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MORFOLOSKO VARIRANJE, FENOTIPSKA PLASTICNOST |
FLUKTUIRAJUCA ASIMETRIJA OBLIKA CVETNIH ORGANA
KOD Iris pumila L.

Sazetak

Analize unutar - i medu - individualnihih razlika morfoloskih struktura
omogucuju otkrivanje obrazaca fenotipskog variranja, kao i ekolosko -
evolucionih mehanizama koji dovode do njihove divergencije. U ovoj
disertaciji utvrdene su komponente fenotipske varijanse oblika funkcionalno
razli¢itih cvetnih organa kod entomofilne biljne vrste Iris pumila L.,
polimorfne u odnosu na boju cveta. Eksperimenti su vrSeni na biljkama
gajenim u eksperimentalnoj basti, poreklom iz reciproCnih ukrstanja 24
klonalna genotipa. Metodama geometrijske morfometrije utvrdeni su obrasci
variranja oblika tri bilateralno simetricna organa: fola, standarda i grane
tuCka. Kod sva tri organa udeo simetricne komponente u ukupnom variranju
oblika bio je najveéi, dok je fluktuirajuéa asimetrija (FA) dominirala u
asimetricnoj komponenti. lako se smatra da je primarni uzrok FA
nestabilnost razvi¢a, nasa istraZivanja su pokazala da fenotipska plasticnost
moze takode da proizvede FA. Naime, replike cvetnih organa sa razliCitom
orijentacijom prema suncu imale su razliite vrednosti asimetriCnih
komponenti varijanse oblika, kao rezultat plastiCnosti u odnosu na mikro-
sredinsku heterogenost ambijentalne svetlosti.

Da veliCina, oblik i boja cveta predstavljaju vizuelne signale za
priviatenje potencijalnih oprasivaca potvrdila su poredenja veli€ine cvetnih
organa oprasenih i neoprasenih biljaka. Opraseni cvetovi su, po pravilu,
imali veCe organe od neopraSenih, sa izuzetkom grane tucka. Regresione
analize su pokazale da je veliina fola bila pod delovanjem pozitivhe, a
grane tucka negativne direkcione selekcije. Suprotno tome, oblik cvetnih
organa se razlikovao u zavisnosti od boje, $to ukazuje da je preferencija
opraSivaCa prema specificnim kombinacijama vizuelnih signala bila vazan

mehanizam morfoloSke divergencije reproduktivnih organa 1. pumila.
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MORPHOLOGICAL VARIATION, PHENOTYPIC PLASTICITY AND
FLUCTUATING ASYMMETRY OF FLORAL ORGAN SHAPES IN

Iris pumila L.

Abstract

Analyzes of intra - and inter - individual differences of morphological
structures allow the detection of patterns of phenotypic variation, as well as
ecological evolutionary mechanisms leading to their divergence. In this
dissertation, components of the phenotypic variation of the shape of functionally
distinctive flower organs were determined in the entomophilous plant, specific
for striking flower color polymorphism, Iris pumila L. Experiments were carried
out on plants grown in experimental garden, originating from reciprocal crossing
of 24 clonal genotypes. Using the methods of geometric morphometrics
patterns of variation of the shape of three bilaterally symmetrical organs (falls,
standards and style branches) have been revealed. In all three floral organs, the
proportion of the symmetric component in the overall shape variation was the
highest, while the fluctuating asymmetry (FA) was dominated in asymmetric
component. Although it is thought that primary cause of FA is developmental
instability, our research has shown that phenotypic plasticity can also produce
FA. Namely, replicas of flower organs with different orientations towards the sun
had different values of asymmetric components of variance of the shape, as an
outcome of plasticity in relation to the microenvironmental heterogeneity of

ambient light.

In this dissertation it is confirmed that size, shape and color of flowers
are visual attractants for pollinators. Pairwase comparisons in size between
pollinated and unpollinated flowers revealed that pollinated falls and standards
are bigger related to their unpollinated pairs. Regression analyzes have shown
that the size of the falls was under positive selection, while size of style
branches was under negative direct selection. In contrast, the shape of the
flower organs differed depending on their color, indicating that the pollinator's



preference for specific combinations of visual signals was an important

mechanism of morphological divergence of the reproductive organs of I. pumila.

KEY WORDS: Iris pumila, morphological variation, shape, color polymorphism,

pollinators' preferences, developmental instability, phenotypic plasticity.
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Uvod

1 Uvod

1.1 Varijabilnost versus variranje

Termin fenotipska varijabilnost oznaCava sklonost ili mogucnost
bioloskih sistema da se menjaju (Wagner i Altenberg 1996; Willmore i sar.
2007). Ovim pojmom opisuju se oCekivane promene u fenotipskoj ekspresiji
neke morfoloSke osobine kao odgovor na variranje sredinskih ili genetickih
Cinilaca. Posto obuhvata sve potencijalne fenotipske ishode, od kojih samo neki
mogu da budu realizovani, fenotipska varijabilnost nije direktno merljiva, ve¢
predstavlja apstraktan pojam (Wagner i Altenberg 1996; Hallgrimsson i Hall
2005; Willmore i sar. 2007).

Nasuprot tome, fenotipsko variranje oznaCava postojanje individualnih
razlika u odnosu na neku osobinu unutar odredene populacije ili uzorka, ili
izmedu vrsta neke klade, i ukljuCuje samo onaj deo spektra potencijalnih
fenotipskih ishoda koji su ispoljeni (Wagner i Altenberg 1996). PoSto predstavlja
karakteristiku grupe, fenotipsko variranje je moguce kvantifikovati (Barton i
Turreli 1989; Falconer i Mackay 1996). Sustinska razlika izmedu pojmova
varijabilnosti i variranja je u tome $to prvi opisuje proces, dok drugi opisuje

obrazac (Hallgrimsson i Hall 2005).

