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~Uvod-~

Insekti predstavljaju najbrojniju, najraznovrsniju 1 naj$ire rasprostranjenu grupu
organizama. Posebno izrazena sposobnost adaptacije na promenljive uslove sredine, bazirana
na genetickoj raznovrsnosti, omogucuje im prezivljavanje nepovoljnih uslova, §to se moze
ilustrovati njihovom sposobnoscu da Zive i U izrazito hladnim polarnim predelima, kao $to su

Arktik, Alpi i Antartik, gde veoma mali broj organizama moze da prezivi.

Organizmi koji se tokom Zivota suoc¢avaju sa nepovoljnim uslovima sredine koji ¢esto
ugrozavaju i njihove osnovne zivotne funkcije, ulaze u stanje mirovanja, hipometamolizma, u
kom ostaju sve dok uslovi ponovo ne postanu povoljni za njihovo dalje razvice i reprodukciju.
Insekti, da bi preziveli nepovoljne uslove sredine, 1 uskladili svoj Zivotni ciklus sa ekoloskim
uslovima stanista, stekli su sposobnost da zaustave svoje ontogenetsko razvi¢e na odredenom
stadijumu i udu u stanje hipometabolizma. Ulazak u stanje mirovanja je obi¢no povezano sa
spoljasnjim faktorima, kao §to su fotoperiod (odnos duzine dana i no¢i), niska ili visoka
temperatura, gustina populacije, raspolozivost i priroda hrane, nedostatak kiseonika ili vode i
sli¢no. Kod insekata poznata je pojava dijapauze, koja predstavlja jednu od stecenih strategija
prezivljavanja, kojom oni uskladuju svoj zivotni ciklus sa, za zivot nepovoljnim uslovima

sredine.

Dijapauza i otpornost na hladnocu (cold hardiness, eng.), kod mnogih insekatskih vrsta
Cesto predstavljaju esencijalne, tesno povezane komponente strategije prezivljavanja
delovanja niske temperature, kao $to je to slucaj i kod kukuruznog plamenca Ostrinia
nubilalis, Hbn. Na osnovu nacina (steCene strategije) na koji prezivljavaju temperature ispod
0°C, insekte mozemo podeliti na tri grupe: a) insekti koji su otporni na zamrzavanje telesnih
te¢nosti, odnosno tolerisu ekstracelularno formiranje kristala leda b) insekti koji su neotporni
na zamrzavanje telesnih tecnosti i moraju da izbegnu formiranje kristala leda pothladivanjem
svojih telesnih te¢nosti i C) insekti koji prezivljavaju temperature ispod 0°C, zahvaljujuci
gubitku vode kroz permeabilnu kutikulu, $to je oznaCeno terminom Krioprotektivna
dehidratacija. Pored mehanizama za tolerisanje ili izbegavanje formiranja kristala leda u
telesnim tecnostima, ovi organizmi se suocavaju i sa gubitkom vode, bilo kroz samo
formiranje kristala leda ili izbegavanjem njegovog formiranja. Nezavisno od strategije
preZivljavanja temperature ispod 0°C, organizmi sintetiSu ista biohemijska jedinjenja
(krio/anhidroprotektanti, nukleatori kristalizacije i antrifriz proteini) sa jedinstvenom
fiziologijom kod svakog vida strategije. Vazan mehanizam u odbrani od hladnoce je sinteza i
akumulacija velike koncentracije krio/anhidroprotektanata, polihidroksilnih alkohola i Secera.

Najces¢i krioprotektanti jesu polihidroksilni alkoholi kao $to je glicerol, mioinozitol, sorbitol,
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ribitol, zatim mono- i disaharidi kao §to je glukoza, trehaloza i saharoza, ili amino kiseline
kao Sto je alanin i prolin. Ova jedinjenja Stite organizam koligativno, povecanjem
osmolarnosti i sniZzavanjem ta¢ke mrznjenja, dok ne-koligativan efekat ovih jedinjenja je
stabilizacija membrana, proteina i drugih molekulskih struktura u ¢eliji (hipoteza zamene
vode). Molekularni, biohemijski i fizioloSki mehanizmi ste¢enih strategija prezivljavanja
niskih temperatura u stanju dijapauze, pored sinteze specificnih biohemijskih jedinjenja,

usmereni su i na ocuvanje strukturnog i funkcionalnog integriteta biomolekula.

Iako se o osnovnim strukturnim i metabolickim deSavanjima u dijapauzi insekata vec
dosta zna, joS uvek postoje brojne dileme o ovom vidu prezivljavanja insekata u nepovoljnim
uslovima, posebno sa aspekta izlozenosti niskim zimskim temperaturama i mehanizmima
krioprotekcije. Istrazivanja u okviru disertacije na insekatskom model organizmu,
kukuruznom plamencu Ostrinia nubilalis Hbn., usmerena su ka razumevanju ocuvanja
strukturnog i metabolickog integriteta vazne grupe biomolekula — lipida, u adaptacionom

odgovoru vrste, dijapauzi i otpornosti na hladnocu.
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2.1. Dijapauza kod insekata

Insekti sa preko milion opisanih vrsta predstavljaju najbrojniju, najraznovrsniju i
najsire rasprostranjenu grupu organizama. Naseljavaju veoma raznolika mesta na Zemlji,
mada je mali broj vrsta prilagoden Zivotu u moru. Njihova sposobnost adaptacije na
promenljive uslove sredine, bazirana na geneti¢koj raznovrsnosti, omogucéuje im dominaciju
ve¢ nekoliko stotina miliona godina. Vrste koje naseljavaju umerene i polarne predele stekle
su brojne mehanizme adaptacija kojima prezivljavaju delovanje niske temperature, §to se
moze ilustrovati njihovom sposobno$¢u da zive u izrazito hladnim regionima, kao §to su
Arktik, Alpi i Antartik, zbog Cega predstavljaju izuzetan model za istrazivanja iz oblasti

kriobiologije.

Dijapauza je specificno stanje mirovanja, hipometabolizma (snizen intenzitet
fizioloskih procesa), kojom insekti uskladuju svoj zivotni ciklus sa, za zivot nepovoljnim
uslovima sredine (Denlinger, 1991). Najcesce se javlja kod insekata i predstavlja jednu od
steCenih strategija prezivljavanja mnogih vrsta. Insekti, da bi preziveli nepovoljne uslove
sredine, 1 uskladili svoj Zivotni ciklus sa ekoloSkim uslovima staniSta, moraju ste¢i sposobnost
da zaustave svoje ontogenetsko razvi¢e na odredenom stadijumu i udu u dijapauzu, stanje u
koje ulaze u razli¢itim stadijumima razvica, zavisno od vrste (Bale i Hayward, 2009). Tako na
primer, svilena buba Bombyx mori, dijapauzira kao embrion, kukuruzni plamenac Ostrinia
nubilalis, kao gusenica, muva zlatara Sarcophaga bercaea kao lutka, dok krompirova zlatica
Leptinotarsa decemlineata, kao adult. Dijapauza predstavlja odgovor na promene kod
razli¢itih faktora sredine: fotoperiod (odnos duZine dana i no¢i), snizenje ili povecanje
temperature, gustina populacije, raspolozivost 1 priroda hrane 1 sli¢no. Kod insekata koji
naseljavaju predele sa umerenom klimom odnosno uslovima sezonsko-periodi¢ne klime,
faktori sa uravnoteZenom periodicnoS¢u imaju ulogu signala koji obaveStavaju organizme sa
steCenim mehanizmima adaptacije, o nastupaju¢em nepovoljnom periodu za zivot. Dijapauza
je sa aspekta adaptivnih procesa vrlo dinami¢no stanje organizma, koje je veoma precizno

hormonski regulisano i uskladeno sa uslovima koji karakteriSu Zivotnu sredinu vrste.

2.2. Otpornost insekata na hladnocu

Otpornost na hladno¢u (cold hardiness, eng.) i dijapauza, kod mnogih insekatskih vrsta
Cesto predstavljaju esencijalne, tesno povezane komponente strategije prezivljavanja

delovanja niske temperature (Denlinger, 1991), kao §to je to slucaj kod vrste Ostrinia
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nubilalis, Hbn. (Asahina, 1966; Grubor-Lajsi¢, 1991, 1992), ali i mnogih drugih vrsta
Scharcophaga bullata i Sarcophaga crassipalpis (Adedokun i Denlinger, 1984; Lee |
Denlinger, 1985; Lee i sar., 1987), Bombyx mori (Chino, 1958), Hyalophora cecropia (Wyatt
i Meyer, 1959), Chilio suppressalis (Izumi i sar., 2005). Otpornost na delovanje niske
temperature kod mnogih insekatskih vrsta, ali i drugih ektotermnih organizama Kkoji

naseljavaju podrucja sa umerenom klimom, ima sezonski karakter.

Na osnovu nacina na koji prezivljavaju temperature ispod 0°C insekte mozemo podelite U tri

grupe (Bale, 1987; Holmstrup i sar., 2002):

1) insekti koji su otporni na zamrzavanje telesnih te¢nosti, odnosno tolerisu ekstracelularno

formiranje kristala leda,

2) insekti Kkoji su neotporni na zamrzavanje telesnih tecnosti, odnosno ekstracelularno
formiranje kristala leda; ovi insekti su stekli strategiju pothladivanja svojih telesnih te¢nosti

kojom ih odrzavaju u te€nom stanju i pri temperaturama daleko ispod 0°C,

3) insekti koji snizavaju tacku pothladivanja, odrzavajuci pritisak vodene pare svojih telesnih
teCnosti u ravnotezi sa pritiskom vodene pare okolnog leda - §to nazivamo Krioprotektivna
dehidratacija. Zasniva se na gubitku vode kroz permeabilnu kutikulu, zbog razlike u naponu
vodene pare okolnog leda i pothladene telesne tenosti organizma, pri ¢emu insekti

prezivljavaju delovanje niske temperature ispod 0°C, u skoro dehidriranom stanju.

Vrste insekata netolerantne na formiranje kristala leda, stekle su strategiju pothladivanja
telesnih te¢nosti, Sto znaci da su sposobne da snize telesnu temperaturu daleko ispod tacke
mrznjenja Ciste vode, a da pri tome ne dode do formiranja kristala leda u telesnim te¢nostima.
Tacka na kojoj pocinju da se formiraju kristali leda (tacka mrZnjenja) naziva se tacka
pothladivanja (SCP - supercooling point, eng.), koja ispoljava sezonski karakter kod ovih
vrsta insekata (Zachariassen, 1985; Johnston i Lee, 1990). Sezonski karakter podrazumeva
postepeno snizavanje taCke pothladivanja tokom nastupajueg hladnog perioda, usled
pojacane sinteze krioprotektora (Lee Jr., 1991; Block, 1991). Tacka pothladivanja
(kristalizacije, nukleacije) se moze detektovati merenjem oslobodene latentne toplote

kristalizacije.

Vrste insekata tolerantne na zamrzavanje, naprotiv, iniciraju formiranje kristala leda
nukleatorima kristalizacije, proteinske prirode, sintetiSuci ih tokom jeseni i poc¢etkom zime.

Nukleatori kristalizacije indukuju formiranje kristala leda pri relativno visokim
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temperaturama hemolimfe, naj¢e$ée izmedu -5°C i -10°C, a zbog nastalih posledica
onemoguceno je unutarcelijsko zamrzavanje. Molekularni i1 fizioloski mehanizmi obe
strategije  ukljuCuju intenzivniju sintezu jedinjenja male molekulske mase tzv.
krio/anhidroprotektora (Semme, 1982; Lee Jr., 1991; Storey i Storey, 1991, Grubor-Lajsi¢ i
sar., 1991, 1992). Krio/anhidroprotektori su polihidroksilni alkoholi, seceri i amino kiseline:
glicerol, sorbitol, mio-inozitol, manitol, eritrol, sorbitol, etilen-glikol i glukoza, trehaloza,
alanin i prolin. Ova jedinjenja Stite organizam Kkoligativnim efektom, povecavanjem
osmolarnosti telesnih tecnosti i tako snizavanjem tacke mrznjenja (Storey 1 Storey, 1991), dok
se njihova nekoligativna zastita odnosi na stabilizaciju membrana (Williams, 1990), proteina
(Crowe i sar., 1983; Storey i Storey, 1988) i1 drugih molekulskih struktura u ¢eliji (hipoteza

zamene vode).

Glavna funkcija usporenog metabolizma (hipometabolizma) u dijapauzi tokom nastupajuceg
hladnog perioda, pored sinteze krio/anhidroprotektanata (Storey i Storey, 1983; Grubor-Lajsi¢
i sar., 1991, 1992; Ohtsu i sar., 1993; Michaud i Denlinger, 2006) jeste i o¢uvanje strukturnog
i funkcionalnog integriteta biomolekula (Semme, 1982; Lee Jr., 1991; Storey i Storey, 1991).

2.3. Masno telo

Masno telo je analog jetri i adipoznom tkivu ki¢menjaka i jedinstven je za insekte
(Law 1 Wells, 1989). Predstavlja relativno velik organ, protezu¢i se duz celog tela insekta,
prvenstveno ispod integumenta, okruzujuci creva i reproduktivne organe (Dean 1 sar., 1985).
Za razliku od ¢vrste strukture jetre, masno telo insekata je relativno mekano tkivo. Generalno,
organ je organizovan u tanke reznjeve, koji su uronjeni u hemolimfu. Ovakva organizacija je
od posebnog znacaja u uslovima povecane energetske potrebe, kao §to je let insekata, tokom
kojeg se metabolizam intenzivira 50-100 puta (Beenakkers i sar., 1984). Obzirom da su samo
male koli¢ine energetskih prekursora prisutne u misi¢cima koji su odgovorni za let, neophodnu
energiju tokom leta pruzaju cirkuliSu¢i energetski supstrati (lipidi, trehaloza 1 prolin), koji se
obnavljaju od strane masnog tela (Beenakkers i sar., 1984). Organizacija masnog tela koja
omogucava blizak kontakt sa cirkuliSu¢om hemolimfom, predstavlja pogodan sistem, koji je
visoko prilagoden jedinstvenoj fiziologiji insekata (Keeley, 1985). Heterogena struktura
masnog tela pokazuje regionalnu diferencijaciju koja se moze razlikovati i morfoloski. Iako su
neke funkcije karakteristicne za masno telo u celini, neke su lokalizovane u odredenim

delovima tkiva (Haunerland i Shirk, 1995; Jensen i Borgesen, 2000). Uloga masnog tela se
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menja tokom razli¢itih stadijuma razvica insekata, kada se masno telo ¢ak i citoloski drasti¢no
izmeni (Anaud i Lorenz, 2008).

Adipociti predstavljaju glavnu strukturnu komponentu masnog tela, koji su sposobni da
deponuju znaajnu koli¢inu energetske rezerve u formi triacilglicerola i glikogena.
Triacilgliceroli se deponuju u citosolu, u vidu brojnih lipidnih kapljica. Kod insekata, na kraju
perioda aktivnog hranjenja, pored glikogenskih i proteinskih granula, lipidne kapljice

zauzimaju najveci deo intracelularnog prostora (Dean i sar., 1985).

Manje zastupljene komponente masnog tela predstavljaju urociti, koji su specijalizovani za
skladiStenje urata. Opisani su u masnom telu bubasvaba i skakavaca, dok kod predstavnika
reda Lepidoptera nisu detektovani. Kod leptira adipociti vrSe funkciju i skladistenja urata. Oni
su stekli sposobnost akumulacije urata na kraju stadijuma gusenice, ¢iji se sadrzaj gubi tokom

dalje metamorfoze, do razvoja adulta (Willot i sar., 1988).

Treci tip ¢elija masnog tela su micetociti, koje su opisane kod bubasvaba, afida i nekih vrsta iz
reda Hemiptera. Ove ¢elije sadrze mikroorganizme koji zive unutar vakuola u stalnoj simbiozi
sa pomenutim vrstama (Dean i sar., 1985). Smatra se da simbionti proizvode esencijalne

komponente metabolizma koje se ne unose putem hrane (Dillwith i sar., 1993).

Kod nekih insekata se javljaju i enociti ektodermalnog porekla, distribuirani medu
adipocitima masnog tela mezodermalnog porekla. Enociti su specijalizovane ¢elije koje mogu
biti povezane ili sa epidermalnim ¢elijama ili sa ¢elijama masnog tela, sa funkcijom sinteze
kutikularnih lipida, proteina i ugljovodonika (Lockey, 1988). Novije studije pokazale su da se
neki geni koji su inace neukljuceni u metabolizam lipida ki¢menjaka, ekspresuju u enocitima
vrsta roda Drosophila, sa mogu¢om ulogom u mobilizaciji lipida tokom gladovanja (Gutierrez
i sar., 2007).

Masno telo, ima veoma vaznu ulogu u Zzivotu insekata, jer predstavlja veoma
dinamiéno tkivo sa vi§estrukim metaboli¢kim funkcijama. Celije masnog tela pored vazne
uloge u kontrolisanju sinteze i koriS¢enja energetskih rezervi triacilglicerola i glikogena,
sintetiSu i velike koli¢ine vaznih proteina kao na primer; rezervne proteine koji ¢ine depo
amino kiselina za procese morfogeneze; lipoforine koji su odgovorni za transport lipida kroz
hemolimfu; vitelogenin neophodan za sazrevanje jaja (Keeley, 1985). Takode se i znacajna
koli¢ina cirkuliSsu¢ih energetskih supstrata- metabolita (lipida, trehaloze i prolina) sintetise od
strane masnog tela. Kod insekata, veéina intermedijarnog metabolizma odigrava se u masnom

telu; metabolizam lipida i ugljenih hidrata, sinteza proteina, i metabolizam amino kiselina i
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azota. Neki metabolicki procesi su karakteristi¢ni za odredeni stadijum u razvi¢u insekata;
sinteza 1 luCenje rezervnih proteina u hemolimfu vezana je za stadijum larve koji se aktivno
hrani, dok je sinteza vitelogenina karakteristicna za stadijum adulta (Keeley, 1985; Arrese i
Soulages, 2010).

Jedna od najvaznih funkcija masnog tela insekata je skladiStenje i oslobadanje energetskih
rezervi, Sto zavisi od energetskih potreba insckata. Masno telo insekata je glavno mesto
sinteze i akumulacije lipida u formi triacilglicerola. Kod insekata, metabolizam lipida je od
sustinskog znacaja za metamorfozu, rast i reprodukciju, ali i za prezivljavanje duzeg perioda
mirovanja tokom kojeg se insekti ne hrane npr. dijapauze (Canavoso i sar., 2001; Arrese i
Soulages, 2010).

2.4. Lipidi insekata

Lipidi predstavljaju grupu jedinjenja veoma heterogene strukture. Njihova zajednicka
odlika je nerastvorljivost u vodi i drugim polarnim rastvara¢ima, te rastvorljivost u nizu
nepolarnih organskih rastvaraca, poput: heksana, acetona, hloroforma, benzena, dietil-etra i
drugih. Ukoliko posmatramo sa bioloskog aspekta, lipidi ¢ine vaznu grupu biomolekula,
obzirom da ulaze u sastav Celijskih membrana, predstavljaju glavno metabolicko gorivo za
mnoga stanja, ucestvuju u post-translacionoj modifikaciji, ¢elijskom signalingu (hormoni,
sekundarni glasnici) kao i u razmeni signala izmedu organizama (feromoni). Heterogenost

lipida je razlog njihove multifunkcionalnosti.

Jedna od cesto koristenih podela lipida je na: triacilglicerole, fosfolipide (koji se dele na

glicerofosfolipide i sfingolipide), glikolipide, voskove, terpene, steroide i eikozanoide.

Na osnovu uloge, lipidi se najéesc¢e dele na metabolicke (rezervne) i strukturne (membranske)
lipide, pri ¢emu triacilgliceroli predstavljaju glavnu klasu rezervnih lipida, dok fosfolipidi
predstavljaju glavnu Kklasu strukturnih lipida. Metabolicki lipidi imaju ulogu skladiStenja i
oslobadanja metabolicke energije, dok su strukturni lipidi glavni gradivni elementi ¢elijskih
membrana i membrana éelijskih organela. Neki lipidi, kao na primer steroli (holesterol), su i

metabolicki i1 strukturni, jer predstavljaju prekursore za sintezu vaznih steroidnih hormona,


http://sh.wikipedia.org/w/index.php?title=Membrana&action=edit&redlink=1
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hormona presvlac¢enja kod insekata- ekdizona i njegovih homologa, koji se generalno zovu

ekdisteroidi, ali su i esencijalne strukturne komponente ¢elijskih membrana.

2.4.1. Metabolic¢ki lipidi insekata

Metabolicki lipidi, odnosno lipidi koji sluze za skladistenje i oslobadanje metabolicke
energije jesu acilgliceroli (mono-, di- i triacilglicerola). Hemijski gledano, acilgliceroli su
estri glicerola (trohidroksilnog alkohola) i visih masnih kiselina. Masne kiseline molekula
acilglicerola, predstavljaju metabolicko gorivo molekula, odnosno izvor metabolicke energije.
Kod vecine insekata u ekstraktima ukupnih lipida celih jedinki i tkiva, pre svega masnog tela,
triacilgliceroli predstavljaju dominantnu klasu lipida, ~90%, sa ulogom energetske rezerve, iz
koje se zavisno od potreba organizma, oslobadaju masne kiseline, ¢ijom se oksidacijom
oslobada energija neophodna za funkcionisanje ¢elija ali i organizma u celini (Downer i
Matthews, 1976; Canavoso i sar., 2001). Uloga energetskog depoa- triacilglicerola je
fundamentalna za zivot insekata koji se odlikuju potpunim razvi¢éem (holometabola). Tokom
stadijuma larve koji se aktivno hrani, dolazi do akumulacije energetskih rezervi, koje ¢e se
koristiti tokom metamorfoze sve do formiranja adulta, jer insekti bez njih nisu u stanju da
prezive ovaj energetski veoma zahtevan proces (Mirth i Riddiford, 2007), pri ¢emu se ¢ak i
adulti koji se ne hrane, oslanjaju na deponovane energetske rezerve koje moraju da zadovolje
njihove potrebe za zivot ali i reprodukciju. Koli¢ina energetskih rezervi deponovanih u
masnom telu larvi znacajno utiCe na sposobnost reprodukcije adulta, jer je pokazano da
nedovoljna koli¢ina znacajno redukuje plodnost istih (Briegel, 1990). Insekti koji se aktivno
hrane u stadijumu adulta, odrzavaju svoje energetsko stanje aktivnim unoSenjem hranljivih
materija, posebno tokom pripreme za reprodukciju. Kod Zenki mnogih insekatskih vrsta,
formiranja jaja ukljucuje mobilizaciju znacajne koli¢ine lipidne rezerve iz masnog tela u
jajnike (Shiao i sar., 2008; Arrese i Soulage, 2010).

2.4.1.1. Lipidne kapljice masnog tela insekata

Energetske rezerve skladiste se u formi triacilglicerola intracelularno, u
specijalizovanim citoplazmatskim kompartmentima, koji se nazivaju lipidne kapljice. Skoro
sva tkiva mogu da sintetisu i ¢uvaju molekule triacilglicerola u malim lipidnim kapljicama, ali
su adipociti ¢elije specijalizovane za njihovo skladistenje. Sve veci broj studija pokazuje, da
lipidne kapljice nisu samo pasivni rezervoari lipida, ve¢ da predstavljaju dinami¢ne organele
(kompartmente) sa centralnom ulogom u metabolizmu lipida i energije (Bickel i sar., 2009;

Olofsson i sar., 2009). Lipidne kapljice se sastoje od jezgra i jednoslojnog omotaca koji
10
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okruzuje jezgro. Jezgro je izgradeno od neutralnih lipida (triacilglicerola i holesterol estara),
dok jednoslojni omota¢ ¢ine fosfolipidi i holesterol. Proteini, integralni i povrSinski
lokalizovani takode predstavljaju strukturne komponente omotac¢a gde spadaju i proteini iz
porodice PAT (proteini lipidnih kapljica) koji imaju sposobnost da se veZzu za povrSinu
lipidnih kapljica ili konstitutivno ili kao odgovor na neki metabolicki stimulus (Brasaemle,
2007; Bickel i sar., 2009).

Raspolozivost energetskih rezervi se ostvaruje preko koordinisanog delovanja enzima lipaza
(proces lipolize), na rezerve triacilglicerola. Imajuéi u vidu slabu rastvorljivost triacilglicerola
i njihovu okruzenost fosfolipidima, povrsina lipidnih kapljica predstavlja barijeru za
delovanje lipaza, koje moraju doc¢i u kontakt sa neutralnim jezgrom lipidnih kapljica, odnosno
molekulima triacilglicerola. Ovo je jedan od primera kako lipidne kapljice igraju vaznu ulogu
u regulaciji lipolize, jer povrsina lipidnih kapljica mora biti izmenjena u cilju inicijacije
procesa lipolize. Molekularni mehanizam odgovoran za pristup enzima molekulima
triacilglicerola smestenih u jezgru lipidnih kapljica, sve do danas je nepoznat (Arrese i
Soulage, 2010). Smatra se da je proces kontrolisan od strane evolutivno konzerviranih
proteina koji su oznaceni kao proteini lipidnih kapljica, koji su sli¢nih sekvenci i lokalizacije,
na povrsini lipidnih kapljica. Kada su ovi proteini prvi put grupisani u familiju proteina
oznaceni su terminom PAT, koriste¢i poCetna slova prva tri opisana proteina (perilipin - P,
adipocyte differentiation - related protein - ADRP i tail-interacting protein of 47 kDa - TIP47,
eng.) Proteini familije PAT reguliSu pristup enzima neutralnim lipidima smesSteni u jezgru
lipidnih kapljica, ali i komuniciraju sa ¢elijskim procesima koji su vazni za biogenezu lipidnih
kapljica (Brasaemle, 2007; Bickel 1 sar., 2009). Kod ki¢menjaka, najbolje okarakterisan
protein iz porodice PAT je perilipin, koji je vazan ucesnik u regulaciji lipolize u adipocitima.
Signal koji stimuli$e hidrolizu triacilglicerola skladiStenih unutar lipidnih kapljica adipocita,

indukuje se fosforilacijom perilipina (Brasaemle, 2007; Bickel i sar., 2009).

Genom insekata kodira dva proteina koji pripadaju PAT familiji, LSD1 i LSD2 (Gronke i sar.,
2003; Bickel i sar., 2009). Saznanja o proteinima LSD1 i LSD2 kod insekata potvrduju
njihovu vaznu ¢ak i glavnu ulogu u metabolizmu lipida. Oba proteina se povezuju sa lipidima
i sli¢nih su sekvenci na N-terminalnim krajevima (Arrese i sar., 2008). LSD2 je ukljucen u
proces akumulacije lipida, dok LSD1 u proces aktivacije lipolize. Kod muva, dokazano je da
se LSD2 ekspresuje tokom svih razvojnih stadijuma i da je neophodan za normalno

skladiStenje triacilglicerola (Teixeira i sar., 2003). Prekomerna ekspresija gena LSD2 proteina
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kod vrsta roda Drosophila dovodi do poveéanja sadrzaja triacilglicerola, dok njegovo brisanje
do smanjenja sadrzaja istih (Gronke i sar., 2003, Teixeira i sar., 2003). LSD2 je detektovan u
masnom telu a narodito je prisutan u jajnicima (Welte i sar., 1998; Fauny i sar., 2005).
Nasuprot o¢iglednoj funkciji proteina LSD2, koji bi delovao kao vid barijere lipazama, studije
sprovedene na vrsti moljca Manduca sexta pokazale su da se glavna uloga proteina LSD1
ogleda u aktiviranju lipolize (Patel i sar., 2005; Arrese i sar., 2006; Bickel i sar., 2009). Sli¢no
perilipinu kod ki¢menjaka, LSDI1 predstavlja glavni fosfoprotein lipidnih kapljica nakon
hormonske stimulacije lipolize (Patel i sar., 2005; Bickel i sar., 2009).

A o B .

< AKH ¢
| camp 1 | camp 1
perilipin‘\ /\o LSD1 l
CG"S&"—\‘ 0 (D HsL o © CG8552

ATGL . lipidna Brummer-ova . lipidna
kapljica lipaza kapljica

O O

CG1882 CG11055

Slika 1. Sematski prikaz regulacije lipolize u adipoznom tkivu ki¢émenjaka (A) i insekata (B).
U oba slucaja, cirkuliSsu¢i hormoni: CA - kateholamin i AKH - adipokineticki hormon,
stimuliSu G protein zavisne receptore: BAR - B adrenergicki receptor i AKHR - receptor
adipokinetickog hormona Kkoji su smesSteni na povrsini Celijske membrane adipocita.
Vezivanje hormona (primarnog glasnika) za receptor, rezultuje stvaranje sekundarnog
glasnika cAMP-a (cikli¢ni adenozin monofosfat). Visok nivo cAMP aktivira PKA (protein
kinaza A) koji je odgovoran za fosforilaciju proteina familije PAT lokalizovanih na povrsini
lipidnih kapljica: perilipina i LSD 1. Kod ki¢menjaka, fosforilisan perilipin postavlja HSL
lipazu na povrSinu lipidnih kapljica, stimuliSu¢i na taj nacin lipolizu. HSL je meta 1 PKA. Kod
insekata, smatra se da fosforilacija LSD 1 aktivira lipazu CG8552. Funkcija moguceg
ortologa lipaze HSL, CG11055, do danas je nepoznata. Druga grupa lipaza ukljucena u
lipolizu je familija ATGL/Brummer. Kod ki¢menjaka, oba protein i perilipin i ATGL
iterraguju sa CGI-58 koji su pod uticajem fosforilisanog perilipina; kod insekata, funkcija
ortologa CGI-58, CG1882, takode je jos nepoznata, ali je ovaj protein detektovan na povrsini
lipidnih kapljica (preuzeto od Bickel i sar., 2009, modifikovano).
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Kod vrste M. sexta, fosforilacija proteina LSD 1 odgovorna je za vecinu lipolitickog
odgovora, indukovanog adipokinetickim hormonom (AKH) (Slika 1.). Kod vrste M. sexta,
LSD 1 lokalizovan je iskljucivo u lipidnim kapljicama ¢elija masnog tela adultnog stadijuma.
Kod insekata potvrdeno je da lipidne Kapiljice imaju ulogu aktivnih subcelijskih
kompartmenta (Patel i sar., 2005; Arrese i sar., 2006; Bickel i sar., 2009).

2.4.2. Strukturni lipidi insekata

Celijska membrana i membrane organela su selektivno propustljive. Imaju ulogu
barijere, obezbeduju¢i individualnost ¢elije i njenih organela (kompartmenata), odrzavajuci
esencijalnu razliku izmedu citosola i ekstracelularnog prostora. Membrane aktivno ucestvuju
u transmembranskoj signalnoj transdukciji, i sadrze prekursore sekundarnih glasnika
poreklom iz lipida. Membrana predstavlja barijeru procesu difuzije, koja je oshova za
uspostavljanje, odrzavanje i regulisano koris¢enje transmembranskog gradijenta rastvora
citosola i ekstracelularne tecnosti, koji se koristi za sticanje metabolickih supstrata i
proizvodnju energije. Takode, membrane ucestvuju u unoSenju makromolekula iz
ekstracelularne te¢nosti u unutrasnjost celije procesom endocitoze, i u izbacivanju specificnih
proizvoda ¢elije, ili nekih drugih materija iz nje, procesom egzocitoze. Funkcije celijske
membrane su usko zavisne od njenih fizicko-hemijskih osobina, koje su predodredene
sastavom lipidnih komponenti (Williams, 1998). Fizicko-hemijske osobine membrana
direktno uti¢u na veéinu éelijskih procesa. Celijske membrane ne predstavljaju stati¢nu
barijeru za celije, ve¢ njenu veoma dinami¢nu i funkcionalnu komponentu (Dowhan i

Bogdanov, 2002).

Bioloske membrane imaju jedinstvenu strukturu. Prema danas opSteprihva¢enom strukturnom
modelu, tzv. modelu tecnog mozaika (Slika 2.), ¢elijska membrana je dinamic¢na fluidna
struktura ¢iji se konstituenti neprekidno krecu i zamenjuju. Izgradena je od lipidnih (45-50%),
proteinskih (45-50%) i ugljenohidratnih (4-8%) molekula. Osnovna strukturna jedinica
membrane je lipidni dvosloj (Slika 2.).

Lipidi 1 proteini koji ulaze u sastav membrane imaju specificnu lokalizaciju u odnosu na
stranu lipidnog dvosloja, pa je zbog toga membrana strukturno i funkcionalno asimetri¢na.
Membranski proteini se prema svojoj lokalizaciji dele na periferne i integralne. Periferni
membranski proteini su labavo vezani za membranu nekovalentnim vezama (elektrostatskim
interakcijama i vodoni¢nim vezama), dok su integralni membranski proteini ¢vrsto vezani za

membranu hidrofobnim interakcijama izmedu lipidnog dvosloja i nepolarnih bo¢nih grupa
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amino kiselina ovih proteina. Polipeptidni lanac nekih proteina kao na primer
gliceroakvaporina prolazi nekoliko puta kroz membranu, a njihove transmembranske
sekvence se sastoje od oko dvadesetak amino kiselina u obliku a-heliksa. Mnogi membranski
proteini sadrze kovalentno vezane oligosaharide razli¢itog stepena kompleksnosti.
Glikoproteini plazma membrane su uvek orijentisani tako da se domen sa ugljenohidratnim
jedinicama nalazi na ekstracelularnoj strani membrane. Membrana ima sposobnost prijema
signala koji dolaze kako iz ekstracelularnog tako i iz intracelularnog prostora, koja omogucuje
adekvatan celijski odgovor na sve promene, pa samim tim i na promene u temperaturi sredine
I dehidrataciju.

Fosfolipidi su najzastupljeniji lipidi u animalnoj eukariotskoj ¢eliji, dok su u membranama
prokariota oni jedini membranski lipidi. Kod prokariota, za razliku od eukariota, holesterol
nije strukturna komponenta membrane. lako postoji nekoliko tipova membrane njihova
osnovna, medu zivim organizmima najzastupljenija i najSire rasprostranjena gradivna
komponenta, jeste molekul glicerofosfolipida. Naravno, i druge vrste lipida koji uéestvuju u
izgradnji membrane vazne su strukturne komponente. Njihovo prisustvo i zastupljenost zavisi
od organizma i tipa Celije. Velika varijabilnost membranskih lipida se lako moze ilustrovati na
primeru bakterije Escherichia coli. Ova jednostavna bakterija poseduje samo tri glavne klase
fosfolipida sa nekoliko vrsta masnih kiselina. Uprkos ograni¢enom broju osnovnih gradivnih
komponenti, broj medusobnih kombinacija, kre¢e se u opsegu od stotine razli¢itih molekula.
Zato nije iznenadujuci podatak da u slozenijim eukariotskim organizmima, broj individualnih
vrsta fosfolipida dostize i na hiljade (Dowhan i Bogdanov, 2002).

EKSTRACELULARNI Hidrofilna polarna

PROSTOR glava molekula

Oligosaharidna fosfolipida

jedinica

Hidrofobni
nepolarni deo
molekula
fosfolipida

Glikoprotein Periferni
Integralni membranski
membranski protein

protein

Holesterol

INTRACELULARNI
PROSTOR

Slika 2. Struktura ¢elijske membrane (model tecnog mozaika)
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U strukturi ¢elijske membrane razlikuju se dve grupe fosfolipida: glicerofosfolipidi i
sfingolipidi. Glicerofosfolipidi su derivati fosfatidne kiseline i sadrze glicerol, masne kiseline,
fosfornu kiselinu i azotna jedinjenja. Sfingolipidi umesto glicerola sadrze alkohol sfingozin.
Raznolikost lipida zavisi od razli¢itosti masnih kiselina koje ulaze u njihov sastav koje se
mogu razlikovati po duzini ugljovodoni¢nog niza, njegovoj zasic¢enosti i polozaja na molekulu
glicerola. Molekuli fosfolipida sastoje se iz polarnog dela (hidrofilna glava) i nepolarnog dela
(hidrofobni rep). Zahvaljujuc¢i navedenoj strukturi, fosfolipidi su amfipati¢na jedinjenja (imaju
i polarni i nepolarni deo), koja u vodenoj sredini spontano obrazuju dvosloj, koja je i njihova
primarna uloga. Lipidni dvosloj se formira tako $to se hidrofobni repovi iz dvosloja orijentisu
jedan prema drugom, dok su im hidrofilne glave okrenute ka intracelularnom i
ekstracelularnom prostoru, odnosno polarnim sredinama (Slika 2.). Hidrofilna glava molekula
fosfolipida sastavljena je iz glicerola, fosforne kiseline i aminoalkohola, dok njen hidrofobni
rep ¢ine dugacki alifati¢ni lanci masnih kiselina. Hidrofobni repovi masnih kiselina zajedno sa
steroidnim prstenom holesterola okrenuti prema srediStu membrane, stvaraju izrazito
hidrofobnu sredinu koja predstavlja nepropustljivu barijeru za polarne i naelektrisane
molekule, spreavajuéi tako slobodan prolazak vode i jona u ¢eliju i van nje, kao i izlazak
produkata metabolizma. Fosfolipidne molekule dvosloja i ve¢ina uronjenih molekula proteina
koji su povezani relativno slabim silama: Van der Walls-ovim, elektrostatickim i hidrofobnim
interakcijama, se neprekidno pomeraju, slobodno klize wunutar lipidnog dvosloja
(transverzalno kretanje), migriraju iz jednog sloja u drugi (longitudinalno kretanje), mogu
menjati mesta u istom sloju i brzo rotirati duze svoje ose. Nedostatak krutih veza, poput
kovalentne, veoma je vazan za dinamiku membrane, jer su komponente membrane dovoljno
slobodne da se okrec¢u i bo¢no difunduju unutar sloja. Dinami¢na organizacija membrane je

od sustinske vaznosti i za njenu funkcionalnost (Hazel, 1995).

