
Vanja Drljevi}

Uticaj kofeina na komponente
adaptivne vrednosti vrste Drosophila

melanogaster

Linije jedinki Drosophila melanogaster dobijene gajenjem kroz tri generacije na

standardnom supstratu bez kofeina i supstratima sa koncentracijama kofeina od

100 �g/mL i 1000 �g/mL preba~ene su na svaki od ova tri supstrata ~ime je

dobijeno devet eksperimentalnih grupa. Ispitivane su tri komponente adaptivne

vrednosti – brzina razvi}a, pre`ivljavanje i du`ina krila. Analizom podataka utvr-

|eno je da se kod kontrolne linije (jedinke gajene na supstratu bez kofeina) i

linije dobijene gajenjem na ni`oj koncentraciji kofeina brzina razvi}a zna~ajno

usporava a procenat pre`ivljavanja smanjuje na supstratu sa vi{om koncentraci-

jom kofeina u pore|enju sa standardnim i supstratom sa ni`om koncentracijom

kofeina. Sli~an obrazac se prime}uje i kod du`ine krila, osim kod mu`jaka kon-

trolne linije. Kod linije dobijene gajenjem jedinki na supstratu sa vi{om koncen-

tracijom kofeina usporavanje brzine razvi}a, kao i pad pre`ivljavanja i veli~ine

krila na vi{oj koncentraciji kofeina nisu zna~ajne u pore|enju sa vrednostima na

standardnom supstratu i supstratu sa ni`om koncentracijom kofeina. Tako|e, kod

ove linije za jedinke gajene na vi{oj koncentraciji kofeina dobijeno je da su

procenat pre`ivljavanja, veli~ina krila, kao i brzina razvi}a zna~ajno ve}i u od-

nosu na preostale dve linije. Rezultati ovog istra`ivanja potvr|uju hipotezu da

prisustvo kofeina u supstratu u koncentraciji od 1000 �g/mL u toku tri generacije

dovodi do geneti~ke adaptacije, dok je koncentracija od 100 �g/mL dovoljna da

izazove akutni fiziolo{ki odgovor.

Uvod

Kofein je stimulativna droga koja u ljudski organizam dospeva kon-

zumiranjem kafe, ~aja, lekova, energetskih pi}a i hrane. Dokumentovan je

uticaj kofeina na nervni, gastrointestinalni, urinarni, kardiovaskularni i res-

piratorni sistem, ali po{to se ne zadr`ava u organizmu ubrzo nakon re-

sorpcije u krv prestaje da deluje (Leonard et al. 1987). Najpoznatiji efekat

kofeina na nervni sistem ljudi je omogu}avanje bolje koncentracije i odr-

`avanje budnosti, ali u zavisnosti od individua mo`e izazvati poreme}aj

spavanja, nervozu i sl. (Nehlig i Daval 1992). Nakon uno{enja kofeina u
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organizam u du`em vremenskom periodu stvara se zavisnost i tolerancija,
tj. samo ve}e doze od uobi~ajeno uno{enih imaju efekta (Leonard et al.
1987). Rezultati pojedinih istra`ivanja ukazuju na to da kofein mo`e
izazvati sterilnost adulata, kao i smrt embriona pacova (Campos Bicudo i
Itoyama 1992). Kod ljudi kofein izaziva pothranjenost novoro|en~eta
(Martin i Bracken 1987). Utvr|eno je da kofein uti~e na sintezu DNK i
pove}ava broj hromozomskih aberacija (Campos Bicudo i Itoyama 1992).
Tako|e, on pove}ava broj crossing over-a kod vrste Drosophila melano-

gaster (Yefremova i Filippova 1974). Ukoliko se larve D. melanogaster

hrane kofeinom, ~esto dolazi do gubitka hromozoma, dok tretiranje
adulata kofeinom ne dovodi do zna~ajnijih promena na hromozomima
(Clark i Clark 1968).

Mera pre`ivljavanja i reprodukcije jedinki u opulacionoj biologiji
naziva se adaptivna vrednost (eng. fitness). Komponente adaptivne vre-
dnosti se odnose direktno na pre`ivljavanje i reproduktivni uspeh jedinki,
a njihovom procenom mo`e se utvrditi da li odre|eni faktor sredine
predstavlja stres za populaciju i u kojoj meri (Tuci} i Tuci} 2000). U
komponente adaptivne vrednosti spadaju brzina razvi}a, fekunditet, pre`i-
vljavanje, du`ina `ivotnog veka i dr.