1.2 Fenotipska varijabilnost

Fenotipsko variranje je karakteristika svih bioloSkih sistema, i prisutna je
na svim hijerarhijskim nivoima: od molekula do fenotipa organizma
(Hallgrimsson i Hall 2005). Dosadasnja istrazivanja ovog fenomena uglavnom
su bila usmerena na objasSnjavanje obrazaca variranja na nekom od nivoa
bioloSke hijerarhije, dok je pitanje nastanka fenotipskog variranja bilo izvan
fokusa interesovanja (Hallgrimsson i Hall 2005). Sklonost ili mogucnost fenotipa
da se menja od fundamentalnog je znaCaja za njegovu evoluciju pod
delovanjem prirodne selekcije. Naime, da bi prirodna selekcija "proizvela"

odredenu adaptaciju neophodna je takva geneticka promena koja ¢e omoguciti
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nastanak funkcionalno odgovarajuée (adaptivne) promene fenotipa u odnosu na
aktuelni ekoloski kontekst. Medutim, da li ¢e uopste doci do adaptivhe promene
fenotipa zavisi isklju€ivo od nacina na koji se genotipska promena preslikava na
fenotipsku promenu, odnosno od njegove genotipsko - fenotipske mape
(Alberch 1991; Wagner i Altenberg 1996; Fortuna i sar. 2017). Prema definiciji
koju su formulisali Fortuna i saradnici (Fortuna i sar. 2017), “genotipsko -
fenotipska mapa je odnos (matematiCka funkcija) izmedu genotipskog i
fenotipskog prostora, koji odreduje nacin na koji se informacija sadrzana u
genotipu preslikava u fenotipove kroz procese, kao $to su tercijarna i kvarterna
struktura proteina i embrionalno razvice”. Na osnovu ove definicije moze se
jasno zakljuCiti da su genotipsko - fenotipske mape apstraktni teorijski ili
matemati¢ki modeli, koji su specificni za razliCite hijerarhijske nivoe Zivih
sistema (Ahnert 2017). Dosadas$nja istrazivanja genotipsko - fenotipskih mapa
otkrila su strukturne karakteristike koje su zajedniCke za svaku od analiziranih
mapa u koje spadaju: mnogostrukost (engl. redundancy) genotipova, Sto znacCi
da viSe razliCitih genotipova odreduje isti fenotip; asimetricna distribucija broja
genotipova po jednom fenotipu; sposobnost formiranja velikog broja razliCitih
fenotipova uzrokovanog malim brojem mutacija istog genotipa; i $to je takode
od izuzetne vaZznosti, sposobnost odredenog fenotipa da evoluira u

funkcionalno odgovarajuci fenotip (engl. evolvability) (Ahnert 2017).

Za razliku od genotipsko - fenotipskih mapa jednostavnih bioloskih
struktura kao Sto su proteini (Lau i Dill 1989) ili RNK molekuli (Schuster 2006;
Schuster i sar. 1994), genotipsko - fenotipsko mapiranje sloZzenih morfoloskih
osobina je izuzetno komplikovano (Pigliucci 2010; Wu 2012; Fortuna i sar.
2017). Razlog tome je Sto je njihovo fenotipsko variranje determinisano ne
samo kompleksnim interakcijama izmedu velikog broja gena, vec i interakcijama
izmedu brojnih razvojnih procesa (koji se deSavaju na razliCitim hijerarhijskim
nivoima i u razli¢itom vremenskom periodu), kao i ekoloskim kontekstom unutar
koga se odvija individualno razvice (Wagner 1996; Wagner i Altenberg 1996;
Wolfe i sar. 2001, 2006; Pigliucci 2010; Wu 2012; Hallgrimsson i sar. 2014)
(Slika 1.2.1).
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Fenotipska varijabilnost je karakteristika genoma (Wagner i Altenberg
1996) koju determiniSe genetiCka arhitektura odredenog fenotipa, tj. broj lokusa
koji kodiraju taj fenotip, njihovi pojedinacni aditivni i dominantni geneticki efekti,
kao i njihove epistaticke interakcije (Wade i sar. 2001). Brojni literaturni podaci
pokazuju da varijabilnost takode evoluira pod delovanjem prirodne selekcije
(Wagner i Altenberg 1996;Pélaboni sar. 2010). Utvrdeno je, naime, da su neke
varijabilne osobine postale fiksirane (Stebbins 1974) dok su druge, nakon
nestanka razvojnih ogranienja, evoluirale u varijabilne (Vermeij 1970, 1973,
1977). Medutim, joS uvek je otvoreno pitanje koliko je efikasno delovanje
selekcije na varijacioni potencijal, kao i kakav je odnos izmedu selekcije na
fenotipsko variranje i selekcije na varijabilnost (Pélaboni sar. 2010).

Fenotipsko variranje

Molekularni Celijski Interakcije
mehanizmi  procesi na nivou tkiva

Interakcije

Geneticko variranje

Razviée

Slika 1.2.1. Grafi€ki prikaz razvojno - geneti¢ke arhitekture fenotipskog variranja
slozenih morfoloskih struktura. Prema prikazanom modelu, efekti velikog broja gena
utiCu na fenotipsko variranje slozenih morfoloskih struktura delujuci na razli¢ite procese
razvica. Zbog modularnosti genetiCkih efekata na razvojne procese i njihove
medusobne interakcije, kao i modularnosti efekata ovih procesa na grupe fenotipskih
karakteristika, fenotipska varijansa i kovarijansa slozenih morfoloSkih struktura

