju sredinske varijanse (Halloway et al., 1990; Sisodia & Singh,
2009) i u skladu je sa hipotezom da je geneticka varijabilnost povecana u stresnim
sredinama (Parsons, 1987; Hoffmann & Parsons, 1991; Kawecki et al., 1997; Sgro
& Hoffmann, 1998). Alternativha moguénost da se heritabilnost smanjuje u
stresnim uslovima (Hoffmann & Merild, 1999) ili kod populacija u prirodi
(Charmantier & Garant, 2005) moZe voditi usporavanju evolucionih procesa.
Osobine Zivotne istorije su kontrolisane ve¢im brojem gena Sto povecava
verovatnocu njihovih interakcija i veé¢i udeo neaditivnog genetickog variranja
(dominatnost i epistaza) u ukupnom fenotipskom variranju (Blows & Sokolowski,

1995; de Jong & Imasheva, 2001; Bubliy et al.,, 2001). U stresnim uslovima postoji i
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znaCajan uticaj roditeljske generacije na ekspresiju geneticke varijabilnosti
potomaka (Mousseau & Fox, 1998; Badyaev & Uller, 2009; Vijendravarma et al.,
2010). Geneticka varijabilnost veli¢ine tela kod Drosophila je povecana na stresnim
temperaturama i to tako Sto se aditivna geneticka varijabilnost veliCine tela
poveCava na niskim, a varijansa trajanja razvi¢a se povecava na visokim
temperaturama, dok je udeo neaditivne genetiCke varijabilnosti trajanja razvic¢a
znacajan na umerenim temperaturama (de Jong & Imasheva, 2001). Pod
delovanjem stresnih temperatura (konstantnih i/ili promenljivih) dolazi do
znacajnog povecanja geneticke varijanse morfomerijskih osobina na niskim i
smanjenja na visokim temperaturama kod Drosophila melanogaster (Petavy et al.,
2004), dok je aditivna geneticka varijansa morfometrijskih i seksualnih
karakteristika Drosophila ananassae povecana na nepovoljnim temperaturama (18
i 32°C) u odnosu na optimalnu temperaturu od 25°C (Sisodia & Singh, 2009).
[stovremeni efekat temperature i hrane moze povecati sredinsku komponentu
varijanse i usloviti manju heritabilnost kod populacija u prirodi (Coyne & Beecham,
1987; Hoffmann, 2000) ili promeniti odgovor kod laboratorijskih populacija (De
Moed, 1997). Istovremena adaptacija na nepovoljne temperature i kvalitet hrane
dovode do razlika u usvajanju i raspodeli resursa i razli¢itih uzajamnih ogranicenja

izmedu osobina Zivotne istorije (Bochdanovits & de Jong, 2003).

Toplotni stres je sve vazniji Cinilac prirodne selekcije u uslovima globalnog
zagrevanja, koji moZe smanijiti geneticku varijabilnost, a time i sposobnost
adaptacije na nove temperaturne promene (Hoffmann et al., 2003; Bochdanovits &
de Jong, 2003; Hoffmann & Willi, 2008; Mitchell & Hoffmann, 2010). Za razliku od
morfometrijskih osobina, osobine rezistentnosti na stres pokazuju smanjenu
geneticku varijabilnost u stresnim uslovima (Noory et al., 2008) i zavise od nacina
delovanja stresora (Mitchell & Hoffmann, 2010). Povecanje aditivne varijanse (Va)
rezistentnosti na toplotni stres u uslovima konstantno poviSene temperature i
smanjenje kada se temperatura postepeno povecava ustanovljeno je u nekim

studijama (Mitchell & Hoffmann, 2010).
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Varijabilnost fenotipske plasticnosti

Fenotipska plasti¢nost i interakcija genotipa i sredine imaju vaznu ulogu u
evoluciji osobina Zivotne istorije (Roff, 2002). Plasti¢nost osobina Zivotne istorije
omogucava jedinkama i populacijama da adekvatno odgovore na promene faktora
Zivotne sredine (nastale u velikoj meri i antropogenim uticajima) (Parmesan &

Yohe, 2003; Crispo et al.,, 2010).

Fenotipska plasti¢nost mozZe biti rezultat razliite ekspresije istih (strukturnih)
gena u razli¢itim sredinama, tzv. ,plejotropni“ (Falconer, 1952) ili model alelske
osetljivosti (alelska ekspresija je sredinski zavisna) (Via, 1993; Via et al., 1995) ili
je ekspresija strukturnih gena modulisana regulatornim genima (,epstaticki® ili
regulatorni model) (Scheiner, 1983; Scheiner & Lyman, 1991; Schlichting &
Pigliucci, 1993). Prisustvo geneticke varijabilnosti fenotipske plasti¢nosti podrZzava
hipotezu da je plasti¢nost osobina na koju deluje prirodna selekcija (Scheiner,
1993). Ukoliko postoje znacajne interakcije genotipa i sredine (Guntrip & Silby,
1998), razlicit oblik i nagib normi reakcije (Gotthard & Nylin, 1995) ili razlicita
heritabilnost osobina izmedu sredina usled uticaja faktora Zivotne sredine
(Gavrilities & Scheiner, 1993), moguca je evolucija fenotipske plasti¢nosti. Takode,
postoje uzroci koji mogu ograniciti evoluciju fenotipske plasti¢nosti: geneticka
cena, koja ukljucuje vezano nasledivanje gena, gametski disekvilibrijum i/ili
antagonisticku plejotropiju, odnosno negativne geneticke korelacije (Schlichting &

Pigliucci 1998; Sgro & Hoffmann, 2004).

Rezultati opisani u ovom radu ukazuju na prisustvo znacajne varijabilnosti
fenotipske plasti¢nosti trajanja razviéa u odgovoru na delovanje temperature
(,temperatura x leglo” interakcija), ali i odsustvo razlika u odgovoru familija na
promenu kvaliteta hrane (Tabela 10). Medutim, za trajanje I i II stupnja
ustanovljena je znacajna interakcija ,temperatura x hrana x leglo” koja ukazuje da
variranje temperaturnih normi reakcije zavisi od nutritivnog sastava dijete. Za
trajanje | stupnja i trajanje razvi¢a do ulaska u III stupanj pokazana je i znaCajna
Cetvorostruka interakcija svih ispitivanih fakotora (legla, temperature, sadrzaja
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proteina i ugljenih hidrata) (Tabela 11). Varijabilnost fenotipske plasti¢nosti,
medutim, nije detektovana za osobinu masa larvi (Tabele 12 i 13). Guntrip & Silby
(1998) su takode pokazali odustvo znacajnih interakcija genotipa i sredine za
masu kod Callosobruchus maculatus, ali su interakcije bile znacajne za trajanje
razvica. Varijabilnost fenotipske plasticnosti u odgovoru na prisustvo taninske
kiseline u dijeti je ustanovljena kod larvi gubara poreklom iz hrastove i bagremove
populacije za razli¢ite komponente adaptivne vrednosti: trajanje razvi¢a, masu i
relativnu brzinu rasta (Mrdakovi¢, 2010). Odsustvo znacajne interakcije ,hrana x
leglo” na veStackoj dijeti sa razliCitim sadrzajem proteina za masu lutke gubara
ustanovila je Rossiter (1987). U eksperimentima u kojima je ispitivana fenotipska
plasti¢nost osobina gubara u odgovoru na razliite biljke domacine, pokazana je
znaCajna varijabilnost opsega koriS¢enja razli¢itih domacina (Rossiter, 1987;

Lazarevic et al., 1998, 2002).

Znacajna varijabilnost fenotipske plasti¢nosti u odgovoru na temperaturu i
kvalitet hrane prisutna je i kod drugih insekata. Kod larvi Pieris rapae ustanovljeno
je znacajno variranje temperaturnih normi reakcije za RGR zavisno od tipa dijete
(Kingsolver et al, 2006). Takode, Manduca sexta pokazuje promene nagiba
temperaturnih normi reakcije za veli¢inu tela na nepovoljnom u odnosu na
povoljnog domacina (Diamond & Kingsolver, 2010, 2012). Znacajna varijabilnost
fenotipske plasti¢nosti za brzinu razvica jajeta, larvenog razviéa i veli¢inu jajeta,
koja se ogleda u razli¢itom nagibu normi reakcije na temperaturama 12 i 22°C, kao
i znacajnim G x E interakcijama, utvrdena je kod Orchesella cincta (Ellers &

Dreissen, 2011).

Geneticke korelacije

Negativne geneticke korelacije izmedu osobina u okviru sredina doprinose
odrzavanju geneticke varijabilnosti osobina adaptivne vrednosti u prirodnim

populacijama i osnovna su pretpostavka njihove zajednicke evolucije, tj. evolucije

117



odredenih Zivotnih strategija (Reznick, 1992). Osobine Zivotne istorije su najc¢esc¢e
u negativnoj korelaciji (Stearns, 1992; Reznick, 1985) zbog uzajamnih ograni¢enja
u raspodeli ogranicenih resursa (van Noordwijk & de Jong 1986; Angilleta et al,
2003), narocito u stresnim uslovima Zivotne sredine (Dmitriew, 2011). Medutim,
veliki procenat genetickih korelacija izmedu osobina adaptivne vrednosti moZe biti
i pozitivan (Roff, 1996; Vorburger, 2005; Vehvildinen et al., 2012). Ukoliko osobine
pozitivno uticu na adaptivnu vrednost, geneticke korelacije izmedu izmedu tih
osobina mogu olaksati evoluciju optimalnih fenotipova (Ellers & Dreissen, 2011).
Prisustvo genetickih korelacija izmedu osobina moZe biti rezultat zajednickih
regulatornih mehanizama $to moZe ograniciti evoluciju optimalnih kombinacija
fenotipskih osobina (Weinig et al., 2006; Allen et al., 2008). Nacelno, geneticka
osnova korelacija odreduje verovatnocu korelisanih odgovora pod delovanjem

selekcije (Czesak et al, 2006).

Sve je viSe dokaza koji ukazuju na zavisnost genetickih korelacija od delovanja
faktora Zivotne sredine (Gutteling et al., 2007). U tim promenama odnosa osobina
moZe do¢i i do promena znaka korelacija (+/-) izmedu sredina (Czesak & Fox,
2003; Sgro & Hoffmann, 2004). Rezultati naSeg eksperimenta su pokazali da su
genetiCke korelacije izmedu trajanja razvica i mase larvi negativne, ali su znacajne
u nepovoljnim uslovima, na suboptimalnim temperaturama i nutritivno siromasnoj
hrani, tj. larve familija koje karakteriSe duZe larveno razvice istovremeno imaju u
proseku i manju masu (Tabela 14). U optimalnim uslovima gajenja nisu
detektovane znacajne Korelacije izmedu ovih osobina (Tabela 14). [Pozitivna
korelacija izmedu trajanja razvica i mase larvi u nepovoljnim uslovima mogla bi
predstavljati uzajamno ogranicCenje za larve gubara, jer bi to znacilo da vece larve
imaju duze razvice, uprkos Cinjenici da se negativne geneticke korelacije koriste
kao dokaz o postojanju uzajamnog ogranicavanja (eng. “trade-off’) (Reznick et al.,
2000; Sgro & Hoffmann, 2004)]. Iako je ocekivano da vece individue imaju duZe
trajanje razvica, takva uzajamna ograniCenja nisu pokazana kod Lepidoptera sa
eruptivnom populacionom dinamikom (Tammaru et al, 2000). Treba imati u vidu
da geneticke korelacije zavise od stupnja u razvicu, da se, kao Sto je ve¢ pomenuto,
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znaCajno menjaju u zavisnosti od uticaja faktora Zivotne sredine (Gutelling et al.,
2006, 2007), kao i da su u porastu rezultati koji ukazuju da osobine adaptivne
vrednosti ne moraju biti u negativnoj korelaciji (Vehvildinen et al., 2012). Ukupna
korelaciona struktura (jacCina korelacija) ukazuje na stabilnost geneticke strukture.
Za funkcionalno povezane osobine se ocekuje da imaju stabilne korelacije, dok se
za osobine koje su fenotipski plasticne ocekuje promena jacine koeficijenata
korelacije i/ili znaka korelacija (Tuci¢ et al., 1991). Ni u ranijim istraZivanjima na
gubaru na razli¢itim biljkama domacinima nisu pokazana uzajamna ograniCenja
izmedu trajanja razvi¢a i velicine tela (Miller et al, 1991; Lazarevi¢, 1994,
Lazarevi¢ et al.,, 1998). Strategija prezivljavanja larvi gubara u stresnim uslovima
moZe biti povecanje brzine rasta, slitno drugim vrstama insekata. Kod larvi
Tribolium castanaeum, tokom adaptacije na nepovoljnog domacina, nisu pokazana
znacajna uzajamna ogranicenja izmedu preZivljavanja i trajanja razvi¢a (Agashe et
al, 2011). Takode, pozitivne geneticke korelacije izmedu trajanja razvica, veli€ine
tela i fekunditeta (kao i veli¢ine i broja potomaka) ustanovljene su kod Myzus
persicae (Vorburger, 2005; Vorburger & Ramsauer, 2008). Kod populacija u
prirodi, geneticka varijabilnost za sticanje kao i za usmeravanje resursa (van
Noordwijk & de Jong, 1986) moZe favorizovati uspesSnije genotipove i usloviti
pozitivne korelacije izmedu osobina adaptivne vrednosti (Reznick et al., 2000).
Kod riba, na primer, detektovane su pozitivhe korelacije izmedu brzine rasta i
preZivljavanja (Vehvildinen et al., 2012). Geneticke korelacije izmedu osobina
Zivotne istorije imaju tendenciju da postanu pozitivne u novim sredinama (Service
& Rose, 1985; Holloway et al., 1990; Simons & Roff, 1996; Guntrip et al., 1997) i u
zavisnosti od sezonskih promena kvaliteta biljaka domacina (Kause et al., 2001).
Kod Drosophila mercatorum, geneticke korelacije izmedu trajanja razvi¢a i mase
zavisile su od nutritivnog kvaliteta hrane i menjale su se od znacajnih i pozitivnih
na nutritivno bogatoj hrani do negativnih na siromasnoj (Gebhardt & Stearns,
1988). Na osnovu podataka kod razli¢itih vrsta himenoptera prema kojima se
geneticke korelacije izmedu trajanja razvica i mase mogu menjati od visokih i

pozitivnih do negativnih i bliskih nuli sa pogorSanjem kvaliteta hrane, moZe se
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ocekivati da ¢e geneticke korelacije biti pozitivne u sredinama visokog kvaliteta
resursa i njihovog manjeg variranja (Kause & Morin, 2001; Kause et al., 2001). Iako
se ovi poslednji zakljucci generalno slaZzu sa vrednostima genetickih korelacija
otkrivenim u ovom radu na larvama gubara, sve navedene studije, kao i ranije
studije na gubaru u kojima se dolazilo do drugacijih zakljucaka, navode nas na
zakljucak slican onom koji smo naveli za promene heritabilnosti - promena
vrednosti i znaka genetickih korelacija izmedu razliCitih osobina u stresnim
uslovima zavisi od analizirane vrste i njene prethodne evolucione istorije, od

uzroc¢nika stresa i od, naravno, osobina za koje se korelacije analiziraju.

Temperaturni stres dovodi do promena genetic¢kih korelacija izmedu osobina
Zivotne istorije (Krebs & Loeschke, 1999). U svom radu na Bicyclus anynana,
Winding (1994) je ustanovio promenu znaka korelacija izmedu trajanja razvica i
oblika krila, od znacajnih i negativnih na 28°C do pozitivnih na 20°C. U
eksperimentu veStacke selekcije, Norry i Loeschke (2002) su pokazali da negativne
geneticke korelacije izmedu duZine Zivota i velic¢ine tela Drosophila melanogaster
na 25°C mogu postati pozitivne na 14°C. Na istoj vrsti, Karan i sar. (2000) su
detektovali pozitivne geneticke korelacije izmedu duZine krila i toraksa na
optimalnoj temperaturi, kao i njihovo smanjivanje sa udaljavanjem od

temperaturnog optimuma.