Masne kiseline su monokarboksilne kiseline koje predstavljaju vazne konstituente
prostih i sloZenih lipida. Njihovu strukturu ¢ine dugi, nerazgranati ugljovodoni¢ni lanci.
Vecina prirodnih masnih kiselina ima paran broj ugljenikovih atoma, jer se sintetiSu iz acetil-
CoA, sa dva atoma ugljenika. Mogu biti zasi¢ene ili nezasi¢ene (Slika 3.). Nezasi¢ene masne
kiseline imaju jedna ili vise dvostrukih, nezasi¢enih veza unutar ugljovodoni¢nog niza (Slika
3.). Kod nezasi¢enih masnih kiselina polozaj dvostruke veze ima vazan uticaj na njihova
bioloska svojstva. Po nomenklaturi polozaj dvostruke veze se oznacava sa grckim slovom A i
brojem C atoma dvostruke veze racunaju¢i C atom karboksilne grupe kao prvi. Polozaj

dvostruke veze se oznacava i pocev od poslednjeg ugljenikovog atoma u lancu (o C atom), pa
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govorimo 0 ®—3, 6 ili 9 masnim kiselinama. Dvostruke veze se mogu naci u Cis ili trans

konformaciji.

Karboksilna (o] o- =0 (o)
grupa — \C/ \C/
/ o
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o CHz P CHz
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STEARINSKA OLEINSKA
MASNA KISELINA MASNA KISELINA
(ZASICENA) (CIS-NEZASICENA)

Slika 3. Zasi¢ena i cis-nezasi¢ena masna kiselina

U prirodi se nezasi¢ene masne kiseline pojavljuju uglavnom u cis formi (Slika 3.), sa atomima
vodonika na istoj strani dvostruke veze. Kod ove forme izomera lanac se savija, §to
ogranicava sposobnost masne kiseline da se gusto pakuje, Sto znaajno utice na tacku
topljenja lipida membrane (nezasi¢ene masne kiseline imaju nize tacke topljenja). Kod trans
konformacije, dva susedna atoma vodonika su vezana na suprotnim stranama dvostruke veze.
Rezultat toga je formiranje pravog lanca, kao $to je lanac zasi¢enih masnih kiselina. Ove
razlike u prostornoj konformaciji izmedu zasicenih i nezasi¢enih masnih kiselina igraju vrlo
znacajnu ulogu u izgradnji bioloskih struktura (éelijskih membrana i lipidnih rezervi) kao i u
bioloskim procesima. Kao deo fosfolipida u lipidnom dvosloju ili triacilglicerola u lipidnim
kapljicama, razlika u prostornoj konformaciji masnih kiselina znacajno uti¢e na biofizicke
osobine strukture u Ciji sastav ulaze. Fizicka svojstva masnih kiselina zavise od duzine lanca i
stepena nezasicenosti. Sa porastom duzine ugljovodomicnog lanca rastvorljivost masnih

kiselina u vodi opada dok tacka topljenja raste.
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Holesterol koji je umetnut izmedu molekula fosfolipida, takode je vazna strukturna
komponenta c¢elijske membrane (Slika 2.). Svojim prisustvom povecava permeabilnost
lipidnog dvosloja za molekule koji su rastvorljivi u vodi. Hidrofobne interakcije izmedu
holesterola i masnih Kkiselina fosfolipida stabilizuju dvosloj, ali istovremeno daju i
fleksibilnost strukturi membrane. Fluidnost membrane zavisi od temperature, vrste masnih
kiselina 1 sadrzaja holesterola u membrani. Sastav lipida u ¢eliji je pazljivo regulisan i menja

se u skladu sa promenama uslova sredine.
2.4.2.1. Fenomen homeoviskozne adapatacije

Promena uslova sredine, pre svega temperature, znatno utice na fizicke osobine
membranskih lipida i njihove fazne prelaze, jer zna¢ajno smanjenje temperature ¢ini ¢elijsku
membranu manje fluidnom, odnosno manje funkcionalnom (Cossins i Macdonald, 1989;
Hazel i Williams, 1990). Evolutivno steCena osetljivost, ograni¢ava fizioloski opseg
temperature u okviru kojeg strukturne komponente membrana efektivno funkcioniSu.
Poikilotermni organizmi izlaganjem nizim temperaturama od fizioloske, moraju da
restruktuiSu membrane Celija, kako bi one poprimile odgovarajuce fizicke osobine koje ¢e
odgovarati datim uslovima sredine, i omogudéiti njihovo funkcionisanje. Remodelovanje
bioloskih membrana je najées¢i celijski odgovor na promene temperature. Tako na primer
promena fluidnosti lipidnog dvosloja celijske membrane, usled promene ambijentalne
temperature je poznat fenomen ,,homeoviskozne adaptacije” (Sinensky, 1974; Hazel, 1995).
Hipoteza govori da membrane optimalno funkcioniSu u ograni¢enom opsegu fluidnosti
(Cossins i Macdonald, 1989). Prema fenomenu o homeoviskoznoj adaptaciji, odrzavanje
fluidnosti membrane na niskim temperaturama povecanjem stepena nezasi¢enosti masnih
kiselina u njihovom sastavu, kompenzuje inhibitorni efekat niskih temperatura kroz
solidifikaciju lipida. Fenomen homeoviskozne adaptacije predstavlja osnovni celijski

odgovor, kako mikroorganizama tako i poikilotermnih organizama (Hazel, 1995).

Na fizioloskim temperaturama, rotacija oko jednostruke veze izmedu dva atoma ugljenika,
odvija se slobodno duz ugljovodoni¢nog lanca masnih kiselina, $to rezultuje neuredenom
strukturom ¢elijske membrane, koja je u te¢no-kristalnoj fazi (L,). Kod celija cCija je
funkcionalnost u potpunosti ocuvana jer je celijska membrana u te¢no-kristalnoj fazi.
Izlaganje nizim temperaturama od fizioloske, prouzrokuje promenu faze celijske membrane,
odnosno membrana postepeno prelazi iz te¢no-kristalne faze (L,) u gel fazu (Lg). Fazni prelaz

se deSava zbog prelaza ugljovodoni¢nih lanaca masnih kiselina iz cis u trans konformaciju,
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koja se gusto pakuje i formira uredenu strukturu membrane. Temperatura na kojoj se indukuje
fazni prelaz, oznacava se kao temperatura faznog prelaza (temperatura topljenja) (Huang i
sar., 1997). Postoji razlika u fluidnosti srediSnjeg hidrofobnog dela lipidnog dvosloja kada je
u te¢no-kristalnoj ili uredenoj gel fazi (Dowhan i Bogdanom, 2002), koja i dovodi do
delimi¢nog gubitka funkcionalnosti celijske membrane (Cossins i Raynard, 1987; Hazel,
1995). Kada ¢elijska membrana prede u gel fazu, delovanje bilo kakvog stresora moze razoriti
njenu strukturu jer se indukuje povezivanje integralnih membranskih proteina, smanjuje
aktivnost mnogih membranskih enzima, usporava se bo¢no kretanje integralnih proteina u
membrani ¢ime se redukuje njihova aktivnost, znacajno se povecava propustljivost Celije i
dolazi do stetnog usvajanja katjona (jone natrijuma i kalcijuma) i molekula vode, ali i gubitka
metabolita i jona iz unutra$njosti ¢elije. Pomenute promene se deSavaju zbog neadekvatnog
pakovanja membrane u delovima (domenima) u kojima postoje obe faze, i te¢no-kristalna i
gel faza. Postojanje takvih domena u c¢elijskoj membrani, deSava se zbog razli¢itih fizickih
osobina membranskih lipida, koje imaju razli¢ite temperature prelaza usled cega dolazi do
razdvajanja faza i formiranja lokalnih domena. Postojanje prekida u strukturi lipidnog
dvosloja moze biti od znacaja za mnoge strukturne organizacije i ¢elijske procese kao na
primer za smestanje integralnih proteina u dvosloj, kretanje makromolekula kroz dvosloj i
¢elijsku deobu. Potreba za prekidima u membrani (diskontinuitetom) moze biti razlog zasto
sve membrane sadrze znacajnu koli¢inu lipida u membrani koji ne formiraju dvosloj (lipidi
koji imaju tendenciju da zauzmu koni¢an oblik) (Hazel i Williams, 1990; Hazel, 1995) ¢ak i
kada je celijska membrana u fizioloskim uslovima u te¢no-kristalnoj fazi (L,). Poveéanje
sadrzaja holesterola u membrani takode predstavlja mehanizam adaptacije na niske
temperature jer znacajno menja biofizicke osobine membrane. Povecanje sadrzaja holesterola
u membrani sprecava fazni prelaz lipida membrane iz te¢no-kristalne u gel fazu pri niskim

temperaturama.

Kako bi se dinamic¢ke osobine membrane odrzale tokom delovanja niske temperature, mora se
dodatno povecati stepen nezasi¢enosti masnih kiselina u njenom sastavu (Sinensky, 1974).
Kod insekata studije fokusirane na ¢elijsku membranu, pokazale su da je povecanje odnosa
nezasi¢enih masnih kiselina prema zasi¢enim masnim kiselinama (UFA/SFA) vazan
mehanizam adaptacije na niske temperature, koje obezbeduje ocuvanje njene fluidnosti samim
tim i funkcionalnosti na niskim temperaturama (Bennett i Lee, 1997). Evolutivno, prednost je

data insektima koji su stekli sposobnost reorganizacije strukture svojih membrana u skladu sa
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temperaturom sredine, jer adaptacija membrane je esencijalna komponenta strategije

prezivljavanja niske temperature svih poikiloternim organizama.

Strukturne promene koje indukuju fizioloske promene i doprinose fenomenu ,,homeoviskozne
adaptacije” pored promena u masnokiselinskom delu fosfolipida: stepena nezasi¢enosti
masnih kiselina, duzine ugljovodoni¢nih lanaca kao i polozaja nezasi¢enih masnih kiselina na
sn-1 ili sn-2 mestu molekula glicerola; su i promene u polarnoj glavi fosfolipida kao i
promene u sadrZaju sterola inkorporiranih u lipidni dvosloj (Cossins i Raynard, 1987; Hazel,
1995; Hochachka i Somero, 2002; Van Dooremalen i Ellers, 2010). Mnoge studije pokazale
su da su sezonske promene otpornosti na hladnocu terestri¢nih beski¢menjaka uglavnom u
vezi sa promenama sastava masnih kiselina fosfolipida (Bennet i sar., 1997; Kostal i Simek,
1998; Slachta i sar., 2002; Kostal i sar., 2003). Promene podrazumevaju povecanje sadrzaja
cis-nezasi¢enih masnih kiselina na racun zasi¢enih masnih kiselina. Pokazano je da uvodenje
dvostruke veze u zasi¢en lanac masnih kiselina znac¢ajno smanjuje temperaturu topljenja kao
Sto i lokalizacija i broj cis-dvostrukih veza u ugljovodoni¢nom nizu vr$i zna¢ajan uticaj na

temperaturu faznog prelaza iz te¢no-kristalne u gel fazu (Huang i sar., 1997).

Znacajno povecanje stepena nezasi¢enosti masnih kiselina fosfolipida kao rezultat povecanja
sadrzaja polinezasi¢enih ili mononezasi¢enih masnih kiselina na racun zasi¢enih masnih
kiselina, dovodi do znafajnog smanjenja njihove temperature faznog prelaza odnosno
znacajno nize tacke topljenja. Nezasi¢ene masne kiseline pored sinteze iz drugih masnih
kiselina, unose se i putem hrane (Van Dooremalen i Ellers, 2010). Duzina ugljovodoni¢nog
lanca u molekulu fosfolipida takode uti¢e na temperaturu prelaza. Masne kiseline sa duZzim
ugljovodoni¢nim nizom imaju viSe temperature topljenja od istih sa kra¢im ugljovodoni¢nim
nizom pri ¢emu regulacija duZine ugljovodoni¢nih lanaca masnih kiselina u molekulu pruza
drugi vid strategije kontrolisanja fluidnosti membrane. Vazna adaptacija ¢elijske membrane u
prezivljavanju niske temperature je i restrukturiranje sastava polarnih glava fosfolipidnih
molekula, povecanjem sadrzaja fosfatidiletanolamina uz istovremeno smanjenje
fosfatidilholina (Hazel, 1995; McCoy, 2003).

Kod mnogih insekatskih vrsta otpornost na hladnodu strogo je povezana sa
dijapauzom, tako da do reorganizacije membrane dolazi iniciranjem dijapauze odredenim
faktorom (Azuma et al., 1989; Michaud i Denlinger, 2006). Prema mnogim autorima kod
najveceg broja vrsta insekata ulaskom u dijapuzu se stepen nezasic¢enosti masnih kiselina u

membrani i depou lipida povecava, obzirom da je povecanje Stepena nezasi¢enosti masnih
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kiselina u membrani vazna karika u ocuvanju njenog integriteta (fluidnosti) i normalnog
funkcionisanja ¢elija (Azuma i sar., 1989; Shimizu, 1992; Kostal i sar., 2003; Michaud i
Denlinger, 2006; Overgaard i sar., 2008), dok u rezervama u cuvanju fluidnost i
omogucavanju njihovog neprekidnog korisc¢enja (Hazel, 1979; Frank 1991; Ohtsu i sar., 1993;
Joanisse i Storey 1996; Kakela i Hyvarinen, 1996).

2.5. Zastupljenost masnih kiselina kod insekata

U Klasi Insecta, najzastupljenije masne Kiseline su: miristinska (C14:0), palmitinska
(C16:0) i stearinska (C18:0) od zasi¢enih, miristoleinska (C14:1n-5), palmitoleisnka (C16:1n-
7) 1 oleinska (C18:1n-9) od mononezasi¢enih masnih kiselina; a linolna (C18:2n-6) i a-
linolenska (C18:3n-3) od polinezasi¢enih masnih kiselina (Fast, 1970; Thompson, 1973;
Downer, 1985). U tragovima mogu da se detektuju i mnoge druge masne kiseline. Postojece
vrste insekata svrstane u red Lepidoptera, Hemiptera, Orthoptera, Diptera, Hymenoptera ili
Dictyoptera, se razlikuju kvantitativno po sastavu masnih kiselina (Thompson, 1973), pri
¢emu one mogu imati i taksonomski karakter. Pored par izuzetaka, vrste iz reda Diptera
odlikuju se visokim sadrZzajem palmitoleinske masne kiseline (C16:1n-7), dok se vecina
familija iz reda Hemiptera odlikuje visokim sadrzajem miristinske masne kiseline (C14:0)

(Barlow, 1963).

Vecina insekata nije sposobna da sintetiSe polinezasiCene masne kiseline, Sto
objaSnjava potrebu za njihovim unoSenjem putem hrane. Mnoge studije pokazale su da
unosenje linolne (C18:2n-6) ili a-linolenske masne kiseline (C18:3n-3) putem hrane
zadovoljava nutritivne potrebe za ovim esencijalanim masnim kiselinama (Dadd, 1985).
Masne kiseline se nakon sinteze ili apsorpcije inkorporiraju u triacilglicerole, fosfolipide i
sterol-estre. Ukoliko se esencijalne masne kiseline ne unose hranom, uzrokuju razli¢ite
deformitete koji se ispoljavaju ili tokom razli¢itih stadijuma razvica insekata, ili tokom

reprodukcije adulta (Downer, 1985; Canavoso i sar., 2001).

Potreba za esencijalnim masnim kiselinama se medu vrstama znacajno razlikuje, a nedostatak
razli¢ito oslikava na razvi¢e jedinke date vrste. Studije na vrstama iz reda Lepidoptera i
Hymenoptera, pokazale su da nedostatak esencijalnin masnih Kkiselina dovodi do
nemogucnosti pravilnog formiranja adulta tokom metamorfoze, bez efekta na razvoj larvi

(Dadd, 1985). Pomenuti nedostatak se kod njih znacajno ublazava unoSenjem iskljuéivo o-
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linolenske masne kiseline ¢ija funkcija u metamorfozi do danas nije razjasnjena. Kod nekih
vrsta iz reda Orthoptera, nedostatak esencijalnih masnih kiselina ispoljava se znacajno
zaostalim rastom nimfi i pojavom deformisanih adulta (Dadd, 1985). Nasuprot pomenutim
vrstama, kod vrste bubaSvabe Blatella germanica, nedostatak esencijalnih masnih kiselina
tokom stadijuma larvi, ne izaziva pojavu deformiteta kod adulta, ali Zenke usled tog
nedostatka tokom stadijuma larvi, formiraju deformisane ooteke (strukture koje pokrivaju jaja
nakon polaganja), §to ¢e imati znaCajan uticaj na reprodukciju. Kod ove vrste, promene se
mogu uociti i kasnije, kod druge generacije u vidu slabih kratkozive¢ih nimfi (Gordon, 1959).
Kod nekih vrsta iz reda Coleoptera nedostatak esencijalnih masnih kiselina ispoljava se

sporim razvi¢em larvi i smanjenjem plodnosti adulta (Dadd, 1985).

2.6. Zastupljenost sterola kod insekata

Insekti, zajedno sa mnogim beski¢émenjacima, nisu sposobni da sintetiSu sterole de
novo, pa ih stoga za normaran rast i razvoj moraju unositi hranom, ili obezbediti pomocu
simbiotskih organizama. Premda se steroli po strukturi razlikuju od drugih lipida, svrstani su
u ovu grupu biomolekula, jer su nerastvorljivi u vodi. Holesterol je glavni sterol insekata.
Predstavlja strukturnu komponentu c¢elijskih membrana, prekursor je za sintezu hormona
presvlacenja, ekdizona i njegovih homologa- ekdisteroida, sastavni je deo voska kutikule
insekata i lipoforina hemolimfe (Grieneisen, 1994; Svoboda, 1999). Kod vecine insekata,
holesterol je neophodan za normalan razvoj (Friend i Dadd, 1982; Dadd, 1985), zbog ¢ega je
steCena sposobnost prevodenja razne vrste sterola iz hrane u holesterol (Svoboda i Feldlaufer,
1991; Svoboda, 1999), dok neke vrste tu sposobnost nisu stekle, zbog ¢ega za normalan
razvoj zahtevaju unoSenje odredenih sterola. Vrste Drosophila pachea i Xyleborus
ferrugineus (Heed i Kircher, 1965; Chu i sar., 1970) zahtevaju unosenje A’ -sterola putem
hrane, dok se skakavci najbolje razvijaju do stadijuma adulta ukoliko hrana sadrzi A® -sterole
(holesterol i sitosterol), a to ne uspevaju na hrani koja sadrzi A’ i/ili A% -sterole (stigmasterol)
(Behmer i sar., 1999). Zanimljivo je da kod pustinjske vrste skakavca Schistocerca americana
A" i/ili A% -steroli mogu spreciti normalan razvoj ¢ak i kada je odgovarajuci sterol (sitosterol)
prisutan (Behmer i Elias, 1999). Kod vrste Heliothis zea holesterol je takode neophodan za
normalan rast larvi, jer one umiru kada se hranom unosi ergosterol ili lanosterol (Ness i sar.,
1997). Kod domace muve Musca domestica, adulti nisu sposobni da proizvode vijabilna jaja

ukoliko hrana sadrzi B-sitosterol umesto holesterola ili kampesterola (Kaplanis i sar., 1965).
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Jaja insekata sadrze sterole, Sto omogucéava da se prvo presvlacenje odigra nesmetano, dok je
za svako naredno presvlacenje obavezno snabdevanje sterolima. Neki vitamini, esencijalne

masne kiseline i steroli, mogu se proizvesti od strane simbionata u crevu ili masnom telu.

2.6.1. Metabolicke transformacije sterola

Vecina omnivora (svasStojeda) i hematofaga (insekata koji se hrane krvlju) sposobno je
da unese dovoljnu koli¢inu holesterola putem hrane (Svoboda i Feldlaufer, 1991). Medutim,
vrste insekata koje se hrane hranom biljnog porekla (fitofagi), koriste Sirok spektar biljnih
sterola- fitosterola, Cyg ili Cyg Sterole sa dvostrukom vezom na mestu 5 ili 7, i -metil ili -etil
grupom na mestu C,4. U biljkama, fitosteroli su uglavnom esterifikovani sa nekom masnom
kiselinom. Koris¢enje sterol-estara zavisi od stepena hidrolize u lumenu srednjeg creva.
Apsorbovani fitosteroli se mogu prevesti u holesterol, ili neki drugi sterol u enterocitima
srednjeg creva, a mogu ostati i nepromenjeni. Nakon usvajanja od strane enterocita
oslobadaju se u hemolimfu i1 prenose lipoforinskim ¢esticama (glavni lipoproteini hemolimfe)
metaboli¢ki put pretvaranja fitosterola, sterola Csg ili Cy9 poreklom iz hrane u holesterol je
dealkilacija metil ili etil grupa na mestu C,4. Dealkilacija preovladuje kod vecine insekata
fitofaga i omnivora, kojoj predhode koraci oksidacije i epoksidacije (Svoboda i Feldlaufer,
1991).

2.6.2. Sinteza steroidnih hormona kod insekata

Glavni steroidni hormoni insekata su hormoni presvlacenja, ekdizon ili 20-
hidroksiekdizon koji se sintetiSu iz holesterola u protorakalnim Zlezdama i1 drugim
steroidogenim organima, kao $to su jajnici, testisi i epidermis. Hormoni presvlacenja insekata
(ekdizon i njegovi homolizi) generalno se nazivaju ekdisteroidima. U ovom sintetskom putu,
citonrom P-450 endoplazmatskog retikuluma (ER) kataliSe pretvaranje holesterola u 7-
dehidroholesterol (Warren i sar., 1988; Grieneisen, 1994), koje je praceno daljim brzim
pretvaranjem u ekdizon od strane enzima hemolimfe, 3-ketosteroid reduktaze (Sakura i sar.,
1989). Metabolizam ekdizona u 20-hidroksiekdizon odvija se u nekoliko tkiva, kao na primer
masnom telu, Malpigijevim tubulama i srednjem crevu (Mitchell i Smith, 1986). Ovaj korak
se katalise od strane ekdizon 20-monooksigenaze (Wheeler i Goldsworthy, 1985; Thompson i
sar., 1990). Vrste pcela, medonosna Apis melifera (Svoboda, 1981) i solitarna pcela

Megachile protundata (Svoboda i Lusby, 1986), ne poseduju sposobnost dealkilacije
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fitosterola, zbog cega 24-metilholesterol predstavlja glavni sterol, a Cy ekdisteroid
(makisteron A) hormon presvlacenja. Insekti stvaraju i brojne druge steroidne hormone, kao
sto su estrogeni, androgeni 1 mineralokortikoidi, ¢ije su funkcije kod insekata jo§ uvek

nepoznate (Grieneisen, 1994).

2.7. Metabolizam lipida kod insekata

Kod vecine insekata, lipidi uneti hranom razgraduju se i apsorbuju u lumenu srednjeg
creva, koji predstavlja glavno mesto lucenja digestivnih enzima, varenja hrane i apsorpcije
nutrijenata. Digestivni enzimi, lipaze, sekretovane od strane endodermalnih ¢elija srednjeg
creva, a kod nekih insekata i od strane simbiotskih organizama, hidrolizuju triacilglicerole
unete hranom na molekule monoacilglicerola i masnih kiselina (Slika 4.). Kod nekih
insekatskih vrsta, posebno kod vrsta iz reda Lepidoptera, koji imaju visok pH u lumenu
srednjeg creva, hidroliza se odvija do molekula glicerola i masnih kiselina (Canavoso i sar.,
2001).

Lipidi nisu lako dostupni digestivnim enzimima rastvorenim u vodenoj fazi, jer su veoma
slabo rastvorljivi, ili nerastvorljivi u vodi, Sto predstavlja problem pri njihovom varenju. Zbog
toga, hidrolizi lipida prethodi proces emulgovanja. Insekti nemaju Zzuéne soli, ali su stekli
drugacije strategije za emulgovanje lipida. Emulguju¢e materije imaju vaznu ulogu jer
omogucuju hidrofilnim enzimima- lipazama kontakt sa hidrofobnom povrSinom
triacilglicerola. Prirodne emulgujuce Cestice u digestivnom traktu insekata su jo§ uvek dosta
neistrazene, ali je utvrdeno da aminokiseline i proteini mogu imati emulgujuéu ulogu kod
nekih vrsta insekata. Takode 1 komponente glikokaliksa, koga ¢ine proteini 1 ugljeni hidrati u
vidu viskoznog sekreta, koji oblaze mikrovile srednjeg creva, mogu doprineti procesu

emulgovanja lipida (Nation, 2002).

Apsorbovane slobodne masne kiseline i monoacilgliceroli, u enterocitima se procesom
esterifikacije prevode u molekule diacilglicerola, triacilglicerola i fosfolipida. Studije na
larvama vrste M. sexta, pokazale su da se masne kiseline nastale kompletnom hidrolizom
triacilglicerola u lumenu srednjeg creva, nakon apsorpcije brzo prevode preko fasfatidnog
puta u molekule diacilglicerola (Canavoso i Wells, 2000; Arrese i sar., 2001), koji se dalje ili
prevode u molekule triacilglicerola ili prelaze u hemolimfu i transportuju do ¢elija masnog

tela gde se skladiste u formi triacilglicerola (Slika 4.). Molekuli triacilglicerola sluze kao
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rezervoari apsorbovanih masnih kiselina u enterocitima (Weintraub i Tietz, 1973; Canavoso i
sar., 2001). Na ovaj nac¢in omogucuje se maksimalna apsorpcija masnih kiselina iz lumena
creva, uz istovremeno odrzavanje niske intracelularne koncentracije masnih kiselina i
diacilglicerola, koji mogu biti toksi¢ni pri visokim koncentracijama. Smatra se da se
apsorpcija masnih kiselina odvija preko transportnih proteina prisutnin na membranama
enterocita (FATP), koje su u kontaktu sa lumenom srednjeg creva (Hui i Bernlohr, 1997,
Stahl i sar., 1999; Arrese i sar., 2001) (Slika 4.). Masne kiseline i drugi usvojeni lipidi
(monoacilgliceroli, steroli i dr.)) za sada nepoznatim mehanizmima usmeravaju se ka

odgovaraju¢im metaboli¢kim putevima.

Molekuli diacilglicerola oslobodeni iz enterocita u hemolimfu vezuju se za
lipoproteinske Cestice, lipoforine, koji omogucuju transport apsorbovanih lipida kroz vodenu
sredinu hemolimfe. Kod insekata oslobadanje molekula diacilglicerola iz enterocita ne
zahteva de novo sintezu Cestica lipoforina, kao §to je to slucaj kod ki¢menjaka. lako struktura
lipoforina veoma varira, pokazalo se da svi imaju hidrofilnu srz izgradenu od ugljenih hidrata,
sredi$nji sloj od diacilglicerola i povrSinu od fosfolipida i apolipoproteina (proteinske
komponente lipoproteina). Lipoforini cirkulisu izmedu srednjeg creva i masnog tela, pri cemu
ne ulaze ni u enterocite, ni u ¢elije masnog tela (Tsuchida i Wells, 1988; Soulages i Wells,
1994; Arrese i sar., 2001) (Slika 4.). Nakon $to lipoforini izvrSe transport lipida do ¢elija
masnog tela gde se skladiste u formi triacilglicerola, nastavljaju dalje da cirkulisu i
transportuju naredni molekul diacilglicerola putem hemolimfe (Blacklock i Ryan, 1994;
Arrese i sar., 2001). Sposobnost recirkulacije lipoforina hemolimfe predstavlja adaptaciju kod
insekata, koja im omogucava brzu mobilizaciju lipida iz srednjeg creva (poreklom iz hrane),
ili masnog tela, npr. za potrebe letenja, bez prethodne sinteze novih Cestica lipoforina
(Blacklock i Ryan, 1994). In vivo i in vitro studije na vrstama iz nekoliko razli¢itih redova,
pokazale su da kod insekata molekuli diacilglicerola predstavljaju glavnu klasu lipida u
hemolimfi nakon varenja lipida poreklom iz hrane (Rimoldi i sar., 1985; Tsuchida i Wells,
1988; Bauerfeind i Komnick, 1992; Weer i sar., 1993; Canavoso i Wells, 2000). Pored glavne
lipidne komponente hemolimfe diacilglicerola, lipoforini transportuju i fosfolipide i slobodne
masne kiseline putem hemolimfe (Soulages i Wells, 1994). Kod vrste M. sexta je pokazano da
su molekuli diacilglicerola unutar lipoforinskih Cestica, poreklom iz hrane, obzirom da je
njihov sadrZaj u lipoforinskim cesticama kod jedinki koje su konzumirale bezmasnu hranu
znacajno smanjen (Fernando-Warnakulasuriya i sar., 1988). Studije na pomenenutoj vrsti su

pokazale da je ~90% od obelezenih masnih kiselina trioleina apsorbovano 4 ¢asa nakon
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obroka, 1 da je viSe od 70% apsorbovanih masnih kiselina nadeno u masnom telu u formi
triacilglicerola (Tsuchida 1 Wells, 1988). U hemolimfi, vise od 90% obelezenih masnih
kiselina se nalazila u formi diacilglicerola, koji su svi bili u sastavu lipoforinskih Cestica

(Arrese i sar., 2001; Canavoso i sar., 2001).

Do danas, malo se zna o mehanizmima koji su ukljueni u prenoSenje lipida iz enterocita
srednjeg creva do lipoforina u hemolimfi (Canavoso i sar., 2001). Smatra se da su dva faktora
klju¢na za prenoSenje: receptor za koji se vezuju lipoforinske Cestice (Van Antwerpen i sar.,
1989; Tsuchida i Wells, 1990; Atella i sar., 1995; Aresse i sar., 2001), i Cestice koje su
odgovorne za prenoSenje molekula lipida (LTP- lipid transpot particle, eng.). Lipoforinske
Cestice se vezuju za specificno vezno mesto (receptor) na povrSini enterocita. Proces
prenosenja lipida se deSava na povrSini ¢elije bez ulaska lipoforina u enterocite (Tsuchida i
Wells, 1988; Bauerfeind i Komnick, 1992; Soulages i Wells, 1994; Aresse i sar., 2001).
Vezivanje lipoforina za povrSinu enterocita dokazan je kod vrste M. sexta (Gondim i Wells,

2000) i kod larvalnog stadijuma vrste Aeschna cyanea (Bauerfeind i Komnick, 1992).

Cestice koje su odgovorne za preno$enje molekula lipida (LTP) predstavljaju lipoproteine
veoma velike gustine (VHDL), koji su izolovani iz hemolimfe kod nekoliko vrsta (Ryan i sar.,
1986; Blacklock i Ryan, 1994; Ryan i Van der Horst, 2000). Fizioloska funkcija mu je do
danas dosta neistrazena, ali Se smatra da ucestvuje u prenoSenju lipida izmedu Cestica
lipoforina kao i izmedu lipoforina i membrana (Ryan i Van der Horst, 2000; Aresse i sar.,
2001). Studije u in vitro uslovima pokazuju da se prenos diacilglicerola od srednjeg creva do
lipoforina u potpunosti blokira pretretmanom sa anti-LTP antitelom, i da se ponovo
uspostavlja tokom ponovnog dodavanja LTP u inkubacioni medijum, $to potvrduje da je LTP
neophodan da olaksa prenoSenje molekula diacilglicerola iz srednjeg creva do lipoforina
(Slika 4.) (Arrese i sar., 2001; Canavoso i sar., 2001).
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Slika 4. Sematski prikaz metabolizma lipida kod insekata; od razgradnje lipida u lumenu
srednjeg creva, apsorpcije FA preko FATP, njihove transformacije u molekule DAG u
enterocitima srednjeg creva, prenoSenja DAG iz enterocita srednjeg creva do Cestica
lipoforina do transporta putem hemolimfe do ¢elija masnog tela gde se vrsi skladiStenje
energetske rezerve u formi TAG. FATP - transportni proteini masnih kiselina, LTP - Cestice
koje su odgovorne za prenosenje molekula lipida, FA - masna kiselina, DAG - molekul
diacilglicerola, TAG - molekul triacilglicerola, R - receptor za koji se vezuju Cestice
lipoforina, nLp - nascentni molekul lipoforina (preuzeto iz Arrese i sar., 2001 i Canavoso i
sar., 2001, modifikovano).

2.8. Mobilizacija energetskog depoa i njena hormonska regulacija

Masne kiseline energetskih rezervi, skladistene u formi triacilglicerola u lipidnim
kapljicama adipocita masnog tela, mobilisu se za podmirivanje fizioloskih potreba i stanja
organizma, ukljuujuci snabdevanje energijom misi¢a odgovornih za let insekata u obliku
diacilglicerola, snabdevanje jajnika lipidima, odrzavanje sveukupne metabolicke aktivnosti u

periodu mirovanja (dijapauze).

Prvi korak potreban za mobilizaciju masnih kiselina jeste aktivacija triacilglicerol lipaze

masnog tela, koja kataliSe hidrolizu triacilglicerola, forme u kojoj se skladiSte energetske
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rezerve, u lipidnim kapljicama masnog tela. Kod insekata, identifikovane su dve lipaze koje
se ekspresuju u masnom telu: adipozna triacilglicerol lipaza insekata- Brumerova lipaza
(ATGL- insect adipose triglyceride lipase, eng.), i triacilglicerol lipaza (TGL) (Canavoso i
sar., 2001; Arrese i Soulages, 2010).

Mobilizacija rezervi lipida podrazumeva lipolizu, triacilglicerol lipazom, kada
uglavnom nastaju diacilgliceroli, koji se dalje iz ¢elija masnog tela transportuju lipoforinima
do ciljnog organa, gde se koriste kao energetsko gorivo (Beenakkers i sar., 1984; Arrese i sar.,
2001; Canavoso i sar., 2001; Arrese i Soulages, 2010). Diacilgliceroli su najzastupljeniji
acilgliceroli u hemolimfi, jer predstavljaju njihovu transportnu formu. Mobilizacija lipida iz
¢elija masnog tela, pod kontrolom je adipokineti¢kog hormona (AKH) peptidne strukture, koji

se sintetiSe i oslobada u neurosekretornim ¢elijama korpore kardiake (corpora cardiaca, lat.).

AKH deluje indirektno (Slika 1.). Vezuje se za receptore na povrsini ¢elija masnog tela
aktiviraju¢i adenilat ciklazu koja produkuje ciklicni adenozin monofosfat (cAMP), koji
aktivira lipazu, §to indukuje brzo oslobadanje diacilglicerola iz ¢elija masnog tela u
hemolimfu. Stimulus za sekreciju AKH nije u potunosti razjasnjen, ali je verovatno da je
nervna kontrola povezana sa aktivacijom torakalne muskulature. Najpoznatiji uticaj peptida
familije AKH jeste stimulacija masnog tela da pretvara rezerve glikogena i triaclglicerola u
molekule trehaloze i diacilglicerola hemolimfe. Kod nekih insekata AKH stimuli$e sintezu
prolina. Receptori AKH su identifikovani kod vrsta Drosophila melanogaster i Bombyx mori.
Srodni su receptoru gonadotropin-oslobadaju¢eg hormona kod ki¢menjaka. Dokaz u korist
uloge AKH u energetskom metabolizmu pruzile su studije na vrsti Drosophila melanogaster,
kod kojih usled delecije gena koji kodira proteinski receptor AKH, ne postoje receptori za
vezivanje AKH i dolazi do nakupljanja lipida u mnogo znacajnijoj koli¢ini nego kod

kontrolne grupe (Canavoso i sar., 2001; Arrese i Soulages, 2010).