ispoljavace takode modularnu organizaciju (prema Hallgrimsson i sar. 2014).
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Kao Sto je ve¢ navedeno, nivo varijabilnosti fenotipa determinisan je
stepenom njegove osetljivosti na genetiCke ili sredinske promene. U tom
kontekstu, kanalisanost oznaava proces kojim se neka struktura ili organizam
razvija u pravcu determinisanog fenotipa, bez obzira na promenu genetickih ili
sredinskih uslova, i ispoljava se na medu - individualnom nivou (Palmer i
Strobeck 2003; Wagner i sar. 1997; Flatt 2005). Medutim, razvojne putanje
morfoloskih struktura u odredenoj sredini mogu da budu naruSene ne samo
delovanjem geneti¢kih i sredinskih cinilaca, ve¢ i zbog malih slu€ajnih
poremecaja razvi¢a (tzv. razvojni Sum) izazvanih stohastiCkom prirodom
Celijskih procesa (Palmer 1994). Razvojna stabilnost oznaCava rezistentnost
organizma na prisustvo razvojnih Sumova, koji, iako se mozda deSavaju, ne
ispoljavaju se na morfoloSkom nivou (Klingenberg 2003). Nasuprot stabilnosti
razvi¢a, termin nestabilnost razvica odnosi se na osetljivost organizma na
prisustvo razvojnog Suma i manifestuje se kao suptilna morfoloSka promena
lokalizovana samo na jednoj od strana kod bilateralno simetriCnih struktura.
Ovakva mala razlika u veli€ini i/ili obliku leve i desne strane bilateralno
simetriCnih osobina uzrokovana razvojnim Sumom oznaava se kao
fluktuirajuca asimetrija (FA), i najéeSce se koristi kao mera nestabilnosti razvi¢a
(Klingenberg 2015).

lako je generalno prihvaceno da varijacioni potencijal moze da evoluira,
joS uvek nije u potpunosti otkriveno kakav je efekat razliCitih selekcionih rezima
na komponente fenotipskog variranja, kao Sto su kanalisanost i razvojna
stabilnost (Hansen 2006). Teorijskim izu€avanjima delovanja selekcije na
fenotipsko variranje dosSlo se do izvesnih otkrica koja jo$S uvek nisu
eksperimentalno potvrdena. Jedno od njih je da efekat selekcije zavisi od oblika
funkcije adaptivne vrednosti (Layzer 1980). Prema ovoj hipotezi, konkavne
funkcije adaptivne vrednosti dovesSce do smanjenja fenotipske varijanse, dok ¢e
je konveksne funkcije povecavati. Drugim re€ima, oCekuje se da ¢e se varijansa
neke poligenske osobine smanjivati pod delovanjem stabilizacione selekcije, a
povecavati pod delovanjem disruptivne selekcije. Medutim, efekat linearne
direkcione selekcije zavisiCe od zakrivljenja krive koja prikazuje distribuciju

razmatrane osobine, pri Eemu se oCekuje da Ce intenzitet selekcije pak biti slab



Uvod

zbog rekombinacija koje dovode do skoro normalne distribucije u slu€aju
poligenskih osobina (Hansen 1992). Utvrdeno je takode da linearna selekcija
moze da dovede do brze promene aditivne genetiCke varijanse u prisustvu
direkcione epistaze. Direkciona epistaza je proces sistematske medusobne
modifikacije gena u odredenom pravcu unutar morfoloSkog prostora, pri ¢emu
pozitivna direkciona epistaza dovodi do povecanja aditivne varijanse, dok
negativna epistaza dovodi do njenog smanjenja (Hansen i Wagner 2001;
Hansen i sar. 2006). Takode se smatra da u evolucionoj vremenskoj skali,
delovanje stabilizacione selekcije na epistaticku genetiCku arhitekturu moze da
dovede do odredenog stepena genetitkog kanalisanja (Alvarez-Castro i sar.
2009), dok efekat selekcije na sredinsku komponentu fenotipske varijanse jo$

uvek nije dovoljno proucen (Pélaboni sar. 2011).

Jedno od retkih istrazivanja evolucije variranja i varijabilnosti pod
delovanjem prirodne selekcije obavili su Pelabon i saradnici poCetkom ove
dekade (Pélaboni sar. 2011). Analizom obrazaca variranja veli€ine i oblika krila
kod Drosophila melanogaster pod delovanjem fluktuiraju¢e, stabilizacione i
disruptivne selekcije, ovi autori su otkrili da je disruptivha selekcija znacajno
povecavala fenotipsko variranje oblika krila, dok je variranje veliCine krila bilo
nepromenjeno. Nasuprot disruptivnoj selekciji, fluktuiraju¢a i stabilizaciona
selekcija su smanjivale variranje svih analiziranih osobina. Analizom unutar -
individualnog variranja, na osnovu veli€ine fluktuirajuce asimetrije, utvrdeno je
da se nivo fluktuirajuce asimetrije povecavao pod svim selekcionim rezimima.
Rezultati ovih eksperimenata su potvrdili da kanalisanost i stabilnost razvica,
kao komponente fenotipske varijabilnosti, mogu da evoluiraju pod delovanjem
prirodne selekcije, iako se pretpostavlja da su ova dva procesa determinisana

razliCitim kombinacijama gena (Pélaboni sar. 2011).
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1.2.1 Komponente fenotipske varijabilnosti

Fenotipska varijabilnost (sposobnost variranja) je karakteristika koja
nastaje kao rezultat dva suprotna trenda: jednog, koji obuhvata izvore variranja
kao Sto su genetiCke mutacije, sredinski efekti i greSke u razvicu, i drugog, koga
Cini viSe medusobno povezanih regulatornih procesa, od kojih su Cetiri od
posebnog znacaja: kanalisanost razvi¢a, razvojna stabilnost, fenotipska
plasticnost i morfoloSka integracija (Debat i David 2001; Hallgrimsson i sar.
2002; Willmore i sar. 2007; Takahashi 2018). lako se radi o fundamentalnim
bioloSkim koncepcijama, razumevanje ovih procesa je Cesto pogreSno i
zbunjuju¢e zbog nepravilnog koriS¢enja tehni¢kih termina kojima se opisuje

rezistentnost fenotipa na prisustvo razlicitih izvora variranja (Takahashi 2018).