Geneticke korelacije osobina izmedu sredina mogu se menjati u zavisnosti od
delovanja faktora Zivotne. Visoke i pozitivne korelacije jedne osobine izmedu
razlicitih sredina su karakteristika generalista (Via, 1984) i ukazuju da isti set gena
kodira za datu osobinu u razli€itim sredinama (Lynch & Walsh, 1998). Pozitivne
geneticke korelacije izmedu sredina, koje se ne razlikuju statisticki znacajno od ,, 1%
predstavljaju ogranicenje za evoluciju optimalne fenotipske plasti¢nosti i mogu da
oteZaju scpecijalizaciju u temperaturno i nutritivno heterogenim sredinama.
Ukoliko se pozitivne korelacije znacajno razlikuju od jedinice, selekcija moZe

favorizovati specijalizaciju u heterogenim sredinama (Fry, 1996).
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Sve geneticke korelacije izmedu sredina za trajanje razvi¢a i masu larvi su
pozitivne (Tabela 15). Vecina genetic¢kih korelacija za trajanje razvi¢a je visoka i
nije znacajno razlicita od jedinice, S$to predstavlja ograniCenje za evoluciju
optimalne fenotipske plasticnosti. Evolucija fenotipske plasti¢nosti za trajanje
razvica je dodatno oteZana odsustvom znacajnih razlika u heritabilnosti izmedu
sredina, ali, kako predvida ,regulatorni model” moguca je zbog znacajnih
interakcija genotipa i sredine. Ispitivanja genetickih korelacija trajanja razvica i
mase larvi gubara izmedu razlic¢itih sredina (kontrolna dijeta i dijeta sa dodatkom
taniske Kkiseline), su pokazala da je velina korelacija znacajna i pozitivna, ali i
znacajno razli¢ita od 1 tako da se ne smatraju ogranicenjem za evoluciju fenotipske
plasti¢nosti (Mrdakovic¢ et al., 2011).

Sa izuzetkom korelacije izmedu masa na temperaturama 19° i 28°C na
nutritivno najbogatijoj hrani, genetic¢ke korelacije izmedu sredina za masu larvi su
pozitivne i nesignifikantne (Tabela 15). Mada za masu larvi nije pokazana
varijabilnost fenotipske plasti¢nosti, evolucija plasticnosti je moguca usled
znacajnih razlika u heritabilnosti izmedu sredina. Stillwell i sar. (2007) takode su
pokazali znacajne pozitivne korelacije za masu, brzinu rasta i fekunditet
Callosobruchus maculatus bliske ,+1” koje nisu zavisile od biljke domacina, Sto
ukazuje na stabilnost geneticke arhitekture koja stoji u osnovi fenotipske
plasti¢nosti. Za razliku od ovih rezultata, geneticke korelacije za brzinu rasta Pieris
rapae izmedu temperatura, od znacajnih i pozitivnih na veStackoj dijeti postaju
negativne i nesignifikantne na biljci domacinu (Kingsolver et al., 2006). Messina i
Fry (2003) su pokazali promenu genetickih korelacija izmedu sredina za
fekunditet i duzinu Zivota Callosobruchus maculatus od pozitivnih i znacajno
razlic¢itih od +1, do negativnih u prisustvu odnosno odustvu hrane. Ustanovljene su
i pozitivne geneticke korelacije plasti¢nosti trajanja razvica jajeta i brzine rasta kod

Orchesella cincta izmedu temperatura (Ellers et al., 2011).
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5.3. DIGESTIVNA PLASTICNOST U ODGOVORU NA NUTRITIVNI I
TEMPERATURNI STRES

Bihejvioralni, metabolicki, apsorptivni i ekskretorni odgovori, kao i
promene sinteze i sekrecije digestivnih enzima predstavljaju veoma vaZan deo
regulatornih mehanizama koje organizmi Kkoriste u odgovoru na promene
nutritivnog kvaliteta hrane. Sastav hrane moZe izazvati postingestivna
prilagodavanja gastrointestinalnog trakata (Raubenheimer & Simpson, 1993; Yang
& Yoern, 1994c; Raubenheimer & Bassil, 2007; Sorensen et al., 2010) kao i
kvantitativne i kvalitativne promene aktivnosti digestivnih enzima (Lemos et al,
1992; Felton, 1996; Lwalaba et al, 2010). Mehanizmi regulacije aktivnosti
digestivnih enzima mogu biti neuralni, parakrini i prandialni (sekretagoga).
Rezultati na razli¢itim vrstama insekata ukazuju na mehanizam sekretagoge u
regulaciji aktivnosti digestivnih enzima, koji se sastoji u uskladivanju koli¢ine
izlucenih enzima sa koli¢inom specificnog supstrata u crevu (Applebaum, 1985;
Houseman et al, 1985; Broadway & Duffey, 1986). Medutim, kada se hrana
razlikuje ne samo po apsolutnoj koncentraciji hranljivih materija, ve¢ u njihovim
relativnim koli¢cinama, odnos izmedu sekrecije enzima i koncentracije supstrata ne
mora biti u pozitivnoj korelaciji (Ishaaya et al., 1971; Woodring et al., 2009).

Koli¢ina i odnos makronutrijenata u hrani imaju vaznu ulogu u regulaciji
nivoa digestivnih enzima putem parakrinog mehanizma. Pokazano je da kontrola
sinteze i sekrecije digestivnih enzima u odgovoru na nutritivni sastav hrane zavisi
od neurohormona, kao i od razli¢itih peptida koji se sintetiSu u difuznom
endokrinom sistemu srednjeg creva insekata (Fuse et al, 1999; Harshini et al,
2002; Hill & Orchard, 2005; Sakai et al., 2006; Bede et al., 2007; Audsley & Weaver,
2009). U uslovima nutritivnog disbalansa moze funkcionisati i homeostatska
regulacija aktivnosti digestivnih enzima, da se enzim za supstrat koji je u visku
sintetiSe u manjoj kolic¢ini nego enzim za supstrat koji je u manjku (Kotkar et al.,

2009; Clissold et al., 2010; Sarate et al., 2012).
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Plasti¢ni odgovori digestivnih enzima na nutritivni stres

Razliciti rezultati su pokazali da je aktivnost digestivnih enzima generalno
viSa na veStackim dijetama u odnosu na razli¢ite biljke domacine, zbog visoke
nutritivne vrednosti i balansiranog sastava amino kiselina u vestackim dijetama

(Clissold et al., 2006; Hari et al., 2007; Kotkar et al., 2009; Naseri et al., 2010).

Srednje crevo larvi lepidoptera ima kompleksan sastav razli¢itih
proteolitickih enzima koji su ukljuceni u varenje proteina (Srinivasan et al., 2006).
Serinske proteinaze dominiraju u srednjem crevu larvi i ¢ine oko 95% ukupne
digestivne aktivnosti. Obrazac hranjenja (Browne et al., 2003; Stockoff, 1993c) kao
i sastav digestivnih proteaza se menja tokom larvenog razvi¢a (Patanakar et al.,
2001). Pocetno varenje proteina se odvija u endoperitrofnom prostoru pod
delovanjem endopeptidaza koje katalizuju hidrolizu unutrasnjih peptidnih veza
prevodedi ih u oligopeptide. Varenje oligopeptida se nastavlja u ektoperitrofnom
prostoru zahvaljujuéi dejstvu egzopeptidaza sa N-terminusa (aminopeptidaze) ili
C-terminusa (karboksipeptidaze) odvajanjem po jedne amino kiseline (Terra &
Ferreira, 2005). Aktivnost himotripsina i karboksipeptidaza nije detektovana ni u
jednoj frakciji srednjeg creva larvi gubara (Valaitis, 1995).

Rezultati naSeg eksperimenta su pokazali smanjenu aktivnost ukupnih
proteaza na hrani sa visokim sadrZajem proteina i povecanu aktivnost na hrani sa
visokim sadrZajem ugljenih hidrata (Tabela 16 i 17). Slicno ovim rezultatima,
aktivnost proteaza srednjeg creva larvi Helicoverpa armigera (Lepidoptera) koji je
takode generalista, je bila niZa na proteinski bogatijim dijetama, leguminozama i
vestackoj dijeti, u odnosu na hranu bogatu ugljenim hidratima (Kotkar et al., 2009).
Ispitujuci efekat sastava hrane na aktivnost tripsina, pokazano je da je aktivnost
znacajno niza na hrani sa visokim sadrzajem proteina i niskim sadrZajem ugljenih
hidrata u odnosu na hranu sa niskim sadrzZajem proteina i visokim sadZajem
ugljenih hidrata (Tabela 16). Posmatrajuci odvojeno efekat proteina i ugljenih

hidrata, iznenadujuce je da aktivnost tripsina nije zavisila od sadrZaja proteina u
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dijeti, ali da je visok sadrZaj ugljenih hidrata doveo do povecanja aktivnosti
tripsina (Tabela 17). Sli¢ni rezultati su dobijeni u eksperimentu na Locusta
migratoria hranjenih vesStackom dijetom sa visokim sadrzajem proteina i niskim
sadrzajem ugljenih hidrata. Pokazana je smanjena aktivnost a-himotripsin-like
enzima, njihovih dominantnih proteaza (dok je aktivnost tripsina bila i do deset
puta niZa u odnosu na a-himotripsin), a na dijeti sa niskim sadrzajem proteina a
visokim sadrzajem ugljenih hidrata, niska aktivnost a-amilaze (Clissold et al,
2010).

Za razliku od naSih rezultata o aktivnosti ukupnih proteaza i tripsina, veci
broj podataka ukazuje da je aktivnost proteaza, endopepidaza i egzopeptidaza,
proprcionalna koncentraciji proteina u dijeti. Nivo varenja proteina i aktivnost
tripsina kod larvi Spodoptera exigua i Heliotis zea je proporcionalan sadrZaju
proteina u dijeti i ukazuje na mehanizam sekretagoge u regulaciji sinteze i
sekrecije enzima (Brodway & Duffey, 1986). Mehanizam sekretagoge je pokazan
kod larvi gubara za kazeinolitiCku aktivnost na povoljnom (hrast), odnosno
nepovoljnom domacinu (bagrem) (Lazarevi¢ et al., 1994), a u uslovima povecane
gustine gajenja za aktivnost tripsina i leucin aminopeptidaze (Lazarevi¢ et al.,
2004). Larve Helicoverpa armigera IV stupnja hranjene biljkama domacinima sa
visokim sadrZajem proteina imale su znacajno visu aktivnost kako proteaza tako i
tripsin-like enzima u odnosu na dijete u kojima je sadrZaj proteina bio niZi (Sarate
et al., 2012). Sinteza i sekrecija digestivnih enzima larvi Bombyx mori u velikoj meri
zavisi od nutritivnog sastava dijete. Na liS¢u duda sa dodatkom proteina indijskog
pasulja povecana je sinteza proteaze, amilaze, saharaze i ureaze, a smanjena
sinteza trehalaze (Manjula et al., 2010). Kod Helicoverpa zea pokazana je povecana
aktivnost tripsina na dijeti sa losSim kvalitetom proteina, uslovljena prisustvom
alkilirajuc¢ih agenasa (Felton, 1996), dok je u eksperimentu na Spodoptera exigua
ustanovljena smanjena sinteza proteolitickih enzima na dijeti sa visokim
sadrZzajem proteina kukuruza (zein) loSeg kvaliteta (Brodway & Duffey, 1988).

Adulti Melanoplus sanguinipes hranjeni biljkama u kojima je sadrzaj proteina bio
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nizak imali su povecanu aktivnost tripsina i himotripsina, ali ne i aminopeptidaze i
karboksipeptidaze (Hinks et al., 1991; Hinks & Erlandson, 1995).

Kod omnivorne Periplaneta americana je pokazano da kazein i skrob u dijeti
stimuliSu sintezu i sekreciju CCAP (crustacean cardioactive peptides), Kkoji
povratno, istovremeno povecava aktivnost proteaze i amilaze srednjeg creva
(Sakai et al, 2006). Za regulaciju aktivnosti tripsina kod razli¢itih insekata
pokazana je uloga tripsin-modulirajuceg oocitnog faktora (TMOF). Injekcija TMOF
kod larvi Heliotes virescens Il i IV stupnja zaustavlja sintezu tripsina (Nauen et al,
2001). Takode prisustvo inhibitora angiotenzin konvertujuceg enzima (ACE) u
hrani Spodoptera littoralis dovodi do negativne regulacije aktivnosti tripsina
srednjeg creva, verovatno putem interakcije sa TMOF (Lemeire et al., 2008). Kod
Spodoptera frugiperda je pokazano da je kontrola sinteze i oslobadanja amilaze i
tripsina stimulisana alatotropinima dok alatostatini imaju inhibitorni efekat

(Lwalaba et al.,, 2011).

Kod vrsta kod kojih varenje hrane u najvecoj meri zavisi od tripsina,
prisutan je odredeni bazalni nivo sinteze i sekrecije, koji se nije smanjio kod larvi
koje su gladovale, ali ni znacajno povecao kod larvi koje se hrane (Woodring et al.,
2009; Lwalaba et al., 2010). U eksperimentu na Grillus bimaculatus (Woodring et
al., 2009) i Spodoptera frugiperda (Lwalaba et al., 2010) je pokazano da povecanje
koli¢ine proteina ne mora dovesti do povecane sinteze i oslobadanja proteolitickih
enzima. Proteini i amino Kkiseline nisu stimulisali oslobadanje tripsina i
aminopeptidaza Spodoptera frugiperda, a samo niska koncentracija peptona je
imala stimulatorni efekat na aktivnost tripsina Grillus bimaculatus (Woodring et al.,
2009). Razlic¢iti solubilni proteini stimuliSu sekreciju tripsina srednjeg creva
Stomoxys calcitrans, dok amino kiseline nemaju stimulatorni efekat (Blakemore,

1995).

Generalisti, kao Sto su gubar, Spodoptera exigua, Helicoverpa armigera Koje
karakteriSe visok nivo polifagije, pokazuju veliku razvojnu i digestivnu plasti¢nost,

a postingestivna prilagodavanja na nivou digestivnog trakta putem kontrolisanog
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oslobadanja digestivnih enzima predstavljaju klju¢ni faktor koji doprinosi
ispoljenoj plasticnosti (Sarate et al., 2012). Digestivna plasti¢nost ili homeostatska
regulacija aktivnosti enzima u zavisnosti od makromolekulskog sastava hrane,
odnosno balansa glavnih makronutrijenata u hrani (Kotkar et al., 2009; Clissold et
al, 2010; Sarate et al., 2012), koja se ispoljava kao smanjena sinteza i sekrecija
enzima za supstrat koji je u viSku (engl. downregulation) i odrzavanje ili povecanje
sinteze enzima za supstrat koji je u manjku (engl. upregulation) pokazana je za
aktivnost tripsina i a-amilaze, koji predstavljaju deo iste sekretorne vezikule i
oslobadaju se mehanizmom mikroapokrine sekrecije kod larvi lepidoptera (Santos
& Terra, 1986; Terra & Ferreira, 1994). Takode je pokazana i za ukupne proteaze,

tripsin, a-amilazu i a-glikozidazu u nasem eksperimentu.

Specifi¢na aktivnost elastaze u naSem eksperimentu je viSa na hrani sa visokim
sadrzajem proteina i oko dva puta viSa u odnosu na aktivnost tripsina (Tabela 17).
Elastaza predstavlja dominatnu proteazu larvi gubara (Valaitis, 1995) i ima Siru
specificnost (Christeller et al.,, 1994) u odnosu na tripsin, koji cepa peptidne veze
izmedu amino kiselina Arg i Lys, ¢iji je sadrzaj u hrani nizak i zato varenje proteina
u vecoj meri zavisi od elastaze. PoSto je aktivnost elastaze pozitivno korelisana sa

koli¢cinom proteina u dijeti, moZemo zakljuciti da je aktivnost ovog enzima

regulisana mehanizmom sekretagoge.

Aktivnost leucin aminopeptidaze u naSem eksperimentu je viSa na hrani u kojoj
je sadrzaj i proteina i ugljenih hidrata visok u odnosu na sve druge hrane (Tabela
16 i 17). Pad aktivnosti leucin aminopeptidaze na dijetama sa niskim sadrZajem
proteina je vec¢i ukoliko je i sadrzaj ugljenih hidrata nizak (Tabela 17). Slitno
naSim rezultatima, specificna aktivnost leucin aminopeptidaze Trichoplusia ni
(Lepidoptera, Noctuidae) je bila niZza na dijetama sa niskim sadZajem proteina, a
povetana na veStackim dijetama sa dodatkom amino kiselina i proteaznim
inhibitorom soje (Wang et al., 2005). Pokazani su i drugaciji rezultati, da nizak
sadrZaj proteina u dijeti dovodi do povecanja aktivnosti leucin aminopeptidaze

Manduca sexta (Neal, 1996). Kod larvi gubara hranjenih veStackom dijetom sa
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dodatkom taninske kiseline pokazana je tendencija poveéanja aktivnosti leucin
aminopeptidaze (Mrdakovi¢, 2010). Rezultati na Zenkama komaraca Aedes aegipti
su pokazali indukciju egzopeptidaza, leucin aminopeptidaze i karboksipeptidaza A
i B, sa pikom aktivnosti 24 Casa nakon proteiniskog obroka i nakon hranjenja
krvlju domacina, koji koincidira sa maksimalnom aktivno$¢u “kasnog” tripsina
(Noriega et al., 2002). Kod ove vrste je pokazan i relativno visok nivo konstitutivne
aktivnosti leucin aminopeptidaze, kao i visok nivo aktivnosti proteolitickih enzima

na hrani sa visokim sadrzajem proteina.