Pokazano je da kofein uti~e na smanjenje broja jaja kod komarca
Aedes aegypti (Laranja et al. 2006). Produktivnost Drosophila prosaltans

smanjuje se sa pove}anjem koncentracije kofeina, ali se nakon deset
generacija produktivnost uspe{no obnavlja, izuzev kod jedinki gajenih na
veoma visokim koncentracijama (2500 �g/mL) (Itoyama et al. 1998).
Tako|e, utvr|eno je da razli~ite koncentracije kofeina smanjuju du`inu
`ivotnog veka Drosophila melanogaster srazmerno sa pove}anjem kon-
centracije (Nikitin et al. 2008).

S obzirom na to da postoje podaci da gajenje jedinki D. melano-

gaster u uslovima prisustva kofeina dovodi do promena u komponentama
adaptivne vrednosti, u ovom radu se pristupilo analizi brzine razvi}a i
pre`ivljavanja kod grupa jedinki D. melanogaster gajenih na razli~itim
koncentracijama kofeina tokom tri generacije. Cilj istra`ivanja bio je
utvr|ivanje postojanja eventualnih adaptacija na prisustvo kofeina u sup-
stratu, kao i postojanja razlika u komponentama adaptivne vrednosti iz-
me|u tretiranih i netretiranih grupa kada se one na|u u uslovima akutne
zaga|enosti supstrata kofeinom.

Materijal i metode

Ishodna populacija je predstavljena wild type jedinkama vrste D.

melanogaster, gajenim tokom pet godina u optimalnim laboratorijskim
uslovima za tu vrstu (temperatura 24°C, vla`nost vazduha 60%) na stan-
dardnom Drosophila supstratu u Odeljenju za ekogenotoksikologiju u
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Institutu za biolo{ka istra`ivanja „Sini{a Stankovi}” u Beogradu. Ova ma-

sovna populacija mo`e se smatrati potpuno adaptiranom na takve uslove

(Sgro i Partridge 2001). Eksperimentalne linije su formirane tako {to je po

15 parova wild type jedinki D. melanogaster iste starosti postavljeno u po

8 teglica sa 50 mL standardnog supstrata sa tri razli~ite koncentracije ko-

feina, na kojima su gajene tokom tri generacije u optimalnim laboratorij-

skim uslovima.
Prva linija formirana je tako {to su jedinke postavljene na standardni

Drosophila supstrat bez kofeina u 8 teglica sa po 50 mL supstrata, ozna-

~enih kao kontrolna linija (K). Druga eksperimentalna linija (ozna~ena sa

C1) je formirana na isti na~in kao i kontrolna, osim {to je u supstrat na

koji su postavljene jedinke dodat kofein u koncentraciji od 100 �g/mL

(ppm). Tre}a eksperimentalna linija (C2) je formirana gajenjem jedinki

tokom tri generacije na supstratu koji je imao 10 puta ve}u koncentraciju

u odnosu na prethodni, tj. 1000 �g/mL (ppm) kofeina. Nakon izleganja

jedinki, mu`jaci i `enke F1 generacije izme{ani su po principu slu~ajnosti

i ostavljeni da se ukr{taju. Posle toga su izme{ane jedinke postavljene na

novih 8 teglica u okviru svake eksperimentalne grupe, ~ime je formirana

F2 generacija. Ovaj postupak je ponavljan sukcesivno u tri generacije. Na

ovaj na~in su eksperimentalne grupe odr`avane u tzv „masovnim” popula-

cijama, na razli~itim supstratima.
Jedinke vrste D. melanogaster imaju potpuno razvi}e tako da ciklus

razvi}a ~ine stadijumi: jaje, larva, lutka i adult. Tokom eksperimenta je

pra}en broj jedinki koje su uspele da se razviju do stadijuma adulta i

brzina razvi}a od jaja do adulta. Analiza komponenti adaptivne vrednosti

vr{ena je nakon tre}e generacije u okviru svake eksperimentalne linije (K,

C1 i C2) ponaosob. Komponente adaptivne vrednosti su procenjivane na

slu~ajnom uzorku od po 20 jedinki. U okviru svake eksperimentalne linije

je omogu}eno slobodno ukr{tanje nevinih `enki i mu`jaka iste starosti,

tako {to je u svim teglicama izvr{eno izbacivanje svih adultnih jedinki po

po~etku izleganja. Nakon ~etiri dana po 30 `enki i 60 mu`jaka iz svih

teglica, za svaku liniju posebno, postavljano je na po 10 petri {olja sa sta-

ndardnim supstratom. Posle 12 ~asova sakupljana su jaja koje su `enke

polo`ile.
Formirane su eksperimentalne grupe na slede}i na~in: po 20 jaja iz

svake linije postavljano je na 20 flakona sa sva tri razli~ita supstrata. Na

ovaj na~in formirano je devet eksperimentalnih grupa – tri linije na tri

supstrata. Ukupan broj postavljenih jaja po eksperimentalnoj grupi je

iznosio 400. Potomstvo dobijeno iz tih flakona kori{}eno je za proveru tri

komponente adaptivne vrednosti: pre`ivljavanja, brzine razvi}a i veli~ine

krila.
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Pre`ivljavanje jaje-adult predstavlja odnos broja izle`enih jedinki
tokom perioda izleganja, koji kod D. melanogaster traje oko nedelju dana,
i ukupnog broja postavljenih jaja. Prilikom analize ove osobine izvr{ena je

arkussinus transformacija ( � �p parcsin ) nizova podataka, jer su origi-

nalni nizovi podataka predstavljeni procentualnim vrednostima i kao takvi
se ne mogu koristiti u parametarskim testovima.