Kanalisanost razviéa. Rodonacelnik koncepcije kanalisanosti razvi¢a je bio
Waddington (Waddington 1942). Prema Waddington-u kanalisanost razvica je
sposobnost fenotipa da ostane konzistentan u prisustvu sredinskih i/ili
genetickih poremecaja. Tokom proteklih viSe od pola veka formulisan je veliki
broj razli€itih definicija kanalisanosti, pre svega zbog novih otkrica vezanih za
genetiCku osnovu i evolucioni znacaj ove komponente fenotipske varijabilnosti
(videti detaljan prikaz kod Debat i David 2001; Takahashi 2018). GenetiCka
kanalisanost je koncepcija teorijski najbliza onoj koju je proklamovao
Waddington (1942), a odnosi se na proces koji smanjuje alelske efekte
uzrokovane mutacijama i rekombinacijama (Takahashi 2018). Ovaj proces se
takode naziva “genetiCcko puferisanje”, jer obuhvata sisteme koji spreCavaju
(puferiSu) ekspresiju odredenih geneti¢kih varijanti na odredenim sekvencama
genoma (tzv. genetiCki kondezatori; Takahashi 2013, 2015). Smatra se da
kanalisani fenotipovi imaju isti selektivni optimum u razliitim genetiCkim
kontekstima, Sto potvrduje njihova rezistentnost na delovanje selekcije i
mutacione pritiske (Debat i David 2001). Kao S§to je to uobiCajeno za
kvantitativne osobine, stepen geneticke kanalisanosti mogucée je proceniti na

osnovu veliCine komponente fenotipske varijanse izmedu genotipova.

Sredinsko kanalisanje je koncepcija slicha genetickom kanalisanju,

medutim, u ovom sluaju uzrok fenotipskog variranja su sredinske promene.
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Sredinsko kanalisanje se definiSe kao neosetljivost ili otpornost fenotipa na
variranje sredinskih Cinilaca (Wilkins 1997; Debat i David 2001; Takahashi
2018). Pretpostavlja se da ¢e kanalisane osobine imati isti selektivni optimum
unutar niza razmatranih sredina. Kao potvrda ove pretpostavke je rezistentnost
na nespecificne sredinske promene, recimo one izmedu jedinki iste populacije,
ili iznenadno povecanje fenotipske varijanse uzrokovano ekstremnim
promenama sredine na koje data vrsta nije bila u moguénosti da se adaptira
tokom svoje evolucione istorije (Debat i David 2001). U odredenom broju
eksperimentalnih istrazivanja je utvrdeno da neke fenotipske osobine koje su
kanalisane pod normalnim sredinskim uslovima mogu da postanu varijabilne u
zavisnosti od veli€ine sredinskih poremecaja (Stearns i Kawecki 1994; Dworkin
2005; Manitasevi¢ i sar. 2007). U ovim istrazivanjima je pokazano da je
sredinski stres uslovljen visokom temperaturom doveo do naruSavanja
kanalisanosti razvi¢a, Sto je rezultiralo u povecanoj fenotipskoj varijansi

analiziranih osobina.

Fenotipska plasticnost. Fenotipska plastiCnost predstavlja sposobnost
genotipa da formira razliCite fenotipove u razli¢itim sredinama (Via i sar. 1995;
Callahani sar. 1997; Schlichting i Pigliucci 1998; Pigliucci 2001). Variranje u
fenotipskoj ekspresiji poligenskih osobina pod uticajem sredinskih cinilaca
fundamentalno je svojstvo organizama koje moze da utiCe na njihovo razvice,
ekologiju, genetiku i evoluciju (Lewontin 1985; Stearns 1989; Scheiner 1993;
Pigliucci 2001; Sultan 2003). BiotiCki i abiotiCki faktori Zivotne sredine mogu da
indukuju fenotipske promene na svim nivoima bioloske hijerarhije, §to je od
izuzetnog znaCaja za prezivljavanje i reprodukciju u heterogenim sredinama
(Schlichting i Pigliucci 1998; Pigliucci 2001).

Posto fenotipska plasti€nost predstavlja osobinu koja je geneticki
determinisana, to implicira da ¢e variranje genetickih Cinilaca za fenotipsku
plasticnost uzrokovati variranje nivoa (koli€ine) fenotipske plastiCnosti u
zavisnosti od vrednosti i stepena promenljivosti odredenog ekoloskog faktora
(Via i Lande 1987; Van Kleunen i Fisher 2005). Pretpostavlja se da ¢e plasti¢ne
osobine ispoljavati razliCite optimume u zavisnosti od vrednosti razli€itih

sredinskih parametara. Potvrde za ovu tvrdnju bile bi veCe adaptivne vrednosti



Uvod

genotipa sa optimalnim vrednostima odredene osobine u sredinama u kojima se
odvijalo razvi¢e date osobine od onih sa optimalnim vrednostima iste osobine

ispoljene u drugim sredinama (Sultan 2003).