2.9. Koriscenje lipida kod insekata

Pregledom studija koje su usmerene na proucavanje mobilizacije i/ili koriS¢enja
lipidnih rezervi za podmirivanje energetskih potreba razlic¢itih procesa i/ili stanja; leta, perioda
mirovanja (dijapauze), gladovanja, sinteze trehaloze i prolina, kao i embriogeneze i imunog

odgovora uocena je mnogobrojna uloga lipida kod insekata.
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Dijapauza: Kod insekata umerenog klimatskog podrucja, energija neophodna za
prezivljavanje niske temperature u stanju dijapauze, razvoj nakon dijapauze i pojavu adulta
dobija se iz raznih intermedijarnih metabolita, ukljucujuci i lipide (Downer, 1985; Lee Jr. i
Denlinger, 1991), ¢ije se nakupljanje uocava tokom pripreme za ulazak u dijapauzu (Ohtsu i
sar., 1993; Joanisse i Storey, 1996). Sastav masnih kiselina energetskih rezervi se menja sa
ciljem ocCuvanja fluidnosti tokom hladnih perioda, povecavanjem stepena nezasi¢enosti
masnih kiselina u njihovom sastavu. Povecavanje stepena nezasi¢enosti kod ovih vrsta
najéeSc¢e se indukuje dijapauzom (Ohtsu i sar., 1993; Bennett i sar., 1997; Joanisse i Storey,
1996; Vukasinovi¢ i sar., 2013). Adipociti masnog tela su celije koje se odlikuju velikom
plastiéno$¢u i sposobnoscu da skladiste velike koli¢ine energetskih rezervi u formi
triacilglicerola (Dean i sar., 1985). Poznato je da insekti umerenog klimatskog podruéja, koji
ulaze u stanje dijapauze kako bi preziveli nepovoljne uslove sredine tokom hladnih zimskih
meseci, akumuliraju znacajne koli¢ine rezerve lipida u c¢elijama masnog tela (Downer i
Matthews, 1976). Prekomerno deponovanje lipida moze dovesti ¢ak i do hipertrofije masnog
tela. Ovako atipi¢no skladistenje lipida kod Zenki komaraca vrste Culex pipiens, predstavlja
mehanizam za prezivljavanje delovanja niskih temperatura (Mitchell i Briegel, 1989; Bowen,
1992). Zenke koje ulaze u dijapauzu, u fazi pripreme za ulazak u dijapauzu, akumulirajuéi dva
puta viSe lipidnih rezervi u odnosu na nedijapauziraju¢e zenke (Mitchell i Briegel, 1989;
Bowen, 1992) a da pri tome dijapauziraju¢e Zenke ne uzimaju ni krvne obroke. Molekularna
masinerija neophodna za varenje krvnih obroka ¢ak nije ni prisutna (Bowen, 1992; Robich i
Denlinger, 2005). Muzjaci ove vrste komarca ne ulaze u dijapauzu pri ¢emu nisu sposobni da
prezive zimu. Lipidne rezerve u masnom telu se u potpunosti stvaraju iz hranljivih materija
poreklom iz biljnih sokova bogatih ugljenim hidratima. Intenzivnija lipogeneza koja rezultuje
hipertrofijom masnog tela, u pozitivnoj je korelacija sa pove¢anom ekspresijom gena enzima

sintaza masnih kiselina (Robich i Denlinger, 2005).

S druge strane, adulti nekoliko parazitoidnih vrsta iz reda Himenoptera i Diptera nisu
sposobni da skladiste lipidne rezerve, iako im se ishrana odlikuje hranom koja je bogata
SeCerom, ONi nisu sposobni da prevedu visak ugljenih hidrata u lipidne rezerve. Fizioloski
mehanizam koji je odgovoran za ovaj jedinstveno stanje jo$ uvek je nepoznat (Visser i Ellers,

2008).

Let: Migratorne vrste insekata generalno Kkoriste rezerve lipida kao izvor energije kako bi se

podrzao energetski veoma zahtevan proces leta na duze staze (Beenakkers i sar., 1985).
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Mobilizacija lipida iz rezervi masnog tela tokom leta, dokazana je kod mnogih insekata
(Beenakkers i sar., 1985; Ziegler i Schulz, 1986; Gade i Auerswald, 2002; Canavoso i sar.,
2003; Kaufmann i Briegel, 2004). Energetske rezerve masnog tela u formi triacilglicerola
oslobadaju se u hemolimfu kao diacilgliceroli, koji se transportuju do misi¢nog tkiva putem
lipoproteina hemolimfe- lipoforina, gde se transformisu u energiju (ATP) (Beenakkers i sar.,
1985, Soulages i Wells, 1994; Arrese i sar., 2001; Van der Horst i sar., 2002). Kod nekih
insekata, lipidi se koriste posredno pored prolina koji je glavni izvor energije misi¢a koji su

odgovorni za let.

Sinteza trehaloze i prolina: Sinteza trehaloze u masnom telu je energetski zavistan proces.
Studije na vrstama bubasvaba (Wiens i Gilbert, 1965; McDougall i Steele, 1988), pokazale su
da procesa sinteze i oslobadanja trehaloze zavise od oksidacije masnih kiselina; odnosno, da
inhibicija p-oksidacije masnih Kkiselina sprecava, adipokinetickim hormonom (AKH)
indukovano oslobadanje trehaloze. Ove studije pokazuju da sinteza trehaloze bar kod ovih

vrsta zavisi od mobilizacije i oksidacije masnih Kiselina (McDougall i Steele, 1988).

Kod veéine insekata, hemolimfa obiluje prolinom. SintetiSe se u masnom telu iz acetil-CoA i
alanina, nakon Cega se oslobada u hemolimfu (Bursell, 1981). Studije radene na dve
insekatske vrste, ce-ce muvi Glossina morsitans, i krompirovoj zlatici Leptinotarsa
decemlineata, pokazale su da sinteza prolina, koji kod ovih vrsta predstavlja glavni izvor
energije tokom leta, zahteva mobilizaciju masnih kiselina (Bursell, 1981; Gade i Auerswald,
2002). lzuzetna sposobnost pomenutih insekatskih vrsta, da koriste prolin kao izvor energije,
moguca je zahvaljujué¢i mitohondrijama miSi¢nih Celija, koje imaju enzime potrebne za
oksidaciju prolina, ali i malu sposobnost za oksidacijom masnih Kiselina i piruvata (Gade i
Auerswald, 2002; Giulivi i sar., 2008). Koris¢enje prolina kao izvora energije tokom leta
prac¢eno je povecanjem koncentracije alanina u hemolimfi (Gade i Auerswald, 2002). Alanin
se ponovo Koristi za sintezu prolina u masnom telu, i smatra se da predstavlja transportni $atl
acetatnih jedinica, iz masnog tela u misice. Nekoliko studija pokazalo je da masne Kiseline
deponovane u masnom telu u formi triacilglicerola, obezbeduju acetatne jedinice potrebne za
sintezu prolina (Weeda i sar., 1979; Bursell, 1981; Auerswald i sar., 2005). Kod tvrdokrilaca,
let i AKH dovode do istovremenog porasta aktivnosti lipaze i sinteze prolina (Auerswald i
sar., 2005), i ekstrakti korpore kardiake indukuju i lipolizu i sintezu prolina u masnom telu ce-

ce muve (Pimley i Langley, 1982). Kod krompirove zlatice, tokom leta se sadrzaj lipida u
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hemolimfi povecava. Generalno gledano, za insekate koji tokom leta koriste prolin kao izvor

energije, vazna je mobilizacija rezervi triacilglicerola i tesno povezana sa upotrebom prolina.

Gladovanje: Gladovanje je jos jedno stanje u kom dolazi do mobilizacija lipida. Na primer,
gladovanje kod vrste L. migratoria dovodi do trostrukog povecanja koncentracije lipida u
hemolimfi, kao rezultat znacajnog povecanja sadrzaja diacilglicerola u njoj (Beenakkers i sar.,
1985). Sli¢na situacija je uo¢ena kod vrste M. sexta, kod koje gladovanje izaziva dvostruki
porast koncentracije lipida u hemolimfi (Ziegler, 1991). Za razliku od povecanja
diacilglicerola u hemolimfi tokom leta, povecanje diacilglicerola u hemolimfi tokom
gladovanja ne zavisi od AKH. Signal koji indukuje aktivaciju lipolize tokom gladovanja jo$
uvek je nepoznat. Medutim, kod obe pomenute insckatske vrste, ubrizgavanje trehaloze
smanjuje koncentraciju lipida u hemolimfi, ukazuju¢i na postojanje inverznog odnosa izmedu
koncentracije lipida i trehaloze u hemolimfi (Beenakkers i sar., 1985; Arrese i sar., 1996).
Trehaloza ima inhibitorni efekat na lipoliticku aktivnost masnog tela, obzirom da kod vrste M.
sexta indukuje smanjenje aktivnosti lipaze masnog tela (Arrese i sar., 1996), dok kod jedne
vrste skakavca smanjuje stvaranje diacilglicerola od strane masnog tela (Lum i Chino, 1990).
Mehanizam koji je odgovoran za pomenuti proces jo$ uvek je nepoznat, ali in vitro studije

(Lum i Chino, 1990) ukazaju na direktan efekat trehaloze na stopu lipolize.

Embriogeneza: Lipidi ¢ine 30-40% suve mase jajnih ¢éelija kod insekata (Troy i sar., 1975;
Briegel, 1990; Van Handel, 1993), i predstavljaju glavni izvor energije za razvoj embriona
(Beenakkers i sar., 1985; Van Handel, 1993). Tokom njihovog sazrevanja, oocite insekata
povecaju sadrzaj lipida i do nekoliko puta za veoma kratko vreme, obi¢no za dan-dva. lako su
jajne celije sposobne da sintetisu masne kiseline de novo, njihov doprinos nije ve¢i od 1%
lipidnog sadrzaja. Najvec¢i deo lipida jajnih celija je poreklom iz masnog tela, odakle se
lipoforinima transportuje do jajnika (Ziegler i Ibrahim, 2001; Ziegler i Van Antwerpen, 2006).
Akumulaciju lipida u jajnicima istovremeno prati znacajno smanjenje Sadrzaja lipida u
masnom telu (Ziegler i Ibrahim, 2001; Lorenz i Anand, 2004). Smatra se da se najveéi deo
lipida usvaja preko ekstracelularnog mehanizma koji prvo zahteva hidrolizu diacilglicerola pa
tek usvajanje nastalih masnih kiselina (Ziegler i Van Antwerpen, 2006). Sadrzaj lipida
vitelogenina je mnogo nizi od sadrzaja lipida lipoforina, medutim imajué¢i u vidu koli¢inu
vitelogenina usvojenog od strane jajnih celija koje su u razvoju, doprinos jajnih celija

lipidnom sadrzaju je znacajan. Vitelogenin se proizvodi u masnom telu kao i lipoforini,
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izluéuje u hemolimfu i preuzima od strane jajnih ¢elija u razvoju, putem endocitoze

posredovane receptorom za vitelogenin (Tufail i Takeda, 2009).

Imuni odgovor: Mobilizacija lipida u hemolimfu uo¢ena je i tokom imunog odgovora
(Dettloff i sar., 2001; Mullen i Goldsworthy, 2003; Cheon i sar., 2006). Studije koje
proucavaju interakcije komarca i njegovog parazita (Plasmodium falciparum i Anopheles
gambiae), potvrdile su da zarazeni komarci ispoljavaju povecan nivo transkripcije
lipoforinskih proteina (Mendes i sar., 2008). Priroda signala koji pokre¢e mobilizaciju lipida
tokom zaraze i sudbina mobilisanih lipida jo§ uvek nisu poznati. Lipidi bi mogli biti
koriscenji kao izvor energije i/ili za stvaranje membrana na mestima infekcije ili u

hemocitama.
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lako se 0 osnovnim strukturnim i metaboli¢kim desavanjima u dijapauzi insekata veé
dosta zna, joS§ uvek postoje brojne dileme o ovom vidu prezivljavanja insekata u nepovoljnim
uslovima, posebno sa aspekta izlozenosti niskim zimskim temperaturama i mehanizmima
krioprotekcije. Zato je cilj istrazivanja ove doktorske disertacije da se sa aspekta biofizickih

osobina lipida i sastava masnih kiselina:

o odrede biofizicke osobine (temperature faznog prelaza) ukupnih lipida
nedijapauzirajucih i dijapauziraju¢ih gusenica tokom dijapauze (pocetak, sredina i

kraj), kao i u kontrolisanim uslovima hladenja dijapauzirajuc¢ih gusenica

o utvrde promene sastava masnih Kkiselina strukturne (polarne) i rezervne
(nepolarne) frakcije lipida celih gusenica Ostrinia nubilalis, Hbn. tokom dijapauze i

pod uticajem razli¢itih temperatura u eksperimentalnim uslovima

o odredi zastupljenost pojedinih klasa lipida u hemolimfi i masnom telu

nedijapauzirajucih i dijapauzirajué¢ih gusenica

o odredi tkivna specifi¢nost, hemolimfe i masnog tela, masnih kiselina ukupnih
lipida 1 Dbiofizicke osobine ukupnih lipida masnog tela nedijapauzirajuc¢ih i
dijapauzirajucih gusenica tokom dijapauze, kao i u kontrolisanim uslovima hladenja

dijapauzirajucih gusenica.
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4.1. Eksperimentalne Zivotinje

Kukuruzni plamenac Ostrinia nubilalis Hbn. (do 1957. godine Pyrausta nubilalis
Hbn.) pripada redu leptira Lepidoptera, familiji plamenca Pyralidae. Naziv kukuruzni
plamenac je novijeg datuma. Ranije je prema larvenom stadijumu nazivan kukuruzni crv, a
prema stadijumu adulta, kukuruzni moljac. Gusenice O. nubilalis se najcesée razvijaju i hrane
na biljkama kukuruza. Pored kukuruza, ova vrsta moljca hrani se jo§ sa preko 300 razli¢itih

biljnih vrsta, krompir, paprika, duvan i dr.

Tokom svog zivotnog ciklusa, kao holometabolni insekt, kukuruzni plamenac prolazi kroz

Cetiri razvojna stadijuma - jaje, larva (gusenica), lutka i adult (leptir, moljac) (Slika 5).

Slika 5. Razvojni stadijumi kukuruznog plamenca O. nubilalis Hbn.

Ova cetiri stadijuma razvica ¢ine jednu generaciju. Broj generacija kukuruznog plamenca
varira od jedne do pet, u zavisnosti od klimatskih uslova. U naSim krajevima, sa povecanjem
prosecne temperature i navodnjavanjem (povecana vlaznost vazduha) sve ve¢ih povrSina pod

kukuruzom, broj letnjih generacija se poslednjih godina povecao na dve generacije.

Zimska generacija kukuruznog plamenca prezimi u ostacima kukuruza na polju (stabljikama)
kao odrasla gusenica i veoma dobro podnosi niske temperature, tako da veliki broj gusenica
ostane u zivotu. Nakon ulutkavanja na prolece, leptiri izleCu oko sredine maja, $to zavisi od
temperature i relativna vlaznost vazduha tokom prole¢a. Kod odraslih insekata kukuruznog
plamenca (moljaca) izraZen je polni dimorfizam. Zenke su krupnije i svetlije od muzjaka
(Slika 5). Leptiri Zive 9-12 dana, a ako je relativna vlaznost vazduha niska, mnogo krace (1-2
dana). Boja tela je svetlo zuta do svetlo smeda. Posle kopulacije, zenke zimske generacije
polazu jaja na nali¢ju listova, u blizini glavnog nerva, u vidu jajnih legala. Jaja su ovalna i
spljostena. Period polaganja jaja traje oko 2 nedelje. Razvoj u jajetu traje 4 — 9 dana, a
minimalna temperatura za njihov razvoj je 15°C. Polaganje jaja oznaCava kraj zivotnog

ciklusa zimske generacije.
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Iz jaja se izlezu letnje gusenice, duge 1,6 mm. Tela su zute boje sa tamno smedom hitinskom
glavenom kapsulom. Gusenica tokom svog razvoja prolazi kroz 5 stupnjeva (instara), pri
¢emu je prelazak u svaki naredni stupanj pracen presvlacenjem i rastom. Duzina tela odraslih
gusenica petog instara iznosi 20-25 mm. Gusenice letnje generacije se preobrazavaju u lutku
tokom avgusta. Lutka je zuckaste boje, a viemenom postaje smeda. Lutke muzjaka su duzine
oko 14 mm i Sirine oko 2,5 mm, a Zenke su nesSto krupnije. Duzina trajanja ovog stadijuma
razvica je oko 12 dana, a donja temperaturna granica za razvoj je 13°C. Iz lutke izlaze adulti,
leptiri (moljci) sa izrazenim polnim dimorfizmom. Polaganjem jaja letnja generacija zavrSava
svoj zivotni ciklus.

Iz tih jaja izlezu se gusenice zimske generacije. Skracenjem duZzine dana i smanjenjem
temperature, dolazi do aktivacije gena koji uti€u na fizioloSki razvoj larvalnog stadijuma
zimske generacije, te gusenice koje izlaze iz jaja krajem avgusta/septembra, ne ulutkavaju se
kada dostignu peti instar (poslednji instar stadijuma gusenice), ve¢ ulaze u dijapauzu, i u
ovom stanju mirovanja ostaju do prole¢a (april-maj). U toku dijapauze gusenice se ne hrane, a
ukupna metabolicka aktivnost je svedena na minimum (hipometabolizam). Dijapauzirajuce
gusenice su otporne na niske temperature (cold hardy, eng.), a mogu preziveti i do -20°C
(Grubor-Lajsic¢ i sar., 1991). Iz tog razloga O. nubilalis se u okviru grupe insekata otpornih na
hladnocu, svrstava u insekte otporne na zamrzavanje (freeze tolerant, eng.). Dijapauza
omogucava prezivljavanje gusenica tokom hladnog perioda, a zavrSava se pocetkom proleca,
kada se duzina dana poveca, nakon ¢ega se razvojni ciklus nastavlja ulutkavanjem.

Kukuruzni plamenac glavne Stete pri¢injava u stadijumu gusenice na nadzemnim delovima
biljke domacina. Gusenice letnje generacije najceSce oStec¢uju lis¢e i metlicu. Gusenice
zimske generacije oSte¢uju klipove, hrane se zrnom, buse stabljiku koja se lomi i pada, te su
one Stetnije od prve generacije. Visina Steta zavisi od duzine dana, relativne vlaznosti

vazduha, bujnosti useva, zakorovljenosti.

4.2. Sakupljanje eksperimentalnih Zivotinja i plan istraZivanja

Analize su radene na nedijapauzirajué¢im 1 dijapauziraju¢im gusenicama kukuruznog

plamenca Ostrinia nubilalis Hbn.

Nedijapauzirajuce gusenice (ND) gajene su iz jajnih legala u kontrolisanim laboratorijskim
uslovima. Jajna legla poreklom su od leptira prve letnje generacije gusenica uhvacenih na

svetlosnim klopkama, postavljenim na Institutu za kukuruz ,,Zemun Polje* u Zemun Polju.
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Leptiri nakon parenja, polazu jaja u vidu jajnih legala, koja se postavljaju na hranljivu
podlogu. Nakon piljenja, gusenice se gaje do petog instara (poslednji instar stadijuma
gusenice), na hranljivoj podlozi u kontrolisanim uslovima (sobna temperatura, 25°C, vlaznost
obezbedena vlaznim oblogama) prilagodenih Zivotnom ciklusu analizirane vrste.

Nedijapauzirajuée gusenice predstavljaju letnju generaciju gusenica.

Dijapauzirajuée gusenice (D) sakupljane su tokom citave dijapauze ukljucujuci na taj nacin
pocetak, sredinu i kraj dijapauze, iz stabljika kukuruza koje su izloZene uslovima spoljasnje
sredine. Do berbe, dijapauzirajuce gusenice vadene su iz stabljika kukuruza na njivi u okolini

Novog Sada i §ire, a kasnije iz posecenih stabljika skladistenih u uslovima spoljasnje sredine.

U eksperimentu uticaja temperature na gusenice O. nubilalis, dijapauzirajuc¢e gusenice su
nakon sakupljanja po&etkom, sredinom i krajem dijapauze inkubirane 10 dana na 5°C (grupa
dijapauziraju¢ih gusenica na 5°C), a zatim izlagane kontrolisanom rezimu hladenja, do -10°C.
Dinamika spustanja temperature je bila po 3°C na svaka 4 dana. Na dostignutih -3°C deo
gusenica je drzan 10 dana na toj temperaturi (grupa dijapauziraju¢ih gusenica na -3°C), a sa
ostatkom gusenica je nastavljeno hladenje istom dinamikom do -10°C. Grupa dijapauzirajuéih
gusenica na -10°C je dobijena nakon 10 dana izloZenosti toj temperaturi. Grupe analiziranih

gusenica su date u Semi 1.
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Sema 1. Opis i 0znake analiziranih grupa gusenica kukuruznog plamenca Ostrinia nubilalis

ND — Nedijapauziraju¢a grupa gusenica

~ ) 3)
D, Pocetak Dijapauze
[ D — Dijapauzirajuéa grupa gusenica ] [ *D,iD, Sredina Dijapauze )
*D4i D5 Kraj Dijapauze

- : 2/

[ D — Dijapauzirajuca grupa grusenica u uslovima kontrolisanog hladenja ]

————

D, 5°C

[D1 Pocetak Dijapauze ] D, -3°C

D, 5°C

N—

[Dz Sredina Dijapauze] D, -3°C

D, -10°C

N—

[ D; Kraj Dijapauze ] D; -3°C

* analiza ukupnih lipida, kao i polarne i nepolarne frakcije ukupnih lipida, uradena je u dve

grupe, za sredinu dijapauze (D i D3) i za kraj dijapauze (D4 i Ds)
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4.3. Priprema uzoraka

4.3.1. Priprema homogenata celih gusenica i ekstrakcija ukupnih lipida

Ukupni lipidi ekstrahovani su primenom modifikovane metode po Folch-u (1957) iz
gusenica ¢ija je masa izmerena neposredno pre zamrzavanja u tecnom azotu. Homogenizacija
celih gusenica je radena na ledu, pomocu Ultra-Turrax homogenizera (T10 Basic Ultra-Turrax
Homogenizer, IKA, Germany) sa ohladenom smeSom organskih rastvaraca
hloroform/metanol (2:1, v/v), sa odnosom mase uzorka i zapremine ekstracione smese
organskih rastvaraca od 1:20, u trajanju od 5 minuta. Homogenat se profiltrira kroz Whatman
Ne°1 filter papir. Nakon dodavanja KCI (0.88%, w/v) u filtrat (25% zapremine ektrakta) uzorci
se pre centrifugiranja (1500 rpm 5 minuta) dobro izmeSaju (Vortex) kako bi se postiglo §to
bolje razdvajanje faza. Gornja faza (sloj metanola i vode) je odvojena staklenom Paster-ovom
pipetom, dok je donja faza (sloj hloroforma sa ekstrahovanim lipidima) uparena do suva u
inertnoj atmosferi azota pomoc¢u N-EVAP sistema za uparavanje (Organomation). Ekstrakti
ukupnih lipida resuspendovani u maloj zapremini hloroforma, preneseni su u prethodno
izmerene flaSice od 2 ml u kojima su upareni do suva. Ekstrakti ukupnih lipida su pre
merenja, pola sata drzani u vakuum eksikatoru nakon ¢ega su resuspendovani u hloroformu
(10 mg ml™? finalna koncentracija) i Guvani na -20°C. Analize su radene u 3 bioloska

ponavljanja sa po 3 gusenice u svakom ponavljanju.

4.3.2. 1zolovanje hemolimfe i masnog tela i ekstrakcija ukupnih lipida

Hemolimfa gusenica sakupljana je u Ependorf epruvete sa 0,05 % fenil-tiouree-FTU,
na hladnom, nakon odsecanja zadnjeg para laznih nozica. Pul hemolimfe od 5 gusenica ¢uvan
je na-20°C.

Masno telo je izolovano disekcijom gusenica (6 gusenica po uzorku) u ledenom
fosfatnom puferu (0.05M, pH 7.0). Sa tkiva je odstranjen visak fosfatnog pufera na filter
hartiji, a zatim je pul masnog tela izmeren i ¢uvan na -20°C. Ukupni lipidi hemolimfe i
masnog tela ekstrahovani su na isti na¢in kao i iz celih gusenica. Analize su radene u 3
bioloskih ponavljanja, pri ¢emu jedno ponavljanje predstavlja pul hemolimfe i masnog tela iz

5 gusenica.
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4.4. Metode istraZivanja
U analizi lipida kukuruznog plamenca Ostrinia nubilalis koris¢ene su sledece tehnike:

- tankoslojna hromatografija (TLC) sa skeniraju¢om denzitometrijom, za
razdvajanje i analizu klasa lipida

- gasno-masena hromatografija (GC-MS), za analizu masnih kiselina

- diferencijalna skenirajuca kalorimetrija (DSC - differential scanning
calorimetry, eng.), za termalnu analizu ekstrahovanih lipida

4.4.1. Tankoslojna hromatografija (TLC)

Razdvajanje klasa lipida u ekstraktima ukupnih lipida celih gusenica, hemolimfe i
masnog tela radeno je tankoslojnom hromatografijom (TLC) na sloju silika gela G, primenom
smeSe rastvaraCa: n-heksan:dietil-etar:glacijalna sir¢etna Kiselina (20:5:0.5, v/v/v), a
kvalitativna analiza primenom komercijalnih standarda na istoj plo¢i. Za kvantifikaciju
razdvojenih klasa, 15 pg preparata ukupnih lipida je naneseno na plocu dimenzije 10 x 10 cm
prevuéenu silika gelom. Vizuelizacija razdvojenih klasa lipida postignuta je bakar-acetatom
(3%, w/v) u fosfornoj kiselini (8%, v/v) na plo¢i zagrevanoj 15 minuta na 160°C dok je
kvantifikovanje relativnog udela pojedinih klasa u ekstraktima ukupnih lipida radeno
primenom skeniraju¢e denzitometrije (Shimadzu CS-930, DR-2 Dual Wavelength TLC
Scanner) (Pond i sar., 1995; Pond i sar., 2011).

Tankoslojnom hromatografijom razdvojene su i polarna i nepolarna frakcija ukupnih
lipida celih gusenica, za analizu masnih kiselina. Frakcije su razdvojene na plo¢i dimenzije 20
X 20 cm prevucene silika gelom u sistemu rastvaraca n-heksan:dietil-etar:glacijalna siréetna
kiselina (40:10:1, v/v/v). Vizuelizacija je postignuta sa 2°,7°- dihlorofluoresceinom
rastvorenim u metanolu (0,1%, w/v), pod UV lampom (254 nm). Silika gel se sa razdvojenim
frakcijama skida sa ploce u odvojene reakcione viale u kojima se radi postupak hemijske
transeterifikacije.

4.4.2. Gasno-masene hromatografske analize (GC-MS)

Analiza masnih kiselina polarne i nepolarne frakcije ukupnih lipida celih gusenica i
masnih kiselina ukupnih lipida hemolimfe i masnog tela uradena je gasno-masenom

hromatografijom.
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Prevodenje masnih kiselina u metil-estre postignuto je postupkom hemijske
transesterifikacije. Transesterifikacija preparata radena je sa metilacionim reagensom
(metanolom u prisustvu kiselog katalizatora, koncentrovane H,SO,) i toluena u odnosu 2:1, uz
zagrevanje na 50°C u zatvorenom sistemu, 16 sati, nakon S§to se reakcioni vial dobro
promucka (Christie, 1982). Nakon S$to se smeSa ohladi, dodaje se miliQ voda i n-
heksan:dietil-etar (1:1, v/v), u odnosu 1:1. Dobro se promucka (Vortex) i centrifugira (1500
rpm, 2 minuta), a zatim se gornja faza prenese u drugu epruvetu i sa donjom fazom ponovi
postupak ekstrakcije (samo sa smeSom heksan:dietil-etar 1:1, v/v) dok se gornja faza spaja sa
prethodnom. U epruvetu sa gornjom organskom fazom dodaje se NaHCO3 (2%, w/v), dobro
promucka (Vortex) i centrifugira (1500 rpm, 2 minuta), nakon cega se donja faza odbacuje
pomocu staklene Paster-ove pipete. Uzorci se upare do suva u inertnoj atmosferi azota.
Resuspendovani metil-estri  masnih Kiselina u n-heksanu, pre¢iste se tankoslojnom
hromatografijom na silika gelu, primenom smeSe organskih rastvaraca n-heksan:dietil-
etar:glacijalna siréetna kiselina (90:10:1, v/v/v). Vizuelizacija metil-estara masnih kiselina
postignuta je sa 27,7 - dihlorofluoresceinom rastvorenim u metanolu (0,1%, w/v), pod UV
lampom (254 nm). Metil-stri masnih Kiselina sa silika gela se ekstrahuju smeSom rastvaraca
n-heksan:dietil-etar (1:1, v/v) i NaHCO3 (2%, w/v) u odnosu 2:1. Smesa se dobro promucka
(Vortex) i centrifugira (1500 rpm, 2 minuta). Sa razdvojenom donjom fazom se ponovi
postupak ekstrakcije (samo sa smeSom heksan:dietil-etar 1:1, v/v) dok se gornja faza spoji sa
prethodnom. Metil-estri se upare do suva u inertnoj atmosferi azota (N-EVAP sistem za

uparavnje, Organomation). Uzorci se pre merenja, pola sata drze u vakuum eksikatoru.

Transesterifikacija masnih kiselina ukupnih lipida hemolimfe i masnog tela radena i
preciscavanje dobijenih metil-estara masnih kiselina ukupnih lipida hemolimfe i masnog tela
radeni su po gore opisanom postupku. Precis¢eni metil-estri masnih kiselina polarne i
nepolarne frakcije ukupnih lipida celih gusenica kao i ukupnih lipida hemolimfe i masnog tela
resuspendovani se u heksanu (2 mg ml* finalna koncentracija) i analizirani primenom
TRACE 2000, Thermo Electron Gasnog Hromatografa (Thermo Scientific, U.K.), sa masenim
detektorom na koloni (0.32 mm i.d. x 30 m). Sadrzaj identifikovanih metil-estara masnih
kiselina izrazen je kao relativni procentualni sadrzaj, odnosno kao procenat pojedinacnih

masnih Kiselina u ukupnom pulu masnih kiselina analiziranih lipida.

Prema nezasicenosti, masne kiseline su klasifikovane kao zasiene (saturated fatty
acids, SFA, eng.), mononezasi¢ene (monounsatated fatty acids, MUFA, eng.) i polinezasi¢ene

masne Kkiseline (polyunsaturated fatty acids, PUFA, eng.). Stepen nezasi¢enosti masnih
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kiselina je dat kao odnos nezasi¢enih masnih kiselina (unsaturated fatty acids, UFA, eng.) i
zasi¢enih masnih kiselina (UFA/SFA), gde se u nezasi¢ene masne Kiseline ubrajaju mono i
polinezasi¢ene masne kiseline (UFA = MUFA + PUFA).

4.4.3. Diferencijalna skenirajuca kalorimetrija (DSC)

Tehnika se zasniva na registrovanju i merenju protoka toplote pri entalpijskoj promeni
u nekom uzorku, u zavisnosti od temperature. Radi se o komparativnoj analizi, jer se
uporeduje ispitivani uzorak sa inertnim referentnim uzorkom, pri ¢emu referentni uzorak ne

sme prolaziti kroz fazne promene u merenom temperaturnom intervalu.

U nasim istrazivanjma korisc¢en je diferencijalni skenirajué¢i kalorimetar DSK Mettler-
Toledo, DSC820. Ekstrakti lipida, resuspendovani u hloroformu, kvantitativno su preneseni u
aluminijumske posudice (40ul), ¢ija je tezina prethodno izmerena. Nakon uparavanja do suva
u inertnoj atmosferi azota, uzorci (oko 1,5 mg) su analizirani po slede¢em DSC programu:
pocetna temperatura od 25°C spustala se do - 60°C, stopom od 1 °C/min, a zatim SU UZzOrci
grejani do 40°C stopom od 4°C/min. Pre grejanja uzorci su drzani 1 minut na - 60°C. Analiza
termograma dobijenog DSC radena je u programu START software (verzija 6). Parametri koji
su analizirani su toplota topljenja i temperature faznog prelaza (endoterma): pocetak, pik,
odnosno maksimum i kraj endoterme. Na termogramima se uoc¢avaju egzotermni i endotermni
pikovi, pri ¢emu povrsine pod pikom odgovaraju entalpijskim promenama u uzorku.
Egzotermni efekat, koji se dobija procesom hladenja smeSe, oznacava proces kristalizacije, a
endotermni efekat koji se temperaturski nadovezuje, oznaCava proces topljenja nastalih
kristala u uzorku, tokom zagrevanja smeSe. U tumacenju rezultata analizirali smo deo
termograma koji se odnosi na zagrevanje smese (proces topljenja). Objasnjenje termograma u

Rezultatima (Strana 44).

4.5. Statisticka obrada podataka

Rezultati su statisti¢ki obradeni, primenom razli¢itih statistickih metoda programskog
paketa ,,Statistika 10*“. Za obradu rezultata koriS¢ena je deskriptivna statistika, jednofaktorska
i dvofaktorska analiza varijanse (ANOVA) i analiza po glavnim komponentama (PC analysis,
eng.). Za utvrdivanje statisticki znacajnih razlika, izmedu pojedina¢nih grupa, koriS¢en je
Tukey HSD test za nejednak broj uzoraka. S obzirom da su analizirani procenti, podaci su

prethodno logaritmovani da bi se raspodela pojedina¢nih vrednosti prevela u normalnu.
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5.1. Diferencijalna skeniraju¢a kalorimetrija ukupnih lipida gusenica

kukuruznog plamenca O. nubilalis

Primenom ove termoanaliticke tehnike u analizi lipida dobili smo podatke o
biofizickim osobinama, koje su povezane sa njihovom hemijskom strukturom, kao Sto je
sastav masnih Kiselina. Primenjena merenja daju kvalitativne i kvantitativne podatke o
procesima koji ukljucuju endotermne ili egzotermne efekte, ili promenu toplotnog kapaciteta
uzoraka ekstrahovanih lipida. Opis dela termograma ¢ije smo delove uporedivali dat je na

Slici 6. 1 Tabeli 1.

5.1.1. Temperature faznog prelaza ukupnih lipida nedijapauzirajuéih i dijapauzirajucih

gusenica u uslovima spoljasnje temperature, tokom razlicitih faza dijapauze

U cilju proucavanja uloge lipida kod gusenica kukuruznog plamenca O. nubilalis, u
mehanizmima  prezivljavanja  niskih  temperatura, diferencijalnom  skeniraju¢om
kalorimetrijom (DSC) analizirali smo temperature faznog prelaza ukupnih lipida
ekstrahovanih iz celih nedijapauzirajucih, i dijapauziraju¢ih gusenica u uslovima spoljasnje
sredine, u razli¢itim periodima dijapauze (pocetak, sredina i kraj). Za tumacenje rezultata
odabrali smo deo termograma tokom zagrevanja, pri ¢emu endotermni pikovi (I, la i Il) na
termogramima predstavljaju karakteristican fazni prelaz (proces topljenja smese) (Slika 6;
Tabela 1).

Termograme ukupnih lipida celih dijapauzirajué¢ih gusenica O. nubilalis tokom
dijapauze (D; - pocetak, D, i D3 - sredina i D4 i Ds - kraj), karakteriSu dva jasna endotermna
pika (pik I i I1), dok termogram ukupnih lipida nedijapauzirajucih gusenica (ND) karakterisu
tri endotermna pika (pik I, la i 1), od kojih su endotermni pikovi I i la slabije definisani, dok
je pik 1l jasno definisan (Slika 6). Kod dijapauzirajuc¢ih gusenica, tokom svih faza dijapauze,
pik endoterme I detektovan je izmedu -18,2/-19,3°C dok je pik endoterme II detektovan
izmedu 3,0/7,8°C. Kod nedijapauzirajucih gusenica pik endoterme | detektovan je na -18,3°C
dok je pik endoterme Il detektovan na 12,0°C (Tabela 1).