Brzina razvi}a je potkomponenta adaptivne vrednosti koja pred-
stavlja vreme trajanja ciklusa razvi}a, od trenutka polaganja jaja do
izleganja adulta. Po po~etku izleganja, broj izle`enih adulata je utvr|ivan
na svakih 24 h u svakom flakonu. Smatralo se da je izleganje zavr{eno u
jednom flakonu kada se nijedan adult ne pojavi tokom perioda od 72 h.
Za ovu osobinu nije kori{}ena transformacija podataka.

Statisti~ka analiza podataka dobijenih preko provere komponenti
adaptivne vrednosti je bazirana na srednjim vrednostima replika, tj. na
osnovu izle`enih jedinki u po 20 flakona po eksperimentalnoj grupi. Za
testiranje normalne distribucije nizova podataka u okviru grupa kori{}en je
neparametarski test Jarque-Bera. Za proveru homogenosti varijansi pre
analize varijanse kori{}eni su Bartletov test i Levenov test. Za pore|enje
razlika izme|u grupa kori{}ena je dvofaktorska analiza varijanse, sa fiksi-
ranim faktorima Linija i Tretman, kao i post hoc Tukey test u slu~aju
zna~ajnih rezultata dvofaktorske analize varijanse. U nekoliko slu~ajeva
pretpostavke neophodne za kori{}enje analize varijanse su bile naru{ene,
tj. varijanse koje su planirane za pore|enje su pokazale zna~ajno odstupa-
nje od homogenosti. Tada je kori{}ena posebna varijanta analize varijanse,
tzv. Welch ANOVA, koja nije osetljiva na heterogenost varijansi. Me|u-
tim, s obzirom da su se rezultati Welch ANOVA-e potpuno podudarali sa
rezultatima post hoc Tukey testa dvofaktorske ANOVA-e, kao i zbog toga
{to je poznato da su analize varijanse prili~no robusne kada su u pitanju
devijacije od normalnosti raspodele i homogenosti varijanse sve dok su
veli~ine uzoraka velike i jednake (Zar 1999), kori{}enje samo dvofak-
torske analize varijanse je opravdano. Kompletna statisti~ka analiza poda-
taka je sprovedena kori{}enjem programa Statistica for Windows 5.0
(StatSoft Inc., USA) i MS Excel 2003.

Du`ina krila `enki i mu`jaka merena je na uzorku od po 30 `enki i
mu`jaka iz svake eksperimentalne grupe, osim grupe jedinki linije C2
gajenih na standardnom supstratu (C2K), koja je izgubljena u eksperimen-
talnoj proceduri. Oba krila su uklonjena sa svake jedinke i zalepljena na
mikroskopske plo~ice. Podaci kori{}eni za analizu odnose se samo na levo
krilo. Du`ina krila dobijena je merenjem distance od preseka tre}e longitu-
dinalne vene sa anteriornom popre~nom venom do vrha krila na mestu
gde se tre}a vena zavr{ava. Fotografisanje i merenje du`ine krila izvr{eno
je kori{}enjem binokularnog mikroskopa sa Leica/Cannon sistemom
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analize slika. Pore|enje dobijenih vrednosti izme|u eksperimentalnih
grupa je vr{eno jednofaktorskom analizom varijanse, za `enke i mu`jake
posebno.

Rezultati i diskusija

Pre`ivljavanje

Za ispitivanje uticaja koncentracije kofeina na procenat pre`ivelih
jedinki (od stupnja jaja do adulta) kori{}ena je dvofaktorska analiza vari-
janse sa osnovnim faktorima linija i tretman kao izvorom varijabilnosti.
Utvr|eno je da oba ova faktora imaju statisti~ki zna~ajan uticaj na vari-
ranje vrednosti pre`ivljavanja kod razli~itih grupa jedinki formiranih u
eksperimentu (faktor linija: p < 0.01; faktor tretman: p < 0.001), ali i da
postoji statisti~ki visoko zna~ajna interakcija ova dva fakora (p < 0.001)
(tabela 1).