Fenotipska plasti¢nost vise je “pravilo nego izuzetak” (Gilbert i Bolker
2003), jer interakcije genetickih i sredinskih Cinilaca utiCu na sve aspekte
razvica organizma i njegovih funkcija. Jedan od najbolje prouCenih primera jeste
sindrom izbegavanja senke kod zelenih biljaka. Sindrom izbegavanja senke
karakteristiCan je za period vegetativhog rasta bilke kada one detektuju
prisustvo i blizinu drugih biljaka percepcijom svetlosnih signala (odnos crvene i
tamno crvene svetlosti) reflektovanih sa listova suseda (Smith 1995). Vrednosti
svetlosnih signala mogu da iniciraju razliCite adaptivne odgovore na
morfoloSkom nivou, kao $to su povecéenje stope izduzivanja stabla, supresija
boCnog grananja i ubrzavanje pocCetka cvetanja. Hipoteza o adaptivnoj prirodi
sindroma izbegavanja senke potvrdena je u istrazivanjima u kojima su
koriS¢ene mutantne i transgene biljke koje su izgubile sposobnost signalne
percepcije (Pigliucci i Schmitt 1999). Ova istrazivanja su takode pokazala da
plastiCni odgovori razliCitih ekotipova Arabidopsis thailana nisu uvek rezultirali
istom morfoloSkom promenom. Ovakav adaptivni diverzitet u okviru jedne vrste
moze da bude rezultat varijabilnosti gena za fotoreceptore ili target gena
specificnin za fotomorfogenezu, kao i razliCite uloge regulatornih gena Cija
aktivnost zavisi od uticaja fitohroma (Schlichting i Smith 2002). Sindrom
izbegavanja senke je, takode, dobar primer kako prirodna selekcija moze
funkcionisati 'protiv' plasticnosti. U prilog ovoj hipotezi su i rezultati recipro¢no -
transplantacionog ekseprimenta radenog na populacijama Iris pumila poreklom
sa otvorenih i zasenCenih staniSta. Naime, biljke poreklom iz Sume, koje su
rasle u uslovima punog intenziteta ambijentalne svetlosti, pokazivale su maniji
nivo plasticnosti za iste osobine u odnosu na one poreklom iz otvorenog
stanista (Tuci¢ i sar. 1990). PosSto biljke koje naseljavaju senku unutar
vegetacionog sklopa nemaju koristi od izduzivanja stabla (ne mogu da dosegnu
pun intenzitet svetlosti), u ovom slu€aju, odnos izmedu cene i koristi plasticnosti

bio je faktor koji je odredio adaptivnu strategiju u zasen€enim stanistima.
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Stabilnost razviéa. Stabilnost razvica predstavlja tendenciju morfoloSkih
osobina - odredenog genotipa u odredenoj sredini - da se ne menjaju pod
uticajem razvojnog Suma (Klingenberg 2003). Kao i kanalisanost, stabilnost
razvi¢a je takode rezultat sposobnosti sistema razvi¢a da puferiSe poremecaje
koji naruSavaju razvojne putanje (Palmer 1994). Razlika izmedu ove dve
koncepcije je u prirodi faktora koji generiSu poremecaje. Smatra da razvojni
Sum nastaje kao posledica stohastiCke prirode ¢elijskih procesa (McAdams i
Arkin 1999). Tako, na primer, do nastanka razvojnog Suma moze da dode
tokom Celijske deobe, zbog slu€ajne neravnomerne raspodele razliCitih
molekula izmedu dve cerke celije (Huh i Paulsson 2011). Takode, jedan od
uzroka slu€ajnog variranja moze da bude odlaganje molekularnih interakcija
unutar Celije (Klingenberg i Nijhout 1999). Posto je trajanje transporta molekula
od citoplazme do jedra nepredvidivo, pitanje verovatnoce je koliko ¢e biti
potrebno odredenom regulatornom proteinu da se vezZe za specificno mesto na
DNK molekulu (Phair i Misteli 2000).

lako stabilnost razvi¢a i kanalisanost spre€avaju ispoljavanje fenotipske
varijabilnosti, ova dva procesa se razlikuju u odnosu na uzorke koji dovode do
poremecaja koje "ispravljaju”. Dok kanalisanost razvi¢a puferiSe efekat variranja
spoljasnje sredine, razvojna stabilnost “ispravlja” potencijalne efekte razvojnog
Suma koji nastaje unutar jedinke (Willmore 2007). Ova €injenica je od izuzetne
vaznosti zbog odabira metoda za merenje obrazaca variranja (Van Valen 1962)
(videti odeljak 1.2.2.).

Smatra se da je stabilnost razvica rezultat dva suprotna procesa koji se
deSavaju unutar jedinke: "razvojnog Suma” koji nastaje u toku pocesa razvica, s
jedne strane, i molekularnin mehanizama koji ograni¢avaju fenotipske efekte
takvog izvora variranja, s druge strane (Lens i sar. 2002; Willmore i
Hallgrimsson 2005; Breuker i sar. 2006). Imajuci to u vidu, jasno je da razvojna
stabilnost predstavlja relativno svojstvo (Willmore i sar. 2007). Ukoliko je nivo
razvojnog Suma u dve populacije jednak, smatra se da je populacija sa manjim
stepenom unutar - individualnog variranja razvojno stabilnija. Medutim, kada je
nivo razvojnog Suma u populaciji nepoznat, manji stepen unutar - individulnog

variranja mogao bi da bude rezultat ili efikasnih samoregulatornih mehanizama
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razvojne stabilnosti, ili niskog nivoa prisutnog razvojnog Suma (Willmore i sar.
2007).