Rezultati pokazuju da je endotermni pik | kod gusenica u dijapauzi, u odnosu na
nedijapauziraju¢e gusenice, statisticki znacajno veci obzirom da povrSina pod pikom
predstavlja toplotu topljenja odnosno koli¢inu toplotne energije koja se usvaja od strane
smeSe ukupnih lipida tokom endotermnog procesa topljenja. Endotermni pik | se tokom

dijapauze statisticki znacajno smanjuje, sa -84,4 mJ na -47,1 mJ, s tim da je na kraju
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dijapauze jos$ uvek statisticki znacajno ve¢i u odnosu na nedijapauzirajuce gusenice, kod kojih
je -24,1mJ (Slika 6; Tabelal). Nasuprot endotermnom piku I, endotermni pik Il je kod
dijapauziraju¢ih gusenica, tokom svih faza dijapauze (pocetak, sredina i kraj) statisticki
znacajno manji nego kod nedijapauziraju¢ih gusenica. Endotermni pik 11, tokom dijapauze
znacajno se povecava na kraju dijapauze, sa -39,1 mJ na -60,3 mJ, ali je i dalje statisticki
zna¢ajno manji nego kod nedijapauziraju¢ih gusenica, kod kojih je -86,0 mJ (Slika 6,
Tabelal). Temperature faznog prelaza su statisti¢ki znacajno nize kod gusenica u dijapauzi
(Tabela 1). Pik endoterme | se tokom dijapauze ne menja dok pik endoterme Il statisti¢ki
znacajno raste na kraju dijapauze, ali je i tada znacajno nizi od istih kod nedijapauzirajucih

gusenica (Tabelal).
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Slika 6. DSC termogrami (deo pri zagrevanju) ukupnih lipida celih nedijapauziraju¢ih (ND), i
dijapauzirajucih gusenica O. nubilalis tokom dijapauze (D; - pocetak, D, i D3 - sredina i Dy i

Ds - kraj). Endotermni pikovi (I, Ia i IT) ukazuju na karakteristi¢ne temperature faznog prelaza

(proces topljenja smese).
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Tabela 1. Toplota topljenja i temperature faznog prelaza (pik, pocetak i kraj endoterme)

ukupnih lipida celih nedijapauziraju¢ih (ND), i dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis

tokom dijapauze (D1 - pocetak, D, i D3 - sredina i D4 i Ds - kraj).

Toplota
topljenja
[mJ] ND D; D, D; D, Ds ANOVA
I 241+1,4°% | -84,4+54° | -69,9+2,1° | -66,2+3,4° | -51,3+3,1¢ | -47,1+0,4° | p<0,05
la -12,0+1,9 / / / / / /
T -86,0+4,6 ° | -46,8+2,9° | -38,9+2,3° | -39,1+2,3" | -57,9+0,3° | -60,3+1,1 ¢ | p<0,01
Pik
endoterme
[°C]
I -18,3+0,9 | -19,2+0,4 | -19,3+0,3 | -19,0+0,2 | -18,5+0,3 | -18,2+0,5 | NS
la -6,1+0,7 / / / / / /
T 12,0+0,12 | 3,0+0,1° | 3,1+0,2° | 3,6+0,3° | 7,3+0,3° 7,8+0,6 ¢ | p<0,001
Poéetak
endoterme
[°C]
1 -23,2+0,3% [ -28,0+1,8" [ -26,1+0,5% | -25,2+0,6 2 | -25,8+0,3% | -27,9+0,6 ° | p<0,05
la -9,8+0,8 / / / / / /
T 1,06+0,42 | -10,6+0,3" | -10,6+0,3° | -9,8+0,3" | -7,940,3¢ | -6,5+0,6 ¢ | p<0,05
Kraj
endoterme
[°C]
I -11,7+0,6 ° | -14,6+0,5" | -14,2+0,5° | -145+0,4" | -11,8+0,3? | -11,3+0,3% | p<0,05
la -5,8+0,6 / / / / / /
T -13,7+02% | 56+03b | 56+0,1b | 6,3+03b | 9,1+04c | 9,9+0,6c | p<0,001

Rezultati predstavljaju srednju vrednost 3 ponavljanja + standardnu gresku pri ¢emu

ponavljanje predstavlja pul od 3 gusenice. Razli¢ita slova u indeksu (a, b, c), ukazuju na

statisti¢ki znacajnu razliku izmedu grupa, dobijenu Tukey's HSD post hoc testom, dok

ista slova ukazuju na nepostojanje statisticki znacajne razlike izmedu grupa (p > 0.05). NS

- nije statisticki znacajna razlika.
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5.1.2. Temperature faznog prelaza ukupnih lipida dijapauzirajuéih gusenica tokom
razlicitih faza dijapauze u uslovima hladenja

Uticaj temperature sredine na promene koje definiSu termalne procese, a koje smo
ispitivali DSC, ispitali smo kod dijapauziraju¢ih gusenica koje su izlagane kontrolisanom

hladenju, do -10°C i to u razli¢itim fazama dijapauze (D; - pocetak, D, - sredina i D3 - kraj).

Dobijeni rezultati pokazuju termograme karakteristi¢ne za dijapauzirajuce gusenice O.
nubilalis sa dva jasna endotermna pika (pik 1 i Il) (Slika 7; Tabele 2-4). Izlaganje niskoj
temperaturi tokom razlicitih faza dijapauze (D - pocetak, D; - sredina i D3 - kraj), ne menja
znacajno toplotu topljenja i temperature faznog prelaza (pik, pocetak i kraj endoterme)

ukupnih lipida gusenica O. nubilalis.
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Slika 7. DSC termogrami (deo pri zagrevanju) ukupnih lipida celih dijapauzirajucih
gusenica O. nubilalis izlaganih kontrolisanim uslovima hladenja (5°C, -3°C i -10°C) tokom
dijapauze (D; - pocetak, D; - sredina i Ds - kraj). Endotermni pikovi (I i Il) ukazuju na

karakteristi¢ne temperature faznog prelaza (proces topljenja smese).
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Tabela 2. Toplota topljenja i temperature faznog prelaza (pik, pocetak i kraj endoterme)

ukupnih lipida celih dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis izlaganih kontrolisanim uslovima

hladenja na pocetku dijapauze (Dy).

D, 5°C D,;-3°C D;-10°C ANOVA
Toplota topljenja [mJ]
| -61,65+0,37 -68,31+1,40 -80,36+5,76 NS
I -44,50+0,43 -39,8+1,91 -37,17+45,42 NS
Pik endoterme [°C]
| -18,59+0,24 -19,33+0,24 -19,61+0,28 NS
I 4,46+0,08 3,19+0,42 1,64+0,49 NS
Pocetak endoterme [°C]
| -25,72+0,19 -26,02+0,33 -25,35+0,87 NS
I -9,6+0,06 -10,08+0,30 -9,77+0,46 NS
Kraj endoterme [°C]
| -13,18+0,07° -13,114026% | -15,65+0,04" p < 0,001
I 6,91+0,05 5,97+0,27 4,35+0,90 NS

Rezultati predstavljaju srednju vrednost 3 ponavljanja + standardnu gresku, pri ¢emu

ponavljanje predstavlja pul od 3 gusenice. Razli¢ita slova u indeksu (a, b, c), ukazuju na

statisticki zna¢ajnu razliku izmedu grupa, dobijenu Tukey's HSD post hoc testom, dok ista

slova ukazuju na nepostojanje statisticki znacajne razlike izmedu grupa (p > 0.05). NS - nije

statisticki znacajna razlika.
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Tabela 3. Toplota topljenja i temperature faznog prelaza (pik, pocetak i kraj endoterme)

ukupnih lipida celih dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis izlaganih kontrolisanim uslovima

hladenja na sredini dijapauze (D).

D, 5°C D,-3°C D,-10°C ANOVA
Toplota topljenja [mJ]
I -59,64+0,58 % | -65,98+0,76 " -69,35+1,53 ° p<0,05
I -47,69+0,58 -41,30+2,80 36,29+0,95 NS
Pik endoterme [°C]
| -18,65+0,58 -19,19+0,36 -19,01+0,06 NS
I 4,70+0,58 3,63+0,31 2,96+0,29 NS
Pocetak endoterme [°C]
| -26,93+0,58 a -24,29+0,64 b -25,01+0,16 a p<0,05
I -8,91+0,58 -9,16+0,02 -9,13+0,36 NS
Kraj endoterme [°C]
I -11,83+058% | -14,78+0,08° | -13,16+0,33° p<0,01
1] 6,74+0,58 5,92+0,44 5,72+0,24 NS

Rezultati predstavljaju srednju vrednost 3 ponavljanja + standardnu gresku, pri ¢emu

ponavljanje predstavlja pul od 3 gusenice. Razli¢ita slova u indeksu (a, b, c), ukazuju na

statisticki zna¢ajnu razliku izmedu grupa, dobijenu Tukey's HSD post hoc testom, dok ista

slova ukazuju na nepostojanje statisticki znacajne razlike izmedu grupa (p > 0.05). NS - nije

statisticki znacajna razlika.
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Tabela 4. Toplota topljenja i temperature faznog prelaza (pik, pocetak i kraj endoterme)

ukupnih lipida celih dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis izlaganih kontrolisanim uslovima

hladenja na kraju dijapauze (D3).

D; 5°C D;-3°C D;-1 °C ANOVA
Toplota topljenja [mJ]
I -61,99+0,49% | -70,09+3,20% | -82,07+0,58° p<0,05
I 47,95+2,56 % | -49,40+1,00% | -73,35+0,57° p<0,001
Pik endoterme [°C]
I -18,26+0,28 -19,08+0,08 -18,09+0,58 NS
I 5,98+0,14 * 4,83+0,26 * 6,54+0,59 ° p<0,05
Pocetak endoterme [°C]
I -25,69+2,63 -26,21+0,08 -32,57+0,56 NS
T -7,07+0,88 -9,05+0,16 -8,34+0,6 NS
Kraj endoterme [°C]
I -12,26+0,28 -11,84+0,09 -11,42+0,55 NS
T 7,55+0,40 7,22+0,29 8,81+0,54 NS

Rezultati predstavljaju srednju vrednost 3 ponavljanja + standardnu gresku, pri ¢emu

ponavljanje predstavlja pul od 3 gusenice. Razli¢ita slova u indeksu (a, b, c), ukazuju na

statisticki zna¢ajnu razliku izmedu grupa, dobijenu Tukey's HSD post hoc testom, dok ista

slova ukazuju na nepostojanje statisticki znacajne razlike izmedu grupa (p > 0.05). NS - nije

statisticki znacajna razlika.
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5.2. Analiza masnih kiselina ukupnih lipida gusenica kukuruznog plamenca

Ostrinia nubilalis

Gasno-hromatografskom analizom odreden je relativni sastav metil-estara masnih
kiselina u preparatima polarne i nepolarne frakcije ukupnih lipida celih gusenica kao i u
preparatima ukupnih lipida masnog tela i hemolimfe nedijapauzirajucih i dijapauziraju¢ih
gusenica tokom razli¢itih faza dijapauze, u uslovima spoljasnje sredine i u uslovima
kontrolisanog hladenja. Polarnu frakciju uglavnom ¢ine strukturni fosfolipidi celijske
membrane (strukturni lipidi), dok nepolarna frakcija sadrzi lipide energetskih rezervi, pre
svega triacilgliceroli (rezervni lipidi). Pored kvalitativne i kvantitativne analize masnih
Kiselina, rezultati su sagledani i sa aspekta zasi¢enosti masnih kiselina, kao odnos nezasi¢enih
masnih kiselina (UFA) i zasi¢enih masnih kiselina (SFA), gde se u nezasi¢ene masne kiseline

ubrajaju mono i polinezasi¢ene masne kiseline (UFA = MUFA + PUFA).

5.2.1. Sastav masnih kiselina polarne (strukturne) i nepolarne (rezervne) frakcije ukupnih

lipida nedijapauzirajucéih, i dijapauzirajucih gusenica tokom dijapauze

Kako bi utvrdili da li su promene biofizickih osobina ukupnih lipida celih gusenica
Ostrinia nubilalis posledica promena u sastavu masnih kiselina, kako polarne (fosfolipidi)
tako i nepolarne (triacilgliceroli) frakcije, analizirali smo njihov sastav kod nedijapauzirajucih
gusenica (ND) i dijapauziraju¢ih gusenica tokom razli¢itih faza dijapauze (D; - pocetak, D i
D3 - sredina i D4 i Ds - kraj). Rezultati su prikazani na Slikama 8-16, a brojéane vrednosti date

u Tabeli 5 A, a prema zasi¢enosti masnih kiselina u Tabeli 5 B.

StatistiCka znacajnost razlika u sadrzaju pojedina¢nih masnih kiselina sumarno je data
u Tabeli 6, a statisticka znacajnost razlika u sadrzaju glavnih strukturnih klasa masnih kiselina

prema zasicenosti U Tabeli 7.

Kvalitativno gledano, sastav masnih kiselina u polarnoj i nepolarnoj frakciji
nedijapauzirajucih i dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis tokom dijapauze, je slican, sacinjen
od 7 masnih kiselina sa 16 i 18 ugljenikovih atoma: palmitinska (C16:0), palmitooleinska
(C16:1n-7), stearinska (C18:0), oleinska (C18:1n-9), vakenska (C18:1n-7), linolna (C18:2n-6)
i a-linolenska (C18:3n-3) (Slika 8 A i B).
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Kvantitativna analiza je pokazala da su najzastupljenije masne kiseline u nepolarnoj
frakciji palmitinska (C16:0), palmitoleinska (C16:1n-7) i oleinska masna kiselina (C18:1n-9),
¢ine¢i viSe od 80% ukupnog sastava masnih kiselina nedijapauziraju¢ih i 90% ukupnog
sastava masnih kiselina dijapauziraju¢ih gusenica (Slika 8 B; Tabela 5). Palmitooleinska
masna kiselina (C16:1n-7) predstavlja dominantnu komponentu pula masnih kiselina
nepolarne frakcije kako kod nedijapauzirajucih tako i kod dijapauzirajuc¢ih gusenica tokom
svih faza dijapauze, ¢ineci ¢ak vise od 50% pula kod dijapauziraju¢ih gusenica (Slika 8 B;
Tabela 5). Zajedno sa manje dominantnom, linolnom masnom Kkiselinom (C18:2n-6),
pomenute masne kiseline ¢ine vise od 95% pula masnih kiselina dijapauziraju¢ih gusenica i
90% pula nedijapauziraju¢ih gusenica (Slika 8 B; Tabela 5). Relativni procentualni sadrzaj
stearinske (C18:0), vakenske (C18:1n-7) i a-linolenske masne Kkiseline (C18:3n-3)
pojedinacno ¢ini znacajno manji deo pula masnih kiselina nepolarne frakcije (<2.5%), pri
¢emu je a-linolenska masna kiselina (C18:3n-3) kod dijapauzirajuc¢ih gusenica zastupljena
samo u tragovima (<0.5%) (Slika 8 B; Tabela 5).

Sastav masnih kiselina polarne frakcije je uniformniji, bez jasne dominacije sadrzaja
pojedina¢ne masne kiseline (Slika 8 A; Tabela 5). Polinezasi¢ene masne kiseline, linolna i a-
linolenska (C18:2n-6 i C18:3n-3) su zastupljenije u ovoj frakciji nego u nepolarnoj frakciji
lipida gusenica O. nubilalis (Slika 8 A; Tabela 5).

Analizom relativnog sadrzaja masnih kiselina nepolarne i polarne frakcije
(triacilglicerola i fosfolipida), potvrdena je znacajna razlika u njihovom pojedinacnom
sadrzaju (Slike 9-15; Tabela 6). U odnosu na fiziolosko stanje u kom se gusenice nalaze,
pokazano je da postoji statisticki znacajna razlika u sadrzaju masnih kiselina izmedu
dijapauzirajucih i nedijapauziraju¢ih gusenica (Slike 9-15; Tabela 6). Pored razlike izmedu
dijapauzirajucih gusenica tokom svih faza dijapauze u odnosu na nedijapauzirajuce gusenice,
utvrdena je razlika u sadrzaju i dinamici promena masnih kiselina analiziranih frakcija

ukupnih lipida celih gusenica i tokom razli¢itih faza dijapauze (Slike 9-15; Tabela 6).

U odnosu na zasi¢enost masnih kiselina, dvofaktorskom analizom varijanse
analizirano prisustvo zasi¢enih (SFA), mononezasi¢enih (MUFA) i polinezasi¢enih masnih
kiselina (PUFA) u nepolarnoj i polarnoj frakciji lipida, pokazano je da gusenice tokom svih
faza dijapauze u odnosu na nedijapauzirajuce, imaju visestruko veci sadrzaj mononezasi¢enih
masnih kiselina, a statisticki znacajno manji sadrzaj zasic¢enih i polinezasi¢enih masnih

kiselina (Tabela 7). To je rezultovalo statisticki znacajnim povecanjem stepena nezasi¢enosti
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masnih kiselina (UFA/SFA) obe frakcije dijapauziraju¢ih gusenica, koji je izraZeniji u
nepolarnoj u odnosu na polarnu frakciju (Tabela 7).

Znacajno povecanje stepena nezasic¢enosti masnih kiselina nepolarane frakcije ukupnih
lipida dijapauziraju¢ih gusenica, rezultat je statistiCki znaCajnog povecanja sadrzaja
palmitoleinske (C16:1n-7) i oleinske (C18:1n-9) kiseline, od mononezasi¢enih masnih
kiselina (Slike 10 i 12; Tabele 6 i 7) i statisticki znac¢ajnog smanjenja sadrzaja palmitinske
kiseline (C16:0), od zasi¢enih masnih kiselina (Slika 9; Tabele 6 i 7), mada je sadrzaj linolne
kiseline (C18:2n-6), kao polinezasi¢ene masne Kiseline, takode smanjen (Slika 14, Tabele 6 i
7).

U polarnoj, fosfolipidnoj, frakciji ukupnih lipida dijapauziraju¢ih gusenica, pokazan
je isti trend promena u sastavu glavnih strukturnih klasa masnih kiselina, ali sa uniformnijim
udelom prisutnih  masnih kiselina; statisticki znacajno Sse povecava sadrzaj svih
mononezasi¢enih masnih kiselina, palmitooleinske (C16:1n-7), oleinske (C18:1n-9) i
vakenske (C18:1n-7), uz statisticki znacajno smanjenje sadrzaj zasi¢enih, palmitinske (C16:0)
i stearinske (C18:0) Kiseline i polinezasi¢enih masnih kiselina, linolne (C18:2n-6) i a-
linolenske (C18:3n-3) (Slike 9-15; Tabele 6 i 7), Sto rezultuje znacajno ve¢im stepenom

nezasicenosti ove frakcije (Tabela 7).

Sastav masnih kiselina nepolarne i polarne frakcije ukupnih lipida celih
nedijapauziraju¢ih (ND) i dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis, tokom razli¢itih faza
dijapauze (D; - pocetak, D, i D3 - sredina, D4 i Ds - kraj), analiziran je i multivarijatnom
satistikom po glavnim komponentama (Principal Component Analysis — PCA, eng.) (Slika 16
A, B, C i D). PCA prevodi skup promenljivih koje opisuju analiziran uzorak u skup novih
promenljivih koje se oznacavaju kao glavne komponente, koje nisu medusobno korelisane 1
koje sukcesivno opisuju maksimalni moguci procenat varijabilnosti unutar analiziranih grupa.

Najve¢i deo varijabilnosti u sastavu masnih Kiselina nepolarne i polarne frakcije
ukupnih lipida opisuje prva glavna komponenta (PC1) dok druga glavna komponenta (PC2)
opisuje manji deo varijabilnosti unutar grupa. Prve dve glavne komponente PC1 i PC2 opisuju
95,2% varijabilnosti unutar analiziranih grupa na osnovu sastava masnih kiselina nepolarne
frakcije i 94,9% varijabilnosti unutar grupa na osnovu sastava masnih kiselina polarne
frakcije. Prva glavna komponenta (PC1) opisuje 84,47% varijabilnosti unutar grupa na
osnovu sastava masnih kiselina nepolarne frakcije i 78,62% unutar grupa na osnovu sastava

masnih Kiselina polarne frakcije dok druga glavna komponenta (PC2) opisuje 11,71% i
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16,24% wvarijabilnosti (Slika 16 A, B, C i D). Jasno izraZzeno grupisanje mononezasi¢enih
masnih kiselina (MUFA) sa jedne strane i zasi¢enih (SFA) i polinezasi¢enih masnih kiselina
(PUFA) sa druge strane prve glavne komponente (PC1), rezultuje grupisanjem
nedijapauziraju¢ih gusenica (ND) i dijapauziraju¢ih grupa gusenica (tokom svih faza
dijapauze) na suprotnim stranama prve glavne komponente (PC1) (Slika 16 A, B, C i D).
Analizom glavne komponente je potvrdeno da je u gusenicama dijapauzirajuée grupe sadrzaj
mononezasi¢enih masnih kiselina vec¢i, nasuprot manjeg sadrzaja zasic¢enih i polinezasi¢enih
masnih kiselina nedijapauzirajucih gusenica (Slika 16 A i B). PC1 je u pozitivnoj korelaciji sa
palmitooleinskom (C16:1n-7), oleinskom (C18:1n-9) i vakenskom kiselinom (C18:1n-7), u
odnosu na negativhu korelaciju sa linolnom (C18:2n-6), a-linolenskom (C18:3n-3),
palmitinskom (C16:0) i stearinskom kiselinom (C18:0) (Slika 16 A i B). Nastala promena na
pocetku dijapauze karakterise ceo tok dijapauze, §to se vidi na osnovu grupisanja svih grupa

dijapauzirajucih gusenica sa iste strane prve glavne komponente (PC1) (Slika 16 B i C).
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Slika 8 A i B. Sastav masnih kiselina polarne (strukturne) i nepolarne (rezervne) frakcije

ukupnih lipida nedijapauziraju¢ih gusenica (ND), i dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis

tokom razlicitih faza dijapauze (D; - pocetak, D, i D3 - sredina i D4 i Ds - kraj). Rezultati su

prikazani kao srednja vrednost £ SE (brojcane vrednosti su date u Tabeli 5 A i B).

Statisti¢ka znacajnost razlika data je u Tabeli 6.
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Slika 9. Relativni sadrzaj palmitinske masne kiseline C16:0 polarne i nepolarne frakcije
(efekat frakcije) ukupnih lipida nedijapauziraju¢ih gusenica (ND) i dijapauzirajucih
gusenica O. nubilalis (efekat stanja) i tokom razli¢itih faza dijapauze (D; - pocetak,
D, i D3 - sredina i Dg i Ds - kraj). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SE.
Statisticka znacajnost razlika analizirana je dvofaktorskom analizom varijanse (ANOVA),
F - efekat frakcije, S - efekat stanja, F x S - efekat interakcije, F - faktor.
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Slika 10. Relativni sadrzaj palmitoleinske masne kiseline C16:1n-7 polarne i nepolarne
frakcije (efekat frakcije) ukupnih lipida nedijapauziraju¢ih gusenica (ND) i dijapauzirajuéih
gusenica O. nubilalis (efekat stanja), tokom razli¢itih faza dijapauze (D; - pocetak,
D, i D3 - sredina i Dg i Ds - kraj). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SE.
Statisticka znacajnost razlika analizirana je dvofaktorskom analizom varijanse (ANOVA),
F - efekat frakcije, S - efekat stanja, F x S - efekat interakcije, F - faktor.
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Slika 11. Relativni sadrzaj stearinske masne kiseline C18:0 polarne i nepolarne frakcije
(efekat frakcije) ukupnih lipida nedijapauzirajucih gusenica (ND) i dijapauziraju¢ih gusenica
O. nubilalis (efekat stanja), tokom razli¢itth faza dijapauze (D; - pocetak,
D, i D3- sredina i D4 i Ds - kraj). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SE. Statisticka
znacajnost razlika analizirana je dvofaktorskom analizom varijanse (ANOVA), F - efekat

frakcije, S - efekat stanja, F x S - efekat interakcije, F - faktor.
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Slika 12. Relativni sadrzaj oleinske masne kiseline C18:1n-9 polarne i nepolarne frakcije
(efekat frakcije) ukupnih lipida nedijapauziraju¢ih gusenica (ND) i dijapauzirajucih
gusenica O. nubilalis (efekat stanja), tokom razli¢itih faza dijapauze (D; - pocetak,
D, i D3 - sredina i D4 i Ds - kraj). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SE.
Statisti¢ka znacajnost razlika analizirana je dvofaktorskom analizom varijanse (ANOVA),

F - efekat frakcije, S - efekat stanja, F x S - efekat interakcije, F - faktor.
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Slika 13. Relativni sadrzaj vakenske masne kiseline C18:1n-7 polarne i nepolarne frakcije
(efekat frakcije) ukupnih lipida, ekstrahovanih iz nedijapauziraju¢ih gusenica (ND) i
dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis (efekat stanja), tokom razlicitih faza dijapauze
(D1 - pocetak, D, i D3 - sredina i D4 i Ds - kraj). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost
+ SE. Statisticka znacajnost razlika analizirana je dvofaktorskom analizom varijanse
(ANOVA), F - efekat frakcije, S - efekat stanja, F x S - efekat interakcije, F - faktor.
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Slika 14. Relativni procentualni sadrzaj linolne masne Kkiseline C18:2n-6 polarne i
nepolarne frakcije (efekat frakcije) ukupnih lipida nedijapauziraju¢ih gusenica (ND) i
dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis (efekat stanja), tokom razli¢itih faza dijapauze
(D1 - pocetak, D, i D3 - sredina i D4 i Ds - kraj). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost
+ SE. Statisticka znacajnost razlika analizirana je dvofaktorskom analizom varijanse
(ANOVA), F - efekat frakcije, S - efekat stanja, F x S - efekat interakcije, F - faktor.
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Slika 15. Relativni sadrzaj a-linolenske masne kiseline C18:3n-3 polarne i nepolarne frakcije
(efekat frakcije) ukupnih lipida nedijapauziraju¢ih gusenica (ND i dijapauziraju¢ih gusenica
O. nubilalis (efekat stanja), tokom razli¢itih faza dijapauze (D; - pocetak,
D, i D3 - sredina i Dy i Ds - kraj). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SE.
Statisticka znacajnost razlika analizirana je dvofaktorskom analizom varijanse (ANOVA),
F - efekat frakcije, S - efekat stanja, F x S - efekat interakcije, F - faktor.
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Slika 16. A, B, C i D Analiza relativnog sadrzaja masnih kiselina polarne (fosfolipidi) i
nepolarne (triacilgliceroli) frakcije ukupnih lipida celih nedijapauziraju¢ih (ND) i
dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis tokom razli¢itih faza dijapauze (D; - pocetak,

D, i D3-sredina i D4 i Ds - kraj), po glavnim komponentama (PC1 i PC2).
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Tabela 5. A i B Procentualni udeo pojedina¢nih masnih kiselina u pulu masnih kiselina

nepolarne i polarne frakcije ukupnih lipida, nedijapauziraju¢ih (ND) i dijapauzirajucih

gusenica O. nubilalis, tokom dijapauze (D; - pocetak, D, i D3 - sredina i D4 i Ds - kraj);

A) prema vrsti masnih Kiselina i B) prema zasi¢enosti masnih kiselina: zasi¢ene - SFA;

nezasi¢ene - UFA (mononezasi¢ene - MUFA 1 polinezasi¢ene - PUFA).

A)
N]fpo'?f”a C16:0 | C16:1n-7 | C18:0 | C18:1n-9 | C18:1n-7 | C18:2n-6 | C18:3n-3
rakcija
ND 27.86+0.74 | 35.27+0.94 | 0.71+0.02 | 19.90+0.39 | 1.18+0.11 | 12.81+0.22 | 2.27+0.04
D; 11.18+0.08 | 50.07+0.70 | 0.38+0.04 | 29.99+0.63 | 2.08+0.32 | 5.90+0.40 | 0.40+0.02
D, 10.55+0.21 | 52.06+0.18 | 0.31+0.01 | 32.67+0.11 | 2.49+0.20 | 1.59+0.02 | 0.34+0.02
Ds 11.33+0.59 | 53.02+1.66 | 0.36+0.02 | 30.53+0.60 | 2.03+0.17 | 2.33+1.06 | 0.41+0.08
D, 16.24+0.56 | 46.86+0.26 | 0.83+0.04 | 29.11+0.60 | 2.32+0.12 | 4.20+0.57 | 0.44+0.02
Ds 18.07+0.70 | 46.06+0.73 | 1.10+0.07 | 29.03+1.36 | 2.08+0.26 | 3.28+1.87 | 0.40+0.06
Polarna
frakcija
ND 14.13+0.33 | 10.39+0.25 | 11.02+0.12 | 14.39+0.36 | 2.68+0.05 | 35.97+0.18 |11.43+0.25
D, 7.50+0.28 | 13.73+0.58 | 8.93+0.24 | 27.04+0.35 | 12.19+0.31 | 26.15+1.45 | 4.45+0.06
D, 6.84+0.07 | 15.21+0.38 | 9.15+0.15 | 31.23+0.35 | 12.18+0.62 | 20.24+0.80 | 5.15+0.23
D; 6.85+0.27 | 16.90+1.37 | 11.24+0.72 | 31.80+0.63 | 12.30+0.01 | 16.31+0.88 | 4.61+0.41
D, 7.90+0.26 | 12.75+0.57 | 14.99+0.42 | 26.21+0.59 | 6.73+0.38 | 26.06+0.85 | 5.36+0.14
Ds 8.29+0.16 | 11.93+0.57 | 15.94+0.55 | 28.86+0.65 | 4.49+0.18 | 22.82+1.23 | 7.67+0.34
B)
Nfepo'af”a SFA UFA | UFA/SFA | MUFA PUFA
rakcija
ND 28.57+0.76 | 71.43+0.76 | 251+0.09 | 56.35+0.51 | 15.08+0.26
D; 11.56+0.08 | 88.44+0.08 | 7.65+0.06 | 82.14+0.45 | 6.30+0.43
D, 10.86+0.22 | 89.14+0.22 | 8.22+0.18 | 87.22+0.27 | 1.93+0.04
Ds 11.69+0.61 | 88.31+0.61 | 7.60+0.45 | 85.57+1.71 | 1.62+0.12
D4 17.07+0.59 | 82.93+0.59 | 4.87+0.21 | 78.29+0.74 | 4.64+0.59
Ds 19.1620.77 | 80.84+0.77 | 4.23+0.20 | 77.16+1.48 | 2.39+0.64
Polarna
frakcija
ND 25.15+0.43 | 74.85+0.43 | 2.98+0.07 | 27.45+0.45 | 47.40+0.09
D: 16.44+0.23 | 83.56+0.23 | 5.09+0.09 | 52.96+1.18 | 30.60+1.42
D, 15.99+0.17 | 84.01+0.17 | 526+0.07 | 58.62+1.18 | 25.39+1.02
Ds 18.09+0.96 | 81.91+0.96 | 4.56+0.31 | 61.00+1.98 | 20.92+1.27
D, 22.89+0.56 | 77.11+0.56 | 3.37+0.11 | 45.69+1.38 | 31.42+0.82
Ds 24.23+0.60 | 75.77+0.60 | 3.13+0.10 | 45.27+1.33 | 30.49+1.05
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ponavljanja + standardna greska.
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Tabela 6. Dvofaktorska analiza varijanse procentualnog udela pojedina¢nih masnih kiselina u

pulu masnih kiselina nepolarne i polarne frakcije (faktor F), ukupnih lipida nedijapauziraju¢ih

i dijapauzirajucih (faktor S), gusenica O. nubilalis

Masna kiselina Frakcija (F) Stanje (S) Fx$S Greska

Df 1 5 5 24
C16:0 MS 477.87 130.1 24.78 0.53

F 901.47 *** 245.42 *** 46.76 ***

Df 1 5 5 24
C16:1n-7 MS 10243.60 111.68 30.23 1.96

F 5233.76 *** | 57.06 *** 15.44 ***

Df 1 5 5 24
C18:0 MS 1142.15 15.75 10.64 0.27

F 4174.33 *** | 57,65 *** 38.90 ***

Df 1 5 5 24
C18:1n-9 MS 34.20 172.32 8.52 1.17

F 29.28 *** 147.55 *** 7.29 ***

Df 1 5 5 24
C18:1n-7 MS 368.44 3241 25.05 0.23

F 1600.54 *** | 140.81 *** 108.83 ***

Df 1 5 5 24
C18:2n-6 MS 3448.45 170.07 15.19 2.74

F 1258.72 *** | 62.08 *** 5.54 **

Df 1 5 5 24
C18:3n-3 MS 295.97 17.47 6.24 0.11

F 2723.22 *** | 160.76 *** 57.42 ***

MS - srednja vrednost kvadrata (mean square, eng.), df - stepeni slobode (degree od freedom,

eng.), F - fakor; *** - p<0.001, ** - p<0.01, * - p<0.05, NS - nije statisti¢ki znacajno.
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Tabela 7. Dvofaktorska analiza varijanse procentualnog udela masnih kiselina u pulu masnih

kiselina, prema zasi¢enosti: zasi¢ene - SFA; nezasi¢ene - UFA (mononezasi¢ene - MUFA i

polinezasicene - PUFA) u polarnoj i nepolarnoj frakciji (faktor F), ukupnih lipida

nedijapauzirajucih i dijapauziraju¢ih (faktor S), gusenica O. nubilalis

Parametri Frakcija (F) Stanje (S) FXxS Greska

Df 1 5 5 24
SFA MS 0.61 2.451 0.057 0.003

F 206*** 165.8*** 19.4***

Df 1 5 5 24
UFA MS 0.0193 0.0268 0.003 0.0002

F 121*** 169*** 19***

Df 1 5 5 24
UFA/SFA MS 0.844 0.744 0.085 0.0044

F 191 *>** 169*** 19.2%**

Df 1 5 5 24
MUFA MS 1.888 0.204 0.0104 0.018

F 104*** 11.26*** 0.57

Df 1 5 5 24
PUFA MS 32.53 1.185 0.537 0.144

F 225*** 8.21*** 3.72*

MS - srednja vrednost kvadrata (mean square, eng.), df - stepeni slobode (degree od freedom,

eng.), F - faktor; *** - p<0.001, ** - p<0.01, * - p<0.05, NS - nije statisti¢ki znacajno.
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5.2.2. Sastav masnih kiselina polarne (strukturne) i nepolarne (rezervne) frakcije ukupnih

lipida dijapauzirajuéih gusenica tokom dijapauze, u uslovima hladenja

Kako bi potvrdili predstavljaju li promene u sastavu masnih kiselina deo programa
dijapauze ili su pod direktnim uticajem temperature sredine tokom dijapauze, analizirali smo
sastav masnih Kiselina polarne (strukturne) i nepolarne (rezervne) frakcije ukupnih lipida celih
gusenica O. nubilalis tokom razli¢itih faza dijapauze (pocetak, sredina i kraj) u uslovima
kontrolisanog hladenja, do -10°C (5°C, -3°C i -10°C).

5.2.2.1. Uticaj temperature na sastav masnih kiselina polarne frakcije

Sastav masnih kiselina polarne frakcije ukupnih lipida celih dijapauzirajuéih gusenica
O. nubilalis tokom razli¢itih faza dijapauze (D; - pocetak, D, - sredina i D3 - kraj) u uslovima
izlozenosti razli¢itoj temperaturi (5°C, -3°C i -10°C) prikazani su na Slikama 17-23. Statisticki
znacajne razlike analizirane dvofaktorskom analizom varijanse, sa fazom dijapauze — F i
temperaturom - T, kao faktorima, prikazane su na Slikama 17-23, dok su rezultati sumirani u
Tabeli 8.

U polarnoj frakciji tokom dijapauze znacajno se povecava udeo stearinske Kiseline
(C18:0) (p<0.001), Slika 19, Tabela 8), dok se udeo vakenske masne kiseline (C18:1n-7)
smanjuje (p<0.001), Slika 21, Tabela 8). Rezultati generalno pokazuju da je sastav masnih
kiselina promenjiv tokom dijapauze, a da spolja$nja temperatura u polarnoj frakciji jedino
statisticki znacajno menja udeo vakenske (C18:1n-7) i linolne kiseline (C18:2n-6) (Slike 21 i
22, Tabela 8). Tokom svake faze dijapauze (D; - pocetak, D, - sredina i D3 - kraj) izlaganje
niskoj temperaturi poveéava sadrzaj vakenske masne kiseline (C18:1n-7), pri ¢emu je najveéi
efekat temperature od -10°C (p<0.001), Slika 21, Tabela 8). lzlaganje niskoj temperaturi
povecava sadrzaj i linolne masne kiseline (C18:2n-6) u ukupnom pulu masnih Kkiselina
polarne frakcije ukupnih lipida, ali su promene zavisne od faze dijapauze (p>0.001), Slika 22,
Tabela 8): na pocetku (D,) i na kraju dijapauze (Ds) efekat ima temperatura od -3°C, dok je u

sredini dijapauze (D,) to -10°C.
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~Rezultati istrazivanja~
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Slika 17. Relativni sadrzaj palmitinske kiseline C16:0, u polarnoj frakciji ukupnih lipida celih

dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis, u uslovima kontrolisanog hladenja, tokom razli¢itih

faza dijapauze (D; - pocetak, D, - sredina i D3 - kraj). Rezultati su prikazani kao srednja

vrednost = SE. Statisticka znacajnost razlika analizirana je dvofaktorskom analizom varijanse

(ANOVA), F - efekat faze dijapauze, T - efekat temperature, F x T - efekat interakcije,

F - faktor.
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~Rezultati istrazivanja~
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Slika 18. Relativni sadrzaj palmitoleinske kiseline C16:1n-7, u polarnoj frakciji ukupnih
lipida celih dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis, u uslovima kontrolisanog hladenja,
tokom razli¢itih faza dijapauze (D; - pocetak, D, - sredina i D3 - kraj). Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost + SE. Statisticka znacajnost razlika analizirana je
dvofaktorskom analizom varijanse (ANOVA), F - efekat faze dijapauze, T - efekat

temperature, F x T - efekat interakcije, F - faktor.