Tabela 1. Rezultati dvofaktorske ANOVA-e za osobinu pre`ivljavanje

df
efekat

MS
efekat

df
gre{ka

MS
gre{ka

F p

LINIJA 2 0.21 171 0.04 5.108 0.007

TRETMAN 2 1.17 171 0.04 27.757 0.000

LIN. � TRETM. 4 0.49 171 0.04 11.693 0.000

Jedinke kontrolne linije su imale skoro identi~ne vrednosti pre`ivlja-
vanja na standardnom supstratu (90.0%) i supstratu sa ni`om koncen-
tracijom kofeina (89.8%). Nepostojanje zna~ajnih razlika izme|u jedinki
gajenih na ova dva supstrata potvr|eno je i post hoc Tukey testom. Me|u-
tim, kada se posmatraju vrednosti pre`ivljavanja jedinki ove linije na
supstratu koji sadr`i vi{u koncentraciju kofeina, uo~ava se drasti~na redu-
kcija te vrednosti (52%), kada se uporedi sa prethodne dve, {to je pot-
vr|eno i post hoc Tukey testom (p < 0.001, u oba pore|enja) (slika 1).

Jedinke koje su u eksperimentu gajene tokom tri generacije na sup-
stratu sa ni`om koncentracijom kofeina najvi{u vrednost pre`ivljavanja
pokazuju na tom istom supstratu (82%). U odnosu na ovu grupu ne uo-
~ava se velika razlika u pre`ivljavanju kada se posmatraju jedinke te linije
gajene na „~istom” supstratu, bez kofeina (80%). Jedinke ove linije po-
kazale su pad vrednosti pre`ivljavanja (59%) na supstratu sa vi{om kon-
centracijom kofeina, {to je sli~an trend uo~en i kod kontrolne linije. I
ovde je post hoc testom potvr|en statisti~ki zna~ajan pad vrednosti pre`i-
vljavanja izme|u grupe jedinki linije C1 koje su gajene na supstratu sa
vi{om koncentracijom kofeina, sa onima koje su gajene na kontrolnom
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supstratu (p < 0.01) i sa onima koje su gajene na supstratu sa ni`om kon-
centracijom kofeina (p < 0.001) (slika 1).

Kofein smanjuje procenat pre`ivljavanja jedinki i kontrolne linije (K)
i linije gajene na ni`oj koncentraciji kofeina (C1). Obema linijama sa
pove}anjem koncentracije kofeina u supstratu opada procenat pre`ivelih
jedinki. Ukoliko se porede vrednosti prilikom gajenja na kontrolnom i
supstratu sa ni`om koncentracijom kofeina razlike nisu zna~ajne, dok pri
gajenju jedinki ove dve linije na supstratu sa vi{om koncentracijom ko-
feina uo~ava se zna~ajna redukcija u pre`ivljavanju. Ovo govori u prilog
zaklju~ku da mala koncentracija kofeina ne dovodi do geneti~ke adap-
tacije, ali mo`e da izazove akutni fiziolo{ki odgovor. Ako se uporedi
pre`ivljavanje linije K i linije C1 na supstratu sa ni`om koncentracijom
kofeina uo~ava se da su ve}e vrednosti pre`ivljavanja K linije, {to je sup-
rotno pretpostavci da }e ukoliko do|e do geneti~ke adaptacije najve}u
vrednost pre`ivljavanja na ovom supstratu imati linija C1.

Linija koja je formirana gajenjem jedinki D. melanogaster na sups-
tratu sa vi{om koncentracijom kofeina pokazuje razli~ite vrednosti pre`i-
vljavanja dobijene gajenjem na supstratima sa razli~itom koncentracijom
kofeina, kada se uporedi sa kontrolnom linijom i linijom formiranom
gajenjem jedinki iste vrste na supstratu sa ni`om koncentracijom kofeina.
Prvo {to se uo~ava je da ova linija ne pokazuje velike razlike u pre`ivlja-
vanju izme|u razli~itih supstrata (tretmana), kao i da je najve}a prose~na
vrednost ove osobine kod ove linije registrovana na supstratu sa vi{om
koncentracijom kofeina, supstratu na kome je ona i gajena tokom tri
generacije (86.5%). Ne{to ni`u vrednost pre`ivljavanja jedinke ove linije
su imale kada su gajene na kontrolnom, standardnom supstratu bez
kofeina (83.5%), a najni`u vrednost kada su gajene na supstratu sa ni`om
koncentracijom kofeina (75.2%) (slika 1). Dvofaktorska analiza varijanse i
post hoc Tukey test nisu pokazali postojanje statisti~ki zna~ajnih razlika
izme|u grupa jedinki ove linije gajenih na tri supstrata sa razli~itom
koncentracijom kofeina.
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Slika 1.
Pre`ivljavanje jedinki
u zavisnosti od linije
kojoj pripadaju i
supstrata