Morfoloska integracija. MorfoloSka integracija je medusobna zavisnost grupa
osobina neke jedinke, do koje dolazi zbog zajedni¢kog uticaja funkcionalnih i/ili
razvojnih Cinilaca (Olson i Miller 1958; Cheverud 1996; Wagner 1996;
Klingenberg 2003; Rolian i Willmore 2009). Prema Olson-u i Miller-u,
morfoloSka integracija je “ukupan zbir svih osobina koje, sacinjavajuéi
medusobno zavisne strukture, tvore organizam" (Olson i Miller, 1958). RazliCite
morfoloSke strukture Cine setovi snazno korelisanih fenotipskih osobina zbog
razvojnih i funkcionalnih interakcija. Svaka ponaosob ucestvuje u formiranju
integrisanog organizma, u kome harmoni¢no funkcioniSu jedna u odnosu na
drugu (Olson i Miller 1958). Olson i Miller (1958) su prvi formulisali metod,
baziran na statistiCckim korelacijama, za empirijsko identifikovanje razvojno i/ili
funkcionalno integrisanih  fenotipskih osobina (p-grupe). Proucavanje
morfoloSke integracije intenzivirano je 80-tih godina prosSlog veka, a James
Cheverud (Cheverud 1982, 1995, 1996) je bio prvi evolucioni biolog koji se
bavio integracijom koristec¢i kvantitativno-geneticku teoriju. U svom pristupu,
Cheverud je koristio korelacione matrice kao matematicku alatku za utvrdivanje
odnosa izmedu morfoloskih osobina. Na taj nacin, ovaj naucnik je identifikovao
Cetiri tipa integracije hijerarhijski organizovane izmedu jedinki i populacija. Na
nivou jedinke, to je integracija uzrokovana delovanjem razvojnih i funkcionalnih
faktora. Prema Cheverud-u ova dva tipa integracije se medusobno ne iskljucuju
posto “razviCe treba shvatiti kao dinamiCku funkciju, pri ¢emu je funkcionalna
integracija kod adulta najverovatnije nastala razvojnom integracijom”
(Cheverud, 1996:45). Na populacionom nivou, moze doci do genetiCke
integracije ukoliko se grupe fenotipskih osobina zajedniCki nasleduju, vise ili
manje nezavisno od drugih grupa osobina. GenetiCka integracija moze da
dovede do evolucione integracije, odnosno koevolucije grupa fenotipskih
osobina zbog koordinisanih odgovora na delovanje selekcije. Generalno je
prihvaceno misljenje da do evolucije osobina u integrisane grupe, koje su u

odredenom stepenu nezavisne od drugih grupa osobina, moze da dode zbog
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diferencijalne supresije plejotropnih efekata gena izmedu grupa i pojaCavanja
ovih efekata izmedu osobina unutar grupa (Rolian i Willmore 2009).

1.2.2 Merenje varijabilnosti na osnovu obrazaca variranja

Kako je napomenuto ranije, fenotipsko variranje predstavlja samo jedan
deo ukupne fenotipske varijabilnosti, Sto ograniCava mogucnost njene
kvantifikacije. |z tog razloga, uobiCajeno je da studije koje se bave
problematikom fenotipskog variranja analiziraju posledice delovanja odredenih
genetickih ili sredinskih faktora na odstupanja u razvicu (na primer, izlozenost
razli€itim toksinima ili ekstremnim temperaturama). Na taj naCin, moguce je
utvrditi genotipove, specificne osobine, pa C€ak i razvojne stupnjeve koji su
najpodlozniji promeni. To omogucuje da se na osnovu obrazaca fenotipskog
variranja sagledaju potencijalni razvojni procesi ukljueni u formiranje

fenotipske varijabilnosti (Willmore i sar. 2007).

Posto se fenotipske osobine jedinki razvijaju pod razliCitim genetiCkim i
sredinskim uslovima, razlike u inter - individualnom variranju osobine mogu da
ukazu na sposobnost jedinke da kanaliSe svoje razvice u odnosu na variranje
ovih Cinilaca. Inter - individualno fenotipsko variranje predstavlja meru koja se
najéesSce upotrebljava za kvantifikaciju kanalisanosti, naime, variranje ¢e imati
Siri opseg ukoliko je kanaliSuci potencijal jedinke manji (Willmore i sar. 2007;
Joji¢ i sar. 2011). Jedan od nedostataka ovakvog nacina kvantifikovanja jeste
taj Sto se oslanja na poredenja izmedu populacija, jer ne postoji standard u
odnosu na koji bi se vrsile procene (Rutherford 2000).

Jedna od morfoloSkih karakteristika organizama koja je pogodna za
istraZivanja komponenti fenotipske varijabilnosti, ali i za faktore koji je
struktuiraju, jeste simetrija razliCitih bioloSkih struktura, koja se definiSe kao
specificno ponavljanje delova morfoloske celine u razliCitim pozicijama i
orijentacijama (Debat i David 2001; Klingenberg 2015). Za mnoge bioloSke
sisteme, a narocito za Zivotinjske organizme, karakteristicha je bilateralna
simetrija. Bilateralna simetrija se odlikuje prisustvom parnih delova, koji se
nalaze sa leve i desne strane srediSnje ose. Kod bilateralno simetri¢nih

organizama postoje dva osnovna tipa simetrije koji se mogu razlikovati na
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osnovu odnosa izmedu parnih delova celine i ose simetrije (Klingenberg i sar.
2002). Prvi tip je preklapajuca simetrija (engl. matching symmetry) gde su parne
strukture prisutne kao nezavisne kopije sa obe strane neke morfoloske celine
(Slika 1.2.2.1), a drugi tip je simetrija objekta (engl. object symmetry) kod koje
se osa simetrije nalazi u okviru same celine (Slika 1.2.2.1) (Klingenberg i sar.
2002).

Slika 1.2.2.1. Tipovi bilateralne simetrije morfoloskih celina. Preklapaju¢a simetrija
(engl. matching symmetry): nezavisne kopije latica orhideje sa osom simetrije izmedu
njih koja fiziCki ne dodiruje replike latica (dvosmerna strela). Simetrija objekta (engl.
object symmetry): cvet orideje podelijen na levu i desnu stranu osom simetrije koja

predstavlja deo morfoloSke celine (isprekidana linija).
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Ostali tipovi simetrije su kompleksniji od bilateralne, jer ukljuCuju
ponavljanje viSe strukturnih jedinica. To su, na primer: radijalna simetrija, gde
se replike ponavljaju pod odredenim uglom u odnosu na centralnu osu (Slika
1.2.2.2A), translaciona simetrija, gde se replike ponavljaju duz ose (Slika
1.2.2.2B) i spiralna simetrija, kod koje se rotacija i translacija deSavaju
istovremeno (Slika 1.2.2.2C) (Savriama i Klingenberg 2011). Ipak, najveci broj

studija koje se bave simetrijom odnose se na bilateralno simetri¢ne organizme.