Relativni odnos izmedu razliCitih klasa (proteolitickih) enzima se moze
promeniti u stresnim uslovima (Ivanovi¢ et al., 2002; Lazarevi¢ & Peri¢- Mataruga,
2003; Lazarevi¢ et al, 2004), kao i korelacije izmedu digestivnih enzima
(Mrdakovi¢, 2010). Kod larvi gubara hranjenih liS¢em hrasta, koji su nakon
presvlaCenja u IV stupanj prebacene na ishranu bukovim liS¢em (koje je bogato
flavonoidima i alkaloidima a siromasno proteinima), doSlo je do znacajnog
povecanja aktivnosti tripsina i a-amilaze, dok je aktivnost leucin peptidaze bila
znaCajno smanjena u grupi larvi ¢iji su ,roditelji“ u predackoj generaciji bili
hranjeni liS¢em bukve (Lazarevi¢ & Peri¢-Mataruga, 2003). Aktivnost tripsina je
bila viSa, dok se aktivnost amilaze i leucin aminopeptidaze nije znacajno promenila
u uslovima povecane gustine gajenja kod gubara (Lazarevic et al.,, 2004). Larve
Ceratitis capitata na dijeti sa visokim sadrzajem Zivotinjskih proteina povecavaju
sintezu i sekreciju tripsina, a smanjuju sintezu aminopetidaza (Lemos et al., 1992).
Aktivnost aminopepeptidaza Helicoverpa armigera je bila znacajno povecana na
nepovoljnim biljkama domacinima, dok je aktivnost serinskih proteaza, tripsina i
himotripsina bila smanjena (Lomate & Hivrale, 2011). Diferencijalna ekspresija
proteaza na razli¢itim dijetama u ovom slucaju, omoguéava prevazilaZenje
nutritivnog disbalansa usled prisustva biljnih proteaznih inhibitora (Lomate &

Hirvale, 2011).

Sve fenotipske korelacije izmedu aktivnosti ukupnih proteaza i endo- i

egzopeptidaze su pozitivne (Tabela 24, 25 i 26). Korelacije izmedu enopetidaza
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elastaze i tripsina, koje su pozitivne i statisticki znacajne nezavisno od temperature
i kvaliteta hrane, mogu ukazati na zajednicku regulaciju njihove aktivnosti u
optimalnim, ali i u stresnim uslovima. Sli¢an rezultat, pozitivne korelacije visokog
intenziteta izmedu aktivnosti ukupnih proteaza i tripsina (i izmedu tripsina i leucin
amninopeptidaze, kod larvi iz hrastove populacije) pokazane su u prisustvu
stresora, taninske Kkiseline u dijeti (Mrdakovi¢, 2010). U naSem eksperimentu,
korelacije izmedu endopeptidaza i egzopeptidaze su uglavnom pozitivne i jace su
na nutritivno bogatoj hrani u odnosu na nutritivno siromasnu hranu (Tabele 24,

251 26).

lako je broj znacajnih korelacija izmedu aktivnosti digestivnih enzima i
komponenti adaptivne vrednosti mali (Tabele 28, 29 i 30), korelacije izmedu
proteolitickih enzima, ukupnih proteaza, tripsina, elastaze i leucin aminopeptidaze
i relativne brzine rasta larvi su pozitivne i znacajne jedino u optimalnim uslovima
gajenja (Tabela 29). Visoka aktivnost proteolitickih enzima je neophodna da
omoguci vecu brzinu rasta u optimalnim uslovima kao i najve¢i porast mase koji je
pokazan na optimalnoj temperaturi (Slika 5). Aktivnost leucin aminopeptidaze je u
znacajnoj negativnoj korelaciji sa masom larvi na nutritivno bogatoj hrani na 19 i
23°C (Tabele 28, 29), a na temperaturi 28°C znacajne su samo negativne
korelacije na hrani u kojoj je disbalas izmedu proteina i ugljenih hidrata najveci
(Tabela 30). To moZe ukazati na potencijalnu ulogu leucin aminopeptidaze, koja
podrazumeva, pored osnovne uloge u varenju proteina u optimalnim uslovima, i
ulogu u prevazilazenju negativnih posledica narusavanja celijske homeostaze u

uslovima nutritivnog i temperaturnog stresa.

Varenje ugljenih hidrata, skroba i glikogena deSava se u prednjem delu
srednjeg creva vecine insekata (Cristofoletti et al, 2001) i zavisi od luminalnih
amilaza i glikozidaza. U grupi enzima koji deluju prvenstveno na dugacke a-1,4-
glukanske lance, kao Sto su skrob i glikogen i razlaZzu ih na maltozu (Terra &

Ferreira, 1994), jedino je a-amilaza nadena kod insekata. a-glikozidaze prisutne u
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srednjem crevu insekata katalizuju hidrolizu terminalnih veza oligosaharida i

disaharida: saharoze, maltoze, maltodekstrina (Franco et al., 2002).

Rezultati naSeg eksperimenta su pokazali povecanu aktivnost karbohidraza, a-
amilaze i a-glikozidaze, na hrani sa visokim sadrZajem proteina, dok sadrZaj
ugljenih hidrata nije znacajno uticao na njihovu aktivnost (Slike 11 i 12; Tabela
18 i 19). Slitno naSim rezultatima, na Helicoverpa armigera je ustanovljena visa
aktivnost amilaze na dijeti i/ili biljkama domacinima sa visokim sadrzajem
proteina i niZa aktivnost na dijetama i/ili biljkama bogatim skrobom, odnosno nivo
amilaze je bio obrnuto proporcionalan sadrzaju ugljenih hidrata u dijeti (Kotkar et
al., 2009; Sarate et al., 2012). Takode, smanjena aktivnost a-amilaze u lumenu i
svim regionima gastrointestinalnog trakta Locusta migratoria je pokazana na
vestackoj dijeti sa niskim sadrZajem proteina i visokim sadrZajem ugljenih hidrtata

(Clissold et al., 2010).

Medutim, ukoliko se posmatraju efekti ugljenih hidrata nezavisno od uticaja
drugih komponenti hrane, pokazano je da maltoza i glukoza u in vitro
eksperimentu Gryllus bimaculatus imaju stimulatorni efekat na oslobadanje
amilaze, dok skrob u niskim koncentarijama ima inhibitorni efekat (Woodring et
al, 2009). U eksperimentu na lepidopteri Spodoptera frugiperda, takode je
pokazano da glukoza i maltoza, ali ne i skrob, povecavaju sintezu amilaze za oko
350%, odnosno da se sinteza i sekrecija a-amilaze prilagodava koli¢ini ugljenih
hidrata u dijeti (Lwalaba et al., 2010). Ovi nalazi su u suprotnosti sa rezultatima
koji ukazuju da je aktivnost amilaze viSa na dijetama koje sadrZe skrob u odnosu
na dijete koje sadrZe proste SecCere (Hickey & Benkel, 1982; Benkel & Hickey, 1986)
i da je to posledica inhibitornog efekta glukoze, pre nego stimulatornog efekta
skroba (Kamin-Belsky & Wool, 1991). Pokazano je da se nivo ekspersije gena za
amilazu Helicoverpa armigera, Amy 1 i AmyZ2 u srednjem crevu menja u zavisnosti
od sadrZaja skoroba i redukuju¢ih Secera i da je viSi na vesStackoj dijeti i/ili
biljkama u kojima je sadrZzaj skroba visok u odnosu na sadrzaj saharoze i

redukujucih Secera (Kotkar et al, 2012). Pokazana je indukcija aktivnosti
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disaharidaza skrobom i supresija aktivnosti kada je sadrZaj lipida u dijeti visok
(Caviedes-Vidal et al., 2000), kao i da je fenotipska plasticnost aktivnosti
digestivnih enzima (disaharidaza) izazvana sastavom hrane tokom prvih 12 dana

nakon izleganja kod Passer domesticus potpuno reverzibilna (Brzek et al., 2011).

Negativna regulacija aktivnosti amilaze na dijetama sa visokim sadrzajem
ugljenih hidrata moZe biti kompenzatorni odgovor koji omogucéava da se prevazide
viSak njihovog unosa uslovljen disbalansom u dijeti (Kotkar et al., 2009). Kada je
sadrzaj ugljenih hidrata u hrani visok, ¢ak i mala koli¢ina enzima je dovoljna za
njihovo varenje, dok je neophodan visok nivo proteaza za varenje proteina na
dijetama bogatim ugljenim hidratima a siroma$nim proteinima. Generalisti, kao Sto
je Spodoptera exigua, Helicoverpa armigera (lepidoptera) koriste enzim glukoza
oksidazu (GOX) iz pljuvacke (saliva), koja konvertuje glukozu u glukonat
(nesvarljivi oblik ugljenih hidrata), da bi smanjili koli¢inu ugljenih hidrata koja se
razlaze u digestivnom traktu (Merkx-Jacques & Bede, 2005; Babi¢ et al., 2008; Hu
et al., 2008). Ukoliko nema homeostatske regulacije digestivnih enzima, varenje
proteina i ugljenih hidrata u visku moZe biti toksi¢no za insekte (Raubenheimer et

al, 2005).

Aktivnost a-amilaze je u negativnoj korelaciji sa trajanjem razvica, Sto ukazuje
da niska aktivnost enzima produZzava trajanje razvi¢a, narocito na suboptimalnoj
temperaturi i na hrani sa niskim sadzajem ugljenih hidrata, dok je na optimalnoj
temperaturi u negativnoj korelaciji na hrani koja ima nizak sadrzaj i ugljenih
hidrata i proteina (Tabela 28 i 29). Ovaj rezultat ukazuje da se trajanje stupnjeva
razvi¢a produzZava usled nedostatka hranljivih materija, Sto je podrZano nalazom
da nizak sadrZaj ugljenih hidrata u hrani sa niskim sadrzajem proteina ne uzrokuje
povecanje aktivnosti amilaze (Ug x Pr interakcija, Tabela 19), Aktivnost vecline
digestivnih enzima, ukljucujuci i aktivnost a-amilaze, u naSem eksperimentu nalazi
se u pozitivnoj korelaciji sa relativnom brzinom rasta (osim a-glikozidaze i lipaze)
ukoliko se larve gaje u optimalnim uslovima (Tabela 28, 29 i 30). Aktivost a-

amilaze uglavnom nije u znacajnoj korelaciji sa masom larvi, ali suboptimalna
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temperatura povecava vrednost ovih korelacija na nutritivno bogatoj hrani
(Tabela 28) kao i na hrani siromasnoj skrobom na optimalnoj temperaturi
(Tabela 29). Za porast mase u naSem eksperimentu pokazan je znacajniji uticaj
temperature i sadrzaja proteina u dijeti u odnosu na sadrZaj ugljenih hidrata
(Tabela 19), pa to moZe usloviti odsustvo znacajnih korelacija izmedu mase larvi i
aktivnosti karbohidraza. Za raziku od naSih rezultata, u eksprimentu sa Parnassius
apollo (Lepidoptera) cija se ishrana zasniva na polisaharidima, nadena je jaka,
pozitivna korelacija izmedu aktivnosti a-amilaze i a-glikozidaze, kao i pozitivna
korelacija ovih enzima sa masom larvi (Nakonieczny et al, 2006). Regulacija
aktivnosti karbohidraza je posebno znacajna kod insekata na dijetama bogatim
ugljenim hidratima kod kojih je obi¢no prisutan i visok nivo inhibitora amilaze
(Silva et al., 1999, 2001a, 2001b). Larve Zabrotes subfasciatus mogu da moduliSu
aktivnost a-amilaze i a-glikozidaze, kao i ekspresiju razlic¢itih izoformi oba enzima
u zavisnosti od sastava dijete (Silva et al., 1999, 2001), a na istoj vrsti je pokazano
da indukcija razlic¢itih izoformi digestivnih karbohidraza ne zavisi od strukture
granula skroba u dijeti (Silva et al., 2001a) ve¢ od prisustva inhibitora amilaze

(Silva et al., 2001b).

Lipaze (triacilglicerol hidrolaze, EC 3.1.1.3) su grupa enzima koja hidrolizuje
karboksil estarsku vezu triacilglicerola, diacilglicerola, galaktolipida i fosfolipida, a
kao koprodukt nastaju masne kiseline (Beisson et al., 2000). Lipaze insekta
pokazuju veliki strukturni i funkcionalni diverzitet (Horne et al., 2008, 2009;
Christeller et al, 2010). Analizom strukture enzima i ekspresije gena za lipaze
srednjeg creva larvi Epiphyas postvittana (Lepidoptera) pokazano je da lipaze
srednjeg creva Lepidoptera formiraju devet subfamilija neutralnih lipaza, koje in
vivo funkcionisu kao galaktolipaze i fosfolipaze (Horne et al.,, 2009; Christeller et
al., 2010), dok kisele lipaze funkcionis$u kao triacilglicerol hidrolaze (Christeller et
al., 2010). Lipaza srednjeg creva larvi gubara pripada esterazi-lipazi (Mrdakovic¢ et
al, 2009). Digestivne lipaze Bombyx mori imaju, pored digestivne uloge, i
antivirusno dejstvo na virus nukleopolihedroze (Ponnuvel et al, 2003). Visa
aktivnost digestivnih enzima, a-amilaze i lipaze je povezana sa rezistentno$¢u na
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insekticid piretroid kod Sitophilus zeamais (Araujo et al., 2008). Pokazano je da je
aktivnost digestivnih lipaza Helicoverpa armigera hormonski regulisana, tako da
sinteticki analog juvenilnog hormona, metopren, dovodi do povecane ekspresije
gena za lipazu, dok 20-hidroksiekdizon ima blagi inhibitorni efekat (Sui et al,
2008). Digestivne lipaze, pored uloge u varenju lipida, mogu imati ulogu i u drugim
procesima kao S$to su metamorfoza, apoptoza i eklozija adulta (Nishiura et al,

2007).

Ekspresija digestivnih lipaza se menja u zavisnosti od vrste i sadrZaja lipida
prisutnih u dijeti (Christeller et al, 2010), kao i prisustva inhibitora lipaze
(Markwick et al, 2011). Ispitivanjem aktivnosti digestivnih lipaza kod Sest
razlic¢itih vrsta Lepidoptera, pokazano je da je aktivnost galaktolipaza i fosfolipaza
visoka kod folivornih vrsta, dok je aktivnost TAG lipaza umerena, Sto je
prilagodeno visokom sadrzaju galaktolipida u liS¢u i znacajno manjoj kolicini
fosfolipida i triacilglicerola (Christeller et al., 2011). Glavna digestivna lipaza Zenki
Rhodnius prolixus je TAG lipaza (Grillo et al., 2007). Kod larvi Epiphias postvittana
promena dijete, prelazak sa ishrane liS¢em na veStacku dijetu koja ima visok
sadrZaj triacilglicerola, dovodi do znacajnog sniZavanja aktivnosti galaktolipaze,
dok se aktivnost fosfolipaze i TAG lipaze ne menja znacajno (Christeller et al.,
2010). Na vestackoj dijeti bez dodataka slobodnih masnih Kiselina, dolazi do
suprotne promene obrasca aktivnosti u smislu znacajnog povecanja aktivnosti

galaktolipaze, a sniZavanja aktivnosti triacilglicerol lipaze (Chisteller et al., 2010).

Aktivnost lipaze larvi gubara IV stupnja na vestackim dijetama sa razlic¢itim
sadrZajem proteina i ugljenih hidrata u naSem eksperimentu bila je niZa na hrani
sa visokim sadrZajem proteina i niskim sadrzajem ugljenih hidrata (hrana sa
optimalan balansom hranljivih materija) u odnosu na hranu u kojoj je sadrZaj
ugljenih hidrata bio visok a sadrzaj proteina nizak, kao i u odnosu na hranu u kojoj
je sadrzaj obe komponente nizak (Slika 13; Tabela 20). Ako se posmatra
nezavisno uticaj sadrzaja ugljenih hidrata i proteina, visok sadrzaj proteina dovodi

do sniZavanja aktivnosti lipaze, dok sadrZaj ugljenih hidrata ne uti¢e znacajno na

132



njenu aktivnost (Tabela 21). Ve¢ina podataka o aktivnosti lipaza se odnosi na
variranje sadrzaja ugljenih hidrata ili lipida u dijeti i/ili biljkama domac¢inima.
Aktivnost lipaza u larvama hranjenim veStackim dijetama je u proseku niza u
odnosu na prirodne dijete, ali je pokazan visok udeo digestivne lipaze u ukupnoj
aktivnosti, kao i niZa aktivnost na dijetama sa visokim sadrzajem ugljenih hidrata
(Lwalaba et al., 2010) ili visokim sadrZajem lipida (Woodrig et al.,, 2007). Visok
sadZaj ugljenih hidrata u dijeti dovodi do supresije gena za Kkiselu lipazu kod
Drosophila melanogaster, koja ucestvuje u razgradnji triacilglicerola u masnom telu
(Zinke et al., 1999), kao i do supresije gena koji kodiraju neutralne lipaze, koje
ucestvuju u razgradnji lipida u srednjem crevu (Zinke et al.,, 2002). Na mogucnost
da odgovor aktivnosti lipaze u uslovima nutritivnog stresa moZe biti
kompenzatorni sa ciljem obezbedivanja dovoljnih koli¢ina energije u nepovoljnim
uslovima ukazuje nekoliko rezultata ove studije na gubaru: 1) aktivnosti lipaze je
povecana na hrani sa niskim sadrzajem proteina a visokim sadrzajem ugljenih
hidrata, 2) aktivnost ovog enzima je povecana i na dijeti sa niskim sadrzajem obe
komponente, 3) ustanovljena je znacajna interakcija izmedu Kkoli¢ine proteina i
ugljenih hidrata za aktivnost lipaze, 4) pokazano je da je porast aktivnosti lipaze
veCi na hrani sa niskim sadrzajem proteina ukoliko je i sadrzaj ugljenih hidrata
nizak i 5) aktivnost lipaze je povecana i na nepovoljim temperaturama (19 i 28°C)
u odgovoru na nizak sadrzaj proteina (Tabela 21). Treba napomenuti da je
aktivnost lipaze u znacajnoj negativnoj korelaciji sa aktivno$¢u proteolitickih
enzima u optimalnim uslovima gajenja (Tabela 25). Nutritivni stres, usled
prisustva taninske kiseline u vestackoj dijeti, takode povecava aktivnost lipaze kod
larvi gubara (Mrdakovi¢, 2010). Tokom larvenog razvic¢a gubara dolazi do promene
preference za ishranu, od hrane sa visokim sadrzajem proteina u ranim, ka hrani sa
veCim sadrzajem lipida u kasnijim larvenim stupnjevima (Stockoff, 1993c), kako bi
se obezbedila dovoljna koli¢ina energetskih rezervi neophodnih za kasnije procese
reprodukcije kod Zenki i za letenje kod muZjaka (Stockoff, 1992). Aktivnost
digestivne lipaze Helicoverpa armigera se poveCava u Kkasnijim larvenim

stupnjevima (Sui et al,, 2008), Sto moZe ukazati na to da digestivne lipaze, pored
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uloge u varenju lipida, mogu imati ulogu i u drugim procesima kao S$to su

metamorfoza, apoptoza i eklozija adulta (Nishiura et al.,, 2007).