~Rezultati istrazivanja~
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Slika 19. Relativni sadrzaj stearinske kiseline C18:0, u polarnoj frakciji ukupnih lipida
celih dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis, u uslovima kontrolisanog hladenja, tokom
razli¢itih faza dijapauze (D; - pocetak, D, - sredina i Ds - kraj). Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost + SE. Statisticka znacajnost razlika analizirana je dvofaktorskom analizom
varijanse (ANOVA), F - efekat faze dijapauze, T - efekat temperature, F x T - efekat

interakcije, F - faktor.
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Slika 20. Relativni sadrzaj oleinske kiseline C18:1n-9, u polarnoj frakciji ukupnih lipida

celih dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis, u uslovima kontrolisanog hladenja, tokom
razli¢itih faza dijapauze (D; - pocetak, D; - sredina i Ds - kraj). Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost + SE. Statisticka znacajnost razlika analizirana je dvofaktorskom analizom

varijanse (ANOVA), F - efekat faze dijapauze, T - efekat temperature, F x T - efekat

interakcije, F - faktor.
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Slika 21. Relativni sadrzaj vakenske kiseline C18:1n-7, u polarnoj frakciji ukupnih lipida
celih dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis, u uslovima kontrolisanog hladenja, tokom
razli¢itih faza dijapauze (D - pocetak, D, - sredina i Ds - kraj). Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost + SE. Statisticka znacajnost razlika analizirana je dvofaktorskom analizom
varijanse (ANOVA), F - efekat faze dijapauze, T - efekat temperature, F x T - efekat

interakcije, F - faktor.
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Slika 22. Relativni sadrzaj linolne kiseline C18:2n-6, u polarnoj frakciji ukupnih lipida
celih dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis, u uslovima kontrolisanog hladenja, tokom
razli¢itih faza dijapauze (D - pocetak, D; - sredina i Ds - kraj). Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost + SE. Statisticka znacajnost razlika analizirana je dvofaktorskom analizom
varijanse (ANOVA), F - efekat faze dijapauze, T - efekat temperature, F x T - efekat

interakcije, F - faktor.
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Slika 23. Relativni sadrzaj a-linolenske kiseline C18:3n-3, u polarnoj frakciji ukupnih
lipida celih dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis, u uslovima kontrolisanog hladenja,
tokom razli¢itih faza dijapauze (D1 - pocetak, D, - sredina i D3 - kraj). Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost = SE. Statisticka znacajnost razlika analizirana je dvofaktorskom

analizom varijanse (ANOVA), F - efekat faze dijapauze, T - efekat temperature, F x T -

efekat interakcije, F - faktor.
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~Rezultati istrazivanja~

Tabela 8. Analiza relativne zastupljenosti pojedinac¢nih masnih kiselina u polarnoj frakciji

ukupnih lipida celih dijapauzirajucih gusenica O. nubilalis izlozenih kontrolisanoj temperaturi

(5°C, -3°C i -10°C), tokom razli¢itih faza dijapauze (D; - pocetak, D, - sredina i D3 - kraj).

Statistic¢ki znacajne razlike su analizirane dvofaktorskom analizom varijanse (ANOVA), sa

fazom dijapauze — F i temperaturom —T, kao faktorima.

Masna kiselina Faza (F) Temperatura (T) FxT Greska

Df 2 2 4 18
C16:0 MS 0,59 0,03 0,99 0,18

F 3,23 NS 0,16 NS 539 NS

Df 2 2 4 18
C16:1n-7 MS 4,03 5,28 4,65 1,22

F 3,30 NS 4,32 NS 3,80 NS

Df 2 2 4 18
C18:0 MS 32,93 1,24 0,83 0,34

F 97,58 *** 3,67 NS 2,47 NS

Df 2 2 4 18
C18:1n-9 MS 12,27 14,95 12,89 2,63

F 4,66 NS 5,67 NS 4,89 NS

Df 2 2 4 18
C18:1n-7 MS 29,32 9,70 0,25 0,71

F 41,03 *** 13,57 *** 0,35 NS

Df 2 2 4 18
C18:2n-6 MS 15,04 25,13 28,54 2,30

F 6,54 NS 10,92 *** 12,40 ***

Df 2 2 4 18
C18:3n-3 MS 0,13 1,93 0,11 0,29

F 0,45 NS 6,54 NS 0,37 NS

MS - srednja vrednost kvadrata (mean square, eng.), df - stepeni slobode (degree od freedom,

eng.), F - fakor; *** - p<0.001, ** - p<0.01, * - p<0.05, NS - nije statisti¢ki znacajno.
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~Rezultati istrazivanja~

5.2.2.2. Uticaj temperature na sastav masnih kiselina nepolarne frakcije

Sastav masnih kiselina nepolarne frakcije ukupnih lipida celih dijapauzirajucih
gusenica O. nubilalis tokom razli¢itih faza dijapauze (D; - pocetak, D, - sredina i D3 - kraj), u
uslovima izloZenosti razli¢itoj temperaturi (5°C, -3°C i -10°C) prikazani su na Slikama 24-30.
Statisticki znacajne razlike analizirane dvofaktorskom analizom varijanse, sa fazom dijapauze
— F i temperaturom - T, kao faktorima, prikazane su na Slikama 24-30, dok su rezultati
sumarno prikazani u Tabeli 9.

U nepolarnoj frakciji se povecava sadrzaj palmitinske (C16:0) 1 stearinske kiseline
(C18:0) na kraju dijapauze (p<0.001), Slike 24 i 26; Tabela 9). Izlaganje niskoj temperaturi
tokom razli¢itih faza dijapauze nije indukovalo dodatne promene u sadrzaju masnih kiselina

nepolarne frakcije ukupnih lipida celih gusenica O. nubilalis (Slike 24-30; Tabela 9).
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~Rezultati istrazivanja~
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Slika 24. Relativni sadrzaj palmitinske kiseline C16:0, u nepolarnoj frakciji ukupnih lipida
celih dijapauzirajué¢ih gusenica O. nubilalis, u uslovima kontrolisanog hladenja, tokom
razli¢itih faza dijapauze (D; - pocetak, D, - sredina i D3 - kraj). Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost + SE. Statisticka znacajnost razlika analizirana je dvofaktorskom analizom
varijanse (ANOVA), F — efekat faze dijapauze, T - efekat temperature, F x T - efekat

interakcije, F — faktor.
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Slika 25. Relativni sadrzaj palmitooleinske kiseline C16:1n-7, u nepolarnoj frakciji ukupnih
lipida celih dijapauzirajucih gusenica O. nubilalis, u uslovima kontrolisanog hladenja, tokom
razli¢itih faza dijapauze (D; - pocetak, D, - sredina i D3 - kraj). Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost + SE. StatistiCka znacajnost razlika analizirana je dvofaktorskom analizom
varijanse (ANOVA), F — efekat faze dijapauze, T - efekat temperature, F x T - efekat
interakcije, F - faktor.

80



~Rezultati istrazivanja~
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Slika 26. Relativni sadrzaj stearinske kiseline C18:0, u nepolarnoj frakciji ukupnih lipida
celih dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis, u uslovima kontrolisanog hladenja, tokom
razlicitih faza dijapauze (D; - pocetak, D; - sredina i D3 - kraj). Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost = SE. Statisticka znacajnost razlika analizirana je dvofaktorskom
analizom varijanse (ANOVA), F — efekat faze dijapauze, T - efekat temperature, F x T -

efekat interakcije, F - faktor.
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~Rezultati istrazivanja~
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Slika 27. Relativni sadrzaj oleinske kiseline C18:1n-9, u nepolarnoj frakciji ukupnih
lipida celih dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis, u uslovima kontrolisanog hladenja,
tokom razli¢itih faza dijapauze (D1 - pocetak, D, - sredina i D - kraj). Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost + SE. Statisticka znacajnost razlika analizirana je
dvofaktorskom analizom varijanse (ANOVA), F — efekat faze dijapauze, T - efekat

temperature, F x T - efekat interakcije, F - faktor.
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~Rezultati istrazivanja~
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Slika 28. Relativni sadrzaj vakenske kiseline C18:1n-7, u nepolarnoj frakciji ukupnih
lipida celih dijapauzirajucih gusenica O. nubilalis, u uslovima kontrolisanog hladenja,
tokom razli¢itih faza dijapauze (D1 - pocetak, D, - sredina i D - kraj). Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost + SE. Statisticka znacajnost razlika analizirana je
dvofaktorskom analizom varijanse (ANOVA), F — efekat faze dijapauze, T - efekat

temperature, F x T - efekat interakcije, F - faktor.
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~Rezultati istrazivanja~
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Slika 29. Relativni sadrzaj linolne kiseline C18:2n-6, u nepolarnoj frakciji ukupnih
lipida celih dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis, u uslovima kontrolisanog hladenja,
tokom razli¢itih faza dijapauze (D; - pocetak, D, - sredina i Ds - kraj). Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost + SE. Statisticka znacajnost razlika analizirana je
dvofaktorskom analizom varijanse (ANOVA), F — efekat faze dijapauze, T - efekat

temperature, F x T - efekat interakcije, F - faktor.



~Rezultati istrazivanja~
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Slika 30. Relativni sadrzaj o-linolenske kiseline C18:3n-3, u nepolarnoj frakciji
ukupnih lipida celih dijapauzirajuc¢ih gusenica O. nubilalis, u uslovima kontrolisanog
hladenja, tokom razli¢itih faza dijapauze (D; - pocetak, D, - sredina i D3 - kraj).
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SE. StatistiCka znacajnost razlika

analizirana je dvofaktorskom analizom varijanse (ANOVA), F — efekat faze

dijapauze, T - efekat temperature, F x T - efekat interakcije, F - faktor.
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~Rezultati istrazivanja~

Tabela 9. Analiza relativne zastupljenosti pojedinacnih masnih kiselina u nepolarnoj frakciji

ukupnih lipida celih dijapauziraju¢ih gusenica O.

nubilalis izlozenih kontrolisanoj

temperaturi (5°C, -3°C i -10°C) tokom razli¢itih faza dijapauze (D; - pocetak, D, - sredina i

D3 - kraj).

(ANOVA), sa fazom dijapauze - F i temperaturom -T, kao faktorima.

Statisti¢ki znacajne razlike su analizirane dvofaktorskom analizom varijanse

Masna kiselina Faza (F) Temperatura (T) FxT Greska

Df 2 2 4 18
C16:0 MS 13,49 521 0,89 0,94

F 14,30 *** 552 NS 0,94 NS

Df 2 2 4 18
C16:1n-7 MS 11,11 5,08 8,71 2,52

F 4,41 NS 2,02 NS 3,45 NS

Df 2 2 4 18
C18:0 MS 0,16 0,01 0,00 0,00

F 65,19 *** 3,02 NS 0,94 NS

Df 2 2 4 18
C18:1n-9 MS 3,29 0,79 1,03 1,75

F 1,88 NS 0,45 NS 0,59 NS

Df 2 2 4 18
C18:1n-7 MS 0,31 0,02 0,15 0,15

F 2,03 NS 0,11 NS 0,96 NS

Df 2 2 4 18
C18:2n-6 MS 0,27 10,15 4,22 1,31

F 0,20 NS 7,72 NS 3,21 NS

Df 2 2 4 18
C18:3n-3 MS 0,02 0,02 0,02 0,01

F 2,07 NS 2,94 NS 2,49 NS

MS - srednja vrednost kvadrata (mean square, eng.), df - stepeni slobode (degree od
freedom, eng.), F - fakor; *** - p<0.001, ** - p<0.01, * - p<0.05, NS - nije statisti¢ki

znacajno.
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~Rezultati istrazivanja~

5.3. Analiza lipida hemolimfe i masnog tela nedijapauzirajucih i

dijapauzirajuéih gusenica Ostrinia nubilalis

U cilju ispitivanja uloge pojedinih tkiva u metabolizmu lipida sa aspekta dijapauze i
otpornosti na niske temperature, analizirali smo lipide hemolimfe i masnog tela gusenica O.
nubilalis. Odredili smo prisustvo pojedinih klasa lipida u hemolimfi i masnom telu i
analizirali sastav masnih kiselina ukupnih lipida masnog tela nedijapauziraju¢ih i
dijapauziraju¢ih gusenica tokom dijapauze, kao 1 dijapauziraju¢ih gusenica izlozenih

kontrolisanim temperaturama.

5.3.1. Klase lipida hemolimfe i masnog tela

Analizom ukupnih lipida hemolimfe i masnog tela gusenica O. nubilalis, detektovane
su sledec¢e frakcije: polarni lipidi (PL), diacilgliceroli (DAG), steroli (ST), slobodne masne
kiseline (FFA), triacilgliceroli (TAG) i frakcija ugljovodonika (H) (Tabela 10).

Utvrdeno je da postoji kvalitativna i kvantitativna razlika izmedu nedijapauzirajucih i
dijapauziraju¢ih gusenica (Tabela 10). U hemolimfi, relativni procenat diacilglicerola i
slobodnih masnih kiselina je znac¢ajno manji kod dijapauzirajuc¢ih gusenica tokom svih faza
dijapauze (D; - pocetak, D, - sredina i D3 - kraj), nego kod nedijapauziraju¢ih gusenica (ND),
dok je sadrzaj triacilglicerola znacajno veci kod dijapuzirajucih gusenica pocetkom i sredinom
dijapauze (D; i D,) od nedijapauziraju¢ih gusenica (Tabela 10.). Krajem dijapauze (D3),
uoceno je znacajno Smanjenje sadrzaja triacilglicerola (Tabela 10). lako je udeo sterola i
polarnih lipida u hemolimfi znacajan, razlika u njihovom sadrzaju kako izmedu
nedijapauzirajucih i dijapauzirajuc¢ih gusenica tako i tokom dijapauze, nije znacajna (Tabela
10).

U masnom telu dominantnu frakciju lipida ¢ini frakcija triacilglicerola, kako kod
nedijapauziraju¢ih tako i kod dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis (Tabela 10). Kod
dijapauzirajucih gusenica nisu detektovane slobodne masne kiseline i ugljovodonici, dok je
kod nedijapauziraju¢ih gusenica utvrdeno prisustvo slobodnih masnih kiselina, ali ne i

ugljovodonika (Tabela 10).
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~Rezultati istrazivanja~

Tabela 10. Sastav ukupnih lipida (procentualni udeo razdvojenih frakcija) hemolimfe i
masnog tela nedijapauziraju¢ih (ND) 1 dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis tokom
dijapauze (D1- pocetak, D,- sredina i Ds- kraj)

Hemolimfa
ND D1 D2 D3 ANOVA
% PL 16.24+0.292 18.77+0.99% 23.47+1.43° 22.47+0.38° p<0.05
% DAG 17.83+0.11% 13.60+0.78° 14.10+1.10° 14.40+0.99° p<0.05
% ST 27.66+2.94 24.70+1.30 26.43+1.24 27.30+1.10 NS
% FFA 12.34+1.76 ® 537+0.72°  2.40+0.45° 3.20+0.42° p<0.01
% TAG 8.31+1.44% 21.37+6.63° 11.97+1.10° 7.20+1.53° p <0.05
% H 17.62+1.18 21.17+3.24 20.73+2.40 24.37+1.17 NS
Masno telo
ND D1 D2 D3 ANOVA
% PL 4.97+0.55 4.63+0.34 5.30+0.11 3.50+0.29 NS
% DAG 1.90+0.18%  1.53+0.57%  0.30+0.06° 1.2+0.06 2 p <0.05
% ST 3.81+0.09% 2.90+0.60%  1.40+0.00°  1.40+0.46° p <0.05
% FFA 3.20+0.24 nd nd nd /
% TAG 86.12+1.01% 90.07+1.42° 092.47+0.53° 89.97+0.64° p<0.05
% H nd nd nd nd /

Rezultati predstavljaju srednje vrednosti 3 ponavljanja + standardna greska, u pulu hemolimfe
i masnog tela od 5 gusenica. Frakcije lipida: PL - polarni lipidi, DAG - diacilgliceroli, ST -
steroli, FFA - slobodne masne kiselinea, TAG - triacilgliceroli, H - ugljovodonici. nd - nije
detektovano. Razlicita slova u indeksu (a, b, ¢), ukazuju na statisti¢ki znacajnu razliku izmedu
grupa, dobijenu Tukey's HSD post hoc testom, dok ista slova ukazuju na nepostojanje
statisticki znacajne razlike izmedu grupa (p > 0.05). Nivoi znacajnosti izmedu grupa su:

***pn<0.001, ** p<0.01i*p<0.05. NS - nije statisti¢ki znac¢ajna razlika.
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5.3.2. Masne Kkiseline ukupnih lipida hemolimfe i masnog tela nedijapauzirajucih i

dijapauzirajuéih gusenica tokom dijapauze

U cilju razumevanja uloge lipida u dijapauzi kukuruznog plamenca O. nubilalis i
otpornosti na hladnoc¢u, analiziran je sadrzaj masnih kiselina ukupnih lipida hemolimfe i
masnog tela nedijapauziraju¢ih (ND) i dijapauziraju¢ih gusenica tokom dijapauze (D; -
pocetak, D, - sredina i D3 - kraj). Rezultati su prikazani na Slikama 31-40. Relativni udeo
svake masne kiseline u ukupnim lipidima i odnos zasi¢enih (SFA), mononezasi¢enih (MUFA)

i polinezasi¢enih masnih kiselina (PUFA) prikazan je u Tabeli 11.

Kvalitativno, sastav masnih kiselina oba tkiva, hemolimfe i masnog tela
nedijapauziraju¢ih 1 dijapauziraju¢ih gusenica tokom razli¢itih faza dijapauze je slican,
sa¢injen od 7 masnih kiselina sa 16 i 18 ugljenikovih atoma: palmitinske (C16:0),
palmitooleinske (C16:1n-7), stearinske (C18:0), oleinske (C18:1n-9), vakenske (C18:1n-7),
linolne (C18:2n-6) i a-linolenske (C18:3n-3) kiseline (Slika 31 A i B; Tabela 11).
Najzastupljenije masne Kkiseline ukupnih lipida hemolimfe i masnog tela su palmitinska
(C16:0), palmitooleinska (C16:1n-7) i oleinska (C18:1n-9) kiselina (Slika 31 A i B; Tabela
11). Tako, u hemolimfi one ¢ine vise od 65% masnih kiselina ukupnih lipida
nedijapauziraju¢ih i 80% dijapauziraju¢ih gusenica tokom svih faza dijapauze (Slika 31 A;
Tabela 11). Palmitooleinska (C16:1n-7) i oleinska Kiselina (C18:1n-9) su dominantne
komponente pula masnih kiselina hemolimfe dijapauziraju¢ih gusenica, tokom svih faza
dijapauze (Slika 31 A; Tabela 11), a kod nedijapauzirajucih gusenica u zna¢ajnom procentu je
prisutna i linolna kiselina (C18:2n-6) sa 19.30% . Ostale masne kiseline, stearinska (C18:0),
vakenska (C18:1n-7), linolna (C18:2n-6) i o-linolenska masna kiselina (C18:3n-3) su

zastupljene sa manje od 7% u ukupnim lipidima hemolimfe (Slika 31 A; Tabela 11).

U masnom telu, najzastupljenije masne Kiseline ukupnih lipida su palmitinska (C16:0),
palmitooleinska (C16:1n-7) i oleinska (C18:1n-9) i zajedno ¢ine 80% pula masnih kiselina
nedijapauzirajucih i vise od 90% pula masnih kiselina dijapauzirajucih gusenica (Slika 31 B;
Tabela 11). Palmitooleinska masna kiselina (C16:1n-7) je dominantna komponenta ukupnih
lipida masnog tela, kako nedijapauzirajuc¢ih tako i dijapauziraju¢ih gusenica, ¢ineé¢i vise od
50% svih masnih kiselina ukupnih lipida dijapauziraju¢ih gusenica (Slika 31 B; Tabela 11).
Linolna (C18:2n-6), vakenska (C18:1n-7), stearinska (C18:0) i a-linolenska kiselina (C18:3n-
3) su znaCajno manje prisutne (<7%) i u masnom telu, osim linolne (C18:2n-6) kod

nedijapauziraju¢ih gusenica ¢ine¢i 15.84% pula masnih kiselina ukupnih lipida masnog tela
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(Slika 31 B; Tabela 11) dok je a-linolenska masna kiselina (C18:3n-3) kod dijapauziraju¢ih
gusenica zastupljena samo u tragovima (<0.5%) (Slika 31 B; Tabela 11).

Statisticka znacCajnost razlika u sadrzaju pojedinacnih masnih kiselina hemolimfe i
masnog tela nedijapauzirajuc¢ih i dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis tokom razli¢itih faza
dijapauze, prikazane su na Slikama 32-38, dok su rezultati sumarno prikazani u Tabeli 12.
lako je sastav masnih kiselina ispitivanih tkiva, hemolimfe i masnog tela, kvalitativno sli¢an,
postoji statisticki znacajna razlika u relativnom sadrzaju pojedina¢nih masnih kiselina, kako
izmedu analiziranih tkiva, tako i izmedu nedijapauzirajuce i dijapauzirajue grupe gusenica

(Slike 32-38; Tabela 12).

Tako je utvrdeno da su sve detektovane masne Kiseline statisti¢ki znacajno vise
zastupljene u hemolimfi u odnosu na masno telo, izuzev palmitoleinske kiseline (C16:1n-7) i
palmitinske kiseline (C16:0), ali samo u nedijapauziraju¢oj grupi gusenica (Slike 32 i 33;
Tabela 12). Sadrzaj palmitooleinske Kiseline (C16:1n-7) je viSestruko ve¢i u masnom telu U
odnosu na hemolimfu kod obe grupe, nedijapauzirajuce i dijapauzirajue grupe gusenica O.
nubilalis (Slika 33; Tabela 12).

Promene u sastavu masnih kiselina ukupnih lipida hemolimfe i masnog tela prema
stepenu nezasic¢enosti prikazane su na Slici 39 A i B; i Tabelama 11 i 13). Statisticka analiza
je pokazala da u odnosu na nedijapauzirajuée gusenice, dijapauzirajuce gusenice tokom svih
faza dijapauze imaju znacajno veci stepen nezasicenosti masnih kiselina koji je izrazen preko
odnosa ukupnih nezasi¢enih i ukupnih zasi¢enih masnih kiselina (UFA/SFA) (p>0.001;
Tabela 13), pri cemu je taj odnos visestruko ve¢i u masnom telu nego u hemolimfi. Statisticki
znacajno povecanje stepena nezasi¢enosti masnih kiselina u oba tkiva pocetkom dijapauze
(D1) u odnosu na nedijapauzu, rezultat je znacajnog povecanja sadrzaja svih mononezasic¢enih
masnih Kiselina (MUFA): palmitoleinske (C16:1n-7), oleinske (C18:1n-9) i vakenske
(C18:1n-7), uz istovremeno smanjenje sadrzaja zasi¢enih (SFA), palmitinske (C16:0) i
stearinske (C18:0), dok su polinezasicene masne kiseline (PUFA), linolna (C18:2n-6) i a-
linolenska (C18:3n-3) takode smanjene (Slike 32-38; Tabele 12 i 13).

Kako bi procenili da li detektovane promene u sastavu masnih kiselina, predstavljaju
potvrdeni trend promena u sastavu masnih kiselina ukupnih lipida hemolimfe i masnog tela
nedijapauziraju¢ih (ND) i dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis tokom razliCitih faza
dijapauze (Di- pocetka, D,- sredine i Ds- kraja), dobijeni rezultati su analizirani po glavnim
komponentama (PCA) (Slika 40. A i B). Prve dve glavne komponente PC1 i PC2, opisuju
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89,9% varijabilnosti unutar grupa, na osnovu promena u sastavu masnih kiselina tkiva,
hemolimfe i masnog tela. Prva glavna komponenta (PC1), opisuje najve¢i deo ukupne
varijabilnosti (63,17%), dok druga glavna komponenta (PC2) opisuje preostali, manji deo
ukupne varijabilnosti (26,80%) (Slika 40. A i B). PCl je u pozitivnoj korelaciji sa
palmitooleinskom (C16:1n-7), oleinskom (C18:1n-9) i vakenskom masnom kiselinom
(C18:1n-7) u poredenju sa negativnom korelacijom sa palmitinskom (C16:0), stearinskom
(C18:0), linolnom (C18:2n-6) i a-linolenskom masnom kiselinom (C18:3n-3) (Slika 40. A).
Polozaj pojedinacnih vrednosti u prostoru definisanom PC1, grupise ih na osnovu fiziolo§kog
stanja, odnosno na osnovu toga da li su gusenice u stanju dijapauze ili nedijapauze, obzirom
da razdvaja dijapauzirajuce (pozitivne vrednosti) od nedijapauzirajucih gusenica O. nubilalis
(negativne vrednosti) (Slika 40. B). PC2 iako manje znacajno, objasnjava 26,80% od ukupne
varijabilnosti, razdvaja rezultate na oshovu varijabilnosti unutar analiziranih tkiva, uzorke
hemolimfe od uzoraka masnog tela (Slika 40 B). PC2 je u pozitivnoj korelaciji sa
palmitooleinskom (C16:1n-7), dok je u negativnoj korelaciji sa stearinskom (C18:0),
vakenskom (C18:1n-7) i oleinskom kiselinom (C18:1n-9) (Slika 40 A). Dobijene vrednosti za
PC1 su znaajno vece kod dijapauziraju¢ih nego kod nedijapauziraju¢ih gusenica, dok su
vrednosti za PC2 znacajno ve¢e u masnom telu nego u hemolimfi (Slika 40 A, B). Na Slici 40
A je veoma jasno izrazeno grupisanje mononezasi¢enih masnih kiselina (MUFA) sa jedne
strane, a zasi¢enih (SFA) 1 polinezasi¢enih masnih kiselina (PUFA) sa druge strane glavne
komponente PCI1, $to se vidi u izrazenom, na suprotnim stranama, grupisanju uzoraka
dijapauzirajucih gusenica tokom razli¢itih faza (D1- pocetka, D,- sredine i Ds-kraja) dijapauze

I nedijapauzirajuéih gusenica (ND).
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Slika 31. A i B Sastav masnih kiselina hemolimfe i masnog tela nedijapauziraju¢ih (ND) i
dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis tokom dijapauze (D; - pocetak, D, - sredina i
D3 - kraj).
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Slika 32. Relativni sadrzaj palmitinske kiseline C16:0 u hemolimfi i masnom telu
nedijapauziraju¢ih (ND) i dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis tokom dijapauze
(D1 - pocetak, D, - sredina i D3 - kraj). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SE.
StatistiCka znacajnost razlika analizirana je dvofaktorskom analizom varijanse (ANOVA),

T - efekat tkiva, S - efekat stanja, T x S - efekat interakcije, F - faktor.
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Slika 33. Relativni sadrzaj palmitoleinske kiseline C16:1n-7 u hemolimfi i masnom telu

nedijapauziraju¢ih (ND) 1 dijapauziraju¢ih gusenica

O. nubilalis tokom dijapauze

(D1 - pocetak, D, - sredina i D3 - kraj). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SE.

StatistiCka znacajnost razlika analizirana je dvofaktorskom analizom varijanse (ANOVA),

T - efekat tkiva, S - efekat stanja, T x S - efekat interakcije, F - faktor.
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Slika 34. Relativni sadrzaj stearinske kiseline C18:0 u hemolimfi i masnom telu
nedijapauziraju¢ih (ND) i dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis tokom dijapauze
(D1 - pocetak, D, - sredina i D3 - kraj). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SE.
Statisticka znacajnost razlika analizirana je dvofaktorskom analizom varijanse (ANOVA),
T - efekat tkiva, S - efekat stanja, T x S - efekat interakcije, F - faktor.
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Slika 35. Relativni sadrzaj oleinske kiseline C18:1(n-9) u hemolimfi i masnom telu
nedijapauziraju¢ih (ND) i dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis tokom dijapauze
(D1 - pocetak, D, - sredina i D3 - kraj). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SE.
StatistiCka znacajnost razlika analizirana je dvofaktorskom analizom varijanse (ANOVA),

T - efekat tkiva, S - efekat stanja, T x S - efekat interakcije, F - faktor.
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Slika 36. Relativni sadrzaj vakenske kiseline C18:1n-7 u hemolimfi i masnom telu
nedijapauziraju¢ih (ND) i dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis tokom dijapauze
(D1 - pocetak, D, - sredina i D3 - kraj). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SE.
Statisticka znacajnost razlika analizirana je dvofaktorskom analizom varijanse (ANOVA),
T - efekat tkiva, S - efekat stanja, T x S - efekat interakcije, F - faktor.
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Slika 37. Relativni sadrzaj linolne kiseline C18:2n-6 u hemolimfi i masnom telu
nedijapauziraju¢ih (ND) i dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis tokom dijapauze
(D1 - pocetak, D, - sredina i D3 - kraj). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SE.
Statisticka znacajnost razlika analizirana je dvofaktorskom analizom varijanse (ANOVA),
T - efekat tkiva, S - efekat stanja, T x S - efekat interakcije, F - faktor.
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Slika 38. Relativni sadrzaj a-linoleinske kiseline C18:3n-3 u hemolimfi i masnom telu
nedijapauziraju¢ih (ND) i dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis tokom dijapauze
(D; - pocetak, D, - sredina i D3 - kraj). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SE.
Statisticka znacajnost razlika analizirana je dvofaktorskom analizom varijanse (ANOVA),
T - efekat tkiva, S - efekat stanja, T x S - efekat interakcije, F - faktor.

99



~Rezultati istrazivanja~

A) Hemolimfa

[] SFAs MUF As

PUFAs —¥— UFAs/SFAs

&

= 100 — 4

2

= 80- b b 3

Z ¢ 1o =
| 3 13 _ —

5 60 ‘ 1 =

& 40 2z

= -

£ 20+ b b b

=

Z 0 0

= D1 D2 D3

B) Masno telo

[0 SFAs MUFAs B PUFAs —¥» UFAs/SFAs

=

= 100 -8

2

R

= 80

= |

£ 60 T =
= 4
= 2
j:: 40_ %
=

£ 204

=

= 0 0
=

Slika 39. A i B Promene u sastavu masnih kiselina hemolimfe (A) i masnog tela (B),
nedijapauziraju¢ih (ND) 1 dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis tokom dijapauze
(D1 - pocetak, D, - sredina i D3 - kraj), prema zasi¢enosti: zasicene (SFA), mononezasi¢ene
(MUFA) i polinezasicene (PUFA) masne Kkiseline. Prikazane su i promene u stepenu
zasi¢enosti masnih kiselina, kao odnos nezasi¢enih (suma MUFA i PUFA) i zasi¢enih masnih
kiselina (UFA/SFA). Stubici predstavljaju srednju vrednost + standardnu gresku tri bioloska
ponavljanja (pul tkiva od 6 gusenica). Razlicita slova iznad stubi¢a (a, b, ¢), ukazuju na
statistiCki znacajnu razliku izmedu grupa (Tukey's HSD post hoc test). Nivoi znaéajnosti
izmedu grupa su: *** p <0.001, ** p<0.01 i * p <0.05.
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Slika 40. A i B Analiza po glavnim komponentama (PC1 i PC2), relativnog sadrzaja masnih

kiselina ukupnih lipida hemolimfe i masnog tela nedijapauziraju¢ih (ND) 1 dijapauzirajucih

gusenica O. nubilalis tokom dijapauze (D; - pocetak, D5 - sredina i D3 - kraj).
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Tabela 11. A i B Procentualni udeo pojedina¢nih masnih kiselina u pulu masnih kiselina

ukupnih lipida hemolimfe i masnog tela nedijapauzirajuc¢ih (ND) i dijapauzirajuc¢ih gusenica

O. nubilalis tokom dijapauze (D; - pocetak, D, - sredina i D3 - kraj). A) prema vrsti masnih

kiselina 1 B) prema zasienosti masnih kiselina: zasi¢ene - SFA; nezasi¢ene - UFA

(mononezasi¢ene - MUFA i polinezasi¢ene - PUFA).

A)

Hemolimfa C16:0 C16:1n-7 C18:0 C18:1n-9 | C18:1n-7 | C18:2n-6 | C18:3n-3
ND 23.03+0.38 | 20.85+0.77 | 6.89+0.40 | 22.44+0.05 | 2.04+0.20 | 19.30+0.09 | 4.61+0.21
D, 14.17+0.14 | 36.14+0.37 | 5.05+0.42 | 30.89+0.29 | 6.43+0.08 | 4.99+0.79 | 1.14+0.04
D, 15.69+0.27 | 34.23+0.62 | 4.71+0.82 | 29.72+0.64 | 7.54+0.47 | 4.71+0.58 | 1.14+0.10
Ds 19.84+0.46 | 30.72+0.58 | 4.1740.59 | 32.08+0.71 | 3.39+0.17 | 6.12+0.51 | 2.01+0.13

Masno telo C16:0 C16:1n-7 C18:0 C18:1n-9 | C18:1n-7 | C18:2n-6 | C18:3n-3
ND 28.3340.50 | 30.82+0.94 | 0.83+0.05 | 20.15+0.37 | 0.94+0.10 | 15.84+0.30 | 2.92+0.04
D, 10.96+0.59 | 53.90+0.47 | 0.30+0.02 | 30.43+0.58 | 2.39+0.18 | 2.38+0.61 | 0.37+0.04
D, 11.54+0.24 | 52.28+0.72 | 0.47+0.19 | 28.27+0.47 | 2.60+0.23 | 2.28+0.49 | 0.35+0.05
D3 15.60+0.30 | 46.79+0.64 | 0.77+0.03 | 29.31+0.81 | 1.69+0.13 | 4.42+1.05 | 0.44+0.04

B)

Hemolimfa SFA UFA UFAJ/SFA MUFA PUFA
ND 31.56+0.24 | 68.55+0.35| 2.20+0.05 |45.33+0.92 | 23.91+0.12
D, 20.41+0.62 | 79.60+0.62 | 3.91+0.15 |73.46+0.64| 6.13+0.76
D, 20.12+0.84 | 76.82+1.19 | 3.69+0.24 |71.41+0.46| 5.9+0.57
D; 24.9340.51 | 75.08+0.51 | 3.02+0.08 |65.39+1.18 | 9.69+1.48

Masno telo SFA UFA UFA/SFA MUFA PUFA
ND 29.21+0.54 | 70.79+0.54 | 2.43+0.06 |51.90+0.76 | 18.89+0.32
D, 11.25+0.60 | 88.75+0.60 | 7.94+0.48 |85.83+0.94 | 3.59+0.03
D, 12.21+0.59 | 87.79+0.59 | 7.23+0.39 |84.14+1.18| 2.23+0.13
D; 16.37+0.32 | 83.63+0.32 | 5.11+0.12 |77.79+1.33| 7.64+0.48

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ponavljanja + standardna greska.
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Tabela 12. Dvofaktorska analiza varijanse procentualnog udela pojedina¢nih masnih kiselina

u pulu masnih kiselina ukupnih lipida hemolimfe i masnog tela (faktor T), nedijapauziraju¢ih

i dijapauzirajucih (faktor S), gusenica O. nubilalis

Masna kiselina Tkivo (T) Stanje (S) TXS Greska

Df 1 3 3 17
C16:0 MS | 15.43 212.77 32.28 0.49

F 31.33 *** 431.95 *** 65.54 ***

Df 1 3 3 17
C16:1n-7 MS | 1480.55 450.76 21.30 1.35

F 1096.31 *** | 333.78 *** 15.77 ***

Df 1 3 3 17
C18:0 MS | 131.64 2.55 1.96 0.61

F 216.06 *** 418 * 3.22*

Df 1 3 3 17
C18:1n-9 MS | 18.77 122.63 1.62 1.01

F 18.65 *** 121.86 *** 1.61 NS

Df 1 3 3 17
C18:1n-7 MS | 53.63 16.58 5.17 0.15

F 347.01 *** 107.31 *** 33.48 ***

Df 1 3 3 17
C18:2n-6 MS | 40.27 275.39 0.84 1.16

F 34.63 *** 236.84 *** 0.72 NS

Df 1 3 3 17
C18:3n-3 MS | 8.97 12.58 0.37 0.03

F 258.12 *** 361.71 *** 10.74 ***

MS - srednja vrednost kvadrata (mean square, eng.), df - stepeni slobode (degree od freedom,

eng.), F - faktor; *** - p<0.001, ** - p<0.01, * - p<0.05, NS - nije statisti¢ki znacajno.
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Tabela 13. Dvofaktorska analiza varijanse procentualnog udela masnih kiselina u pulu

masnih kiselina, prema zasi¢enosti: zasi¢ene - SFA; nezasi¢ene - UFA (mononezasi¢ene -

MUFA i polinezasicene - PUFA) ukupnih lipida hemolimfe i masnog tela (faktor T),

nedijapauzirajucih i dijapauziraju¢ih (faktor S), gusenica O. nubilalis

Parametri Tkivo (T) Stanje (S) TXxS Greska

Df 1 3 3 17
SFA MS 302.94 275.92 14.93 0.98

F 307.72 *** | 280.28 *** 15,17 ***

Df 1 3 3 17
UFA MS 370.0 249.6 21.7 1.3

F 295.4 *** 199.3 *** 17.3 ***

Df 1 3 3 17
UFA/SFA MS 1.56 0.95 0.117 0.0056

F 278 *** 170 *** 20.9 ***

Df 1 3 3 17
MUFA MS 752.1 1224.9 13.4 3.1

F 239.49 *** | 300.04 *** 4.26 *

Df 1 3 3 17
PUFA MS 68.22 386.49 2.73 2.00

F 34.13 *** 193.36 *** 1.36 NS

Df 1 3 3 17

MS - srednja vrednost kvadrata (mean square, eng.), df - stepeni slobode (degree od freedom,
eng.), F - fakor; *** p<0.001; ** p<0.01; * p<0.05
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5.3.3. Masne kiseline ukupnih lipida hemolimfe i masnog tela dijapauzirajucih gusenica u

uslovima hladenja

Da li su razlike u sastavu masnih kiselina ukupnih lipida, hemolimfe i masnog tela
nedijapauzirajuéih i dijapauziraju¢ih gusenica, samo karakteristika dijapauze ili su adaptivni
odgovor na temperaturu sredine, ispitali smo analizom masnih kiselina hemolimfe i masnog

tela dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis u uslovima kontrolisanog hladenja.