Figure 1.
Survival depending on
line and medium



Gajenje jedinki D. melanogaster tokom tri generacije na supstratu sa
vi{om koncentracijom kofeina najverovatnije je dovelo do geneti~ke ada-
ptacije, s obzirom da ne postoje zna~ajne razlike u pre`ivljavanju izme|u
razli~itih supstrata, tj. ne dolazi do redukcije pre`ivljavanja na supstratu sa
vi{om koncentracijom kofeina. Ipak, ne treba isklju~iti ni mogu}nost
fiziolo{ke/biohemijske adaptacije, kao i postojanja materinskog efekta, jer
pre provere razlika u otpornosti na prisustvo kofeina u supstratu nije
izv{ena aklimatizacija, tj. jedinke sve tri linije nisu gajene na istom,
standardnom supstratu.

Kada se posmatra pre`ivljavanje jedinki razli~itih linija na istim sup-
stratima, vidi se da na kontrolnom supstratu najve}u vrednost pre`ivlja-
vanja imaju jedinke kontrolne linije, {to je i o~ekivano. Ipak, ne postoje
statisti~ki zna~ajne razlike izme|u jedinki bilo koje linije kada su one
gajene na standardnom, kontrolnom supstratu. Sli~an slu~aj je i kod jedi-
nki razli~itih linija gajenih na supstratu sa ni`om koncentracijom kofeina,
gde tako|e jedinke kontrolne linije imaju najve}u vrednost pre`ivljavanja
ali ni u ovom slu~aju ne postoje zna~ajne razlike izme|u razli~itih linija.
Kada se posmatraju vrednosti pre`ivljavanja jedinki tri linije, uporedo, na
supstratu sa vi{om koncentracijom kofeina, statisti~ki zna~ajne razlike se
uo~avaju izme|u linije gajene na supstratu sa vi{om koncentracijom
kofeina i ostale dve linije, kontrolne (p < 0.001) i linije gajene na ni`oj
koncentraciji kofeina (p < 0.001). To je i o~ekivan rezultat s obzirom na
to da je C2 linija pokazala najve}e vrednosti pre`ivljavanja na supstratu
na kome je i gajena tokom tri generacije.

Brzina razvi}a

Kori{}enjem dvofaktorske analize varijanse, sa glavnim faktorima
linija i tretman, utvr|eno je da oba faktora imaju statisti~ki visoko zna~a-
jan uticaj na varijabilnost brzine razvi}a kod razli~itih grupa jedinki formi-
ranih u eksperimentu (faktori: linija p < 0.01; tretman p < 0.001), ali i da
postoji statisti~ki visoko zna~ajna interakcija ova dva faktora (p < 0.001)
(tabela 2).

Tabela 2. Rezultati dvofaktorske ANOVA-e za osobinu brzina razvi}a

df
efekat

MS
efekat

df
gre{ka

MS
gre{ka

F p

LINIJA 2 12.6 171 0.23 55.97 0.000

TRETMAN 2 123 171 0.23 545.26 0.000

LIN. � TRETM. 4 5.6 171 0.23 25.03 0.000
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Kada su jedinke kontrolne linije gajene na standardnom supstratu, u
proseku je bilo potrebno 10.9 dana za kompletiranje razvi}a od jaja do
adultnog stupnja. Kada su jedinke te linije gajene na supstratu sa ni`om
koncentracijom kofeina nije do{lo do velike promene u prose~noj brzini
razvi}a (10.6 dana), {to je potvr|eno i post hoc testom. Do zna~ajnog
usporavanja razvi}a dolazi gajenjem jedinki kontrolne linije na supstratu
sa vi{om koncentracijom kofeina, kada je prose~no vreme potrebno za
razvi}e iznosilo 13.8 dana (slika 2). Post hoc test je pokazao da postoji
statisti~ki visoko zna~ajna razlika izme|u vrednosti brzine razvi}a kod
grupe jedinki kontrolne linije koje su gajene na supstratu sa visokom
koncentracijom kofeina u odnosu na one koje su gajene na standardnom
supstratu i na supstratu sa ni`om koncentracijom kofeina (p < 0.001 u oba
pore|enja).

Uticaj povi{ene koncentracije kofeina u supstratu (efekat tretman) se
ogleda u usporavanju razvi}a kod jedinki kontrolne linije.