Za razliku od rezultata ovog rada, aktivnost lipaze Helicoverpa armigera je
bila viSa na biljkama sa visokim sarZajem proteina i niskim sadrZajem ugljenih
hidrtata u odnosu na biljke sa umerenim sadrZajem proteina i visokim sadrZajem
ugljenih hidrata (Sarate et al., 2012). To moZe biti posledica ,olakSane” sinteze
lipaze kada je sadrzaj amino kiselina u hrani visok i/ili kada su poveéane potrebe
za koriS¢enjem lipida kao izvora energije da bi se kompenzovao njihov nizak
sadrZzaj u hrani (Sarate et al., 2012). Na biljkama koje imaju nizak sadrzaj proteina i
ugljenih hidrata, aktivnost lipaze Helicoverpa armigera je bila razliCita, Sto moZe
biti posledica koris¢enja lipaza biljke domacina (Sarate et al., 2012). Pokazano je
da je aktivnost digestivnih lipaza Helicoverpa armigera hormonski regulisana, tako
da sinteticki analog juvenilnog hormona, metopren, dovodi do povecane ekspresije
gena za Ha-lipazu, dok 20-hidroksiekdizon ima blagi inhibitorni efekat (Sui et al,

2008).

Fosfataze alkalne, kisele i lizozomalna kisela fosfataza (ALP, ACP, ACPj) su
enzimi koji hidrolizuju fosfatne monoestre u alkalnoj ili kiseloj sredini (Janda &
BeneSova, 1991; Bai et al, 1993) i mogu vrsiti transfosforilaciju organskih
molekula, pa je njihova uloga vaZzna u metabolizmu fosfoplipida, fosfoproteina,
nukleotida i ugljenih hidrata (Hollander, 1971; Millan, 2006; Chaubey et al., 2010).
Alkalna i kisela fosfataza mogu imati ulogu hidrolaza tokom zavrsnih faza varenja
hrane (Cheung & Low, 1975). Srednje crevo insekata ima daleko najviSu aktivnost
kiselih i alkalnih fosfataza u odnosu na sva druga tkiva insekata (Okada, 1989;
Eguchi, 1990, 1995; Miao, 2002). U srednjem crevu Bombyx mori detektovane su
dve izoforme ovog enzima - membranski vezana, m-ALP i solubilna, s-ALP (Eguchi,
1995). Smatra se da je m-ALP ukljuena u varenje, apsorpciju i transport
hranljivih materija u cilindricnim epitelnim ¢elijama (Eguchi, 1995; Chen et al,
1997; Yan et al, 2009), narocito glukoze i masnih kiselina (Sridharta & Bath,

1963), dok je s-ALP prisutna u peharastim cCelijama, ima ATP-aznu aktivnost i
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ucestvuje u regulaciji jonskog balansa (Azuma et al., 1991; Eguchi, 1995). Alkalna
fosfataza (ALP) je marker enzim Cetkaste membrane epitelnih Celija (Wolfersberg,
1984) i narocito je aktivna u tkivima sa aktivnim membranskim transportom, kao
Sto su epitelne Celije srednjeg creva i Malpigijevi sudovi (Eguchi 1995; Ferreira &
Terra, 1980). Aktivnost alkanih i kiselih fosfataza je niska tokom i postepeno se
povecava nakon presvlacenja kod Bombyx mori, $to je povezano sa povetanim
unosom hrane (Miao, 1988, 2002). U kasnijim larvenim stupnjevima aktivnost
fosfataza se smanjuje. Visoka aktivnost s-ALP u Malpigijevim sudovima ukazuje na
njenu ulogu u resorpciji metabolita, eksreciji i aktivnom membranskom transportu
(Srivastana & Saxena, 1967). Sekundarni biljni metaboliti mogu inhibirati
aktivnost fosfataza i smanjiti efikasnost varenja (Nathan, 2006; Nathan et al., 2007;

Basiouny et al., 2010).

Kod insekta fosfataze su ukljucene i u druge procese kao Sto su odgovor na
stres (Sukhanova et al., 1996; Raushembach et al., 20073, b), patogeneza (Sujak et
al., 1978), otpornost na infekcije i insekticide (Miao, 2002; Wang et al., 2011). m-
ALP srednjeg creva Helicoverpa armigera, Manduca sexta (Ning et al.,, 2010; McNall
& Adang, 2003) kao i gubara (Valaitis et al., 1997) je mogudi receptor za vezivanje
CrylAc (toksina Bacillus thuringiensis), koja moZe olakSati njegovu ugradnju u
membranu epitelnih celija. Smanjena aktivnost membranski vezane fosfataze
srednjeg creva je zajednicka karakteristika Lepidoptera Heliothis virescens,
Helicoverpa armigera i Spodoptera frugiperda rezistentnih na toksin Bacillus
thuringiensis (Jurat-Fuentes et al, 2011). Alkalna fosfataza kod Leptinotarsa

decemlineata ima ulogu u dijapauzi (Yi & Adams, 2001).

U ovom radu, aktivnost alkalnih fosfataza u grubim homogenatima srednjeg
creva nije se menjala znacajno u zavisnosti od nutritivnog sastava hrane (Slika 14,
Tabela 22), ali su na promenu aktivnosti znacCajno uticale interakcije izmedu
temperature i hrane, kao i izmedu temperature i sadrzaja proteina i sadrZaja
ugljenih hidrata u hrani. Sa porastom temperature aktivnost alkalnih fosfataza se

smanjuje na nutritivno najbogatijoj hrani, dok na ostalim hranama pokazuje trend
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porasta, koji je najizraZeniji na h3 koja je zbog niskog sadrZaja proteina u odnosu
na ugljene hidrate najnepovoljnija za rast larvi (Tabela 22). [ako sadrzaj proteina i
ugljenih hidrata ne utiCe znacajno na promenu aktivnosti alkalne fosfataze, porast
temperature dovodi do znacajnog povecanja aktivnosti ako se larve gaje na hrani
sa niskim sadrzajem ovih komponenti (Tabela 23). Ovakva promena aktivnosti
alkalnih fosfataza, s obzirom na njihovu ulogu u varenju, apsorpciji i transportu
hranljivih materija, predstavlja kompenzatorni odgovor u uslovima delovanja
nutritivnog stresa. U prilog tome idu i znacajne pozitivne korelacije sa drugim
digestivnim enzimima. Na suboptimalnoj temperaturi aktivnost alkalnih fosfataza
u znacajnoj je pozitivnoj korelaciji sa proteolitickim enzimima, ukupnim
proteazama i endopeptidazama, kao i a-amilazom uglavnom na proteinski
siromasnim dijetama (h3 i h4) (Tabela 24). Sa porastom temperature Kkorelacije
alkalnih fosfataza sa proteoliticCkim enzimima nisu znacajne, one menjaju znak i
njihova vrednost se smanjuje (Tabela 26). S obzirom na ulogu alkalnih fosfataza u
varenju i apsorpciji hrane, transportu i resorpciji hranljivih materija (Cheung &
Low, 1975; Sridharta & Bath, 1963; Eguchi, 1995), u obezbedivanju dovoljne
kolicine fosfatnih jona za sintezu ATP (Sakharov, 1989; Adefolaju et al., 2009), nije
iznenadujuca njihova pozitivna korelacija sa proteolitickim enzimima, koji su od
vitalne vazZnosti za rast i razvice, na Sta ukazuje i pozitivna korelacija sa relativnom
brzinom rasta u optimalnim uslovima (Tabela 29), ali i pozitivna korelacija sa
proteolitickim enzimima u nepovoljnim uslovima, nutritivno siromasnoj hrani i
suboptimalnoj temperaturi (Tabela 24). Povecana aktivnost alkalne fosfataze na
proteinski siromasnoj hrani i suboptimalnoj temperaturi moZe usloviti bolje
iskoriS¢avanje proteina, na Sta upucuju i rezultati eksperimenata na drugim

vrstama.

Pokazano je da nutritivno siromasna hrana, hrana sa smanjenim sadrZajem
azota, smanjena koli¢ina hrane, kao i nizak sadrzaj fosfora u hrani, dovode do
povecanja aktivnosti alkalnih fosfataza Daphnia magna i Daphnia pulex (Wagner &
Frost, 2012). Takode, aktivnost alkalne fosfataze Daphnia je bila povecana na hrani
u kojoj je relativna koli¢ina ugljenika u odnosu na fosfor bila visoka (Wojewodzic et
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al, 2011; Wagner & Frost, 2012). Kod lepidoptere Cnaphalocrocis medinalis, na
larvama IV stupnja hranjenim liS¢em pirinca, pokazano je da smanjena aktivnost
kiselih i alkalnih fosfataza, usled delovanja biljnih insekticida, dovodi do smanjene
efikasnosti konverzije unete (ECI) i svarene hrane u biomasu (EDC) i do smanjene
relativne brzine rasta larvi (Nathan et al, 2007). Takode, sekundarni biljni
metaboliti dovode do smanjivanja aktivnosti kisele fosftaze za 69% a alkalne i do
71%, Sto za posledicu ima smanjenu efikasnost varenja i konverzije hrane u
biomasu kod iste vrste (Nathan, 2006). Ovi podaci ukazuju na znacaj fosfataza u
varenju hrane i apsorpciji hranljivih materija (Nathan et al., 2007). Kratkotrajna i
dugotrajna promena biljke domacdina utice na povecanje aktivnosti ALP na
povoljim i smanjivanje aktivnosti na nepovoljnim domacinima kod Bemisia tabaci i
Trialeurodes vaporariorum. Smatra se da ovakve promene aktivnosti mogu
omoguciti fizioloSku prednost u koriSé¢enju razlicitih biljaka kod ovih polifagnih
vrsta (Yan et al., 2011). Prednost jedne nad drugom vrstom moZe se ogledati i u
sposobnosti da koristi ALP u metabolizmu saharoze, koja predstavlja prekursor
trehaloze (Yan et al, 2011). Pokazano je da postoji korelacija izmedu niske
aktivnosti alkalne fosfataze i niske koncentracije trehaloze u hemolimfi. Kod larvi
riba, ALP predstavlja pokazatelj apsortivne aktivnosti (Cahu & Zambonino, 1998),
dok je smanjena aktivnost obi¢no povezana sa gladovanjem ili nutritivnho
siromasnom hranom (Shan et al.,, 2009). Kod larvi Silurus soldatovi gajenih na
prirodnoj hrani (Daphnia, gliste) ustanovljena je visoka aktivnost alkalne
intestinalne fosfataze u poredenju sa aktivnoS¢u ovog enzima pri ishrani na

vestackoj dijeti (Liu et al., 2010).

Pozitivna korelacija aktivnosti alkalnih fosfataza sa aktivnos¢u a-amilaze i
lipaze ustanovljena je na hrani sa niskim sadrzajem skroba na suboptimalnoj
temperaturi (Tabela 24), Sto moZe ukazati na znacaj aktivnosti alkalne fosfataze u
apsorpciji glukoze i masnih kiselina (Sridhara & Bhat, 1963) i obezbedivanju
dovoljne koli¢ine energije u uslovima kada je koliina ugljenih hidrata u hrani
smanjena. U prilog tome govori i pozitivha korelacija aktivnosti ALP sa a-
glikozidazom na optimalnoj temperaturi i nutritivno najsiromasnijoj hrani (Tabela
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25). Dodatno, na takav zakljucak navodi i ustanovljena pozitivna korelacija izmedu
aktivnosti alkalnih fosfataza sa apsorpcijom glukoze, masnih kiselina, kalcijuma i

fosfora pokazana na larvama riba (Tengjaroenkul et al., 2000).

Aktivnost alkalnih fosfataza ne utiCe znacajno na trajanje razvica i porast
mase larvi na Sta ukazuje mali broj znacajnih korelacija alkalne fosfataze sa ovim
komponentama adaptivne vrednosti. Ipak, povecana aktivnost alkalnih fosfataza
doprinosi vecoj relativnoj brzini rasta larvi u optimalnim uslovima, Sto se moze
zakljuciti na osnovu znacajnih pozitivnih korelacija na nutritivno bogatoj hrani i

optimalnoj temperaturi (Tabela 29).

Kod insekata, kisela fosfataza (ACP) je poznata i kao lizozomalni marker

enzim (Csikos & Sass, 1997) mada je pokazano znacajno prisustvo ovog enzima i u
nukleusu (kao i endoplazmaticnom retikulumu) epitelnih ¢elija srednjeg creva
Bombyx mori (Chen et al, 2005b). Nesporno je prisutna u crevu (Janda and
BeneSova, 1991; Bai et al, 1993), Malpigijevim sudovima, kao i u tkivima i
organima gde se vrsi razgradnja i zamena oStecenih Celija (Lehane, 1976; Csikos &
Sass, 1997; Goncu & Parlak, 2011). Pokazano je da je aktivnost ACP viSa u odnosu
na aktivnost ALP tokom embrionalnog razvi¢a Spodoptera littoralis (Zahia et al.,

2009).

Aktivnost ukupnih Kkiselih i lizozomalnih fosfataza zavisi od sastava hrane i
niZa je na hrani sa visokim sadrZajem proteina i niskim sadrzajem ugljenih hidrata
(h2) u odnosu na hranu koja ima niZi sadrZaj proteina a visi sadrZaj ugljenih
hidrata (h3) (priblizan ukupan sadrzaj, ali nepovoljan odnos proteina i ugljenih
hidrata) (Tabela 22). Ukoliko se posmatra efekat glavnih makronutrijenata,
aktivnost ukupnih kiselih fosftaza je u proseku niZa na hrani sa visokim sadrzajem
proteina, dok visok sadrZaj ugljenih hidrata dovodi do povecanja aktivnosti. Za
razliku od ukupnih, na aktivnost lizozomalnih fosftataza ne uti¢e sadrZaj proteina
veC sadrZaj ugljenih hidrata u dijeti (Tabela 23). NaSi rezultati su u suprotnosti sa
podacima o aktivnosti kiselih fosftaza dobijenih na ki¢menjacima. U eksperimentu
na Cyprinus carpio u tkivu jetre, pokazano je da je najnizZa aktivnost ALP i ACP bila
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na hrani koja je imala visok sadrZaj ugljenih hidrata, a na hrani sa visokim
sadrZzajem proteina je bila niza u odnosu na hranu sa optimalnim odnosom
proteina u odnosu na ugljene hidratate i lipide (Ahmad et al., 2012). Kisele i alkalne
fosfataze imaju ulogu u varenju i apsorpciji kod dekapode Penaeus penicillatus, i u
pozitivnoj su korelaciji sa metabolickom aktivnos¢u (Chen et al,, 1997). Yi i Adams
(2001) su pokazali povecanu aktivnost s-ACP, kao i aktivnost m-ALP u srednjem
crevu Leptinotarsa decemlineata tokom perioda intenzivnog hranjenja i varenja
hrane i znacajno smanjivanje aktivnosti tokom dijapauze, Sto je povezano sa
hormonskom kontrolom aktivnosti ovih enzima. Stimulatorni efekat alatotropina
na sintezu juvenilnog hormona dovodi do povecane aktivnosti fosfataza u
digestivnom traktu (Sridhara & Bhat, 1963; Yi & Adams, 2001). Aktivnost kiselih
fosfataza kod Neobellieria bullata je niska tokom perioda hranjenja larvi i znacajno
povecana tokom formiranja lutke. U svom radu na ovoj vrsti, Csikos & Sas (1997)
su pokazali da je ova promena aktivnosti tokom razviéa povezana sa titrom
ekdistroida i ulogom u razgradnji larvenih tkiva tokom metamorfoze. Hormonska
regulacija aktivnosti alkalnih i kiselih fosfataza zida srednjeg creva larvi i lutki, u
zavisnosti od titra ekdisteroida, ustanovljena je i kod lepidoptere Galleria
mellonella (Nemec & Zenka, 1996). Visoka aktivhost ALP prati visok titar
ekdisteroida, dok je aktivnost ACP visoka kada je titar ekdistroida nizak (Nemec &
Zenka, 1996), $to ukazuje da kisele fosfataze dostizu maksimum aktivnosti tokom
metamorfoze (Goncu & Parlak, 2011). Aktivnost lizozomalne kisele fosfataze
srednjeg creva Bombyx mori je znacajno smanjena na hrani sa dodatkom
redukujuceg Secera, D-galaktoze, koji dovodi do lipidne peroksidacije membrana,
dok je aktivnost mikrozomalne ACP u tim uslovima povecana (Gaikwad et al,

2010).