Slika 1.2.2.2. Razliciti tipovi simetrije A - Rotaciona (radijalna) simetrija cveta;
B-Translaciona simetrija prsljenova ki€me ribe; C- Spiralna simetrija ljusture puza

(prema Savriama i Klingenberg 2011).

Pretpostavlja se da se razvi¢e idealno simetricnih organizama odvija u
konstantnim geneti¢kim i sredinskim uslovima. Stoga, svako odstupanje od
idealne simetrije morfoloSkih struktura moze da pruzi uvid u bioloSke procese

koji su do njega doveli (Klingenberg 2005).

Za razliku od razvojne stabilnosti, nestabilnost razvica se ispoljava kao
fenotipska promena nastala uprkos istim genetickim i sredinskim uslovima
(Willmore 2007). Zbog toga se kao mera razvojne nestabilnosti koristi unutar -
individualno variranje, odnosno fluktuiraju¢a asimetrija (FA) (Klingenberg 2003,
2015). Osnovni argument za upotrebu FA kao mere razvojne nestabilnosti jeste
pretpostavka da su leva i desna strana bilateralno simetricnog organizma (ili
organa) nezavisne replike jedne iste strukture koje imaju isti genom i Cije se

razvi¢e odvija u istim spoljasnjim uslovima (Klingenberg 2015). Kada razvi¢e ne
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bi bilo dinamican, vec¢ strogo geneticki determinisan proces, leva i desna strana
predstavljale bi identi¢ne kopije, ispoljavajuci "ciljni” fenotip odredenog genotipa.
Medutim, posto procesi razvi¢a nisu deterministiCki, ¢ak se i u homogenim
sredinama mogu deSavati stohastiCki poremecaji Celijskih procesa, odnosno
razvojni Sumovi koji dovode do odstupanja od oc€ekivanog fenotipa. Razvojni
Sumovi se odigravaju lokalno, akumuliraju¢i se samo na jednom ili jednoj strani
bilateralno simetricnih organa. Dakle, iako dve suprotne strane nekog
organizma dele isti genom i uslove Zivotne sredine, neizbezno je prisustvo
malih fenotipskih razlika medu njima (FA), kao odraz razvojne nestabilnosti
(Klingenberg 2015).

Medu evolucionim biolozima intenzivno je razmatrana moguc¢nost da
fluktuiraju¢a asimetrija kod sesilnih organizama moZe da bude rezultat
fenotipske plasticnosti (Palmer i Strobeck 1986; Nijhout i Davidowitz 2003;
Klingenberg i sar. 2012; Savriama i sar. 2012; Klingenberg 2015). lako je kod
sisara pokazano da se somati¢ke mutacije tokom vremena akumuliraju (Zhou i
sar. 2013), nejasno je u kojoj meri one doprinose fenotipskoj varijabilnosti. Na
osnovu postojecih istrazivanja na billkkama, utvrdeno je da somati¢ke mutacije
ne utiCu bitno na njihovu varijabilnost (Herrera 2009). Isto tako, smatra se da
variranje sredinskih faktora ne moze da utiCe na asimetriju neke bilateralno
simetriCne strukture, jer je ono zanemarljivo malo tokom razvi¢a. lako ovo
obrazlozenje naCelno moze da vazi za organizme koji se kre¢u, ono se ne moze
odnositi na biljke, koje su usled svog sedentarnog nacina Zivota konstantno
izlozene heterogenoj sredini. Kod pokretljivih organizama, intenzitet i pravac
delovanja abiotiCkih faktora menja se njihovim kretanjem, usled Cega razlike
izmedju desne i leve imaju prosecne vrednosti (Klingenberg 2015). Kod sesilnih
organizma, kao i kod organizama koji u svom Zivotnom ciklusu prolaze kroz
statichu fazu (npr. stadijum lutke kod holometabolnih insekata), razvojna
nestabilnost nije jedino i nuZno objasnjenje asimetricnosti morfoloskih struktura.
U ovim slucajevima, do fluktuirajuce asimetrije moze delimi¢no da dode zbog
plastichog odgovora na mikrosredinska variranja. OcCigledno je da je testiranje
hipoteze da plasticnost predstavlja komponentu FA do sada bilo neostvarivo

14



Uvod

zbog nedostatka adekvatnih eksperimentalnih rezultata, pre svega zbog
metodoloskih poteskoca.

Geni, njihove medusobne interakcije, kao i regulacione genske mreze
mogu da dopinesu varijabilnosti sloZzenih osobina utiCuéi na razliCite razvojne
mehanizme tokom ontogeneze. Zbog toga, istrazivanje genetiCke arhitekture
varijabilnosti slozenih fenotipova zahteva razli€it eksperimentalni pristup u
odnosu na analiziranje genetiCke osnove njihovog fenotipskog variranja
(Hallgrimsson 2005). Jedan od pristupa koji je do sada dao najviSe rezultata
potrebnih za utvrdivanje svojstava razvojnih procesa koji utiCu na varijabilnost
sloZzenih morfoloSkih osobina je uporedivanje oCekivanih obrazaca variranja sa
uoCenim (Hallgrimsson 2005). Za ovakve analize, vrlo je uobi€ajena primena
fluktuiraju¢e asimetrije (Debat i David 2001; Klingenberg 2015; Hallgrimsson
2005).