Rezultati analize sastava masnih Kiselina hemolimfe i masnog tela dijapauziraju¢ih
gusenica izloZenih razli¢itoj temperaturi (5°C, -3°C i -10°C) pocetkom (Dy), sredinom (D,) i
krajem (D3) dijapauze, prikazani su graficki na Slikama 41-54, a brojéane vrednosti u Tabeli
14,

U hemolimfi je utvrdeno prisustvo sedam masnih kiselina, sa 16 i 18 ugljenikovih
atoma: palmitinska (C16:0), palmitooleinska (C16:1n-7), stearinska (C18:0), oleinska
(C18:1n-9), vakenska (C18:1n-7), linolna (C18:2n-6) i a-linolenska (C18:3n-3) kiselina.
Njihova procentualna zastupljenost u ukupnim lipidima hemolimfe, statisticki analizirana u
odnosu na fazu dijapauze i temperaturu, data je na Slikama 41-47 i zbirno u Tabeli 15.
Statisticka znacajnost u odnosu na temperaturu utvrdena je za palmitinsku (C16:0) i linolnu
kiselinu (C18:2n-6), a u odnosu na fazu dijapauze za sve ostale masne kiseline, osim
stearinske kiseline (C18:0).
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Slika 41. Relativni sadrzaj palmitinske kiseline C16:0, u hemolimfi dijapauzirajucih gusenica
O. nubilalis, u uslovima kontrolisanog hladenja tokom dijapauze (D; - pocetak, D, - sredina i
D3 - kraj). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SE. Statisticka znacajnost razlika
analizirana je dvofaktorskom analizom varijanse (ANOVA), F - efekat faze dijapauze,
T - efekat temperature, F x T - efekat interakcije, F - faktor.
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Slika 42. Relativni sadrzaj palmitinske kiseline C16:1n-7, u hemolimfi dijapauziraju¢ih

gusenica O. nubilalis, u uslovima kontrolisanog hladenja tokom dijapauze (D; - pocetak,

D, - sredina i Ds3 - kraj). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SE. Statisticka

znacajnost razlika analizirana je dvofaktorskom analizom varijanse (ANOVA), F - efekat faze

dijapauze, T - efekat temperature, F X T - efekat interakcije, F - faktor.
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Slika 43. Relativni sadrzaj stearinske kiseline C18:0, u hemolimfi dijapauziraju¢ih gusenica

O. nubilalis, u uslovima kontrolisanog hladenja tokom dijapauze (D; - pocetak, D, - sredina i
D3 - kraj). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SE. Statisticka znacajnost razlika
analizirana je dvofaktorskom analizom varijanse (ANOVA), F - efekat faze dijapauze,

T - efekat temperature, F x T - efekat interakcije, F - faktor.
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Slika 44. Relativni sadrzaj oleinske kiseline C18:1n-9, u hemolimfi dijapauziraju¢ih gusenica
O. nubilalis, u uslovima kontrolisanog hladenja tokom dijapauze (D - pocetak, D, - sredina i
D3 - kraj). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SE. Statisticka znacajnost razlika
analizirana je dvofaktorskom analizom varijanse (ANOVA), F - efekat faze dijapauze,

T - efekat temperature, F x T - efekat interakcije, F - faktor.
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Slika 45. Relativni sadrzaj vakenske kiseline C18:1n-7, u hemolimfi dijapauziraju¢ih
gusenica O. nubilalis, u uslovima kontrolisanog hladenja tokom dijapauze (D; - pocetak, D, -
sredina i D3 - kraj). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SE. Statisticka znacajnost
razlika analizirana je dvofaktorskom analizom varijanse (ANOVA), F - efekat faze dijapauze,

T - efekat temperature, F x T - efekat interakcije, F - faktor.
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Slika 46. Relativni sadrzaj linolne kiseline C18:2n-6, u hemolimfi dijapauziraju¢ih gusenica
O. nubilalis, u uslovima kontrolisanog hladenja tokom dijapauze (D; - pocetak, D5 - sredina i
D3 - kraj). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SE. Statisticka znacajnost razlika
analizirana je dvofaktorskom analizom varijanse (ANOVA), F - efekat faze dijapauze,

T - efekat temperature, F x T - efekat interakcije, F - faktor.
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Slika 47. Relativni sadrzaj a-linolenske kiseline C18:3n-3, u hemolimfi dijapauziraju¢ih
gusenica O. nubilalis u uslovima kontrolisanog hladenja tokom dijapauze (D; - pocetak,
D, - sredina i D3 - kraj). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SE. Statisticka
znacajnost razlika analizirana je dvofaktorskom analizom varijanse (ANOVA), F - efekat faze

dijapauze, T - efekat temperature, F X T - efekat interakcije, F - faktor.
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Tabela 14. Procentualni udeo masnih kiselina u ukupnom pulu masnih kiselina hemolimfe i

masnog tela dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis, u uslovima kontrolisanog hladenja tokom

dijapauze (D - pocetak, D, - sredina i D3 - kraj).

Hemolimfa | C16:0 Cl16:1n-7 | C18:0 | C18:1n-9 | C18:1n-7 | C18:2n-6 |C18:3n-3
D, 5°C 16.14+0.35 | 36.24+1.35 | 3.42+1.24 | 30.43+0.58 | 5.18+0.59 | 5.52+0.55 |1.21+0.05
D, -3°C 15.32+0.49 | 37.02+0.89 | 2.35+0.20 | 32.41+0.52 | 5.11+0.03 | 8.63+0.71 |1.10+0.09
D, -10°C 14.55+0.39 | 37.24+0.90 | 2.57+0.29 | 32.22+0.62 | 5.08+0.44 | 6.61+0.77 |1.30+0.12
D, 5°C 18.55+0.49 | 33.88+0.72 | 2.40+0.06 | 32.25+0.45 | 4.94+0.43 | 5.10+0.61 |1.29+0.06
D, -3°C 18.34+0.12 | 34.72+0.32 | 2.39+0.20 | 31.43+0.45 | 6.07+0.25 | 4.14+0.61 |1.17+0.12
D, -10°C 17.52+1.10 | 30.25+0.53 | 3.63+0.58 | 29.49+0.54 | 6.56+0.23 | 6.3+0.53 |1.50+0.19
D; 5°C 25.93+0.45 | 23.19+0.52 | 3.25+0.37 | 33.36+1.43 | 5.30+1.42 | 3.28+1.24 |1.44+0.27
D; -3°C 21.58+0.76 | 26.23+0.46 | 3.48+0.27 | 32.63+0.75 | 4.71+0.75 | 7.29+0.44 |1.60+0.26
D; -10°C 22.34+0.71 | 26.92+0.27 | 3.67+0.18 | 34.37+0.44 | 4.40+0.07 | 4.95+0.87 |1.71+0.07
Masnotelo | C16:0 | C16:1n-7 | C18:0 | C18:1n-9 | Cl18:1n-7 | C18:2n-6 | C18:3n-3
D, 5°C 12.05+0.46 | 51.79+1.28 | 0.38+0.07 | 30.60+0.99 | 1.81+0.20 | 3.39+0.83 | 0.44+0.03
D, -3°C 11.02+0.52 | 53.29+0.93 | 0.32+0.03 | 29.75+0.85 | 2.32+0.14 | 5.13+0.66 | 0.36+0.06
D, -10°C 11.00+0.44 | 51.86+1.12 | 0.33+0.01 | 30.47+0.78 | 2.25+0.13 | 4.23+0.52 | 0.39+0.07
D, 5°C 13.13+0.40 | 51.46+0.27 | 0.45+0.01 | 29.53+0.92 | 2.36+0.25 | 2.57+0.65 | 0.39+0.07
D, -3°C 12.25+0.31 | 53.03+1.03 | 0.36+0.01 | 29.11+0.86 | 2.66+0.19 | 2.17+0.85 | 0.36+0.02
D, -10°C 12.35+0.45 | 52.38+0.29 | 0.38+0.02 | 29.06+0.31 | 2.79+0.08 | 2.59+0.05 | 0.38+0.01
D; 5°C 15.78+0.47 | 48.18+0.62 | 0.77+0.04 | 28.10+1.14 | 2.31+0.13 | 3.78+1.13 | 0.51+0.07
D; -3°C 15.34+0.27 | 47.61+1.41 | 0.99+0.38 | 27.75+0.34 | 2.34+0.26 | 4.57+0.71 | 0.55+0.10
D; -10°C 14.59+0.36 | 49.72+0.79 | 0.67+0.02 | 29.36+0.59 | 2.46+0.14 | 2.73+0.62 | 0.39+0.03

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost tri ponavljanja + standardna greska.
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~Rezultati istrazivanja~

Tabela 15. Statisticka analiza (ANOVA) relativnog sadrzaja masnih kiselina hemolimfe
dijapauzirajucih gusenica O. nubilalis, u uslovima kontrolisanog hladenja tokom dijapauze

(D - pocetak, D, - sredina i D3 - kraj) u odnosu na fazu dijapauze (F) i temperaturu (T) kao

faktore.
Parametri Faza (F) Temperatura (T) FxT Greska
Df 2 2 4 21
C16:0 MS | 151.45 12.73 4.09 1.13
F 133.76 *** 11.24 *** 3.61*
Df 2 2 4 21
C16:1n-7 MS | 312.63 6.23 12.87 1.98
F 158.21 *** 3.15 NS 6.52 **
Df 2 2 4 21
C18:0 MS | 141 0.71 1.09 0.68
F 2.08 NS 1.04 NS 1.61 NS
Df 2 2 4 21
C18:1n-9 MS | 14.63 0.06 6.58 1.54
F 9.51 ** 0.04 NS 4.28 *
Df 2 2 4 21
C18:1n-7 MS | 2.86 0.11 1.54 1.15
F 2.48 NS 0.10 NS 1.33 NS
Df 2 2 4 21
C18:2n-6 MS |9.91 10.62 7.15 1.82
F 5.45* 5.84 ** 3.93*
Df 2 2 4 21
C18:3n-3 MS |0.35 0.13 0.02 0.07
F 5.06 * 1.84 NS 0.34 NS

MS - srednja vrednost kvadrata (mean square, eng.), df - stepeni slobode (degree od freedom,
eng.), F - fakor; *** p < 0.001, ** p < 0.01, * p < 0.05, NS - razlika nije statisti¢ki zna¢ajna.
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U masnom telu dijapauzirajuc¢ih gusenica O. nubilalis izlozenih hladenju tokom
dijapauze (D - pocetak, D, - sredina i D3 - kraj), utvrdeno je prisustvo sedam masnih kiselina,
sa 16 i 18 ugljenikovih atoma: palmitinska (C16:0), palmitoleinska (C16:1n-7), stearinska
(C18:0), oleinska (C18:1n-9), vakenska (C18:1n-7), linolna (C18:2n-6) i a-linolenska
(C18:3n-3) kiselina. Njihova procentualna zastupljenost u ukupnom pulu masnih kiselina
masnog tela, statisticki analizirana u odnosu na fazu dijapauze i temperaturu, data je na
Slikama 48-54, a brojc¢ane vrednosti u Tabeli 14. Najzastupljenija je palmitoleinska kiselina
(C16:1n-7), zatim oleinska (C18:1n-9) i palmitinska (C16:0), dok su ostale prisutne u
manjem procentu (Tabela 14).

Statisticka znacajnost u odnosu na temperaturu i fazu dijapauze data je u Tabeli 16.
Tako se, u masnom telu tokom dijapauze znacajno povecava udeo palmitinske (C16:0),
stearinske (C18:0) i vakenske kiseline (C18:1n-7), dok se udeo palmitoleinske Kiseline
(C16:1n-6) smanjuje tokom dijapauze (efekat faze dijapauze). Promene sadrzaja oleinske
(C18:1n-9), linolne (C18:2n-6) i a-linolenske kiseline (C18:3n-3) tokom dijapauze nisu
statisticki znacajne. lzlaganje niskoj temperaturi signifikantno smanjuje sadrzaj palmitinske
kiseline (C16:0) (p<0.05), nezavisno od faze dijapauze, §to je utvrdeno i za statisticki
nesignifikantne promene u sadrzaju masnih kiselina tokom izlaganja kontrolisanim uslovima
hladenja (Tabela 16).
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Slika 48. Relativni sadrzaj palmitinske kiseline C16:0, u masnom telu dijapauziraju¢ih

gusenica O. nubilalis, u uslovima kontrolisanog hladenja tokom dijapauze (D; - pocetak,

D, - sredina i D3 - kraj). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SE. Statisticka

znacajnost razlika analizirana je dvofaktorskom analizom varijanse (ANOVA), F - efekat faze

dijapauze, T - efekat temperature, F X T - efekat interakcije, F - faktor.
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Slika 49. Relativni sadrzaj palmitoleinske kiseline C16:1n-7, u masnom telu dijapauziraju¢ih

gusenica O. nubilalis, u uslovima kontrolisanog hladenja tokom razli¢itih faza dijapauze

(D1 - pocetak, D - sredina i D3 - kraj). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SE.

StatistiCka znacajnost razlika analizirana je dvofaktorskom analizom varijanse (ANOVA),

F - efekat faze dijapauze, T - efekat temperature, F x T - efekat interakcije, F - faktor.
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Slika 50. Relativni sadrzaj stearinske kiseline C18:0, u masnom telu dijapauziraju¢ih
gusenica O. nubilalis, u uslovima kontrolisanog hladenja tokom dijapauze (D; - pocetak,
D, - sredina i D3 - kraj). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SE. Statisticka
znacajnost razlika analizirana je dvofaktorskom analizom varijanse (ANOVA), F - efekat faze

dijapauze, T - efekat temperature, F X T - efekat interakcije, F - faktor.
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Slika 51. Relativni sadrzaj oleinske kiseline C18:1n-9, u masnom telu dijapauziraju¢ih

gusenica O. nubilalis, u uslovima kontrolisanog hladenja tokom dijapauze (D; - pocetak,

D, - sredina i D3 - kraj). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SE. Statisticka

znacajnost razlika analizirana je dvofaktorskom analizom varijanse (ANOVA), F - efekat faze

dijapauze, T - efekat temperature, F X T - efekat interakcije, F - faktor.
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Slika 52. Relativni sadrzaj vakenske kiseline C18:1n-7, u masnom telu dijapauzirajucih
gusenica O. nubilalis, u uslovima kontrolisanog hladenja tokom dijapauze (D; - pocetak,
D, - sredina i D3 - kraj). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SE. Statisticka
znacajnost razlika analizirana je dvofaktorskom analizom varijanse (ANOVA), F - efekat faze

dijapauze, T - efekat temperature, F X T - efekat interakcije, F - faktor.
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Slika 53. Relativni sadrzaj linolne kiseline C18:2n-6, u masnom telu dijapauziraju¢ih
gusenica O. nubilalis, u uslovima kontrolisanog hladenja tokom dijapauze (D; - pocetak,
D, - sredina i D3 - kraj). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SE. Statisticka
znacajnost razlika analizirana je dvofaktorskom analizom varijanse (ANOVA), F - efekat faze

dijapauze, T - efekat temperature, F X T - efekat interakcije, F - faktor.
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Slika 54. Relativni sadrzaj a-linolenske kiseline C18:3n-3, u masnom telu dijapauziraju¢ih

gusenica O. nubilalis, u uslovima kontrolisanog hladenja tokom dijapauze (D; - pocetak,

D, - sredina i D3 - kraj). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SE. Statisticka

znacajnost razlika analizirana je dvofaktorskom analizom varijanse (ANOVA), F - efekat faze

dijapauze, T - efekat temperature, F X T - efekat interakcije, F - faktor.
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Tabela 16. Relativni sadrzaj masnih kiselina masnog tela dijapauziraju¢ih gusenica

O. nubilalis, u uslovima kontrolisanog hladenja, tokom dijapauze (D; - pocetak, D, - sredina i

D3 - kraj). Statisit¢ki znacajne razlike su analizirane dvofaktorskom analizom varijanse

(ANOVA) sa fazom dijapauze (F) i temperaturom (T), kao faktorima.

Masna kiselina Faza (F) Temperatura (T) FxT Greska

Df 2 2 4 16
C16:0 MS | 32.16 2.37 0.14 0.51

F 62.65 *** 4.62 * 0.27 NS

Df 2 2 4 16
C16:1n-7 MS |3351 2.70 1.44 2.78

F 12.05 *** 0.97 NS 0.52 NS

Df 2 2 4 16
C18:0 MS ]0.53 0.02 0.03 0.02

F 24.74 *** 0.86 NS 1.29 NS

Df 2 2 4 16
C18:1n-9 MS |7.30 1.18 0.71 2.11

F 3.46 NS 0.56 NS 0.34 NS

Df 2 2 4 16
C18:1n-7 MS | 047 0.29 0.04 0.09

F 5.23* 3.17 NS 0.48 NS

Df 2 2 4 16
C18:2n-6 MS |6.96 1.46 1.57 1.64

F 3.26 NS 0.89 NS 0.96 NS

Df 2 2 4 16
C18:3n-3 MS ]0.03 0.01 0.01 0.01

F 2.95 NS 0.85 NS 0.83 NS

MS - srednja vrednost kvadrata (mean square, eng.), df - stepeni slobode (degree od freedom,

eng.), F - fakor; *** p < 0.001, ** p < 0.01, * p < 0.05, NS - razlika nije statisti¢ki zna¢ajna.
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5.4. Diferencijalna skenirajuéa kalorimetrija ukupnih lipida masnog tela

gusenica kukuruznog plamenca Ostrinia nubilalis

Da li sastav masnih kiselina utice na biofizicke osobine lipida, ispitali smo analizom
temperature faznih prelaza ukupnih lipida masnog tela, diferencijalnom skeniraju¢om
kalorimetrijom (DSC). Kako je analizom masnih kiselina masnog tela dijapauzirajucih i
nedijapauzirajucih gusenica, utvrdena razlika, kako u odnosu na stadijum gusenica, tako i na
period dijapauze, ispitali smo uticaj tih razlika, kao i uticaj temperature kojoj su izlozene

gusenice, na parametre termalne analize.

5.4.1. Temperature faznog prelaza ukupnih lipida masnog tela nedijapauzirajucih i

dijapauzirajudih gusenica u uslovima spoljas$nje sredine

Rezultati analize temperatura faznih prelaza ukupnih lipida masnog tela
nedijapauziraju¢ih (ND) i dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis tokom dijapauze (D; -
pocetak, D, - sredina i D3 - kraj), prikazani su na Slici 55 i Tabeli 17. Termograme
dijapauzirajucih gusenica, tokom razli¢itih faza dijapauze, karakteriSu dva jasna endotermna
pika, pik I i Il, dok termograme nedijapauzirajué¢ih gusenica karakteriSu 3 endotermna pika,
pik I, [a (sa blazim prelazima) i jasno izrazen pik II (Slika 55). Uocljivo je jasno pomeranje
pika endoterme I kod dijapauziraju¢ih gusenica u odnosu na nedijapauzirajuce, S$to je jos
naglasenije kod pika endoterme Il (Slika 55). Tako je, kod dijapauziraju¢ih gusenica pik I
detektovan izmedu -16.8/-19.2°C (kod nedijapauziraju¢ih na -14.7°C), a pik II izmedu
3.6/7.3°C (kod nedijapauzirajucih - 12.4°C) (Slika 55; Tabela 17).

U odnosu na koli¢inu toplotne energije, koja se usvaja od strane smese ukupnih lipida
tokom endotermnog procesa topljenja (povrSina ispod pika), takode su utvrdene jasne razlike
izmedu nedijapauziraju¢ih i dijapauziraju¢ih gusenica. Endotermni pik | kod gusenica u
dijapauzi je statisticki znacajno veéi, u odnosu na nedijapauziraju¢e gusenice. Takode je
utvrdeno da se pik I tokom dijapauze statisti¢ki znacajno smanjuje, sa -64,0 mJ na -49,6 mJ, s
tim da je na kraju dijapauze joS uvek statisticki znacajno veci nego kod nedijapauzirajucih
gusenica, kod kojih je -14,1mJ (Tabela 17). Nasuprot endotermnom piku I, endotermni pik |1
je kod dijapauziraju¢ih gusenica tokom svih faza dijapauze statisticki znacajno manji u
odnosu na nedijapauzirajuce gusenice. Ipak, pik II tokom dijapauze znacajno raste, od - 34,9
mJ na pocetku dijapauze, dostize - 56,1 mJ, na kraju dijapauze, ali je i dalje manji nego kod

nedijapauziraju¢ih gusenica (-59,9 mJ) (Tabela 17). I temperature faznog prelaza (pocetak,
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pik i kraj) endoterme | i 1l su statisti¢ki znacajno nize kod gusenica u dijapauzi, iako se pik
endoterme II znacajno povecava na kraju dijapauze, ostaje znacajno nizi u odnosu na

nedijapauzirajuée gusenice (Tabela 17).

Komparativnom analizom termograma ukupnih lipida i frakcije triacilglicerola (Slika
56), dobili smo visok stepen sli¢nosti, $to ukazuje, da su promene uo¢ene analizom ukupnih

lipida celih gusenica, promene u njihovoj nepolarnoj frakciji (frakciji triacilglicerola).
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Slika 55. DSC termogrami (deo pri zagrevanju) ukupnih lipida masnog tela
nedijapauziraju¢ih (ND) i dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis tokom dijapauze
(D1 - pocetak, D, - sredina i D3 - kraj). Endotermni pikovi (I, la i Il) ukazuju na

karakteristi¢ne temperature faznog prelaza.
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Tabela 17. Toplota topljenja i temperature faznog prelaza (maksimum, pocetak i1 Kraj

endoterme) ukupnih lipida masnog tela nedijapauzirajué¢ih (ND) i dijapauziraju¢ih gusenica

O. nubilalis tokom dijapauze (D1 - pocetak, D, - sredina i D3 - kraj).

ND D, D, Ds ANOVA
Toplota topljenja [mJ]
I -14,1+1,08° | -61,0+2,33° | -64,0+5,10° | -49,6+0,62 ¢ p<0,05
la -3,0+0,47 / / / /
T -59,9+0,29 % | -34,9+0,68° | -35,0+4,02° | -56,1+2,51° p<0,01
Pik endoterme [°C]
I -14,7+0,14% | -18,7+0,24° | -19,2+0,30" | -16,8+0,83 " p<0,01
la -5,2+0,39 / / / /
T 12,9+0,16% | 3,8+0,20° | 3,9+0,33" | 7,3+0,16° p<0,001
Pocetak endoterm [°C]
I -23,1+0,15° | -27,5+1,05° | -25,7+0,51% | -24,6+0,76° p<0,01
la -7,4+0,69 / / / /
T 1,8+0,79% | -10,4+0,02° | -7,3+0,30° | -7,9+0,14° p<0,01
Kraj endoterme [°C]
I 8,8+0,23% | -13,4+0,33° | -10,6+0,23°¢ | -11,7+0,15°¢ p<0,01
la -4,2+0,52 / / / /
T 153+0,29% | 57+0,18° | 6,1+048° | 9,0+0,39° p<0,01

Rezultati predstavljaju srednju vrednostu 3 ponavljanja + standardnu gresku. Ponavljanje

predstavlja pul masnog tela od Sest gusenica. Razli¢ita slova u indeksu (a, b, ¢), ukazuju na

statisti¢ki znacajnu razliku izmedu grupa, dobijenu Tukey's HSD post hoc testom, dok ista

slova ukazuju na nepostojanje statisticki znacajne razlike izmedu grupa (p > 0.05). NS - nije

statisticki znacajna razlika.
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Slika 56. Uporedni DSC termogrami ukupnih lipida (TL) i triacilglicerola (TAG)
nedijapauziraju¢ih (ND) i dijapauziraju¢ih (D) gusenica O. nubilalis. Endotermni pikovi

(1, la i 1) ukazuju na karakteristi¢ne temperature faznog prelaza.
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5.4.2. Temperature faznog prelaza ukupnih lipida masnog tela dijapauzirajuéih gusenica,

u uslovima hladenja

Da bi utvrdili da 1li su promene u biofizickim osobinama lipida indukovane
dijapauzom, ili su pod direktnim uticajem temperature tokom dijapauze, diferencijalnom
skeniraju¢om kalorimetrijom (DSC) odredili smo toplotu topljenja i temperature faznog
prelaza ukupnih lipida masnog tela gusenica O. nubilalis, tokom dijapauze u uslovima
kontrolisanog hladenja (5°C, -3°C i -10°C). Dobijeni rezultati prikazani su na Slici 57 i
Tabelama 18-20.

Termograme ukupnih lipida masnog tela dijapauziraju¢ih gusenica u uslovima
kontrolisanog hladenja tokom dijapauze (D1 - pocetak, D; - sredina i D3 - kraj) karakterisu dva
jasno izrazena endotermna pika (pik I i II) (Slika 57). Pik endoterme | je izmedu -18.05/-
19.03°C, dok je pik endoterme II izmedu 3.26/7.27°C (Slika 57; Tabele 18-20). Uticaj
temperature kojoj su gusenice bile izloZene ne menja znacajno toplotu topljenja i temperature

faznog prelaza (pik, pocetak i kraj endoterme) ukupnih lipida masnog tela (Tabele 18.-20.).
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Slika 57. DSC termogrami (deo pri zagrevanju) ukupnih lipida masnog tela dijapauziraju¢ih
gusenica O. nubilalis tokom dijapauze (D - pocetak, D, - sredina i D3 - kraj) u uslovima
kontrolisanog hladenja (5°C, -3°C i -10°C). Endotermni pikovi (I i IlI) ukazuju na

karakteristi¢ne temperature faznog prelaza.
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Tabela 18. Toplota topljenja i temperature faznog prelaza (pik, pocetak i kraj endoterme)

ukupnih lipida masnog tela dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis izlaganih kontrolisanim

uslovima hladenja na poc¢etku dijapauze (D).

D, 5°C D;-3°C D;-10°C ANOVA
Toplota topljenja [mJ]
| -57,45+1,69 -63,08+1,68 -64,98+1,04 NS
I -36,39+1,72 36,06+1,41 -33,23+0,84 NS
Pik endoterme [°C]
| -18,97+0,23 -19,25+0,05 -18,60+0,28 NS
I 4,04+0,20 3,62+0,10 3,26+0,25 NS
Pocetak endoterme [°C]
| -25,33+0,33 -26,06+0,25 -26,19+0,26 NS
I -9,68+0,43 -8,92+0,76 -7,55+0,64 NS
Kraj endoterme [°C]
| -13,42+0,27 -14,06+0,46 -14,46+0,31 NS
I 6,08+0,31 5,8+0,18 5,94+0,33 NS

Rezultati predstavljaju srednju vrednostu 3 ponavljanja + standardnu gresku. Ponavljanje

predstavlja pul masnog tela od Sest gusenica. Razli¢ita slova u indeksu (a, b, ¢), ukazuju na

statisti¢ki znacajnu razliku izmedu grupa, dobijenu Tukey's HSD post hoc testom, dok ista

slova ukazuju na nepostojanje statisticki znacajne razlike izmedu grupa (p > 0.05). NS - nije

statisticki znacajna razlika.
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Tabela 19. Toplota topljenja i temperature faznog prelaza (pik, pocetak i kraj endoterme)

ukupnih lipida masnog tela dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis izlaganih kontrolisanim

uslovima hladenja na sredini dijapauze (D).

D, 5°C D,-3°C D,-10°C ANOVA
Toplota topljenja [mJ]
| -55,89+1,99 -59,3+2,64 -51,13+0,68 NS
] -44,92+1,37 -40,05+1,46 37,65+1,45 NS
Pik endoterme [°C] NS
| -18,80+0,20 -18,57+0,18 19,04+0,10 NS
I 5,25+0,35 4,7+0,11 4,63+0,10 NS
Pocetak endoterme [°C]
| -25,66+0,36 -24,99+0,94 -24,95+0,80 NS
I -8,46+0,75 -8,26+1,08 -6,52+0,10 NS
Kraj endoterme [°C]
I -14,25+0,17 -13,25+0,60 -14,57+0,41 NS
I 7,17+0,33 6,66+0,13 6,88+0,13 NS

Rezultati predstavljaju srednju vrednostu 3 ponavljanja + standardnu gresku. Ponavljanje

predstavlja pul masnog tela od Sest gusenica. Razli¢ita slova u indeksu (a, b, ¢), ukazuju na

statisticki zna¢ajnu razliku izmedu grupa, dobijenu Tukey's HSD post hoc testom, dok ista

slova ukazuju na nepostojanje statisticki znacajne razlike izmedu grupa (p > 0.05). NS - nije

statisticki znacajna razlika.
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Tabela 20. Toplota topljenja i temperature faznog prelaza (pik, pocetak i kraj endoterme)

ukupnih lipida masnog tela dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis izlaganih kontrolisanim

uslovima hladenja na kraju dijapauze (Ds).

D3 5°C D3 -3°C D3 -10°C ANOVA
Toplota topljenja [mJ]
| -45,36+1,19 -53,42+1,04 -59,23+4,54 NS
I -56,66+2,50 -53,05+1,95 -59,15+45,81 NS
Pik endoterme [°C]
| -18,36+0,72 18,53+0,11 18,05+0,23 NS
I 7,27+0,37 6,43+0,07 6,30+0,21 NS
Pocetak endoterme [°C]
| -26,04+0,85 -25,50+0,51 -24,98+1,07 NS
I -7,64+0,27 -8,18+0,15 -8,28+0,06 NS
Kraj endoterme [°C]
| -12,36+0,54 -12,12+0,36 -11,84+0,37 NS
I 9,30+0,32 8,57+ 0,08 8,76+0,06 NS

Rezultati predstavljaju srednju vrednostu 3 ponavljanja + standardnu gresku. Ponavljanje

predstavlja pul masnog tela od Sest gusenica. Razli¢ita slova u indeksu (a, b, ¢), ukazuju na

statisticki zna¢ajnu razliku izmedu grupa, dobijenu Tukey's HSD post hoc testom, dok ista

slova ukazuju na nepostojanje statisticki znacajne razlike izmedu grupa (p > 0.05). NS - nije

statisticki znacajna razlika.
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Istrazivanja u okviru ove disertacije sprovedena su na kukuruznom plamencu Ostrinia
nubilalis Hbn., kao model organizmu, sa ciljem da se sagleda uloga lipida u dijapauzi i
otpornosti na hladnocu. Dijapauza predstavlja specificno stanje mirovanja, kojom mnogi
insekti umerenog klimatskog podru¢ja uskladuju svoj zivotni ciklus sa nepovoljnim uslovima
sredine, u funkciji prezivljavanja (Denlinger, 1991; Leather i sar., 1993). Insekti umerenog
klimatskog podru¢ja prezimljuju u raznim stadijumima razvi¢a, tokom kojih neki sticu
otpornost na hladnoc¢u (cold hardiness, eng.), kako bi preziveli delovanje niskih temperatura
kojima su izloZeni duzi period tokom zime. Kod mnogih vrsta, dijapauza i otpornost na
hladnoéu predstavljaju esencijalne komponente prezivljavanja niskih temperatura, kao $to je
to slucaj i kod kukuruznog plamenca O. nubilalis Hbn., koji ulazi u dijapauzu u stadijumu
gusenice, razvija otpornost na delovanje niske temperature i postaje otporan na
ekstracelularno zamrzavanje telesnih te¢nosti (freeze tolerant, eng.). Neophodnu energiju za
prezivljavanje niskih temperatura u stanju dijapauze, kao i za razvoj nakon dijapauze i
reprodukciju adulta, obezbeduju razni metaboliti, ukljucujuéi i lipide (Downer, 1985; Lee |
Denlinger, 1991; Ohtsu i sar., 1993). Lipidi predstavljaju vaznu grupu biomolekula, ali su i
deo adaptivnih mehanizama, koji obezbeduju strukturni i funkcionalni integritet organizma
izlozenog nepovoljnim uslovima za zivot. Lipidi pored funkcije metabolickog goriva, ¢ine i
strukturnu komponentu ¢elijskih  membrana, imaju vaznu ulogu u post-translacionoj

modifikaciji, u ¢elijskom signalingu i mnogim drugim procesima.

6.1. DSC analiza ukupnih lipida gusenica O. nubilalis

Sa ciljem razumevanja uloge lipida kod gusenica O. nubilalis u dijapauzi i
mehanizmima otpornosti na niske temperature, primenom diferencijalne skenirajuce
kalorimetrije (DSC), pratili smo razlike i promene u biofizi¢kim osobinama lipida, odredujuci
toplotu topljenja i temperature faznog prelaza ukupnih lipida celih gusenica u dva razlicita
fizioloska stanja, stanju dijapauze i nedijapauze. Primena DSC u analizi lipida celih jedinki,
tkiva ili pojedina¢nih lipidnih frakcija, predstavlja noviji trend u oblasti kriobiologije.
Tumacenje rezultata u bioloskim sistemima je Cesto veoma otezano, zbog kompleksnosti
smese. Uobicajeno je da se za interpretaciju DSC termograma analizira deo termograma
tokom zagrevanja smese (topljenje smese), jer je relevantniji pokazatelj fizickog stanja lipida

U prirodnim uslovima. Deo termograma tokom hladenja (mrznjenje smese) pod uticajem je
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pothladivanja, odnosno tacke kristalizacije, $to znaCajno oteZava njihovo tumacenje (Ohtsu 1

sar., 1993, 1998; Pond i Tarling, 2011).

Termograme ukupnih lipida dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis tokom svih faza
dijapauze (pocetak, sredina i kraj) karakteriSu dva jasno izrazena endotermna procesa (pik I i
pik II), dok termogram ukupnih lipida nedijapauziraju¢ih gusenica karakterisu tri endotermna
pika (pik I, la i Il) pri ¢emu su pikovi I i Ia slabije izraZeni dok je pik II jasno definisan (Slika
6). Kod dijapauzirajucih gusenica pikovi endotermi | i Il detektovani su izmedu -18,2/-19,3°C
(pik T) i 3,0/7,8°C (pik II), dok kod nedijapauziraju¢ih gusenica na -18,3°C (pik 1) i 12,0°C
(pik I1) (Slika 6; Tabela 1).

Dobijeni rezultati, pokazali su da se temperature faznog prelaza (pocetak, pik i kraj
endoterme) ukupnih lipida celih dijapauziraju¢ih gusenica i nedijapauzirajucih gusenica O.
nubilalis znacajno razlikuju (Slika 6; Tabela 1). Kod dijapauziraju¢ih gusenica, u uslovima
spoljasnje sredine, temperature faznog prelaza su znacajno nize, tokom dijapauze u odnosu
na nedijapauziraju¢e gusenice. TO ukazuju na moguci uzrok razlike u biofizickim osobinama
lipida; vec¢i stepen njihove nezasienosti, Sto je najceSée rezultat promena u sastavu masnih

kiselina (Ohtsu i sar., 1993; Patel i sar., 2001; Pond i Tarling, 2011).