Digestivne kisele fosfataze i lipaza pokazuju slican obrazac aktivnosti u
odgovoru na delovanje temperature i sastav dijete. Balansiran sastav dijete
smanjuje aktivnost ovih enzima, dok suboptimalna temperatura deluje u pravcu
povecanja njihove aktivnosti. Aktivnosti kiselih fosfataza su u znacajnoj negativnoj
korelaciji sa aktivno$¢u proteolitickih enzima, ukupnim proteazama, elastazom i
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tripsinom na suboptimalnoj temperaturi od 19°C i hrani koja je najnepovoljnija za
rast larvi (h3), tj. pri niskom sadrZaju proteina u odnosu na ugljene hidrate
(Tabela 24). S druge strane, aktivnosti kiselih fosfataza su u znacajnoj pozitivnoj
korelaciji sa lipazom na dijetama sa smanjenim sadrZajem ugljenih hidrata na
suboptimalnoj temperaturi (h4) (Tabela 24), kao i na optimalnoj i poviSenoj
temperaturi i dijetetskom tretmanu h2 (Tabela 25 i 26). Povecana aktivnost ACP
u digestivnom traktu slepih miSeva (C¢ija ishrana se zasniva ve¢im delom na
razli¢itim ugljenim hidratima) omogucava da se “pokupi” veca koli¢ina fosfatnih
jona oslobodenih hidrolizom ATP (pri ¢emu je hidroliza ATP na ADP i P; olakSana
aktivnosc¢u alkalne fosfataze) (Adefolaju et al., 2009). Primarna uloga fosfataza je
hidroliza fosfatnih monoestara (Sakharov et al, 1989), ali ona ucestvuje i u
reakcijama transfosforilacije razlicitih jedinjenja (Millan, 2006), ¢cime se povecava
koli¢ina fosfatanih jona neophodnih za sintezu visokoenergetskih jedinjenja kao
Sto je ATP i sintezu ATP-aze (Hollander, 1971) koja je od klju¢nog znacaja za
transport glukoze, amino kiselina i drugih organskih molekula kroz membranu
epitelnih Celija. Promene aktivnosti fosfataza mogu reflektovati i promene u sintezi
i sekreciji enzima ukljucenih u varenje hrane, eksreciju i druge funkcije (Basiouny,
et al, 2010). Smanjena aktivost fosfataza, kao posledica delovanja sekundarnih
biljnih metabolita, insekticida i fluora, smanjuje efikasnost varenja i konverziju
unete i svarene hrane (ECI i ECD), apsorpciju i transport hranljivih materija, kao i
fosforilaciju razlicitih jedinjenja u celijama srednjeg creva insekata (Chen et al,
2005; Nathan, 2006; Nathan et al., 2007). Povecana aktivnost kiselih fosfataza na
hrani sa niskim sadrZajem proteina (h3) (Tabela 22), kao i znacCajna pozitivna
korelacija kiselih fosfataza sa lipazom na hrani sa niskim sadrzajem ugljenih
hidrata (Tabela 24) pokazana u naSem eksperimentu, moZe predstavljati
kompenzatorni odgovor, koji moZe povecati efikasnost varenja, apsorpcije i

transporta proteina i ugljenih hidrata u uslovima nutritivnog stresa.
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Plasti¢ni odgovori digestivnih enzima na temperaturni stres

Promene temperature uticu na aktivnost razli¢itih klasa enzima, kako
digestivnih, tako detoksifikacionih i enzima intermedijarnog metabolizma (Chen &
Denlinger, 1990; Singh et al.,, 2010; Rajesh et al,, 2011; Jia et al, 2011). Nacin na
koji enzimi reaguju na promene temperature zavisi ne samo od njihovih
biohemijskih karakteristika, termalne stabilnosti i temperaturnog i pH optimuma,
veC i od temperature Zivotne sredine i nutritivnog kvaliteta hrane tokom razvica.
Razlike u aktivnosti digestivnih enzima na razli¢itim temperaturama mogu biti
posledica razli¢ite termalne stabilnosti i razli¢itih temperaturnih optimuma, kao i
kompenzatornih odgovora koji omogucavaju uspostavljanje homeostaze u
uslovima naruSenog nutritivnog balansa i istovremenog delovanja nepovoljnih
temperatura. PovecCanje temperature moZe povecati efikasnost varenja Cime se

prevazilaze negativni efekti promene kvaliteta hrane (Zvereva & Kozlov, 2006).

Aktivnost proteaza kod lepidoptere Manduca sexta raste sa porastom
temperature do 42°C (Kingsolver & Woods, 1997) dok niske temperature smanjuju
aktivnost proteaza, a povecavaju aktivnost lipaze kod lepidoptere Philosamia ricini
(Pant & Gupta, 1979). Rajesh i sar. (2011) su pokazali smanjenje aktivnosti
razlic¢itih klasa serinskih proteaza u homogenatima celih larvi Bombyx mori V
stupnja izloZenih kratkotrajnom dejstvu visoke temperature. Pokazana je pozitivha
regulacija gena za tripsin pod dejstvom visokih temperatura kod lutke Delia
antiqua (Chen et al., 2005a). Promena odgovora na dejstvo razlicitih temperatura
je ustanovljena za proteazu i amilazu srednjeg creva larvi Morimus funereus
izloZenih dejstvu temperature od 352C (Ivanovi¢ et al., 1987). Aktivnost oba
enzima je smanjena sedam dana nakon izlaganja stresnoj temperaturi (Ivanovic et
al., 1992). Kod larvi Morimus funereus, promene aktivnosti digestivnih enzima pod
delovanjem poviSenih temperatura povezane su sa aktivno$¢u neurosekretnih
neurona. Tako je, na primer, ustanovljena pozitivna korelacija izmedu aktivnosti
digestivnih proteaza i veliCine A1 neurosekretnih neurona (Lekovi¢ et al.,, 2001).

Kompenzacija aktivnosti proteaza kod larvi Tenebrio molitor aklimatizovanih na
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niske temperature (Appelbaum et al., 1964) je takode povezana sa aktivnoscu

medijalnih neurosekretnih neurona (Jankovic-Hladni & Grozdanovic, 1969).

Aktivnost ukupnih proteaza u naSem eksperimentu nije pokazala znacajnu
promenu u zavisnosti od temperature na kojoj su larve gajene do cetvrog larvenog
stupnja (Tabela 16). Medutim, temperaturne norme reakcije jesu zavisile od
nutritivnog kvaliteta hrane, kako od sadrZaja proteina, tako i od sadrZaja ugljenih
hidrata. Pokazan je znacajan trend porasta aktivnosti ukupnih proteaza sa
povetanjem temperature na nutritivno najsiromasijoj (h4) i pad aktivnosti na
nutritivno najbogatijoj hrani (h1) (Tabela 16). Pored toga, u odgovoru na porast
temperature aktivnost ukupnih proteaza raste na dijeti sa niskim sadrzajem
proteina i smanjuje se na dijeti sa visokim sadrZajem proteina (Tabela 17). Trend
povecanja aktivnosti sa porastom temperature uocava se i kod larvi na dijeti sa
niskim sadrZajem ugljenih hidrata. Ovi kompenzatorni odgovori ukazuju na
prilagodavanje sinteze i sekrecije proteaza u uslovima poviSenih temperatura i
nutritivnog stresa. Kompenzatorni odgovor treba da omogu¢i zadovoljavanje
povecanih potreba za proteinima, usled povecanja relativne brzine rasta na visSim

temperaturama, ali i da kompenzuje nepovoljne efekte visokih temperatura.

Enopeptidaza elastaza i egzopeptidaza, leucin aminopeptidaza, pokazuju
obrnut obrazac aktivnosti u odnosu na temperaturu. Dok aktivnost elastaze raste
sa porastom temperature, aktivnost leucin aminopeptidaze se smanjuje pri istom
temperaturnom trendu (Slika 8 i 10, Tabela 16). Ovakvi odnosi aktivnosti mogu
ukazati na razli¢it temperaturni optimum enzima, promenu kvantitativnih odnosa
izmedu endo i egzopeptidaza uslovljenu promenom temperature, kao i na razlike u
odgovoru slobodnih i membranski vezanih enzima (leucin aminopeptidaza) na
povecanje temperature. Leucin aminopeptidaza lepidoptera je membranski vezan
enzim (Valaitis, 1995) pa povecanje temperature koje dovodi do povecane
fluidnosti i promene sastava i strukture membranskih lipida (Hazel, 1995;
Hochachka & Somero, 2002; van Dooremalen et al., 2011) moZe uticati na promenu

aktivnosti enzima. Sa porastom temperature korelacije izmedu endopeptidaza i
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egzopeptidaze-leucin aminopeptidaze se povecavaju na nutritivno najbogatijoj i
smanjuju na nutritivno najsiromasnijoj dijeti (Tabele 24, 25 i 26), Sto moze
ukazati da u uslovima delovanja stresnih temperatura, koje indukuju stvaranje
reaktivnih  molekula kiseonika i oksidativni stres u Celijama, leucin
amninopeptidaza moZe zajedno sa detoksifikacionim enzimima ucestvovati u
prevazilaZzenju negativnih posledica narusSavanja Celijske homeostaze (Matsui et al.,

2006).

Endokarbohidraza, a-amilaza i egzokarbohidraza, a-glikozidaza, slicno endo i
egzopeptidazama, pokazuju ,obrnut” obrazac aktivnosti sa porastom temperature
- aktivnost endokarbohidraze se povecava, a aktivnost egzokarbohidraze se
smanjuje sa porastom temperature (Tabela 18; Slike 11 i 12). Ovakav , obrnut”
obrazac aktivnosti izmedu endo i egzokarbohidraze u odgovoru na povecanje
temperature, moZe ukazati na razli¢ite mehanizme regulacije njihove aktivnosti na
razlic¢itim temperaturama. Temperaturne norme reakcije aktivnosti amilaze zavise
od sadrZaja proteina i ugljenih hidrata u hrani. Porast temperature dovodi do
povecanja aktivnosti amilaze na nutritivno bogatoj (h1 i h2) i smanjenja aktivnosti
na nutritivno siromasnoj hrani (h3 i h4) (Tabela 18). Porast temperature dovodi i
do tendencije porasta aktivnosti amilaze na visokim proteinima (Tabela 19). U
odgovoru na povecanje temperature, porast aktivnosti amilaze je ve¢i na niskim,
dok se na visokim ugljenim hidratima aktivnost amilaze ne menja znacajno sa
temperaturom (Tabela 19), a osetljivost amilaze na nizak sadrzaj proteina u dijeti
se povecava ukoliko je i sadrZaj ugljenih hidrata nizak (Tabela 19). Ove interakcije
ukazuju na znacaj prilagodavanja aktivnosti amilaze u zavisnosti od sadrZaja
proteina i ugljenih hidrata u hrani u odnosu na temperaturu (T x Hr, Tx Ugi T x

Pr) i prilagodavanja u odnosu na njihov relativan odnos (Ug x Pr).

Jedina znacCajna i pozitivna korelacija izmedu aktivnosti a-amilaze i o-
glikozidaze je na nutritivno bogatoj hrani i poviSenoj, stresnoj temperaturi
(Tabela 26). Moguce je da se na poviSenoj temperaturi veca koliCina energije trosi

na sintezu digestivnih, kao i drugih klasa enzima, koji treba da obezbede dovoljnu
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koli¢inu proteina (amino kiselina) i dovoljno energije neophodne za brz rast, ali i
za prevazilaZenje negativnih posledica delovanja poviSenih temperatura. Znacajne
negativne fenotipske korelacije izmedu aktivnosti a-amilaze i lipaze i znacajna
pozitivna korelacija izmedu a-glikozidaze i lipaze na suboptimalnoj temperaturi i
nutritivno bogatoj hrani (Tabela 24), mogu ukazati na kompenzatorne odgovore
endo i egzokarbohidraza na suboptimalnim temperaturama u zavisnosti od

nutritivnog sadrzaja hrane.

Kod nekih vrsta je pokazano da aktivnost amilaze zavisi od aklimacije na
razlicite temperature. Urbasek i Rusek (1994) su pokazali poviSenu amiloliticku
aktivnost planinskih populacija kolembole Tetrodontophora bielanenis
aklimatizovanih na niZe temperature. Aktivnost amilaze se povecala aklimacijom
na nisku temperature i kod Onychiurus arcticus, a sa poveanjem temperature
doslo je do sporijeg smanjivanja aktvnosti u odnosu na aktivnost kod vrsta
adaptiranih iz umerenih regiona adaptiranih na vise temperature (Sustr & Block,

1998).

Postoji malo podataka o ekspresiji digestivnih lipaza kod razli¢itih vrsta
insekata na razli¢itim biljkama domacinima i u razli¢itim temperaturnim uslovima
(Terra & Fereirra, 2005; Heidel-Fischer et al., 2012). Ve¢ina podataka se odnosi na
aktivnost lipaza u zavisnosti od sadrZaja makronutrijenata u hrani (Zinke et al,,
2002; Grillo et al., 2007; Lwlalaba et al., 2010). Aktivnost lipaze je u proseku visa
na temperaturi od 19°C i smanjuje se sa porastom temperature (Tabela 20; Slika
13). Na nepovoljim temperaturama, 19 i 28°C dolazi do porasta aktivnosti lipaze
na nutritivno siromasnoj hrani, odnosno hrani sa niskim sadrZajem proteina (Slika
13), Sto moze ukazati na potrebu maksimalnog koriS¢enja hranljivih materija kada
je njihova koncentracija u hrani niska, naroc¢ito na suboptimalnoj temperaturi,
(detaljnije, pogledati na str. 13). Negativna korelacija ukupnih proteaza, kao i svih
proteolitickih enzima ponaosob, sa lipazom na temperaturi 23°C i hrani sa visokim
sadrZzajem proteina i ugljenih hidrata (Tabela 24, 25 i 26), ukazuje da nije

neophodna visoka aktivnost lipaze da bi se obezbedila dovoljna koli¢ina energije
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za razlicite fizioloSke procese razgradnjom lipida u optimalnim uslovima gajenja.
Na suboptimalnoj temperaturi i nutritivno siromasnoj hrani (h4), aktivnost lipaze
je u znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa kiselim fosfatazama (Tabela 24).

Digestivne fosfataze pokazuju obrnut obrazac aktivnosti u odnosu na
temperaturu - specificna aktivnost alkalnih fosfataza raste, a aktivnosti kiselih
fosfataza se smanjuju sa porastom temperature (Tabela 22; Slika 14, 15 i 16).
Temperaturne norme reakcije aktivnosti alkalnih fosfataza zavise od nutritivhog
sadrZaja hrane, na Sta upucuju znacajne interakcije izmedu temperature i hrane,

kao i temperature i sadrZaja proteina i sadrzaja ugljenih hidrata (Tabela 22 i 23).