Jedinke koje su u eksperimentu gajene tokom tri generacije na
Drosophila supstratu sa ni`om koncentracijom kofeina pokazuju skoro
identi~an trend promene brzine razvi}a u zavisnosti od koncentracije
kofeina u supstratu kao i jedinke kontrolne linije. Jedinke ove linije na
standardnom supstratu i supstratu sa ni`om koncentracijom kofeina imaju
pribli`no jednake vrednosti brzine razvi}a (10.7 i 10.9 dana). Kao i kod
kontrolne linije, gajenjem jedinki linije C1 na supstratu sa vi{om konce-
ntracijom kofeina dolazi do zna~ajnog usporavanja razvi}a, pa na tom
supstratu prose~no vreme potrebno za kompletiranje razvi}a od jaja do
adulta iznosi 13.7 dana (slika 2). I ovde je post hoc testom potvr|eno da
je usporavanje razvi}a kod jedinki C1 linije gajenih na supstratu sa vi{om
koncentracijom kofeina i druge dve grupe statisti~ki visoko zna~ajno (post
hoc Tukey test: p < 0.001 u oba pore|enja).

Na osnovu ovih ~injenica mo`e se zaklju~iti da gajenje jedinki na
ni`oj koncentraciji kofeina tokom tri generacije ne dovodi do geneti~ke
adaptacije.
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Slika 2.
Brzina razvi}a
jedinki (izra`ena u
danima) u zavisnosti
od linije kojoj
pripadaju i supstrata

Figure 2.
Development rate
(shown in days)
depending on line
and medium



Linija koja je formirana gajenjem jedinki D. melanogaster na sups-
tratu sa vi{om koncentracijom kofeina (linija C2) pokazuje razli~ite pro-
mene brzine razvi}a u zavisnosti od koncentracije kofeina u supstratu,
kada se uporedi sa kontrolnom linijom i linijom formiranom gajenjem je-
dinki na supstratu sa ni`om koncentracijom kofeina. Promene brzine
razvi}a kod ove linije su postepene, sa rastom koncentracije kofeina u
supstratu. Najbr`e razvi}e jedinke ove linije imaju na standardnom sups-
tratu, gde je prose~na vrednost te osobine 10.2 dana. Na supstratu sa ni-
`om koncentracijom kofeina dolazi do usporavanja razvi}a, i prose~na
vrednost te osobine je na ovom supstratu 10.8 dana. Do jo{ ve}eg uspora-
vanja razvi}a dolazi gajenjem jedinki linije C2 na supstratu sa vi{om kon-
centracijom kofeina, gde je jedinkama u proseku bilo potrebno 12.0 dana
za kompletiranje razvi}a (slika 2). Post hoc Tukey test je pokazao da stati-
sti~ki zna~ajne razlike u brzini razvi}a postoje izme|u sva tri supstrata.

Gajenje jedinki tokom tri generacije na supstratu sa vi{om koncentraci-
jom kofeina najverovatnije je dovelo do geneti~ke adaptacije, s obzirom da ne
dolazi do usporavanja razvi}a sa pove}anjem koncentracije kofeina u sups-
tratu u onoj meri u kojoj je to izra`eno kod kontrolne linije i linije C1.

Kada se posmatra brzina razvi}a jedinki razli~itih linija na istim sups-
tratima, vidi se da na standardnom supstratu najbr`e razvi}e imaju linije
gajene na supstratu sa vi{om koncentracijom kofeina (linija C2). Kod dru-
ge dve linije razvi}e je ne{to sporije, s tim {to se ne uo~avaju razlike u
brzini razvi}a izme|u jedinki kontrolne linije i linije C1 na kontrolnom
supstratu. Rezultati post hoc testa pokazuju da izme|u kontrolne linije i
linije gajene na supstratu sa ni`om koncentracijom kofeina ne postoje
statisti~ki zna~ajne razlike u brzini razvi}a, dok izme|u linije C2 i
kontrolne linije postoje (p < 0.001), kao i izme|u linije C2 i linije C1
(p < 0.01).

Kod jedinki gajenih na supstratu sa ni`om koncentracijom kofeina br-
zina razvi}a je skoro potpuno jednaka.

Kada se posmatraju vrednosti pre`ivljavanja jedinki na supstratu sa
vi{om koncentracijom kofeina uo~ava se da jedinke linije C2 imaju naj-
br`e razvi}e u odnosu na jedinke kontrolne linije i linije C1. Statisti~ki
zna~ajne razlike u brzini razvi}a su registrovane izme|u linije gajene na
supstratu sa vi{om koncentracijom kofeina i kontrolne (p < 0.001), kao i
linije gajene na ni`oj koncentraciji kofeina (p < 0.001).