Na osnovu DSC termograma dijapauziraju¢ih gusenica moze se zakljuciti da je
promena biofizickih osobina lipida indukovana samim ulaskom u dijapauzu (D; - druga
polovina oktobra), odnosno u periodu kada je temperatura u spoljasnjoj sredini jo$ uvek iznad
nule. Na to ukazuje i slicnost termograma lipida iz kasnijih faza dijapauze, kada se
temperatura sredine postepeno smanjuje i pada daleko ispod nule tokom zime.
Pretpostavljamo da se promene u sastavu ukupnih lipida celih gusenica indukuju programom
dijapauze, odnosno signalima koji indukuju dijapauzu (fotoperiod je jedan od signala), a ne
direktnim uticajem niskih temperatura tokom dijapauze. Tako da su promene u lipidima
gusenica O. nubilalis ulaskom u dijapauzu, vazna karika steene strategije prezivljavanja i
verovatno neophodan preduslov za uspesnu realizaciju dijapauze, kao i razvijanje otpornosti

na hladnoc¢u.

Nasi rezultati su u saglasnosti sa DSC podacima u radu Ohtsu i sar. (1993) u kom su
pracene temperature prelaza dominantne klase ukupnih lipida triacilglicerola, kod
dijapauziraju¢ih 1 nedijapauziraju¢ih adulta razli¢itih vrsta roda Drosophila. Rezultati

pomenutih istrazivanja jasno ukazuju da su temperature faznog prelaza glavnog metaboli¢kog
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goriva - triacilglecerola, znac¢ajno nize kod dijapauziraju¢ih nego kod reproduktivno aktivnih
nedijapauziraju¢ih adulta. Nize temperature prelaza triacilglicerola dijapauzirajuc¢ih adulta
mogu biti posledica povecanja stepena nezasi¢enosti masnih kiselina triacilglicerola, §to je i
dokazano od strane pomenutih autora. Triacilgliceroli dijapauziraju¢ih adulta odlikuju se
veéim sadrzajem polinezasi¢enih masnih kiselina (PUFA) i nizim sadrzajem zasi¢enih (SFA)
1 mononezasi¢enih masnih kiselina (MUFA), Sto rezultuje sveukupno veéim stepenom
nezasi¢enosti (UFA/SFA) glavnog metaboli¢kog goriva - triacilglicerola. Karakteristi¢ne
temparature faznog prelaza u vidu dva jasno izrazena endotermna pika, registrovane su na
temperaturama 3°C i -30°C. Tumacenjem dobijenih rezultata, pomenuti autori pretpostavljaju
da se veci deo glavnog metabolickog goriva nalazi u te¢nom stanju ¢ak i na temperaturama
daleko ispod 0°C (i na -30°C), omogucavajuci tako njihovu neprekidnu mobilizaciju tokom
dijapauze (Ohtsu i sar., 1993).

Kako bi proverili pretpostavku o prirodi indukcije promena biofizickih osobina
ukupnih lipida celih gusenica O. nubilalis, analizirali smo toplotu topljenja i temperature
faznog prelaza ukupnih lipida celih gusenica nakon izlaganja uslovima kontrolisanog
hladenja, do -10°C, tokom razli¢itih faza dijapauze (D; - pocetkom, D, - sredinom i Dj -
krajem). Termograme ukupnih lipida dijapauzirajué¢ih gusenica O. nubilalis karakterisu dva
jasna endotermna pika (pik 1i pik 1) (Slika 7). Pik endoterme | detektovan je izmedu -18,09/-
19,60°C dok je pik endoterme II detektovan izmedu 1,64/6,54°C, i u saglasnosti su sa
temperaturama prelaza ukupnih lipida dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis, u uslovima

spoljasnje sredine.

Dobijeni rezultati potvrdili su pretpostavku da se promene u biofizickim osobinama
ukupnih lipida celih gusenica indukuju dijapauzom, a ne direktnim uticajem niskih
temperatura tokom dijapauze, obzirom da dodatni wuslovi kontrolisanog hladenja
dijapauziraju¢ih gusenica tokom razliitih faza dijapauze, nisu statisticki znacajno menjali
toplotu topljenja i temperature faznog prelaza ukupnih lipida celih gusenica O. nubilalis
(Slike 617, Tabele 1-4).

Kod gusenica O. nubilalis, promene biofizickih osobina indukovane dijapauzom,
predstavljaju vazan preduslov za razvijanje otpornosti na niske temperature, jer se tokom
prezimljavanja tim promenama deo ukupnih lipida odrzava u teCnom stanju i na
temperaturama daleko ispod nule, $to je neophodno za odrzavanje fluidnosti lipida odnosno

funkcionalnosti organizma u celini.
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6.2. Promene u sastavu masnih kiselina polarne (strukturne) i nepolarne

(rezervne) frakcije ukupnih lipida celih gusenica O. nubilalis

Sa ciljem prou¢avanja moguceg uzroka promena, koje su u osnovi znacajne razlike u
temperaturama faznog prelaza ukupnih lipida celih dijapauziraju¢ih i nedijapauzirajucih
gusenica, analizirali smo sastav masnih Kiselina nepolarne i polarne frakcije lipida,
nedijapauzirajué¢ih i dijapauziraju¢ih gusenica tokom razliitih faza dijapauze (D - pocetak,
D, i D3- sredina i Dy i Ds - kraj) (Slika 8 A i B). Analizirane su i promene u sastavu masnih
kiselina tokom razlicitih faza dijapauze, ali u uslovima kontrolisanog hladenja, do -10°C, da
bi se ispitao uticaj temperature na sastav masnih kiselina polarne i nepolarne frakcije lipida

dijapauzirajucih gusenica.

Kvalitativno gledano, sastav masnih kiselina analiziranih frakcija nedijapauziraju¢ih i
dijapauzirajuc¢ih gusenica O. nubilalis je slican, sacinjen od 7 masnih kiselina sa 16 i 18
ugljenikovih atoma; palmitinske (C16:0), palmitooleinske (C16:1n-7), stearinske (C18:0),
oleinske (C18:1n-9), vakenske (C18:1n-7), linolne (C18:2n-6) i o-linolenske (C18:3n-3)
masne kiseline (Slika 8 A i B). Dobijeni rezultati o kvalitativnom sastavu masnih kiselina u
saglasnosti su sa saznanjima i drugih autora kod drugih vrsta insekata (Strong, 1963; Barlow,
1963; Fast 1970; Thompson, 1973; Khani i sar., 2007; Atapour i sar., 2007).

Najzastupljenije masne kiseline u nepolarnoj frakciji (frakciji triacilglicerola) su:
palmitinska (C16:0), palmitooleinska (C16:1n-7) i oleinska (C18:1n-9) masna kiselina, ¢ineci
zajedno vise od 80% ukupnog pula masnih kiselina nedijapauzirajucih, i 90% ukupnog pula
masnih Kiselina dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis (Slika 8). Palmitoleinska kiselina
(C16:1n-7) predstavlja dominantnu komponentu, kako kod nedijapauzirajuc¢ih gusenica tako i
kod dijapauzirajucih gusenica O. nubilalis tokom svih faza dijapauze (Slika 8 B; Tabela 5).

Sastav masnih kiselina polarne frakcije (strukturne) je ujednaceniji, bez jasne
dominacije pojedinacne masne kiseline u pulu, kao §to je to slu¢aj kod nepolarne frakcije
(frakcije triacilglicerola) (Slika 8 A).

Od pojedina¢nih masnih kiselina, palmitooleinska kiselina (C16:1n-7) predstavlja
dominantnu komponentu pula nepolarne frakcije, kako kod nedijapauzirajuéih, tako i kod
dijapauzirajucih gusenica, tokom svih faza dijapauze. Sadrzaj ove masne kiseline je statisticki
znacajno veéi u obe lipidne frakcije tokom stanja dijapuze u odnosu na nedijapauzu
(dvofaktorska analiza varijanse, efekat stanja - S, Slika 10; Tabela 6). Interesantno je da je u

obe analizirane frakcije ukupnih lipida gusenica kukuruznog plamenca O. nubilalis sadrzaj
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palmitooleinske kiseline (C16:1n-7) visok i ¢ini vise od 15% ukupnih masnih kiselina, s
obzirom da je to izuzetak za vrste iz reda Lepidoptera, kojoj O. nubilalis pripada. Naime,
visok sadrzaj palmitooleinske kiseline je odlika vrsta iz reda Diptera (Barlow, 1963; Fast,
1970; Thompson, 1973; Downer, 1985), a postoje i predlozi da se ovaj podatak uvede kao
moguca taksonomska karakteristika vrsta ovog reda. Medutim, Bracken i Harris (1969) su
ipak ukazali na nekonzistentnost ovakvog podatka za Diptere, jer su detektovali visok sadrzaj
palmitoleinske masne kiseline (C16:1n-7) i kod nekih vrsta iz reda Lepidoptera, kao i nizak
sadrzaj kod nekih vrsta iz reda Diptera. Obzirom da je visok sadrzaj palmitooleinske kiseline
(C16:1n-7) detektovan kod vrsta iz reda Lepidoptera koje su otporne na hladno¢u u stadijumu
gusenice, pomenuti autori su predlozili palmitoleinsku kiselinu za vazan marker otpornosti na
niske temperature, kod leptira koji prezimljuju u stadijumu gusenice.

Nasi rezultati u potpunosti odgovaraju ovoj pretpostavci Bracken-a i Harris-a (1969) s
obzirom da kukuruzni plamenac O. nubilalis predstavlja vrstu koja je otporna na hladno¢u i to
jedino u stadijumu dijapauzirajué¢e gusenice (Grubor-Lajsic i sar., 1991, 1992). Relativno
visok sadrzaj palmitooleinske kiseline i kod nedijapauziraju¢ih gusenica, vise od 15% u
ukupnom pulu masnih kiselina, ukazuje na postojanje metabolickog puta sinteze ove masne
kiseline, $to moze da bude odlika ove vrste i deo adaptivnog mehanizma tokom dijapauze. Na
to upucuju i nasi rezultati znacajnog povecéanja ove masne kiseline kod gusenica u dijapauzi,
¢ine¢i skoro 50% pula masnih kiselina. Imajuci u vidu da palmitooleinska kiselina ne vodi
poreklo iz hrane, jer je kukuruzni plamenac u stadijumu gusenice Stetofina pre svega
kukuruznih polja i hrani se biljnim tkivom, u kom je nizak sadrzaj ove kiseline (<5%),
postojanje metaboli¢kog puta sinteze ove masne kiseline je najverovatniji. Pretpostavljamo da
je to rezultat evolutivne adaptacije vrste na prezivljavanje niskih temperatura. Palmitoleinska
kiselina (C16:1n-7) takode je dominantna masna kiselina ukupnih lipida celih gusenica vrste
Chilo suppressalis iz reda Lepidoptera, koja je takode otporna na hladnoé¢u u stadijumu
gusenice (Atapour i sar., 2007), ¢ak je i otporna na zamrzavanje telesnih te¢nosti kao §to je 1
vrsta O. nubilalis.

Oleinska masna kiselina (C18:1n-9), koja je priblizno isto zastupljena u obe frakcije
ukupnih lipida gusenica O. nubilalis, u polarnoj frakciji predstavlja dominantnu
mononezasi¢enu masnu kiselinu, kako kod dijapauzirajuéih gusenica tako 1 kod
nedijapauziraju¢ih gusenica (Slika 8 A i B). Njen sadrzaj je statisticki znacajno veci tokom
svih faza dijapauze u odnosu na nedijapauzu (dvofaktorska analiza varijanse, efekat stadijuma
- S, Slika 12; Tabela 6).
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Oleinska kiselina svojim prisustvom obezbeduje najbolju sredinu za funkcionisanje
mnogih vaznih membranskih proteina, tako na primer za optimalno funkcionisanje enzima
ATPaze, neophodno je prisustvo znacajne koli¢ine oleinske masne kiseline (C18:1n-9) u
¢elijskoj membrani (Starling i sar., 1993). Povecanje sadrzaja oleinske kiseline u membrani,
ili kao direktan odgovor na delovanje niskih temperatura, ili tokom pripreme za njihovo
nastupanje (nakon iniciranja dijapauze), moze obezbediti potrebnu fluidnost membrane i
saCuvati neophodnu ravnotezu, koja obezbeduje funkcionalnost membrane (Starling i sar.,
1993; Michaud i Denlinger, 2006). Bennet i sar. (1997) smatraju da je povecanje sadrzaja
dominantne oleinske masne kiseline (C18:1n-9) u frakciji fosfolipida, ali i frakciji
triacilglicerola ukupnih lipida masnog tela larve Eurosta solidaginis iz reda Diptera, vazan
preduslov otpornosti na zamrzavanje, kako masnog tela tako i larve u celini. Pomenuti autori
smatraju da dominacija oleinske kiseline u frakciji triacilglicerola, koja predstavlja najveci
deo ukupnih lipida masnog tela (~90%), moze biti od klju¢ne vaznosti za spreCavanje
intracelularnog formiranja leda u ¢elijama masnog tela. Kod dve vrste iz reda Hemiptera,
Basham i Cakmak (2005) su detektovali znacajno veci sadrzaj oleinske kiseline (C18:1n-9)
kod dijapauzirajuc¢ih gusenica u odnosu na nedijapauzirajuc¢e. Michaud i Denlinger (2006) su
takode detektovali pomenutu promenu u frakciji fosfolipida kod vrste Sarcophaga
crassipalpis u stadijumu lutke. Kako je to stadijum u kome je ova vrsta u dijapauzi,
verovatnije je da je oleinska kiselina znacajna za mehanizam otpornosti na hladnocu

nezavisno od stadijuma u kom je vrsta u dijapauzi.

Nasi rezultati prisustva oleinske kiseline kod kukuruznog plamenca O. nubilalis su u
saglasnosti sa navedenim podacima. Tako je znacajno prisustvo oleinske kiseline u pulu
masnih kiselina ne samo dijapauzirajucih, ve¢ i nedijapauzirajucih gusenica (Slika 12; Tabela
6). Kod nedijapauzirajucih gusenica ova masna kiselina je vazna za optimalno funkcionisanje
vaznih membranskih proteina, dok znafajno povecanje ulaskom u dijapauzu, tokom koje se
kod gusenica O. nubilalis razvija otpornost na hladno¢u, doprinosi i odrzavanju fluidnosti
membrane na niskim temperaturama, kojima su izloZzene tokom dijapauze. Generalno,
dominacija cis-mononezasi¢enih masnih Kiselina u pulu masnih kiselina, kao sto su
palmitooleinska (C16:1n-7) i oleinska masna kiselina (C18:1n-9), obezbeduje fluidnost lipida
u Sirokom opsegu temperature, zbog najpovoljnijeg polozaja dvostruke veze u sredini
ugljovodoni¢nog lanca. Centralna lokacija dvostruke veze cis-mononezasi¢enih masnih
kiselina, obezbeduje maksimalno bo¢no pomeranje krajeva lanca, odosno savijanje

ugljovodoni¢nog lanca, $to doprinosi ,,rastresitijem* pakovanju masnih kiselina samim tim i
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vecoj fluidnosti (Barton i Gunstone, 1975). Poveéanje sadrzaja oleinske kiseline (C18:1n-9)
ulaskom u dijapauzu za odrzavanje fluidnosti, pre svega je energetski isplativije od
sintetisanja linolne kiseline (C18:2n-6), jer ima jednu dvostruku vezu manje, tako da insekti
koji povecavaju sadrzaj oleinske (generalno sadrzaja mononezasi¢enih masnih kiselina)
umesto linolne kiseline tokom dijapauze troSe manje metabolicke energije. Dominacija
mononezasi¢enih masnih kiselina, omogucava odrzavanje fluidnosti (te¢no-kristalne faze
lipida) u Sirem temperaturnom opsegu odnosno Cak i ukoliko dode do naglog povecanja
temperature u spoljas$njoj sredini tokom zime, ili naglog pada temperature tokom proleca, Sto
se Cesto deSava na podrucjima sa umerenom klimom (Michaud i Denlinger, 2006). Kod
insekata koji naseljavaju umerana klimatska podrucja, kao §to je to slucaj sa kukuruznim
plamencem O. nubilalis, mehanizam odrzavanja fluidnosti lipida poveéavanjem sadrzaja
mononezasi¢enih masnih Kiselina daje im energetsku prednost, jer ne moraju da trose
metabolicku energiju za reorganizaciju sastava masnih kiselina lipida kako bi odrzavali

fluidnost lipida tokom karakteristicnih temperaturnih fluktuacija.

Kod gusenica O. nubilalis polinezasicene masne kiseline, linolna (C18:2n-6) i a-
linolenska masna kiselina (C18:3n-3), statisti¢ki su znacajnije zastupljene u polarnoj frakciji
(frakciji fosfolipida), nego u nepolarnoj frakciji (frakciji triacilglicerola) (Slike 14 i 15). o-
Linolenska kiselina (C18:3n-3), za razliku od polarne frakcije, u nepolarnoj frakciji
dijapauzirajucih gusenica prisutna je samo u tragovima (<0,5%) (Slika 15). U sastavu masnih
Kiselina energetskih rezervi (frakcija triacilglicerola) insekata pre svega dominiraju zasicene i
mononezasi¢ene masne kiseline, dok se polinezasi¢ene masne kiseline prvenstveno javljaju u
frakciji fosfolipida, nezavisno od stadijuma razvi¢a (Stanley-Samuelson i Dadd, 1983; Cripps
i sar., 1986; Stanley-Samuelson i sar., 1990; Hodkova i sar., 1999; Basham i sar., 2002;
Buckner i Hagen, 2003; Bozkus, 2003; Khani sar., 2007).

Nasi rezultati pokazuju da je sadrzaj polinezasi¢enih masnih kiselina, linolne i a-
linolenske (C18:2n-6 i C18:3n-3), statisti¢ki znacajno ve¢i u pulu masnih kiselina obe lipidne
frakcije, kod nedijapauziraju¢ih gusenica, koje se aktivno hrane i razvijaju, u odnosu na
dijapauzirajue gusenice, Koje razvijaju otpornost na hladno¢u (dvofaktorska analiza
varijanse, efekat stadijuma - S, Slike 14 i 15; Tabela 6). Na osnovu dobijenih rezultata
pretpostavili smo, da kod gusenica O. nubilalis polinezasi¢ene masne kiseline ne igraju vaznu

ulogu u sticanju otpornosti na hladno¢u tokom dijapauze.

Mogu¢i razlog znacajno nizeg sadrzaja polinezasi¢enih masnih kiselina (C18:2n-6 i

C18:3n-3) kod dijapauziraju¢ih gusenica, moze biti nemogucnost njihovog sintetisanja de
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novo. Vecina insekatskih vrsta nije sposobna da sintetiSe polinezasi¢ene masne kiseline de
novo, tako da one predstavljaju esencijalne komponente lipida koje se moraju unositi hranom
(Canavoso i sar., 2001). Manji broj vrsta, kao npr. americka bubasvaba (Periplaneta
americana), ku¢ni zrikavac (Acheta domesticus), kestenjasti brasnar (Tribolium castaneum),
je sposobno da sintetiSe linolnu kiselinu de novo (Blomquist i sar., 1991; Buckner i Hagen,
2003). Razlog favorizacije ove masne kiseline moze biti aktivacija enzima 412 desaturaze,
koji uvodi dvostruku vezu u ugljovodini¢ni niz mononezasi¢ene oleinske masne Kiseline
(C18:1n-9) i na taj nacin formira polinezasi¢enu linolnu masnu kiselinu (C18:2n-6) (Dwyer i
Blomquist, 1981; Cripps i sar., 1986; Renobales i sar., 1987; Blomquist i sar., 1991). Cripps i
sar. (1986) detektovali su pomenuti enzim samo kod 14 vrsta od 40 analiziranih, na osnovu
¢ega su zakljucili da polinezasi¢ene masne kiseline za veliku vecinu insekata predstavljaju

esencijalne masne Kiseline.

Za razliku od O. nubilalis kod nekih insekatskih vrsta utvrdeno je povecanje sadrzaja
linolne masne kisleine (C18:2n-6) u frakciji fosfolipida (membranski lipidi), tokom dijapauze
i aklimatizacije na niske temperature (Hodkova i sar., 1999; Kostal i sar., 2003; Overgaard i
sar., 2005). Kako bi odrzali fluidnost fosfolipida tokom izlaganja niskim temperaturama,
insekti koji nemaju gen za 412 desaturazu (ili ne mogu da reguliSu njegovu ekspresiju),
umesto polinezasi¢enih masnih kiselina povecavaju sadrzaj mononezasi¢enih masnih kiselina
delovanjem enzima 49 desaturaze. Merenjem nivoa genske ekspresije A9 i A12 desaturaze i
njihove aktivnosti, moguce je potvrditi razlog favorizovanja odredenih masnih kiselina u pulu

tokom zimske dijapauze (Michaud i Denlinger, 2006).

Sastav masnih kiselina ukupnih lipida celih jedinki, pojedinacnih tkiva ili odredenih
lipidnih frakcija, Cesto je predmet istrazivanja koja su usmerena na dijapauzu i preZivljavanje
u uslovima delovanja niskih temperatura. Od strane mnogih autora potvrdeno je da se sastav
masnih kiselina glavnih lipidnih frakcija triacilglicerola i fosfolipida menja prelaskom iz
reproduktivno aktivnog nedijapauzirajuceg stanja u stanje dijapauze, tokom koje se kod nekih
od njih razvija i otpornost na hladnocu, tako Sto se povecava stepen nezasi¢enosti, nezavisno
od stadijuma razvi¢a u kom je odredena vrsta u dijapauzi. Povecanje stepena nezasic¢enosti
masnih Kkiselina kod gusenica O. nubilalis, kao i mnogih drugih ispitavanih vrsta, rezultat je
kvantitativnih promena u sadrzaju, kod nedijapauziraju¢ih gusenica ve¢ prisutnih masnih
kiselina, a ne pojave de novo sintetisanih masnih kiselina tokom pripreme za ulazak u
dijapauzu (Bennet i sar., 1997; Kostal i Simek, 1998; Basham i Cakmak, 2005; Michaud i
Denlinger, 2006; Khani i sar., 2007; Vukasinovic i sar., 2013).

142



~Diskusija~

Mnogi insekti se adaptiraju na niske temperature povecavajuéi nezasi¢enost masnih
kiselina strukturnih i rezervnih komponenti lipida, kao rezultat povecanja sadrzaja nezasi¢enih
masnih kiselina, uz istovremeno smanjenje sadrzaja zasi¢enih masnih kiselina (Ohtsu i sar.,
1993; Joanise i Storey, 1996; Bennet i sar., 1997; Kostal i Simek, 1998; Michaud i Denlinger,
2006; Khani i sar., 2007). Kod O. nubilalis, dobijeni rezultati pokazali su da je stepen
nezasi¢enosti masnih kiselina, izrazen kao odnos ukupnih nezasi¢enih prema ukupnim
zasi¢enim masnim kiselinama (UFA/SFA), statisticki znacajno ve¢i kod dijapauzirajucih
gusenica O. nubilalis u odnosu na nedijapauziraju¢e gusenice u obe lipidne frakcije. Taj
0dnos je zrazeniji u rezervnim lipidima (nepolarnoj frakciji), gde se povecava 3 puta u odnosu
na membranske lipide (polarna frakcija), gde se poveéva 1,7 puta (Tabele 5 i 6). Stepen

nezasi¢enosti odrzao se na visokom nivou tokom cele dijapauze (Tabela 5 i 6).

U nepolarnoj frakciji (frakciji triacilglicerola) zna¢ajno povecéanje stepena nezasi¢enosti
masnih kiselina ukupnih lipida dijapauziraju¢ih gusenica, rezultat je promena u sadrzaju
dominantnih masnih kiselina, odnosno statisticki znacajnog povecanja sadrzaja pre svega
palmitooleinske (C16:1n-7) i oleinske (C18:1n-9) od mononezasi¢enih masnih kiselina (Slike
10 1 12; Tabela 6), uz istrovremeno znacajno smanjenje sadrzaja palmitinske masne kiseline
(C16:0), od zasi¢enih (Slika 9; Tabela 6) i linolne masne kiseline (C18:2n-6) od
polinezasi¢enih masnih kiselina (Slika 14; Tabela 6), Sto je potvrdeno i analizom glavnih
komponenti (PCA) (Slika 16 B i D).

U polarnoj frakciji (frakcija fosfolipida) ukupnih lipida dijapauziraju¢ih gusenica sa
ujednacenijim udelom prisutnih masnih kiselina, pokazan je isti trend promena u sastavu
masnih kiselina; povecava se sadrzaj mononezasi¢enih masnih kiselina, palmitoleinske
(C16:1n-7), oleinske (C18:1n-9) i vakenske (C18:1n-7) (Slike 10, 12, 13; Tabela 6), uz
istovremeno smanjenje sadrzaja zasi¢enih, palmitinske (C16:0) i stearinske (C18:0) (Slike 9 i
11; Tabela 6) i polinezasi¢enih masnih kiselina, linolne (C18:2n-6) i a-linolenske (C18:3n-3)
(Slike 14 i 15; Tabela 6) sto je takode potvrdeno i analizom glavnih komponenti (PCA) (Slika
16 A i C). Rezultati analize glavnih komponenti (PCA) potvrdili su trend promena u sastavu
masnih kiselina ukupnih lipida celih dijapauzirajuc¢ih i nedijapauziraju¢ih gusenica, u obe

frakcije.

Dobijeni rezultati pokazuju da uslovi kontrolisanog hladenja kod dijapauzirajucih

gusenica nisu indukovali dodatne znafajne promene u sastavu masnih kiselina polarne 1

143



~Diskusija~

nepolarne frakcije ukupnih lipida (dvofaktorska analiza varijanse, efekat temperature - T,
Tabele 819).

Generalno, promene u sastavu masnih kiselina lipidnih frakcija gusenica O. nubilalis
indukovane su dijapauzom, a ne direktnim delovanjem niske temperature. To je dokazano
statisti¢ki znacajnim povecanjem stepena nezasi¢enosti masnih kiselina lipidnih frakcija vec
na pocetku dijapauze (D), kada je temperatura u spoljasnjoj sredini bila iznad nule. Takode,
dodatno izlaganje gusenica kontrolisanim uslovima hladenja, nije indukovalo znacajne

promene u sastavu lipidnih frakcija tokom razlicitih faza dijapauze.

Nasi rezultati su u saglasnosti sa podacima za mnoge druge vrste insekata. Tako je kod
vrste Sarcophaga crassipalpis, koja zaustavlja svoje ontogenetsko razvice i ulazi u dijapauzu
u stadijumu lutke, zabelezen znaajan rast stepena nezasi¢enosti masnih Kkiselina
membranskih lipida, koji zajedno sa sintezom znacajne koli¢ine glicerola i antifriz proteina
obezbeduje vrsti otpornost na hladno¢u u ovom stadijumu razvi¢a (Michaud i Denlinger,
2006). Kod vrsta roda Drosophila, sastav masnih Kiselina triacilglicerola dijapauziraju¢ih
adulta, odlikuje se ve¢im sadrzajem polinezasi¢enih masnih kiselina 1 niZim sadrzajem
zasi¢enih 1 mononezasi¢enih masnih kiselina, Sto rezultuje sveukupno veéim stepenom
nezasi¢enosti glavnog metabolickog goriva kod ove vrste tokom dijapauze (Ohtsu i sar.,
1993). Kod vrste Eurosta solidaginis otporne na zamrzavanje, uo¢eno je povecanje stepena
nezasi¢enosti masnih Kiselina u obe lipidne frakcije (triacilglicerola i fosfolipida) ukupnih
lipida masnog tela (Bennet i sar., 1997). Pored navedenih i mnogi drugi autori pokazali su
postojanje jasne veze izmedu inicijacije dijapauze i povecanja stepena nezasi¢enosti masnih
kiselina lipida (Kuthiala i Chippendale, 1989; Shimizu, 1992; Kostal i Simek, 1998; Hodkova
i sar., 1999; Kostal i sar., 2003; Bashan i Cakmak, 2005; Tang i Pikal, 2005; Overgaard i sar.,
2008). Arkticka kolembola Megaphorura arctica, Tullberg (raniji naziv vrste Onychiurus
arcticus) stekla je poseban vid strategije prezivljavanja niskih temperatura, koji je oznacen
terminom krioprotektivna dehidratacija. Ova strategija prezivljavanja nije indukovala jasan
obrazac promena u sastavu masnih Kiselina ukupnih lipida celih jedinki, ali jeste u sastavu
masnih kiselina glavnih lipidnih frakcija, nepolarne frakcije (frakcije triacilglicerola) i polarne
frakcije (frakcije fosfolipida) u vidu relokalizacije masnih kiselina izmedu frakcija, pri cemu
se stepen nezasi¢enosti masnih kiselina u nepolarnoj frakcija znacajno smanjio, dok se u
polarnoj povecao, tokom hladenja (Purac i sar. 2011). Ovaj vid promena je energetski manje
zahtevan od de novo sinteze masnih kiselina, tako da moze dati metabolicku prednost

insektima koji u stanju hipometabolizma prezivljavaju niske temperature.
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Mnoge insekatske vrste, koje su otporne na hladnocu, stekle su sposobnost da menjaju
sastav masnih kiselina lipida, sa ciljem oc¢uvanja njihove funkcionalnosti odnosno fluidnosti,
povecavajuéi stepen nezasi¢enosti masnih Kiselina lipida ulaskom u dijapauzu, kada se
organizam izlaze uticaju niskih temperatura. Promena stepena nezasi¢enosti masnih kiselina
se odrazava na temperature faznog prelaza lipida (Ohtsu i sar., 1993; Hochachka i Somero,
2002; Haubert i sar., 2008; VVan Dooremalen i Ellers, 2010; Goto i Katagiri, 2011). Povecanje

stepena nezasi¢enosti masnih kiselina lipida snizava temperature prelaza lipida.

Povecanje stepena nezasi¢enosti masnih kiselina lipida, kako strukturnih tako i
rezervnih, esencijalna je komponenta prezivljavanja niskih temperatura, jer obezbeduje
funkcionalnu strukturnu organizaciju i dinamicke osobine membranama tokom niskih
temperatura, dok kod rezervnih lipida obezbeduju¢i fluidnost i omoguéava njihovo
neprekidno koris¢enje. Rezervni lipidi (masne kiseline triacilglicerola) bez poveéanja
nezasi¢enosti masnih kiselina pri niskim temperaturama, ne bi mogli da se Kkoriste kao
energetsko gorivo, zbog moguceg prelaska iz te¢no kristalne u gel fazu, kada oc¢vrsc¢avaju i
postaju neodgovarajuéi supstrat za lipaze, a na taj nacin i neodgovarajuci izvor energije; kao
§to bi i membranski lipidi zbog istog razloga postali nefunkcionalni (Ohtsu i sar., 1993, 1998;
Hazel, 1995; Joanisse i Storey 1996; Bennet i sar., 1997; Kakela i Hyvarinen, 1996; Kostal i
Simek, 1998; Van Dooremalen i sar., 2011). Evolutivno, prednost je data insektima koji su
stekli sposobnost da reorganizuju sastav masnih kiselina strukturnih i rezervnih lipida, u
skladu sa temperaturom spoljasnje sredine. Kako je kod mnogih insekatskih vrsta otpornost
na hladnocu jasno povezana sa dijapauzom, do reorganizacije masnih kiselina lipida najcesce
dolazi iniciranjem dijapauze odredenim faktorima (Azuma i sar., 1989; Michaud i Denlinger,
2006; Ohtsu i sar., 1993; VukaSinovi¢ i sar., 2013).

Promena fluidnosti lipidnog dvosloja ¢éelijske membrane usled promene ambijentalne
temperature je poznat fenomen ,.homeoviskozne adaptacije” (HVA) (Hazel, 1995; Sinensky,
1974). Naime, celijska membrana koja funkcioniSe kao selektivna barijera izmedu
intracelijskog i ekstracelijskog prostora, pri optimalnoj temperaturi organizma je u te¢no-
kristalnoj fazi. Kada je izlozena nizim temperaturama, iz te¢no-kristalne faze postepeno
prelazi u gel fazu, usled ¢ega delimi¢no gubi i svoja selektivna svojstva (Cossins i Raynard,
1987; Hazel, 1995). Jedan od nafina da se postigne HVA jeste poveCanje stepena
nezasi¢enosti masnih kiselina membrane, kako bi se nadoknadio negativan uticaj niske
temperature. Veci stepen nezasi¢enosti masnih kiselina membrane, postize se povecanjem

sadrzaja mononezasi¢enih ili polinezasi¢enih masnih kiselina sa dugim lancem, koji svojim
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prisustvom postizu vecu neuredenost strukture lipidnog dvosloja, koja ¢e sa takvom
strukturom sa manjom verovatno¢om podle¢i faznom prelazu, tokom niskih temperatura
(Lee i Chapman, 1987; Hazel, 1995; Hochachka i Somero, 2002). Pored povecanja stepena
nezasi¢enosti masnih kiselina membrane, izmene koje doprinose HVA su: modifikacije
polarnin glava fosfolipida u membrani, promene sadrzaja holesterola kao i polozaj
nezasi¢enih masnih kiselina na molekulu glicerola (Cossins i Raynard, 1987; Hazel, 1995;
Hochachka i Somero, 2002). Sve je veci broj studija koje predlazu da se tumacenje fenomena
,homeoviskozne adaptacije” (HVA) prosiri na lipide generalno, jer odrzavanje fluidnosti
rezervnih lipida takode se pokazalo da je adaptivnog karaktera, kao §to je i odrzavanje
fluidnosti membranskih lipida (Hochachka i Somero, 2002; Van Dooremalen i Ellers, 2010;

Van Dooremalen i sar., 2011).

Pomenuti fazni prelaz (iz te¢no-kristalne u gel fazu) membranskih lipida moze dovesti
do smanjenja aktivnosti mnogih enzima vezanih za membranu i do povecanja propustljivosti
membrane za natrijumove i kalcijumove jone kao i molekule vode (Watson i Morris, 1987;
Hazel, 1995). Odrzavanjem adekvatne fluidnosti membrane obezbeduje potreban stepen
difuzije/stopu metaboli¢kih procesa, za pravilno funkcionisanje organizma u celini (Lee i
Chapman, 1987). Mnogi autori su potvrdili da su sezonske promene u otpornosti na hladno¢u
insekata povezane sa promenama u sastavu masnih kiselina membrana (Bennet i Lee, 1997;
Kostal i Simek, 1998; Ohtsu i sar., 1993, 1998; Michaud i Denlinger, 2006).

Dobijeni rezultati potvrdili su pretpostavku da su promene u biofizickim osobinama
ukupnih lipida celih gusenica rezultat promena u sastavu masnih kiselina glavnih lipidnih
frakcija ukupnih lipida gusenica O. nubilalis i da se one indukuju dijapauzom, a ne direktnim
uticajem niskih temperatura tokom dijapauze. Povecanje stepena nezasi¢enosti masnih
kiselina glavnih lipidnih frakcija predstavljaja vazan preduslov za razvijanje otpornosti na
niske temperature kod O. nubilalis, jer snizava temeprature prelaza ukupnih lipida i na taj
nacin ih odrzava u te¢nom stanju ¢ak i na temperaturama daleko ispod 0°C, $to je neophodno

za odrzavanje fluidnosti lipida odnosno funkcionalnosti organizma u celini.
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6.3. Lipidi hemolimfe i masnog tela: klase lipida, sastav masnih kiselina

ukupnih lipida i dinamika promena masnih kiselina tokom dijapauze

Sastav lipida masnog tela, kao glavnog depoa rezervnih lipida, kao i hemolimfe,
glavnog cirkuliSu¢eg tkiva, odreden je analizom ukupnih lipida i zastupljenosti pojedina¢nih
klasa lipida. Ukupne lipide kukuruznog plamenca O. nubilalis kao i veéine insekata,
karakateriSu sledec¢e frakcije lipida: polarni lipidi (PL), diacilgliceroli (DAG), steroli (ST),
slobodne masne kiseline (FFA), triacilgliceroli (TAG) i frakcija ugljovodonika (H) (Tabela
10).

Utvrdeno je da u masnom telu kukuruznog plamenca O. nubilalis, najveéi procenat
zauzima frakcija triacilglicerola ~90%, kako kod dijapauziraju¢ih, tako i kod
nedijapauzirajuc¢ih gusenica, dok su u ukupnim lipidima hemolimfe zastupljene ujednaceno
sve frakcije lipida, bez jasne dominacije pojedinac¢ne frakcije (Tabela 10).