Pokazano je da su alkalne fosfataze Drosophila digestivnog trakta deo odgovora
na delovanje razlicitih stresora, ukljucuju¢i i visoku temperaturu. Nakon izlaganja
toplotnom stresu, aktivnost alkalnih fosfataza se prvo smanjuje a potom raste
(Sukhanova et al., 1996). Aktivnost ALP u stresnim uslovima je regulisana nivoom
hormona stresa, dopamina i oktopamina, ¢ija sinteza i sekrecija izmedu ostalog,
zavise od juvenilnog hormona (JH) i hidroksiekdizona (20 HE) (Grutenko et al.,
2004; Rauschenbach et al., 2007a). Juvenilni hormon se sintetiSe u corpora allata i
vazan je i u otpornosti insekata na visoke temperature. Povecanje sinteze i
sekrecije JH, nakon jednog sata delovanja visokih temperatura kod Drosophila
virillis i D. melanogaster, dovodi do sniZavanja nivoa dopamina i do povecanja
aktivnosti alkalnih fosfataza (Rauschenbach et al, 2007b). Tretman Zenki
Drosophila virilis i D. melanogaster JH i 20HE dovodi do znacajne promene
intenziteta odgovora (u smislu povecanja) alkalnih fosfataza na delovanje
toplotnog stresa (Rauschenbach et al, 2007b). Za razliku od prethodnog,
povecanje nivoa dopamina u stresnim uslovima dovodi do smanjene aktivnosti
alkalnih fosfataza Drosophila (Bogomolova et al, 2010), a smanjena sinteza
juvenilnog hormona, usled ablacije corpora allata, dovodi smanjene aktivnosti ALP
i do modulacije aktivnosti alkalnih fosfataza u toplotnom stresu kod Drosophila
(Gruntenko et al., 2012). Wojewodicz i sar. (2011) su pokazali da temperatura
znacajno utiCe na ekspresiju alkalnih fosfataza Daphnia magna i da je uticaj
temperature znacajniji od koncentracije fosfora u hrani. Povecana aktivnost
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enzima na niZim temperaturama (overekspresija) zajedno sa nedostatkom fosfora,
predstavlja kompenzatorni odgovor koji omogucava neophodnu aktivnost enzima

u oslobadanju dovoljne kolic¢ine fosfora za rast.

Povecanje temperature dovodi do smanjenja aktivnosti ukupnih i lizozomalnih
kiselih fosfataza (Tabela 22, Slike 15 i 16). NaSi nalazi su u skladu sa nalazima
drugih autora na lepidopterama, koji uglavnom pokazuju sniZavanje aktivnosti
kiselih fosfataza sa porastom temperature, pri Cemu se ve¢ina podataka odnosi na
masno telo, hemolimfu, a manji broj na digestivne fosfataze. Pandey i sar. (2012)
su na svilenoj bubi Antheraea mylitta pokazali povecanu aktivnost kiselih fosfataza
masnog tela na niZim temperaturama u odnosu na prirodne uslove u kojima
temperature variraju u opsegu 35-45°C, kao i generalno viSu aktivnost ACP
masnog tela u odnosu na hemolimfu, bez obzira na temperaturu. Izlaganje larvi
Philosamia ricini niskoj temperaturi (aklimacija na 10°C u trajanju od sedam dana)
dovodi do znacajnog povecanja aktivnosti i kiselih i alkalnih fosfataza u masnom
telu i Zlezdama koje stvaraju svilu i smanjenja aktivnosti ACP u hemolimfi (Singh et
al, 2010). Pokazan je znacajan porast aktivnosti kiselih fosfataza tokom
embrionalnog razvi¢a pirinCanog moljca, Corcyra cephalonica (Lepidoptera) sa
sniZavanjem temperature od 28°C na 24°C, kao i znacajno produZavanje razvic¢a na
niZoj temperaturi usled smanjene aktivnosti kiselih fosfataza (Chaubey et al,
2010). Ovi nalazi govore u prilog rezultatima na gubaru u ovom radu po kojima je
aktivnost kiselih fosfataza u znacajnoj pozitivnoj korelaciji jedino sa trajanjem
razvica, i to na nutritivno siromasnoj hrani i optimalnoj i poviSenoj temperaturi

(Tabela 291 30).

Povecana aktivnost enzima na temperaturi niZoj od optimalne, putem
povecanja koncentracije enzima i/ili povecanjem afiniteta enzima za supstrat,
moZe predstavljati kompenzatorni odgovor koji omogucava viSu aktivnost enzima
na niZim temperaturama (Hochachka & Somero, 2004). Kompenzatorni mehanizmi
tokom aklimacije mogu biti povecana ekspresija iste izofoforme enzima i/ili

ekspresija novih izoformi sa razlic¢itim kinetickim karakteristikama.

146



Obrnuti obrasci aktivnosti u odgovoru na delovanje temperature, tj. porast
aktivnosti nekih enzima uz istovremeno smanjivanje aktivnosti drugih enzima sa
porastom temperature, kao Sto je ustanovljeno za endo i egzopeptidaze (elastaze i
leucin aminpeptidaze), endo i egzokarbohidraze (a-amilaze i a-glikozidaze) i
akalnu i kisele fosfataze, ukazuju na evoluciju razli¢itih mehanizama regulacije

ovih enzima u uslovima delovanja nepovoljnih temperatura.
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5.4. REZISTENTNOST NA VISOKU TEMPERATURU

Organizmi su u prirodnim uslovima konstantno izloZeni promenama
razlicitih faktora Zivotne sredine, koji mogu varirati od kratkotrajnih fluktuacija
tokom individualnog razvica do dugotrajnih promena tokom viSe generacija.
Sposobnost da detektuju, tolerisu i/ili se adaptiraju na promene Zivotne sredine je
klju¢na za prezivljavanje individua i populacija (Cossins & Bowler, 1987; Boggs,
2009; Chown et al, 2010; Terblanche et al, 2010). Insekti koriste razlicite
mehanizme da preZive stresne uslove medu kojima je fenotipska plasticnost veoma
vazna (West-Eberhard, 2003; Pigliucci, 2005; Whitman, 2009). Fenotipska
plasti¢nost izazvana promenama temperature je prisutna kod veéine organizama
(Angiletta, 2009), a kod insekata ona ukljuCuje kratkotrajnu aklimaciju
(hardening), razvojnu plasticnost i aklimaciju/aklimatizaciju, $to podrazumeva
prilagodavanja na razli¢itim nivoima bioloske organizacije (Chown & Terblanche,
2007; Moczek, 2010).

Larve gubara najduZe preZivljavaju stresnu temperaturu od 36°C ako su
prethodno, do 3. dana IV stupnja, gajene na optimalnoj temperaturi od 23°C
suprotno pretpostavci da ¢e prethodna aklimacija na 28°C omoguciti prednost u
prezivljavanju stresne temperature od 36°C (Slika 17, Tabele 32 i 33).
Pretpostavka je da aklimatizacija na odredene uslove Zivotne sredine povecava
adaptivnu vrednost u toj sredini u odnosu na organizme koji nisu imali moguc¢nost
da se aklimatizuju (Leroi et al., 1994), odnosno da prethodno izlaganje umereno
stresnim uslovima omogucava organizmu da se prilagodi na stres veceg intenziteta
putem fizioloskih, morfoloskih ili promena u ponasanju. Leroi i sar. (1994) su
odbacili hipotezu o povoljnom efektu aklimacije, jer je u eksperimentu na
Escherchia coli aklimovanih na temperaturama 32° i 41.52C tokom 7 generacija,
pokazano znacajno smanjenje performanse grupe aklimovane na 41.5°C i na test
temperaturi 41.5°C i na 32°C. Hipoteza o korisnosti aklimacije (eng. beneficial
acclimation hypothesis) je dovedena u pitanje i u drugim slucajevima (Huey &
Berrigan, 1996, 1999; Wilson & Franklin, 2002; Woods & Harrison, 2002; Deere &
Chown, 2006; Geister & Fischer, 2007). Rezultati ovog rada nacelno govore u prilog
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hipotezi o Stetnosti aklimacije, koja predvida znacCajno smanjenje performanse
organizma izloZenih ekstremnim uslovima (temperaturama) ukoliko su prethodno
bili izloZeni stresu umerenog intenziteta u odnosu na organizme gajene u
optimalnim uslovima (Loeschcke & Hoffmann, 2002). Takode, nalazi na gubaru
ukazuju na verodostojnost hipoteze o optimalnoj temperaturi tokom razvica, koja
predvida da organizmi gajeni na umerenim temperaturama imaju vecu adaptivnu
vrednost u razli¢itom opsegu temperatura, u odnosu na organizme gajene na nizim
odnosno poviSenim temperaturama (Zamudio et al., 1995; Huey & Berrigan, 1996,
1999). Medutim, rezultati na Cydia pomonella aklimovanih u laboratorijskim
uslovima na temperaturama 20, 25 i 30°C, pokazuju da prethodna aklimacija na
niZe temperature poboljsava performansu na nizim temperaturama u prirodi. Cena
aklimacije na niskim temperaturama podrazumeva loSiju performansu na viSim
temperaturama, dok aklimacija na poviSene temperature u laboratorijiskim
uslovima omogucava bolju performansu adulta u razli¢itom opsegu temperatura u
prirodi u odnosu na organizme bez prethodne aklimacije i/ili one aklimovane na
niZim temperaturama. Ovakvi nalazi bi, dakle, govorili u prilog hipotezi o
povoljnim efektima aklimacije (Chidawanyika & Terblanche, 2011b). U
eksperimentu na adultima Liriomyza huidobrensis je pokazano da kratkotrajna
aklimacija na poviSene temperature (32 i 35°C) =znacajno povecava
termotolerantnost prema visokim ali ne i niskim temperaturama (Huang et al,
2007). Takode, u ovom radu na gubarima nije potvrdjena hipoteza po kojoj stres
umerenog intenziteta ima pozitivan, hormeticki efekat na preZivljavanje na visokoj
temperaturi od 36°C (Kristensen et al., 2003; Hercus et al., 2003; Scannapieco et
al, 2007; Sorensen et al., 2008). Smatra se da se u osnovi hormeti¢kog odgovora na
dejstvo visokih temperature nalazi sinteza Hsp (Kristensen et al., 2003; Sorensen
et al., 2008). U eksperimentu na vo¢nim musSicama, Ceratitis capitata i Ceratitis
rosa, pokazano je da aklimacija na poviSenu temperaturu, u trajanju od nekoliko
Casova/nekoliko dana, znacajno poboljSava tolerantnost prema visokim
temperaturama (Nyamukondiwa & Terblanche, 2010), ali da je trajanje aklimacije

koja ima pozitivne efekte ograniceno (Weldon et al., 2011). Brakefield i sar. (2007)
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su na Bicyclus sp. pokazali da razvojna plasti¢nost i aklimacija zajedno doprinose
adaptivnim odgovorima na stres izazvan promenom temperature, hrane i
vlaZnosti. U eksperimentu na Drosophila melanogaster gajenih na temperaturama
18° i 25°C je pokazano da adulti koji su gajeni na temperaturi od 18°C imaju vecu
rezistentnost na gladovanje, oksidativni i toplotni stres, a analizom sastava lipida,
proteina i glikogena je utvrdjen povecan nivo ovih materija i smanjena ekspresija
gena Imd puta, vezanih za antimikrobni imuni odgovor. Svi ovi rezultati mogu se
povezati sa uzrokom povecane rezistentnosti na stres kod organizama aklimovanih

na nizoj temperaturi (Kim et al., 2011).

Fizioloski efekti aklimacije ne moraju uvek biti adaptivni. Aklimacija na
temperaturu Kkoja je za 4°C niza odnosno visa u odnosu na optimalnu temperaturu
gajenja u trajanju od 7-9 dana, kod Acheta domesticus dovodi do znacajnog
povetanja mortaliteta (Lachenicht et al, 2010). Takode, laboratorijski
eksperimenti ukazuju da evolucija u uslovima konstantnih temperatura moze
smanjiti adaptivnu vrednost na ekstremno niskim/visokim temperaturama (Krebs
et al, 2001; Kingsolver & Nagle, 2007; Kingsolver et al, 2009), odnosno da
aklimacija na odredeni opseg temperatura moZe dovesti do wuzajamnih
ogranic¢enja/cene u drugacijim temperaturnim uslovima (Angilletta et al., 2002)
najcesSc¢e kroz smanjeni fekunditet (Silbermann & Tatar, 2000; Huang et al., 2007;
Marshall & Sinclair, 2010). Pokazano je da povecanje termotolerantnosti usled
povecanja broja kopija gena za Hsp “na duZe staze” ima za posledicu smanjeno
preZivljavanje (Solomon et al, 1991; Krebs & Feder, 1997, 1998; Gong & Golic,
2006; Bettencourt et al, 2008). Povecanje termalne tolerantnosti moze biti
povezano sa smanjenim kapacitetom za aklimaciju na temperaturu kod morskih
artropoda (Stillman, 2003). Medutim, Calosi i sar. (2008) nisu pokazali uzajamna
ograniCenja izmedu termalne tolerantnosti i kapaciteta za aklimaciju kod
“vodenih” buba Dendronectes sp. (Coleoptera). Gornja temperaturna granica
odreduje kapacitet za aklimaciju. Vrste sa najmanjom tolerantnos¢u na visoke
temperature imaju i najmanji kapacitet za aklimaciju i najosetljivije su na uticaj
klimatskih promena (Calosi et al., 2008).
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U nasem eksperimentu nije bilo kratkotrajnog pretretmana, ve¢ su larve
izlagane temperaturi koja je za 4-5°C viSa, odnosno niZa od optimalne temperature
gajenja. PoviSena temperatura je bila ispod praga indukcije Hsp. Na razli¢itim
divljim i/ili domestifikovanim sojevima Bombyx mori, Cije Celije u in vitro uslovima
karakteriSe visoka termorezistentost, odnosno sinteza Hsp na temperaturama koje
se pribliZavaju 48°C, aklimacija ne mora biti povezana sa sintezom Hsp ukoliko je u
opsegu “blago” poviSenih temperatura (Manjunatha et al, 2010).
Termotolerantnost moze biti uspostavljena i hroni¢nim izlaganjem temperaturama
koje su ispod praga indukcije Hsp70 kao i pove¢anom aktivno$c¢u antioksidativnih
enzima (Hall et al., 2000; Jia et al., 2011; Celino et al, 2011). Antioksidativni
enzimi, katalaza, glutation transferaza i superoksid dismutaza zajedno sa Hsp,
pomazu da se smanji lipidna peroksidacija membrana nastala delovanjem niskih
i/ili visokih temperatura kod Bactrocera dorsalis (Jia et al., 2011). Povecana
termostabilnost celijskih membrana (Hazel, 1995; Hochachka & Somero, 2002;
Overgaard et al, 2008), povecanje koncentracije krioprotektanata kao S$to je
sorbitol, koji u fizioloskim koncentracijama povecava termalnu stabilnost proteina
i sprecava njihovu agregaciju odrzavaju¢i katalitiCku aktivnost enzima na viSim
temperaturama (Wolfe et al., 1998; Salvucci, 2000; Salvucci et al., 2000), oCuvanje
funkcije membranskih proteina kao Sto su jonske pumpe, Na+/K+-ATPaza i
modulacija provodnosti K* (Robertson, 2004), doprinose termotolerantnosti i
mogu smanjiti potrebu za Hsp (Barua & Heckathorn, 2004). Sinteza Hsp je
energetski skup proces i obi¢no je povezana sa smanjenom i/ili prestankom

sinteze drugih proteina u celiji (Parsell & Lindquist, 1994).