Postojanje zna~ajnih razlika u brzini razvi}a izme|u linije C2, u po-
re|enju sa linijama C1 i K jasan je pokazatelj da je kofein tokom samo tri
generacije uspeo da dovede do geneti~ke adaptacije. Kofein kod D. mela-

nogaster usporava brzinu razvi}a, ali je brzina razvi}a jedinki C2 linije na
supstratu sa vi{om koncentracijom kofeina ve}a u pore|enju sa druge dve
linije.
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Du`ina krila

@enke

Kod kontrolne linije smanjuje se veli~ina krila u zavisnosti od kon-
centracije kofeina u supstratu (slika 3), s tim {to zna~ajna razlika postoji
samo izme|u `enki gajenih na standardnom supstratu, koje imaju najve}u
vrednost du`ine krila, i onih na supstratu sa ve}om koncentracijom kofe-
ina, koje imaju najmanja krila (jednofaktorska ANOVA: p < 0.05). Kod
linije dobijene gajenjem tokom tri generacije na supstratu sa ni`om kon-
centracijom kofeina uo~ava se da postoji drasti~no velika razlika u veli~ini
krila onih `enki koje su gajene na supstratu sa vi{om koncentracijom ko-
feina, koje imaju najmanja krila, kada se uporede sa `enkama gajenim na
ni`oj i na vi{oj koncentraciji kofeina (jednofaktorska ANOVA: p < 0.001
u oba pore|enja). Ovde treba napomenuti da najve}a krila imaju `enke
koje su gajene na supstratu sa ni`om koncentracijom kofeina, tj. na onoj
koncentraciji na kojoj su jedinke te linije gajene tokom tri generacije. Kod
linije gajene na vi{oj koncentraciji kofeina ne postoje zna~ajne razlike u
veli~ini krila izme|u dve grupe gajene na razli~itim koncentracijama ko-
feina u supstratu.

Pore|enjem veli~ine krila `enki kontrolne linije i linije C1 (slika 3),
kada su gajene na kontrolnom supstratu nije utvr|eno postojanje zna~ajnih
razlika, kao ni kada su `enke te dve linije gajene na supstratu sa ni`om
koncentracijom kofeina. Me|utim, pore|enjem veli~ine krila `enki te dve
linije, kada su one gajene na supstratu sa vi{om koncentracijom kofeina,
uo~ava se da one iz linije C1 imaju zna~ajno manja krila (jednofaktorska
ANOVA: p < 0.001). Pore|enjem veli~ine krila `enki linija C1 i C2 na
supstratu sa ni`om koncentracijom kofeina dobijeno je da je manja
vrednost te osobine kod linije C2 zna~ajna (jednofaktorska ANOVA:
p < 0.05). Na supstratu sa vi{om koncentracijom kofeina je potpuno
suprotno, zna~ajno manja krila imaju `enke C1 linije (jednofaktorska
ANOVA: p < 0.001).

Kod `enki, u okviru kontrolne linije se prime}uje da je pove}ana
koncentracija kofeina u supstratu povezana sa kra}im krilima tj. manjim
telom. U grupi `enki gajenih na ni`oj koncentraciji kofeina, najve}u vre-
dnost du`ine krila imaju one koje su gajene na istom tom supstratu, {to je
jo{ jedan pokazatelj da je ve}e telo u korelaciji sa vi{om adaptivnom vre-
dno{}u.

Kada su jedinke kontrolne linije i linije C2 gajene na supstratu sa ni-
`om i vi{om koncentracijom kofeina, nisu uo~ene zna~ajne razlike u veli-
~ini krila (slika 3).
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Mu`jaci

Kod kontrolne linije prime}eno je pove}anje veli~ine krila kod mu-
`jaka gajenih na ni`oj i vi{oj koncentraciji kofeina u odnosu na standardni
supstrat, pri ~emu mu`jaci koji su gajeni na ni`oj koncentraciji kofeina
imaju najve}a krila (slika 3). Zna~ajna razlika u veli~ini krila prime}ena je
izme|u grupe gajene na standardnom supstratu kada je ona pore|ena sa
grupama gajenim na supstratima sa ni`om i vi{om koncentracijom kofeina
(jednofaktorska ANOVA: p < 0.001 u oba pore|enja). Kod linije dobijene
gajenjem jedinki na ni`oj koncentraciji kofeina kroz tri generacije, pri-
me}ene su razlike u veli~ini krila mu`jaka gajenih na supstratu sa vi{om
koncentracijom kofeina (~ija su krila najmanja) u odnosu na mu`jake ga-
jene na ni`oj koncentraciji kofeina i standardnom supstratu (jednofaktor-
ska ANOVA: p < 0.05 u oba slu~aja). Najve}a krila u okviru ove linije
imaju mu`jaci gajeni na supstratu sa ni`om koncentracijom kofeina. Kod
linije gajene na vi{oj koncentraciji kofeina ne postoje zna~ajne razlike u
veli~ini krila, u zavisnosti od koli~ine kofeina u supstratu.