Izmedu nedijapauzirajucih i dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis postoji i kvalitativna
I kvantitativna razlika u sastavu ukupnih lipida masnog tela i hemolimfe (Tabela 10). U
hemolimfi, relativni procenat diacilglicerola (DAG) i slobodnih masnih kiselina (FFA) je
znacajno manji kod dijapauziraju¢ih nego kod nedijapauziraju¢ih gusenica, dok je sadrZaj
triacilglicerola (TAG) znacajno ve¢i kod dijapuziraju¢ih gusenica, nego nedijapauzirajucih
gusenica (Tabela 10). Krajem dijapauze uoceno je znacajno smanjenje sadrzaja frakcije
triacilglicerola (TAG). Kod hemolimfe, frakcije sterola (ST) i polarnih lipida (PL)
predstavljaju znacajan udeo lipida, ali bez znacajne promene u njihovom sadrzaju, kako
izmedu nedijapauzirajucih 1 dijapauziraju¢ih gusenica tako ni tokom razlicitih faza dijapauze

(Tabela 10).

Kod O. nubilalis, dominantnu frakciju ukupnih lipida masnog tela ¢ini frakcija
triacilglicerola (TAG) ~80-90%, kako kod nedijapauzirajucih tako i kod dijapauziraju¢ih
gusenica (Tabela 10), sto ukazuje da je masno telo glavno mesto sinteze i deponovanja ove
energetske rezerve, §to je u saglasnosti sa rezultatima i drugih autora (Downer, 1985; Keeley,
1985; Buckner i Hagen, 2003; Vukasinovic¢ i sar., 2013). Frakcija slobodnih masnih kiselina
(FFA) 1 ugljovodonika (H) nije detektovana u sastavu ukupnih lipida dijapauziraju¢ih
gusenica; frakcija ugljovodonika (H) nije detektovana ni u nedijapauziraju¢im gusenicama
(Tabela 10).

Kod insekata, dominantnu klasu lipida cine triacilgliceroli, sa ulogom energetske

rezerve, iz koje se zavisno od potreba organizma, oslobadaju masne kiseline, ¢ijom se
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oksidacijom dobija neophodna energija. Kako bi obezbedile energetske potrebe tokom
dijapauze, razvi¢a i reprodukcije nakon dijapauze (Arrese i Soulages, 2010), insekti znacajno
povecavaju sadrzaj triacilglicerola tokom faze pripreme za ulazak u dijapauzu. Insekti,
zajedno sa mnogim beski¢menjacima, nisu sposobni da sintetiSu sterole de novo, pa ih za
normaran rast i razvoj, moraju unositi hranom, ili obezbediti pomo¢u simbiotskih organizama.
Holesterol predstavlja glavni sterol insekata koji im je neophodan jer predstavlja strukturnu
komponentu ¢elijskih membrana, prekursor je za sintezu hormona presvlacenja, ekdizona i

njegovih homologa poput 20-hidroksiekdizona (Svoboda, 1999; Canavoso i sar., 2001).

6.4. Promene u sastavu masnih kiselina ukupnih lipida hemolimfe i

masnog tela

Kvalitativno, sastav masnih kiselina ukupnih lipida hemolimfe i masnog tela je isti,
sa¢injen od 7 masnih kiselina sa 16 i 18 ugljenikovih atoma; palmitinske (C16:0),
palmitoleinske (C16:1n-7), stearinske (C18:0), oleinske (C18:1n-9), vakenske (C18:1n-7),
linolne (C18:2n-6) i a-linolenske (C18:3n-3) masne kiseline. Nepolarna frakcija ukupnih
lipida gusenica kukuruznog plamenca O. nubilalis, koja ¢ini vise od 80% lipida masnog tela,
odlikuje se istim sastavom i dinamikom promena u sastavu masnih kiselina tokom dijapauze

kao i ukupni lipidi njenog glavnog depoa- masnog tela (Vukasinovi¢ i sar., 2013).

Kako bi utvrdili da li je trend promena u sastavu masnih kiselina tkiva, hemolimfe i
masnog tela isti kao i kod glavnih lipidnih frakcija, odnosno da li se one indukuju
dijapauzom, a ne direktnim delovanjem niskih temparatura, analizirali smo sastav masnih
kiselina ukupnih lipida tkiva gusenica, hemolimfe i masnog tela tokom razli¢itih faza
dijapauze (pocetkom, sredinom i krajem) u odnosu na nedijapazu, u uslovima spoljasnje

sredine i tokom razlicitih faza dijapauze, u uslovima kontrolisanog hladenja, do -10°C.

Dominantne masne kiseline ukupnih lipida hemolimfe i masnog tela gusenica O.
nubilalis su: palmitinska (C16:0), palmitoleinska (C16:1n-7), oleinska (C18:1n-9) i linolna
(C18:2n-6) masna kiselina (Slika 31 A i B). Znacajna dominacija sadrzaja palmitoleinske
masne kiseline (C16:1n-7) u sastavu masnih kiselina ukupnih lipida masnog tela, ¢ineci ¢ak
~50% pula kod dijapauzirajucih gusenica, je u saglasnosti sa nasim prethodnim saznanjima o

dominaciji pomenute masne kiseline u nepolarnoj frakciji (frakciji triacilglicerola) ukupnih

148



~Diskusija~

lipida celih gusenica O. nubilalis, ¢iji glavni depo predstavlja upravo masno telo (Slika 33;
Tabela 11). Saznanja o dominaciji sadrzaja palmitoleinske masne kiseline (C16:1n-7) u
nedijapauziraju¢im i dijapauziraju¢im gusenicama, potvrdila su naSu pretpostavku o tome da
ona predstavlja metaboli¢ku odliku vrste O. nubilalis, koja je ¢ini izuzetkom medu velikom
ve¢inom vrsta pripadnika reda Lepitoptera (Buckner i Hagen, 2003). Dominacija pomenute
masne kiseline uocena je jo§ kod jedne vrste iz reda Lepidoptera, vrste Chilo suppressalis,
koja dijapauzira u stadijumu gusenice, kada je takode i otporna na zamrzavanje telesnih
te¢nosti, kao $to je i O. nubilalis (Grubor-Lajsic i sar., 1991, 1992; Atapour i sar., 2007).
Dominacija ove mononezasi¢ene masne kiseline, koja je inace karakteristi¢na za vrste iz reda
Diptera moze ukazati na mogucu ulogu u sticanju otpornosti na zamrzavanje telesnih te¢nosti

(Atapour i sar., 2007).

Komparativnom analizom sadrzaja masnih kiselina tkiva nedijapauzirajuce i
dijapauziraju¢e grupe gusenica O. nubilalis, pokazali smo da u oba tkiva postoji statisticki
znacajna razlika izmedu dva analizirana fizioloSka stanja, dijapauze i nedijapauze (Tabela 12).
Od strane mnogih autora potvrdeno je da se sastav masnih kiselina ukupnih lipida celih
jedinki, tkiva ili pojedinacnih lipidnih frakcija menja, prelaskom iz reproduktivno aktivnog
nedijapauzirajuceg stanja u stanje dijapauze, tokom koje se kod nekih od njih razvija i
otpornost na niske temperature, tako §to se povecava stepen njihove nezasi¢enosti, nezavisno
od stadijuma razvica u kom vrsta dijapauzira. Povecanje stepena nezasi¢enosti masnih
kiselina kod gusenica O. nubilalis, kao i mnogih drugih ispitavanih vrsta, rezultat je
kvantitativnih promena u sadrZaju kod nedijapauziraju¢ih gusenica ve¢ prisutnih masnih
kiselina, a ne pojave de novo sintetisanih masnih kiselina tokom pripreme za ulazak u
dijapauzu (lkan i sar., 1970; Azuma i sar., 1989; Bennet i sar., 1997; Kostal i Simek, 1998;
Hodkova i sar., 1999; Basham i Cakmak, 2005; Michaud i Denlinger, 2006; Khani i sar.,
2007). Mnogi insekti se adaptiraju na niske temperature povecavajuéi nezasicenost masnih
kiselina svojih tkiva, kao rezultat povecanja sadrzaja nezasi¢enih masnih kiselina uz
istovremeno smanjenje zasi¢enih masnih kiselina (Ohtsu 1 sar., 1993; Joanise 1 Storey, 1996;
Bennet i sar., 1997; Kostal i Simek, 1998; Michaud i Denlinger, 2006; Khani i sar., 2007;
Vukasinovi¢ i sar., 2013). Pokazano je da postoji razlika izmedu razlicitih tkiva istog

organizma u stepenu promena u sastavu masnih kiselina (Kostal i Simek, 1998).

Ulaskom u dijapauzu, promene u sastavu masnih kiselina ukupnih lipida tkiva
rezultovale su znaCajnim poveéanjem stepena nezasicenosti masnih kiselina ukupnih lipida

hemolimfe i masnog tela, zbog znacajnog povecanja sadrzaja mononezasi¢enih masnih
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kiselina, palmitoleinske (C16:1n-7), oleinske (C18:1n-9) i vakenske (C18:1n-7), uz
istovremeno smanjenje sadrzaja zasi¢enih i polinezasi¢enih masnih kiselina, palmitinske
(C16:0), stearinske (C18:0), linolne (C18:2n-6) i a-linolenske (C18:3n-3) (dvofaktorska
analiza varijanse, efekat stanja - S, Tabele 11 i 12) s§to je potvrdeno i analizom glavnih
komponenti (PCA) (Slika 40. A, B).

Generalno, kontrolisano hladenje gusenica tokom razli¢itih faza dijapauze nije
indukovalo dodatne znacajne promene u sastavu masnih kiselina hemolimfe i masnog tela

dijapauzirajucih gusenica (Tabele 15 i 16).

Obzirom da se promene u sastavu masnih kiselina ukupnih lipida hemolimfe i masnog
tela javljaju na pocetku dijapauze (druga polovina oktobra), kada gusenice O. nubilalis jos$
nisu bile izlozene uticaju niskih temperatura u zivotnoj sredini, i da dodatno hladenje gusenica
tokom razlicitih faza dijapauze nije indukovalo znacajne promene u sastavu masnih kiselina
tkiva, zakljucili smo da su promene u sastavu masnih kiselina lipida, generalno kod O.
nubilalis indukovane dijapauzom, odnosno istim faktorom koji indukuje i dijapauzu, a ne
direktnim uticajem niske temperature spoljasnje sredine tokom zimskih meseci kao §to je to
slucaj sa sintezom glicerola, glavnog krio/anhidroprotektora i menadzmentom telesne vode
kod dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis (Grubor-Lajsic G., 1991, 1992; Stanic i sar., 2004;
Koji¢ i sar., 2010).

Kod insekata, koji naseljavaju umerena klimatska podrucja, koja se odlikuju veoma
nepredvidivim temperaturnim promenama, sposobnost remodelovanja sastava masnih kiselina
lipida, neophodna je komponenta prezivljavanja niskih temperatura (Michaud i Denlinger,
2006). Kod insekata otpornih na hladnoc¢u, koji naseljavaju umerena klimatska podruéja kao i
O. nubilalis, dominacija mononezasi¢enih masnih kiselina (MUFA), palmitoleinske (C16:1n-
7) i oleinske (C18:1n-9) daje im prednost, odrzavajuc¢i fluidnost u Sirokom opsegu
temperature. Dominacijom pomenutih masnih kiselina, odrzavanje te¢no-kristalne faze lipida
membrane je omoguceno ¢ak i kada se temperatura sredine neoc¢ekivano poveca tokom zime
ili smanji tokom prole¢a, bez dodatnog utroska metabolicke energije. NaSa saznanja
(Vukasinovi¢ i sar., 2013) u saglasnosti su sa saznanjima drugih autora (Ohtsu i sar., 1993;
Michaud i Denlinger, 2006; Atapour i sar., 2007).

Razlog zbog kojih insekti umerenog klimatskog podrucja otporni na hladno¢u mogu
imati prednost, ukoliko u sastavu masnih kiselina dominiraju pomenute mononezasi¢ene

masne Kiseline, obezbeduje njihova struktura. Palmitoleinska (C16:1n-7) i oleinska masna
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kiselina (C18:1n-9) imaju najpovoljniju lokalizaciju odnosno polozaj dvostruke veze koju
mononezasi¢ene masne kiseline mogu da imaju, u sredini ugljovodoni¢nog lanca. Centralna
lokalizacija dvostruke veze kod mononezasi¢enih masnih kiselina, obezbeduje maksimalno
bo¢no pomeranje krajeva lanca, odnosno savijanje ugljovodoni¢nog lanca, Sto doprinosi
rastresitijem pakovanju masnih kiselina u sastavu lipida, rastresitijem pakovanju odnosno
vecoj fluidnosti lipida (Barton i Gunstone, 1975). Polozaj mononezasi¢ene masne kiseline na
molekulu glicerolu dodatno moze da utiCe na pakovanje masnih kiselina, samim tim i na
fluidnost. Nezasi¢ena masna kiselina na polozaju sn-2 znacCajnije doprinosi rastresitosti
samim tim i fluidnosti lipida, nego ista na polozaju sn-1 (Kostal i sar., 2003).

Za razliku od kukuruznog plamenca O. nubilalis, mnoge insekatske vrste tokom
zimske dijapauze odrzavaju fluidnost lipida, membrane i depoa, povecavajuci sadrzaj oleinske
i neke polinezasi¢ene masne kiseline, najcesée linolne masne kiseline (C18:2n-6) (Hodkova i
sar., 1999; Kostal i sar., 2003; Overgaard i sar., 2005, Khani i sar., 2007). Kod O. nubilalis,
polinezasi¢ene masne kiseline (C18:2n-6 i C18:3n-3) ne igraju klju¢nu ulogu u mehanizmima
otpornosti na niske temperature, jer se njihov sadrzaj u sastavu masnih kiselina tkiva,
hemolimfe i masnog tela, kao i glavnih lipidnih frakcija celih gusenica statisticki znacajno
smanjuje ulaskom u dijapauzu, kada ova vrsta stic¢e otpornost na hladnoc¢u (Vukasinovi¢ i sar.,
2013). Polinezasi¢ene masne kiseline (C18:2n-6 i C18:3n-3), nisu kljuéne za sticanje
otpornosti na hladnoc¢u jer gusenice O. nubilalis najverovatnije nisu sposobne da ih sintetisu
de novo, ve¢ ih moraju unositi putem hrane u periodu kada se aktivno hrane. Kako, gusenice
kukuruznog plamenca prestaju da se hrane tokom jeseni, kada zavrSe sa fazom pripreme za
dijapauzu, promene koje su detektovane kod dijapuzirajuc¢ih gusenica tokom razli¢itih faza
dijapauze nisu pod uticajem hrane, ve¢ su rezultat endogene sinteze masnih kiselina kao §to je
to slucaj i kod mnogih drugih insektaskih vrsta (Stanley-Samuelson i sar., 1988; Joanisse i
Storey, 1996).

Mozemo zakljuciti da promene u sastavu masnih kiselina ukupnih lipida oba tkiva

indukovane su programom dijapauze i da predstavljaju vaznu kompomentu Strategije

prezivljavanja niskih temperatura kod gusenica O. nubilalis.
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6.5. Dijapauza indukuje promene u biofizickim osobinama ukupnih lipida

masnog tela gusenica O. nubilalis

Kako bi se procenio uticaj promena u sastavu masnih kiselina ukupnih lipida masnog
tela nedijapauziraju¢ih, i dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis tokom razli¢itih faza
dijapauze, pratili smo uticaj temperature na ukupne lipide masnog tela, primenom
termoanaliticke tehnike diferencijalne skenirajuce kalorimetrije, odredujuéi toplotu topljenja i

temperature faznog prelaza ukupnih lipida masnog tela gusenica O. nubilalis.

Dobijeni rezultati pokazali su da su temperature faznog prelaza ukupnih lipida masnog
tela dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis, znac¢ajno nize kod dijapauziraju¢ih gusenica
tokom svih faza dijapauze u odnosu na temperature faznog prelaza ukupnih lipida masnog tela
nedijapauzirajucih gusenica. Kod dijapauziraju¢ih gusenica, pik endoterme | detektovan je
izmedu -16.8/-19.2°C, dok je pik endoterme II detektovan izmedu 3.6/7.3°C. Kod
nedijapauziraju¢ih gusenica pik endoterme I detektovan je na -14.7°C, dok je pik endoterme 11
detektovan na 12.4°C (Slika 55; Tabela 17).

Kako bi utvrdili da 1i su promene biofizi¢kih osobina indukovane dijapauzom, ili su pod
direktnim uticajem temperature, analizirali smo ukupne lipida masnog tela dijapauzirajucih
gusenica koje su izlagane kontrolisanim uslovima hladenja, do -10°C, tokom razli¢itih faza
dijapauze (pocetkom, sredinom i krajem). Pikovi endotermi 1 i Il, ukupnih lipida masnog tela
dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis, detektovani su izmedu -18.05/-19.03°C (pik 1) i
3.26/7.27°C (pik I1) (Slika 56; Tabele 18-20).

Analiziranjem sastav masnih kiselina ukupnih lipida masnog tela, doSli smo do
saznanja da se stepen nezasi¢enosti masnih kiselina masnog tela znacajno veci kod
dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis tokom svih faza dijapauze u odnosu na
nedijapauzirajuc¢e gusenice (Vukasinovi¢ 1 sar., 2013). Dobijeni rezultati na diferncijalnom
skeniraju¢em kalorimetru, potvrdili su da se promene u sastavu masnih kiselina ukupnih
lipida masnog tela gusenica O. nubilalis oslikavaju na promene biofizickih osobina lipida

datog tkiva.
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Poznato je da promene u stepenu nezasi¢enosti masnih kiselina lipida uticu na
biofizicke osobine lipida, oslikavaju¢i se na njihove temperature faznog prelaza (Patel i sar.,
2001; Pond i Tarling, 2011). Sastav masnih kiselina menja se tokom direktnog izlaganja
niskim temperaturama ili tokom pripreme za njeno nastupanje i predstavlja vaznu kariku u
mehanizmima adaptacije na niske temperature. U funkciji je odrzavanja fluidnosti lipida, kako

strukturnih tako i rezervnih lipida.

Kod dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis, ukupni lipidi masnog tela imaju znacajnije
nize temperature faznog prelaza (pik, pocetak i kraj endoterme) nego lipidi masnog tela
nedijapauziraju¢ih gusenica zbog znacajnije veceg stepena nezasi¢enosti masnih Kiselina
ukupnih lipida masnog tela, $to je rezultat povecanja sadrzaja mononezasi¢enih masnih
Kiselina uz istovremeno smanjanje sadrzaja zasi¢enih i polinezasi¢enih masnih kiselina
(Vukasinovi¢ i sar., 2013). Kod dijapauziraju¢ih gusenica, pikovi faznog prelaza u vidu dva
jasno izrazena endotermna pika, registrovani su na temperaturama izmedu -18.05/-19.03°C
(pik 1) i na temperaturama oko 3.26/7.27°C (pik 1I) (Slika 55). Dobijeni rezultati ukazuju da
se deo lipida masnog tela nalazi u te¢nom stanju i na temperaturama daleko ispod nule, $to
omogucava njihovo koris¢enje i tokom dijapauze, kada temepratura sredine pada i daleko
ispod nule (VukasSinovi¢ i sar., 2013). Pri tome, temperature faznog prelaza, pik, pocetak i
kraj endoterme 1 i Il, su statisti¢ki znacajno nize kod gusenica u dijapauzi (Tabela 17) Na
kraju dijapauze dolazi do smanjenja stepena nezasi¢enosti masnih kiselina masnog tela
(sadrzaja masnih kiselina koje menjaju nezasicenost), $to se odrazava i na biofiziCke osobine
lipida masnog tela, obzirom da pik endoterme II znacajno raste na kraju dijapauze, ali je i

dalje znacajno nizi u odnosu na nedijapauzirajuce gusenice (Tabela 17).

Komparativnom analizom termograma ukupnih lipida celih gusenica i frakcije
triacilglicerola, dobili smo visok stepen sli¢nosti izmedu njih §to ukazuje na to da se promene
uoCene analiziranjem ukupnih lipida celih gusenica mogu preteZno pripisati promenama u
njihovoj nepolarnoj frakciji (frakciji triacilglicerola), koja ¢ini njihov najveéi deo ~80%
(Vukasinovi€ i sar., 2013) sa malim udelom uticaja ostalih frakcija lipida na proces topljenja
(Slika 56).

Nasa saznanja u saglasnosti su sa dobijenim rezultatima u radu Ohtsu i sar. (1993), u
kom su pracene temperature prelaza dominantne klase ukupnih lipida triacilglicerola, kod
dijapauziraju¢ih i nedijapauziraju¢ih adulta razlic¢itih vrsta roda Drosophila. Rezultati
pomenutih istraZivanja jasno ukazuju da su temperature prelaza glavnog metabolickog goriva

- triacilglecerola, znacajno nize kod dijapauziraju¢ih adulta nego reproduktivno aktivnih
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nedijapauziraju¢ih adulta (Ohtsu i sar., 1993). Nize temperature prelaza dijapauzirajucih
adulta mogu biti razlog znacajnog povecanja stepena nezasi¢enosti masnih kiselina klase
triacilglicerola, $to je i dokazano od strane pomenutih autora. Triacilgliceroli dijapauziraju¢ih
adulta kod pomenutih vrsta odlikuju se ve¢im sadrzajem polinezasi¢enih masnih kiselina
(PUFA) i nizim sadrzajem zasi¢enih (SFA) i mononezasi¢enih masnih kiselina (MUFA), $to
rezultuje sveukupno veéim stepenom nezasi¢enosti (UFA/SFA) glavnog metabolickog goriva.
Karakteristi¢ne temparature prelaza u vidu dva jasno izrazena endotermna pika, registrovane
su na temperaturama 3°C i -30°C. Na osnovu dobijenih rezultata pomenuti autori
pretpostavljaju da se deo glavnog metabolickog goriva triacilglicerola nalazi u te¢nom stanju
¢ak i na temperaturama ispod 0°C, omogucujuci tako njihovu neprekidnu mobilizaciju tokom
dijapauze (Ohtsu i sar., 1993). Na osnovu iznetog se moze videti da promene sadrZaja masnih
kiselina lipida koje su odgovorne za povecanja stepena zasi¢enosti moze biti razlicit, ali je
ishod isti, promena biofizi¢kih osobina sa ciljem odrzavanja fluidnosti (Ohtsu i sar., 1993;
Vukasinovié i sar., 2013).

Dobijeni rezultati potvrdili su pretpostavku da su promene u biofizi¢kim osobinama
ukupnih lipida masnog tela rezultat promena u sastavu masnih kiselina ukupnih lipida masnog
tela gusenica O. nubilalis koje se indukuju dijapauzom, a ne direktnim uticajem niskih
temperatura tokom dijapauze. Kod O. nubilalis kao i ostalih insekata dominantnu klasu lipida
¢ine triacilgliceroli sa ulogom energetskog depoa iz kojeg se, zavisno od potreba organizma,
oslobadaju masne kiseline, ¢ijom se oksidacijom dobija neophodna energija. Glavno mesto
nakupljanja i Cuvanja ove energetske rezerve i kod O. nubilalis predstavlja masno telo,
obzirom da 80-90% ukupnih lipida masnog tela Cine triacilgliceroli, $to je u saglasnosti sa
saznanjima drugih autora (Downer, 1985; Keeley, 1985; Buckner i Hagen, 2003; VukaSinovi¢
I sar., 2013). Rezervni lipidi (masne kiseline triacilglicerola) bez povecanja nezasic¢enosti
masnih kiselina pri niskim temperaturama, ne bi se mogli koristiti uvek kao energetsko gorivo
zbog moguceg prelaska u gel fazu, kada ocvrS¢avaju 1 postajaju neodgovarajuci substrat za
lipaze, a na taj nacin i neodgovarajuci izvor energije (Ohtsu i sar., 1993; Hazel, 1995; Joanisse
i Storey 1996; Bennet i sar., 1997; Kakela i Hyvarinen, 1996; Kostal i Simek, 1998).

Povecanje stepena nezasi¢enosti masnih kiselina ukupnih lipida predstavljaja vazan
mehanizam za razvijanje otpornosti na niske temperature kod O. nubilalis, jer snizava
temperature faznog prelaza ukupnih lipida i na taj na¢in ih odrzava u te¢nom stanju ¢ak i na

temperaturama daleko ispod 0°C (Vukasinovi¢ i sar., 2013).
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Uloga lipida u dijapauzi insekata sa aspekta otpornosti na niske temperature,
proucavana je kod gusenica kukuruznog plamenca, O. nubilalis Hbn. Na osnovu rezultata

biofizic¢kih osobina lipida i sastava masnih Kiselina mogu se izvesti slede¢i zakljuéci:

» Analiza biofizickih osobina ekstrahovanih lipida dijapauziraju¢ih, u odnosu na
nedijapauzirajuce gusenice O. nubilalis, diferencijalnom skeniraju¢om kalorimetrijom,
pokazala je znacajno nize temperature faznog prelaza lipida dijapauziraju¢ih gusenica. To
ukazuje na prirodu adaptivnih promena, koje imaju za cilj da se lipidi odrzavaju u teénom
stanju, ¢ak i1 na temperaturama daleko ispod 0°C, S$to je neophodan preduslov

funkcionalnosti i membranskih i rezervnih lipida

» Sli¢nost termograma lipida dijapauziraju¢ih gusenica, nezavisno od perioda dijapauze
(pocetak, sredina i kraj) 1 temperature (spoljasnje sredine ili eksperimentalne), ukazuje
na ¢injenicu da su promene u sastavu lipida neophodan preduslov za uspesnu realizaciju

dijapauze, kao i razvijanje otpornosti na hladnoc¢u

» U osnovi adaptivnih promena lipida su promene u sastavu masnih kiselina, koje su
indukovane dijapauzom, a ne direktnim uticajem niske temperature. To je utvrdeno
analizom sastava masnih kiselina nepolarne i polarne frakcije ukupnih lipida, kao i

ukupnih lipida masnog tela i hemolimfe dijapauzirajucih i nedijapauzirajucih gusenica

» Od masnih kiselina najzastupljenije su palmitinska (C16:0), palmitoleinska (C16:1n-7),
stearinska (C18:0), oleinska (C18:1n-9), vakenska (C18:1n-7), linolna (C18:2n-6) i
a-linolenske (C18:3n-3), kako kod dijapauziraju¢ih tako i kod nedijapauzirajucih
gusenica. Visok sadrzaj palmitooleinske kiseline (C16:1n-7) predstavlja metabolicku
odliku vrste O. nubilalis

» Promene u sastavu masnih kiselina lipida dijapauzirajuéig gusenica su u povecanom
stepenu nezasic¢enosti, kao rezultat povec¢anog udela mononezasi¢enih, a smanjenog
zasi¢enih masnih kiselina. Interesantno je da se zajedno sa zasi¢enim masnim kiselinama

smanjuje i sadrZaj polinezasi¢enih masnih kiselina
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> Polinezasi¢ene masne kiseline linolna kiselina C18:2n-6 i a-linolenska kiselina C18:3n-3,
kod gusenica O. nubilalis ne igraju klju¢nu ulogu u sticanju otpornosti na hladno¢u

tokom dijapauze.

» Povecanje nezasicenosti masnih kiselina lipida ulaskom u dijapauzu snizava temparature

faznog prelaza lipida gusenica O. nubilalis.

Promene u sastavu masnih kiselina lipida indukovane dijapauzom vazna su komponenta

prezivljavanja u uslovima niskih temperatura kukuruznog plamenca, Ostrinia nubilalis Hbn.
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Kukuruzni plamenca (Ostrinia nubilalis, Hbn.) je vrsta umerenog klimatskog podrucja

koja niske zimske temperature prezivljava ulaskom u dijapauzu u stadijumu gusenice.
Dijapauza i otpornost na hladnoc¢u (cold hardiness, eng.), kod mnogih insekatskih vrsta ¢esto
predstavljaju esencijalne, tesno povezane komponente strategije prezivljavanja delovanja
niske temperature, kao §to je to slucaj i kod kukuruznog plamenca Ostrinia nubilalis, Hbn. U
okviru grupe insekata otpornih na hladnocu, svrstava se u insekte otporne na zamrzavanje
(freeze tolerant, eng.) jer su sposobne da prezive ekstracelularno zamrzavanje telesnih
teCnosti.
Iako se o osnovnim strukturnim i metabolickim deSavanjima u dijapauzi insekata ve¢ dosta
zna, jo§ uvek postoje brojne dileme o ovom vidu prezivljavanja insekata u nepovoljnim
uslovima sredine, posebno sa aspekta izloZenosti niskim zimskim temperaturama i
mehanizmima krioprotekcije. Zbog toga je cilj ove doktorske disertacije bio da se sa aspekta
biofizickih osobina lipida 1 sastava masnih kiselina: odrede biofizicke osobine (temperature
faznog prelaza) ukupnih lipida nedijapauzirajucih i dijapauziraju¢ih gusenica tokom dijapauze
(pocetak, sredina 1 kraj), kao 1 u kontrolisanim uslovima hladenja dijapauziraju¢ih gusenica;
zatim da se odredi zastupljenost pojedinih klasa lipida u hemolimfi i masnom telu
nedijapauzirajuéih i dijapauzirajucih gusenica; da se utvrde promene sastava masnih kiselina
strukturne (polarne) i rezervne (nepolarne) frakcije lipida celih gusenica tokom dijapauze i
pod uticajem razli¢itih temperatura u eksperimentalnim uslovima; kao i da se odredi tkivna
specificnost, hemolimfe i masnog tela, masnih kiselina ukupnih lipida i biofizicke osobine
ukupnih lipida masnog tela nedijapauzirajucih i dijapauzirajucih gusenica tokom dijapauze,
kao i u kontrolisanim uslovima hladenja dijapauzirajuc¢ih gusenica.



U analizi lipida kukuruznog plamenca Ostrinia nubilalis, Hbn. kori$¢ene su sledeée tehnike:
tankoslojna hromatografija (TLC) sa skeniraju¢om denzitometrijom, za razdvajanje i analizu
klasa lipida; zatim gasno-masena hromatografija (GC-MS), za analizu masnih kiselina kao i
diferencijalna skeniraju¢a kalorimetrija (DSC — differential scanning calorimetry, eng.), za
termalnu analizu ekstrahovanih lipida.

Kod gusenica Ostrinia nubilalis sastav masnih kiselina ukupnih lipida analiziranih tkiva i
lipidnih frakcija znacajno se razlikuje izmedu ova dva fizioloska stanja, stanja dijapauze i
nedijapauze. Dijapauza indukuje znacajno povelanje sadrzaja mononezasi¢enih masnih
kiselina, pre svega palmitoleinske (16:1n-7) 1 oleinske masne Kkiseline (18:1n-9) uz
istovremeno smanjenje sadrzaja zasi¢enih 1 polinezasicenih masnih kiselina, pre svega
palmitinske (16:0) i linolne masne kiseline (18:2n-6). Temperature faznog prelaza ukupnih
lipida celih gusenica i masnhog tela znacajno su nize kod dijapauziraju¢ih gusenica O.
nubilalis, usled znaCajnog poveéanja stepena nezasi¢enosti masnih kiselina u njihovom
sastavu. ZnaCajno nize temperature faznog prelaza lipida dijapauziraju¢ih gusenica O.
nubilalis rezultat su povecanja stepena nezasiCenosti njihovih masnih kiselina. Mozemo
zakljuciti da su promene u sastavu masnih kiselina lipida indukovane dijapauzom vazna
komponenta prezivljavanja niskih temperatura kod O. nubilalis Hbn. jer se veliki deo lipida
odrzava u te¢nom stanju c¢ak i na temperaturama daleko ispod 0°C, §to je neophodno za
odrzavanje njihove fluidnosti odnosno funkcionalnosti.

1Z

Datum prihvatanja teme od strane NN veéa: 21. septembra 2012. godine
DP

Datum odbrane:
DO

Clanovi komisije:
KO

Predsednik: dr Smiljka Simi¢, redovni profesor u penziji, Prirodno-matematicki fakultet,
Univerzitet u Novom Sadu

Clan: dr Gordana Grubor-Lajsi¢, redovni profesor, Prirodno-matematicki fakultet, Univerzitet
u Novom Sadu, mentor

Clan: dr Dugko Blagojevié, nauéni savetnik, Institut za Bioloska IstraZivanja “Sinisa
Stankovi¢”, Univerzitet u Beogradu

Clan: dr Danijela Koji¢, docent, Prirodno-matematicki fakultet, Univerzitet u Novom Sadu



UNIVERSITY OF NOVI SAD
FACULTY OF SCIENCES
KEY WORDS DOCUMENTATION

Accession number:
ANO

Identification number:
INO

Document type: Monograph type
DT

Type of record: Printed text
TR

Contenst Code: PhD Thesis
CC

Author: Elvira Vukasinovié
AU

Mentor: dr Gordana Grubor-Lajsi¢, Full Professor, Department of Biology and Ecology,
Faculty of Sciences, University of Novi Sad
MN

Title: Analysis of lipids and fatty acids of non-diapausing and diapausing larvae of European
corn borer (Ostrinia nubilalis, Hbn.) (Insecta: Lepidoptera)
Tl

Language of text: Serbian
LT

Language of abstract: Serbian/English
LA

Country of publication: Republic of Serbia
CP

Locality of publication: VVojvodina
LP

Publication year: 2014.
PY

Publisher: Author’s reprint
PU



Publ. place: Department of Biology and Ecology, Faculty of Sciences, University of Novi
Sad, Trg Dositeja Obradovi¢a 2, 21000 Novi Sad
PP

Physical description: chapters (8), pages (172), figures (57), tables (20), references (188)
PD

Scientific field: Biology
SF

Scientific discipline: Biochemistry
SD

Key words: insects, Ostrinia nubilalis, diapause, cold hardiness, lipids, fatty acids, phase
transition
KW

Universal decimal classification:
ubDC

Holding data: The Library of Department of Biology and Ecology, Faculty of Sciences,
University of Novi Sad, Trg Dositeja Obradovica 2, 21000 Novi Sad, Serbia
HD

Note: No
N

Abstract:

European corn borer (Ostrinia nubilalis, Hbn.) inhabiting temperate regions that
survive low winter temperatures as a diapausing fifth instar larva. Diapausing larvae are cold
hardy and freeze tolerant as they are able to survive the extracellular formation of ice crystals.
Winter survival for many insect species living in seasonally cold environments includes a
radical remodeling of metabolism. This implies entry into a developmentally arrested,
hypometabolic state of winter diapause, which in O. nubilalis and many other insect species
of these habitats is closely related to their cold hardiness.

Although the basic structural and metabolic events consider insect diapause is already known,
there are still many doubts about the survival of insects in an unfavorable environment,
particularly in terms of exposure to low winter temperatures and mechanisms of
cryoprotection. Therefore, the aim of this thesis in terms of biophysical properties of lipids
and fatty acid compositions, was to: i) to determine the biophysical properties (phase
transition temperatures) of the total lipids of non-diapausing larvae and diapausing larvae
during diapause (early diapause, mid diapause and termination of diapause), as well as under
controlled cooling conditions during different phases of diapause; ii) to determine the fatty
acid compositions of structural (polar) and storage (non-polar) total lipid fractions of non-
diapausing larvae and diapausing larvae, as well as under the influence of different
temperatures during diapause in the controled experimental conditions; iii) to determine the
lipid classes composition of total lipids extracted from the haemolymph and fat body of non-
diapausing and diapausing larvae; iiii) to determine the haemolymph and fat body total lipid
fatty acid compositions as well as the biophysical properties of the fat body total lipids of
non-diapausing larvae and diapausing larvae during diapause as well as in terms of controlled



cooling conditions. Thus, our research was focused on the non-diapausing (ND) as well as the
diapausing larvae (D) that were exposed to low temperatures during different phases of
diapause.

During analysis of European corn borer O. nubilalis lipids, the following techniques was
used: thin layer chromatography (TLC) with scanning densitometry, for the separation and
quantification of lipid classes; gas-mass chromatography (GC-MS ) for the analysis of the
fatty acid composition of lipids and the differential scanning calorimetry (DSC), for the
thermal analysis of the extracted lipids.

The fatty acid compositions and biophysical properties of lipids differed markedly between
non-diapausing and diapausing larvae of O. nubilalis. Diapause was associated with a
dramatic increase mainly the proportions of palmitoleic acid (16:1n-7) and oleic acid (18:1n-
9), with concurrent reductions in palmitic acid (16:0) and linoleic acid (18:2n-6). The increase
in the level of unsaturation of lipids, which caused a marked shift in their phase transitions to
lower temperatures, was triggered by diapause rather than low temperatures. Adjustments of
fatty acid compositions are likely to be an important component of winter diapause
mechanisms, possibly maintaining the fluidity of cell membranes, and the functionality of the
organism during lower winter temperatures. We conclude that O. nubilalis undergoes
remodeling of fatty acid profiles of lipids as an element of its overwintering physiology which
may improve the ability to harden during diapause.
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