Nakon treceg dana IV stupnja, larve gubara, prethodno aklimovanih na 19 i
28°C, izloZene su stresnoj temperaturi od 36°C, na kojoj gubar ne moze da zavrsi
razvi¢e. Ova temperatura indukuje sintezu Hsp, dok normalna sinteza proteina
nakon uklanjanja larvi gubara iz temperaturno stresnih uslova nastupa nakon 1-3
sata (Yocum et al., 1991). Mehanizmi koji stoje u osnovi odgovora na tolotni stres
(eng. heat shock response) tokom individualnog razvi¢a nisu u potpunosti
razjaSnjeni. Efekat poviSene ekspresije Hsp je kratkotrajan, a dugotrajno izlaganje
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povisenim temperaturama prevazilazi njihov kapacitet u odrzavanju temperaturne
tolerantnosti (Denlinger & Yocum, 1998). Razli¢ite klase Hsp imaju razlicite
funkcije, Celijsku lokalizaciju, tkivnu specificnost, mehanizme regulacije i razlicitu
ekspresiju na razli¢itim temperaturama aklimacije (Barua & Heckathorn, 2004).
Rezultati rada Ilijin (2009) ukazuju na mogucu ekspresiju razlicitih formi hit Sok
proteina kod larvi gubara koje su do ulaska u IV stupanj gajene na optimalnoj
temperaturi od 23°C, a potom izlagane stresnoj temperaturi od 35°C u trajanju od
1, 12 ili 24 casa. Nesporno je da sinteza Hsp70 ima klju¢nu ulogu u preZivljavanju
akutnog delovanja visokih temperatura (Feder & Hofmann, 1999; Hoffmann et al.,
2003; Sorensen et al, 2003), kao i da inducibilni Hsp imaju vaZnu ulogu u
termotolerantnosti i rezistentnosti na visoke temperature (Kregel, 2002; Gong &
Golic, 2006; Bettencourt et al., 2008; Bahrndorff et al., 2009). Medutim, uloga Hsp u
termotolerantnosti zavisi od vrste, tretmana i prethodne ,termalne
istorije”/pretretmana i ne mora uvek biti u pozitivnoj korelaciji sa ekspresijom
razlic¢itih formi Hsp (Yocum & Denlinger, 1992; Krebs & Feder, 1998; Johnson et al.,
2009; Bahrndorff et al., 2010; Jensen et al., 2010; Manjunatha et al., 2010; Li et al,,
2012; Bubliy et al., 2012). Treba imati u vidu da je najveci broj podataka o ulozi
Hsp, a posebno familije Hsp70 u inducibilnoj termotolerantnosti vezan za
kratkotrajnu aklimaciju. Kratkotrajna aklimacija podrazumeva jedno i/ili
ponovljena izlaganja temperaturi koja je za nekoliko stepeni niZa od letalne
temperature za datu vrstu u trajanju od nekoliko minuta do nekoliko ¢asova (ta
temperatura je iznad praga indukcije Hsp), a nakon toga sledi izlaganje toplotnom
Soku velikog intenziteta (Yocum & Denlinger, 1992; Tiwari et al., 1995; Gong &
Golic, 2006; Huang et al., 2007; Bettencourt et al., 2008; Bahrndorff et al., 2009).
Takode, u okviru familije Hsp70, treba praviti razliku izmedu konstitutivnhog
Hspc70 koji je prisutan u Celiji u “normalnim” uslovima i inducibilnog Hsp koji se
sintetiSe nakon delovanja razlicitih stresora (Kregel, 2002; Mayer & Bukau, 2005).
Odgovor na toplotni stres, koji nastaje nakon kratkotrajne aklimacije, menja
transkripciju i translaciju velikog broja gena, od kojih mnogi nisu direktno

povezani sa sintezom Hsp (DiDomenico et al, 1982; Sorensen et al, 2005a).
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Ekspresija razli¢itih klasa Hsp kod insekata je razlicita na razli¢itim (visokim)
stresnim temperaturama (Evgenev et al., 1987; Lerman & Feder, 2001; Haung et
al, 2007; Velu et al, 2008; Karl et al., 2012), u razli¢itim stupnjevima razvica
(Sharma et al., 2007; Bowler & Terblanche, 2008; Zhao & Jones, 2012) i u razli¢itim
tkivima (Garbuz et al., 2002; Tachibana et al., 2005; Velu et al., 2008; Manjunatha
et al, 2010; Li et al., 2012). Vazno je napomenuti i razli¢itu ulogu Hsp u oporavku
nakon toplotnog stresa (Lakhotia et al., 2002; Gong & Golic, 2006; Sharma et al.,
2007; Velu et al., 2008).

Uticaj temperature i nutritivnog kvaliteta hrane na rezistentnost larvi
gubara prema visokoj stresnoj temperaturi ustanovljen u ovom radu, ukazuje da
efekat ovih sredinskih faktora znacajno zavisi kako od njihovih direktnih uticaja,
tako i od medusobnih interakcija. Larve najduZe preZivljavaju stresnu temperaturu
od 36°C na nutritivno najsiromasnijoj hrani, dok visok sadrzaj proteina i ugljenih
hidrata znacajno skracuje vreme prezivljavanja (Slika 17, Tabele 32 i 33). Znacaj
ovih interakcija ogleda se i u trendu porasta rezistentnosti na stresnu temperaturu
sa porastom temperature gajenja od 19-23-28°C na nutritivno najbogatijoj hrani,
dok je na nutritivno najsiromasnijoj hrani ustanovljeno skracivanje vremena
prezivljavanja sa porastom temperature gajenja. Takode, porast rezistentnosti u
odgovoru na nizak sadrzaj proteina je veci ukoliko je i sadrzaj ugljenih hidrata u
hrani nizak. Temperatura gajenja ima marginalno znacajan uticaj na trajanje IV
stupnja na stresnoj temperaturi, dok visok sadrzaj proteina u dijeti znacajno

skraluje trajanje ovog stupnja na stresnoj temperaturi (Slika 18, Tabela 32).

Ishrana tokom larvenog razvi¢a utice na rezistentnost na stres izazvan
delovanjem temperature (Smith et al., 2007; Andersen et al., 2010; Verdu et al.,
2010). Pokazano je da smanjeni kalorijski unos hrane (caloric restriction)
poboljSsava termotolerantnost (Wenzel, 2006; Smith et al, 2007) i moZe imati
pozitivan uticaj na povecanje duZine Zivota kod insekata (Min et al., 2007), kao i
nizak odnos proteina u odnosu na ugljene hidrate (Simpson & Raubenheimer,

2009). Smanjena kalorijska vrednost hrane kod pacova uzrokuje smanjeno
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stvaranje reaktivnih molekula kiseonika i smanjenu akumulaciju Hsp i povezana je
sa indukcijom primarnih antioksidativnih enzima, Mn/CuSOD i translokacijom
katalaze iz citoplazme u jedro ¢elija jetre (Hall et al., 2000). Kada je kvalitet resursa
smanjen, aklimacija na visoku temperaturu kod Drosophila melanogaster dovodi do
povecanog prezivljavanja a manje veliCine adulta (Bochdanovits & De Jong, 2003).
Aklimacija kod D. melanogaster na visoku, odnosno nisku temperaturu i nutritivno
siromasnu hranu dovodi do razlika u sticanju, efikasnosti koriS¢enja i raspodeli
resursa. Na visokoj temperaturi i siromasnoj hrani, ve¢i deo resursa se usmerava
na prezivljavanje nepovoljnih uslova a ne u rast, Sto uzrokuje manju veli¢inu tela.
Na niskim temperaturama i nutritivno siromasnoj hrani resursi se viSe usmeravaju
na povecanje mase, jer to povecava adaptivnu vrednost na niskoj temperaturi.
Povecéan unos nutritivno bogate hrane na viSim temperaturama moZe imati svoju
cenu Kroz smanjeno prezivljavanje (Chippindale et al, 1998). Brojni rezultati,
medutim, ukazuju na suprotne zakljucke. Andersen i sar. (2010) na Drosophila
melanogaster su pokazali da larve gajene na proteinski bogatom medijumu u
adultnom stupnju imaju povecanu otpornost na delovanje visokih temperatura (i
isuSivanje), kao i povecanu ekspresiju gena za Hsp70, dok one gajene na medijumu
sa visokom koncentracijom ugljenih hidrata imaju brzi oporavak od kome izazvane
hladno¢om. Kod pacova hranjenih dijetom sa visokom koncentracijom saharoze,
doslo je do povecane ekspresije gena za Hsp70 i 27, Sto moZe ublaziti efekat

delovanja razlicitih stresora (Kanazawa et al., 2003).

Toplotni stres naruSava celijsku homeostazu (Malmendal et al., 2006),
dovodi do smanjenja koncentracije metabolita uklju¢enih u energetski
metabolizam: glukoze, trehaloze i glikogena i do povecanja koncentracija
slobodnih amino Kkiselina, narocito onih koje su prekursori hormona stresa,
dopamina i oktopamina (Sukhanova et al, 1997; Hirashima et al., 2000). Vise
temperature dovode do povecanja intenziteta metabolizma (Clarke & Fraser,
2004). Odgovor gena osetljivih na delovanje toplotnog stresa ukazuje da
dugotrajno/produZeno izlaganje poviSenoj temperaturi dovodi do supresije
Celijskog rasta, popravke oStecenih i de novo sinteze proteina, izaziva oksidativni
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stres, uti¢e na imune funkcije organizma i preraspodelu i usmeravanje energije u
ove procese (Kassahn et al., 2007). Sve ovo ukazuje da je odgovor na stres veoma
kompleksan. Mnogi od ovih odgovora mogu biti razlog zaSto larve gajene na 19 i
28°C u naSem eksperimentu imaju krace vreme prezivljavanja na temperaturi od

36°C u odnosu one gajene na optimalnoj temperaturi.

Broj presvlacenja kao parametar rezistentnosti na visoku temperaturu,
ustanovljen u ovom radu, pokazuje na koji nac¢in uslovi gajenja uticu na sposobnost
larvi gubara da se presvlace na stresnoj temperaturi od 36°C. Poredenje broja
presvlacenja larvi na stresnoj temperaturi od 36°C, u odnosu na nutritivni kvalitet
hrane, je pokazalo da najve¢i broj presvlacenja imaju larve koje su gajene na
dijetama siromaSnim ugljenim hidratima, a najmanji broj presvlaCenja je
ustanovljen na hrani koja ima najmanji odnos proteina i ugljenih hidrata, kada su
one do IV stupnja bile gajene na 19°C (Slika 19). Negativan efekat ove hrane je
pokazan i na temperaturama 28°C i 23°C, pa se moZe se zakljuciti da je hrana koju
karakteriSe disbalans proteina u odnosu na ugljene hidrate, najnepovoljnija za

razvice u uslovima visoke stresne temperature.

Ukoliko se procenjuje uticaj hrane nezavisno od uticaja temperature na
sposobnost insekata da se presvlace u stresnim uslovima, gladovanje kao i nizak
sadrzaj ugljenih hidrata na pocetku poslednjeg larvenog stupnja, umesto
formiranja lutke dovode do pojave dodatnog stupnja (Jones et al., 1980, 1981; De
La Garza et al,, 1991; Cymbrowski et al
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5.5. INSEKTI I GLOBALNE KLIMATSKE PROMENE

Rezistentnost na toplotni stres je jedan od glavnih faktora koji odreduje
geografsko rasprostranjenje i brojnost insekata (Chown & Nicolson, 2004). Malo je
podataka koji se odnose na uticaj temperature na rast i prezivljavanje larvi gubara
narocito u kontekstu globalnih klimatskih promena (Hattenschwiler & Schafellner,
2004; Kocsis & Hufnagel, 2011). Porast CO2 u atmosferi dovodi do porasta
temperature, a u biljkama do smanjenja sadrzaja azota i povecanja sadrZzaja
ugljenih hidrata (Traw et al., 1996; Wiliams et al., 2000, 2003; Wang et al., 2009; Ji
et al, 2011). Interakcija razlicitih biotickih i abiotickih faktora u prirodnim
staniStima utice na kompleksnost normi reakcija razli¢itih osobina performanse
gubara (Rossiter et al., 1988; van Frankenhuyzen et al., 2008; Milenkovi¢ et al.,
2010). Pored povecanja CO2, povecanje temperature, promena koli¢ine padavina,
fotoperioda, kao i promene nutritivnog kvaliteta biljaka domacina uti¢u na
populacionu dinamiku i promenu areala rasprostranjenja ove izrazito polifagne

vrste (Gray, 2004; Vanhanen et al., 2007).

Gubar je vrsta sa eruptivnom populacionom dinamikom i pokazuje
periodicne fluktuacije brojnosti gde prolazi kroz faze latence, progradacije,
kulminacije i retrogradacije (Elkinton & Liebhold, 1990). Povecanje temperature,
narocito u zimskom periodu, smatra se glavnim faktorom koji utiCe na areal
rasprostranjenja Sumskih insekata zbog smanjenja mortaliteta u tom periodu
(Veteli et al, 2005). Povecanje srednje dnevne maksimalne i minimalne
temperature za oko 1.5°C, kao posledica globalnih klimatskih promena, moze
dovesti do Sirenja opsega rasprostranjenja Lymantria dispar na sever i smanjivanja
opsega rasprostranjenja na jugu i do ukupnog povecanja areala rasprostranjenja
na podruéju severne Amerike za oko 16% (Gray, 2004). Promena areala
rasprostranjenja Lymantria dispar i Lymantria monacha kao posledica globalnog
zagrevanja u Evropi, moZe dovesti do pomeranja granice na sever za oko 500-700
km i povlacenja juZznog oboda za oko 100-900 km (Vanhanen et al, 2007).

Pokazano je da se u ravnicarskim liS¢arskim Sumama pojave prenamnoZenja
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gubara javljaju periodi¢no, svakih 10.6 godina, i da su sinhronizovane sa
temperaturom i koli¢inom padavina. Pik povecanja brojnosti populacija gubara
povezan je sa znacajnim povecanjem temperature u decembru, a pad sa znacajnim

povecanjem koli¢ine padavina u martu (Pernek et al., 2008).

Larve gubara mogu ,profitirati u nepovoljnim uslovima nutritivno
siromasne hrane, jer je rezistentost gubara na temperaturni stres u laboratorijskim
uslovima procenjena na osnovu vremena prezivljavanja, pokazala najvecu
vrednost upravo u takvim uslovima (Tabela 32). Nasuprot tome, ogranicavajuci
faktori prezivljavanja u laboratorijskim uslovima predstavljeni su prethodnom
aklimacijom na (konstantno) poviSenu temperaturu tokom ranih stupnjeva
larvenog razvica i visokim sadrzajem proteina i ugljenih hidrata u hrani (Slika 17,
Tabela 33). Najvecu osetljivost temperaturne tolerantnosti na povecanje sadZaja
proteina i ugljenih hidrata u hrani pokazuju larve koje su prethodno gajene na
optimalnoj temperaturi, a znacajan efekat interakcije sadrzaja proteina i ugljenih
hidrata pokazuje da je porast rezistentnosti u odgovoru na nizak sadrzaj proteina

veci ukoliko je i sadrzaj ugljenih hidrata nizak (Tabela 33).

Sve pomenute interakcije temperature i nutritivog sadrZaja hrane nam
ukazuju na kompleksnost odgovora u promenjenim uslovima Zivotne sredine i na
posledice variranja, ¢ak i u relativno ,uskom opsegu®, temperature i nutritivnog
sastava hrane na performansu larvi gubara, Sto zajedno i/ili u interakciji sa drugim
abiotickim faktorima moze uticati na promenu populacione dinamike i arel
rasprostranjenja ove vrste. PoSto se u prirodi gubar susrefe sa nutritivno i
temperaturno heterogenim sredinama, prednost moZe biti relativno sli¢na
performansa u razli¢itim sredinama (generalizam) u odnosu na specijalizaciju u

jednoj sredini.

U predvidanju efekata globalnih klimatskih promena, fizioloSki kapaciteti
vrsta i opseg u kome oni mogu da se menjaju bilo putem plasti¢nosti u okviru jedne
generacije ili transgeneracijski, tj. evolucijom, kao i promene plasticnih odgovora
ili njihovo odsustvo, kljuc¢ni su faktori koji ¢e odrediti biloski odgovor vrsta (Chown
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et al., 2010). Ukoliko evolucione promene ili plasticno prilagodavanje nisu moguci
i/ili njihov tempo ne prati promene u Zivotnoj sredini, demografski efekti mogu
voditi lokalnom izumiranju vrsta (Chevin et al., 2010; Hoffmann & Sgro, 2011).
Velika variranja temperature mogu smanjiti, ograniciti i/ili izazvati plasticne
odgovore u suprotnom smeru od onog koji se smatra adaptivnim (Chevin et al.,
2010; Chown et al., 2010). Insekti suoceni sa velikim temperaturnim ekstremima
mogu biti “prisiljeni” da se mnogo viSe oslanjaju na promene u ponasanju u borbi
sa klimatskim promenama (Huey et al, 2003), Sto povratno moZe uticati na
populacionu dinamiku i adaptivnhu vrednost (Kearney et al., 2010). Takode, iz
rezultata ovog rada postaje jasno da se u razmatranju ekoloskih i evolucionih
promena populacija gubara moraju se uzeti u obzir i raznovrsne interakcije

temperature sa drugim abiotickim i biotickim faktorima.
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ZAKLJUCCI

1. Uticaj i temperature i nutritivnog kvaliteta hrane na komponente

adaptivne vrednosti

1.1. Nutritivni kvalitet hrane nije ogranic¢avajudi faktor za preZivljavanje
larvi gubara za razliku od poviSene temperature, koja znacajno

smanjuje preZivljavanje u ranim larvenim stupnjevima (I-1V).

1.2. Uticaji temperature, sadrzaja proteina i sadrZaja ugljenih hidrata na
trajanje razvica do ulaska u IV larveni stupanj su medusobno nezavisni.
Suboptimalna temperatura i nizak sadrZaj proteina u hrani znacajno
produZavaju trajanje, dok nizak sadrzaj ugljenih hidrata pokazuje

trend skracivanja trajanja razvica.

1.3. Nepovoljne temperature, 19° i 28°C, kao i nutritivno siromasna hrana
znaCajno smanjuju masu larvi. SadrZaj ugljenih hidrata nema znacajan
uticaj na masu, ali je smanjenje mase u odgovoru na nizak sadrzaj

proteina vece ukoliko je i sadrzaj ugljenih hidrata u hrani nizak.

1.4. Nizak sadrZaj proteina i visok sadrZaj ugljenih hidrata u hrani
predstavljaju ogranicavajuce faktore za relativnu brzinu rasta larvi
(RGR). Iako nije pokazana =znacajna interakcija temperature i
nutritivnog sadrZaja hrane, RGR je osetljivija na nizak sadrzaj proteina

u hrani ako se larve gaje na povisenoj temperaturi.

2. Promene Kkvantitativno-genetickih parametara u nutritivno i

temperaturno heterogenim sredinama

2.1. Heritabilnost trajanja razvica do IV stupnja ne pokazuje znacajne

razlike izmedu razli¢itih uslova gajenja. Porast temperature znacajno
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2.2.