Pore|enjem veli~ine krila mu`jaka kontrolne linije i linije C1 gajenih
na kontrolnom supstratu, nije prime}ena zna~ajna razlika. Me|utim, pore-
|enjem mu`jaka ove dve linije kada su oni odgajeni na supstratu sa ni`om
i vi{om koncentracijom kofeina, prime}uje se da ve}a krila u oba slu~aja
imaju mu`jaci kontrolne linije (jednofaktorska ANOVA: p < 0.01 u oba
pore|enja).

Kada su mu`jaci linija C1 i C2 gajeni na vi{oj koncentraciji kofeina,
uo~ava se da zna~ajno manja krila imaju oni koji poti~u iz linije C1 (jed-
nofaktorska ANOVA: p < 0.01). Kada su mu`jaci kontrolne linije i linije
C2 kompletirali razvi}e na supstratu sa ni`om koncentracijom kofeina, pri-
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Slika 3.
Du`ina krila mu{kih i
`enskih jedinki u
zavisnosti od linije
kojoj pripadaju i
supstrata sa razli~itim
koncentracijama
kofeina

Figure 3.
Wing length in males
(dark gray) and
females (light gray)
depending on line and
medium with different
concentrations of
caffeine



me}eno je da veli~ina krila zna~ajno ve}a kod kontrolne grupe (jednofak-
torska ANOVA: p < 0.01).

Kod mu`jaka se ne mo`e primetiti pravilna zavisnost du`ine krila i
koncentracije kofeina u supstratu, posebno ne u kontrolnoj liniji, gde mu-
`jaci koji su gajeni na supstratu sa ni`om koncentracijom kofeina imaju
najve}a krila, {to nije o~ekivan rezultat. Jedinke linije koja je gajena na
ni`oj koncentraciji kofeina kao i kod `enki imaju najve}a krila na sups-
tratu sa ni`om koncentracijom kofeina (slika 3).

Jedinke linije C2 ni kod `enki ni kod mu`jaka ne pokazuju zna~ajne
razlike u du`ini krila u zavisnosti od koncentracije kofeina u supstratu.

Zaklju~ak

Efekat vi{e koncentracije kofeina (1000 �g/mL) na jedinke odgajene
na ~istom supstratu i supstratu sa ni`om koncentracijom kofeina (100
�g/mL) ogleda se u zna~ajnoj redukciji pre`ivljavanja i usporavanju brzine
razvi}a. Dalje, ova koncentracija kofeina statisti~ki zna~ajno uti~e na sma-
njenje du`ine krila kod `enki obe grupe, kao i kod mu`jaka odgajenih na
podlozi sa ni`om koncentracijom.

Kada je u pitanju efekat vi{e koncentracije kofeina na jedinke koje su
odgajane na podlozi sa istom koncentracijom kofeina, dobijeno je da ona
nije izazvala smanjenje procenta pre`ivljavanja. Dalje, brzina razvi}a ovih
jedinki je usporena, ali ne tako zna~ajno kao kod jedinki odgajanih sa
podlogama bez ili sa malom koncentracijom kofeina. Veli~ina krila nije
smanjena.

Rezultati ovog istra`ivanja pokazuju da prisustvo kofeina u koncen-
traciji od 100 �g/mL tokom tri generacije nije bilo dovoljno da izazove
geneti~ku adaptaciju kod jedinki D. melanogaster, ali da je bila dovoljna
da izazove akutni fiziolo{ki odgovor. Gajenje jedinki kroz tri generacije
na vi{oj koncentraciji kofeina od 1000 �g/mL dovelo je do pove}ane
otpornosti na tu supstancu u ~ijoj osnovi najverovatnije le`i geneti~ka
adaptacija.
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Vanja Drljevi}

Effect of Caffeine on Adaptive Value Components of
Drosophila melanogaster

Laboratory lines of Drosophila melanogaster population that had
been cultivated in standard nourishing medium and mediums with caffeine
concentrations of 100 �g/mL and 1000 �g/mL were transported to all
three mentioned types of medium after three generations. We investigated
three components of adaptive value: developmental time, survival and
wing length. Our results showed that the medium with a higher concentra-
tion of caffeine caused significantly longer developmental time, smaller
percent of survivals, and shorter wing length in the control line and the
line which was cultivated in the medium with a lower concentration of
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caffeine, when compared to the control and the medium with a lower caf-
feine concentration. Changes of wing length were the same, except the
control male line. The line that was cultivated in the medium with a
higher caffeine concentration did not show significant differences in these
values in different mediums. Also, the percent of survivals and wing
length values were significantly higher, and the developmental time in the
medium with a higher caffeine concentration was shorter in this line when
compared to the other two lines. The results of this investigation con-
firmed the hypothesis that the presence of caffeine in a concentration of
1000 �g/mL in a nourishing medium through three generations causes the
genetic adaptation of Drosophila melanogaster. A concentration of
100 �g/mL causes an acute physiological response.
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