2.3.

2.4.

smanjuje heritabilnost mase larvi ako je u hrani nizak sadrzaj jednog ili

oba nurijenta.

Pokazana je znacajna varijabilnost fenotipske plasti¢nosti trajanja
razvi¢a u odgovoru na delovanje temperature, ali ne i u odgovoru na
variranje kvaliteta hrane. Za masu larvi nije pokazana varijabilnost

fenotipske pasti¢nosti.

Vecina genetickih korelacija izmedju trajanja razvi¢a i mase larvi je
negativna u nepovoljnim uslovima Zivotne sredine, tj. larve koje
karakteriSe duZe larveno razvi¢e istovremeno imaju i manju masu,
dok u optimalnim uslovima nisu detektovane znacajne korelacije

izmedu ovih osobina.

Sve geneticke korelacije izmedu sredina za trajanje razvica larvi su
pozitivne i nisu znacajno razlicite od ,1” tako da predstavljaju
ogranicCenje za evoluciju fenotipske plasti¢nosti. Geneticke korelacije
izmedu sredina za masu larvi su pozitivne i znacajno razlicite od ,1” i,
mada za masu larvi nije pokazana varijabilnost fenotipske plasti¢nosti,
evolucija plasticnosti je moguca usled znacajnih razlika u

heritabilnosti izmedu sredina.

3. Digestivna plasti¢nost u odgovoru na nutritivni i temperaturni stres

3.1.

3.2.

Digestivni enzimi koji u€estvuju u varenju proteina, ukupne proteaze i
tripsin, imaju niZu aktivnost na hrani sa visokim sadrzajem proteina u
odnosu na hranu sa niskim sadrZajem proteina, Sto ukazuje na

homeostatsku regulaciju njihove aktivnosti.

Kompenzatorni odgovor ukupnih proteaza na povecanje temperature
predstavlja povecanje aktivnosti sa porastom temperature (19°-23°-
28°C) na nutritivno najsiromasnijoj hrani i smanjenje aktivnosti na

nutritivno najbogatijoj hrani.
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3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

U odnosu na sadrzaj proteina u hrani, plasti¢ni odgovor ukupnih
proteaza predstavlja povecanje aktivnosti sa porastom temperature
na hrani sa niskim sadrzajem i smanjivanje aktivnosti na hrani sa

visokim sadrzajem proteina.

Aktivnost elastaze je visoka na hrani sa visokim sadrZajem proteina
$to ukazuje na mehanizam sekretagoge u regulaciji aktivnosti ovog

enzima.

Aktivnost leucin aminopeptidaze je visoka na hrani sa visokim
sadrZzajem proteina i ugljenih hidrata i menja se u zavisnosti od
interakcija ovih komponenti hrane. Aktivnost enzima je osetljivija na
promene sadrzaja proteina ako su larve hranjene dijetom sa visokim

sadrzajem ugljenih hidrata.

Digestivni enzimi koji u¢estvuju u varenju ugljenih hidrata, a-amilaza i
a-glikozidaza, pokazuju viSu aktivnost na hrani sa visokim sadrzajem
proteina i nizu aktivnost na hrani sa niskim sadrzajem proteina a
visokim sadrzajem ugljenih hidrata, kao i na nutritivno siromasnoj

hrani, Sto ukazuje na homeostatsku regulaciju njihove aktivnosti.

Kompenzatorni odgovor aktivnosti «-amilaze na variranje
temperature i kvaliteta hrane sastoji se u porastu aktivnosti sa
porastom temperature na nutritivno najbogatijoj hrani i smanjivanje
aktivnosti na nutritivno najsiromasnijoj hrani. U odnosu na sadrzaj
ugljenih hidrata, porast aktivnosti sa porastom temperature pokazan

je samo na dijetama sa niskim sadrZajem ugljenih hidrata.

Aktivnost lipaze je niZa na hrani sa optimalnim balansom proteina i
ugljenih hidrata u odnosu na hrane sa niskim sadrZajem proteina.
Kompenzatorni odgovor ovog enzima na nepovoljne temperature, 19 i

28°C, predstavlja porast aktivnosti na hrani sa niskim sadrzajem
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3.9.

proteina, kao i ve¢i porast aktivnosti na hrani sa niskim sadrzajem

proteina ukoliko je i sadrzaj ugljenih hidrata nizak.

Za aktivnost alkalnih fosfataza najznacajnije su interakcije sadrzaja
proteina i ugljenih hidrata u hrani. Aktivnost ovog enzima se smanjuje
sa porastom temperature na nutritivno najbogatijoj hrani a raste sa
porastom temperature na hrani sa niskim sadrzajem proteina,

odnosno niskim sadrZajem ugljenih hidrata.

3.10. Aktivnosti kiselih fosfataza (ukupne i lizozomalne) su niZe na hrani sa

3.11.

3.12.

3.13.

optimalnim balansom proteina i ugljenih hidrata u odnosu na hranu sa
manjim sadrZajem proteina u odnosu na ugljene hidrate. Proteini i
ugljeni hidrati imaju nazavisan uticaj na promenu aktivnosti ovih
enzima. Aktivnost kisele fosfataze je niZa na hrani sa visokim
sadrzajem proteina i viSa na hrani sa visokim sadrzajem ugljenih

hidrata.

Znacajna interakcija temperature i hrane, odnosno promena
temperaturnih normi reakcija u zavisnosti od nutritivnog sastava
hrane je pokazana za aktivnost ukupnih proteaza, leucin
aminopeptidaze, a-amilaze, lipaze i akalne fosfataze. U grupi enzima
kod kojih hrana i temperatura deluju nezavisno, tj. nisu pokazane
znacajne interakcije ovih faktora su elastaza, tripsin, a-glikozidaza i

kisele fosfataze.

Obrnuti obrasci aktivnosti u odnosu na delovanje temperature tj.
porast aktivnosti nekih enzima uz istovremeno smanjivanje aktivnosti
drugih enzima sa porastom temperature, ustanovljeni su za aktivnosti
endopeptidaze-elastaze i egzopeptidaze-leucin aminpeptidaze, endo i

egzokarbohidraze, a-amilazu i a-glikozidazu i akalnu i kisele fosfataze.

Uocene su i znacajne fenotipske korelacije izmedu pojedinih klasa

enzima, znacajne negativne korelacije izmedu proteolitickih enzima i
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kiselih fosfataza na hrani sa najmanjim odnosom proteina i ugljenih
hidrata, znacajne pozitivne korelacije izmedu proteolitickih enzima i
alkalnih fosfataza na nutritivno najsiromasnijoj hrani i znacajne
pozitivne korelacije kiselih fosfataza i lipaze na hrani siromasnoj
ugljenim hidratima - sve na nepovoljnim temperaturama. RazliCiti
obrasci aktivnosti pojedinih enzima u odnosu na delovanje
temperature, zajedno sa uocenim korelacijma izmedu pojedinih klasa
enzima u uslovima istovremenog delovanja nepovoljnih temperatura i
nutritivnog stresa, ukazuju na evoluciju razli¢itih mehanizama

regulacije ovih enzima u stresnim uslovima.

4. Rezistentost na visoku temperaturu

4.1.

4.2.

4.3.

4.4,

U uslovima delovanja stresne temperature od 36°C, prethodno
izlaganje poviSenoj temperaturi od 28°C znacajno skracuje vreme

preZzivljavanja na stresnoj temperaturi.

Larve gubara najduZe preZivljavaju temperaturu od 36°C na nutritivno
najsiromasnijoj hrani. Na nutritivno najbogatijoj hrani uocava se trend
porasta rezistentnosti na stresnu temperaturu sa porastom
temperature gajenja od 19-23-28°C, dok je na nutritivno
najsiromasnijoj hrani pokazan trend smanjenja vremena

preZzivljavanja sa porastom temperature gajenja.

Visoka koncentracija proteina i ugljenih hidrata u hrani znacajno
skraCuje vreme prezivljavanja. Porast rezistentnosti u odgovoru na
nizak sadrzaj proteina je veci ukoliko je i sadrZaj ugljenih hidrata u

hrani nizak.

Rezistentnost prema stresnoj temperaturi procenjena na osnovu
broja presvlacenja, ukazuje da na suboptimalnoj temperaturi gajenja,
najnepovoljniji efekat na sposobnost larvi da se presvlace na stresnoj

temperturi ima hrana sa najmanjim odnosom proteina i ugljenih
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hidrata. Uticaj temperature gajenja na sposobnost larvi da se
presvlate na stresnoj temperaturi je znacajan na nutritivno
najsiromasnijoj hrani, tako Sto se sa porastom temperature od 19° na

28°C povecava procenat larvi sa manjim bojem presvlacenja.
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Mpwunor 1.

WzjaBa o ayTopcTBy

Motnucamne-a_ Munena X. Jankosuh- Tomanuh

Gpoj ynuca

HU3jasrsyjem
03 je AOKTOPCKa AWCEeDTaUWA NOA HAacNOBOM

LYTHUA] TeMneparype M KBaNUTETa XpaHe Ha BAPUjaBUNHOCT KOMNOHEHTH 3AaNTHBHE
B HOCTH W DU3KNCNOrK| ba napau rybapa Lymantria dispar (L.)"

*  PEIYNTAT CONCTREHOr UCTPaMMBAYKOr paga,

= 03 NpeaAnoxeHa AWcepTauMja y USnuHY HY Yy genoawma Huje Owna npegnomeda 3a
Aobujae GWNO Koje QUNNOME NPEMa CTYAW|CKMM NPOTPAMUMAa DYTAX BUCOKOLIKOMCKMX
ycTaHoBsa,

* 03 Cy PE3YNTATH KOPEKTHO HAaBEAEHN U
* 13 MACaM KPWKO/NA AYTOPCKA NPABA M KOPUCTUO MHTENEKTYaNHy CBOJMHY APYrvx Nuua

Mornuc gokTopanaa

Y beorpagy, 19.11.2012
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MNMpanor 2.

W3jaEa 0 MCTOBETHOCTKM WTaMNaHe u eNeKTPOHCKe Bepaunje
AOKTOPCKOr paga

Mre » npeavme aytopa Muneda #. Jankopuh-Tomaduh

Bpo) ynica

Crygujcrs npedoam

Hacnce paga: ,YTuuaj Temnepa ¥ HEANNTETA XPAHE HE BADWAGWNHOCT EOMAOGHEHT
WEHE BREOHOCTH M huanenordly Ba Bl rybapa Lymantria dispar (L}"
MerTop

Ag Jennya Naizapeswuh, Hay-Hi caBETHAR, MACTHTYT 38 GUonowes noTpasnana  CHHLIS
CraskoBwh”, YHuBepawTeT v Bearpagy

ap Bubana Crojroevh, gousnT, Branow tasyitat, YrieepavreT ¥ Beorpany
MNoTmecasHs

Mnneda Jadeosuh-TomaHuh

Hajaarey|en 03 j@ WTAMNEHE BREEWJE MOT OOXTOPCKON D303 WCTOBETHE SNeKTROHCRD| BEQAK|F
Koy CAM npepao/na 38 of|aBrbkBarke. HA  MOpTENY  AWCMTANMOT  PEnosHTopHjyMa
Yuwpopanteta y beorpany.



Mpunor 3.
M3jasa o kopuwhery

Oanawhyjes YHeeepanTetcsy GuBnuovesy Ceetcaap Maprosweh’ pa y [Oururannki
DENDIATODMYM YHuBapauTeTa ¥ BEOFpANy YHECE MOjY ACKTOPCKY AWCEPTALM]Y MO HECADEOM:

LYTHLA] TOMNBPaTYPE W KBANKTETA XPaHe Ha BapjatUNHOCT KOMNOHEHTH 20aANTHENE

BREAHOCTH M thnZMonorijy Bapersa napew ryBapa Lymantria dispar (L.)"

KOJ3 j& MOle ayTopoHD geno

NUcepTauw)y & CEMM NDUNOIAMA NPeaoing cam § enesTpoHckos dopumaTy NoTaaHoM 3&8
TPAHO APEHBMDAHE.

Mojy porTopoky OWcERTAUW)Y NoxparkssHy y  Juravandd penasdTopeym YrusBpanTaTa
Beorpany wory A8 KOPWCTE CHIW EDjW NOWTYjY oppente cagp=aHe y ogaBpaHaM THNY NHUEHLS
Kpearisre sajeaduue (Creative Commaons) 3a sojy cas ca Oany4uaing,

1. AyTOpCTRG

2. AYTODOTED - HEKOMEPLIWENHD

[3] Ayroperen — ekoMepumMjanHo - 3 Npepage

4. AYTOPCTED — HERGMEPLIKANHD — QENNTH MO0 WCTHM YENoBHMa
5. AyTopoTRo — Da3 npapans

G AYTODRCTEO = OENWTIA N0 WCTHM YCNoEMME

(Monieeo 08 IS0ERYHATE CAMO [BaHY OF WecT noHyNeHr: NWUEHUM, KDETax anuc Ndussga 4aT
& Ha nonafuHm nrcTa),

MoTnuc aoETopasdga

¥ Beorpany, _18.112012 A Juectief fietianp-



Aeasporeapar ga ce objase mgj nesdd NOSaUH BElaHH 33 pobujarke AKaNSMCKDr 383d
OCKTOPE HEYKS, K30 WITO Cy MME 1 NPEIVME, FOAMHE W MecTo polleked W gaTym onbpake pana

JBM NW4HW NOSALUM MOTy Ce ODj@ErTn Ha MpEMHAM CTpaHnuama guratanke Bubnwotese, ¥
ENENTROHGKOM KaTRNOMY Wy NySArkaLwiaMa YravsepsuTeTa y Georpagy.

MNoTnuc gokTopaxga

¥ Beorpany. 19.11.2012
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1. Ayropcteo - [azpdrbagate yMHOMEEAHS, OACTPHOYLAMY 1 [2BH0 caqniTaeadke Aend, W
NEECALE, BAD CE HIESAE WA AyTOPa HA HaYwe capehes og cTpade 2yTopa wnk O3esoya
AL US4 Y ROMEDUMIENHE CBpxe Deo jB HEjcnofofHuja o celax nkiEHUL,

7 AyTOpCTRO — HekoMepuvjanso, doasofbapare ymHomERake  gacTpulyldy W [BEHD
CHOMUTEESHRE O20a, W NPEpage, adn CE HIEERE WME ayTops Ha HadiE anpehed og cTpane
AyTo0a W gasaata nkgeque, Dea mvdedua e A0aB0Ne-asa KoMepunjanHy yrotpeby gena

3. AyTOpPCTRO - HEKOMepUMjanHo — Dea npapaje (osp0baRaTe YMHOHABE=E, ANCTERSYUAY ¥
|@AHD CADNUTAASHE pand, G2 npomena, npecinakosiamsa un ynoTpede gena y caom gsny,
BAG CE HMABEAE WME AYTODA HE HaunH oapefeH o CTpaHe ayToda WK JaBaoya nvuyeHue, Osa
NMALUSHUA HE GOISCIEABEa KOMBPUMEN=y ynoTpedy Osna Y QaHooy k3 oo octane Mugsnue
DEOM MALEHUCH CE Orpasidana rajiehi ofiwe npasa kopuwfies.a nena

4, AyTopeTeo - HEKDMEDLWENHD — GEMWTIE MO WoTM yorioakma, JoiBorb38aTe yHOREBHE,
awcTpuByum)y W [asH0 caomuTassee ARNA. W NDEHANE, B&0 08 HASELE VME BYTODD BE HaulH
opafEk -G8 CTPAHE 3YTORE WY 13830 NMLEHLE 1t 30 C8 NpEpana AWcTondyupa nog noTom
ANiA CAWYHCM TAUEHUOM OB MUUEHUA e A03E0rbERa HOMEpLMiandy ymotpeby gena o
npepaga

6 Ayropereo - Bea npepage. [03E0M=3SATE YMHODMASSWE, OACTRHEVUMY W 8840
cAaamWTIASHkE fena Be3 npameHa, npecbidikoBima Wy ynoTpebe 0sna ¢ cEoM ey akp o2
HABSOE WME aYVTORa HA HauswH agpefjas of CTpaHeg ayTapa wnk S23eaoua MHuekus Caa
AMLEHLE ADABAMLA8E KOMEDLWANHY yNoTRey Aena

G AyTopcTEG: - ABMWTA MO0 WCTHM yonosuwa Joasorsasars ywwomapars, aHcTpubByyuly w
jAaEHG CAONILTABAME QSNE, W NPEPAGE, KO0 CE HABAOM WME AYTODA Ha Hauwd oapefied- og
CTRpAHE BYTODA WNW J3EA04a NMULEHLS 1 aso Of NEapais POTPAGYNRE Nog WOCTOM WK CHAYHOM
nALEHL DN, D28 MMUEHLE 003B0 AR KOMEpUMENHY ynoTpedy asnd. v npepais. CnWuna j&
O TEEPCENM AMUEHLAMS, QAHCCHD NWUEHLEMEa CTBODEHOM KOO