1.3 Biljke kao model organizmi u istrazivanjima ekolosko -

evolucione biologije razvic¢a

Biljke kao sesilni organizmi vrlo su pogodni model sistemi za
eksperimentalna istraZivanja razvi¢a u ekoloSkom kontekstu. Posto na promenu
uslova Zivotne sredine odgovaraju na svim hijerarhijskim nivoima - od molekula
do celog organizma (Freeman i sar. 2003) i buduéi da je njihova organizacija
modularna, sto znaci da se razvi¢e modula koji imaju istu genetiCku osnovu po
pravilu odvija pod razli€itim sredinskim uslovima (nutritivni status, sezonsko i
godisnje variranje abiotiCkih faktora), biljke su posebno pogodne za izu€avanje
fenomena kao Sto su razvojna stabilnost i fenotipska plastiCnost (Mgller i
Shykoff 1999).

1.3.1 Fluktuirajuéa asimetrija kao indikator stresa

Predmeti ekoloSko - evolucionih istrazivanja u kojima je fluktuirajuca
asimetrija koriS¢ena kao indikator nestabilnosti razvica bili su veoma razli€iti:
utvrdivanje efekata genetiCkog i sredinskog stresa (Palmer i Strobeck 1986;
Parsons 1990; Telhado i sar. 2017), kao i sagledavanje bioloSkog kvaliteta
jedinki (Frey i Bukoski 2014; Komac i Alados 2012).
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U odnosu na bilike, fluktuirajuCa asimetrija se smatra pouzdanim
indikatorom sredinskog i genetiCkog stresa (Siikamaki i Lammi 1998; Graham i
sar. 2010). Polazeéi od hipoteze da sredinski stres mozZe da dovede do
povecanja razvojnog Suma, a time i do smanjenog kapaciteta organizma da
ispravi odstupanja u toku razvi¢a (Klingenberg 2015), utvrdeno je da je veli€ina
fluktuirajuce asimetrije analiziranih bioloSkih struktura bila ve¢a u zagadenim
nego u nezagadenim sredinama (Lezcano i sar. 2015), pod delovanjem
toplotnog stresa (Santos i sar. 2006), kao i u klimatskim uslovima nepogodnim
za razvice datih struktura (Maestri i sar. 2015). Takode je utvrdeno da se
veli€ina FA listova statistiCki znaCajno povecavala prilikom delovanja hemijskih
stresora na biljku (Freeman i sar. 1993), radioaktivnih supstanci (Mgller 1998),
UV zraCenja (Midgley i sar. 1998) ili elektromagnetnog zraCenja (Freeman i sar.
1993). Sredinski stres nastao usled kompeticije, prisustva herbivora ili parazita
moze isto tako da dovede do povecanja veliCine FA (Mgller i Sorci 1998;
biliaka mozZe da uti€e na istovremeno povecanje rasta i asimetrije (Freeman i
sar. 1993), kao i da izmedu stope rasta i razvojne stabilnosti postoji jasno
uzajamno ograni¢avanje (engl. trade- off). Naime, Martel i saradnici (1999) su
utvrdili da su listovi koji su brze rasli imali viSi nivo asimetrije. Medutim, bilo je
istraZivanja u kojima nije utvrdena asocijacija izmedu FA i toplotnog stresa

(Radwan i sar. 2003) ili zagadenosti sredine (Arambourou i sar. 2014).

Uporedujuci veli€inu fluktuirajuée asimetrije listova i cvetova kod 19
evropskih biljnih vrsta, Mgller i Eriksson (1994) su utvrdili da je veliCina FA
slicna izmedu vegetativnih i reproduktivnih organa analiziranih biljaka. Medutim,
novija istrazivanja (Sandner i Matthies 2017) pokazala su da, iako je stres
uticao na smanjivanje biomase i broja cvetova kod Silene vulgaris, fluktuiraju¢a
asimetrija lista ove biljne vrste nije se povecavala u stresnim uslovima. U ovom
slu€aju, list nije predstavljao najpouzdaniji indikator sredinskog stresa, za
razliku od cveta Cija je simetrija pod veéim selekcionim pritiskom, te mozZe da

bude bolja mera razvojne nestabilnosti kod biljaka.
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1.3.2 Fluktuirajuéa asimetrija cveta

Simetricnost cveta se dovodi u vezu sa preferencijom oprasivaca,
odnosno, sa njihovom sklono$éu da c&eS¢e posecCuju simetricne nego
asimetrine cvetove, zbog vece “nagrade”, odnosno koli¢ine dostupnog polena
ili nektara (Maller 1995). Pored toga, smatra se da kod odredenih vrsta insekata
postoji urodena sklonost ka simetri¢nim strukturama, tako da i u ovom slu€aju
simetri¢niji cvetovi imaju selektivhu prednost u odnosu na asimetricne (Mgller i
Eriksson 1994).

Poslednjih godina, istrazivanja asimetrije oblika cveta i cvetnih organa
vrlo su intenzivha (Gémez i sar. 2006, 2014; Savriama i Klingenberg 2010;
Savriama i sar. 2012; Gardner i sar. 2016; Radovic¢ i sar. 2017; Tuci¢ i sar.
2018). Jedno od najCescih pitanja jeste da li je FA odraz samo razvojne

nestabilnosti ili joS nekih bioloSkih procesa (Klingenberg 2015)?

1.4 MorfoloSka raznovrsnost cvetnih organa i faktori koji je

strukturiraju

Jedna od osnovnih odlika angiospremi jeste njihova ogromna
raznovrsnost, pre svega zbog modularne organizacije razvi¢a cvetnih organa
(Chahtane i sar. 2017). Najprihvaceniji model do sada, koji objasnjava
genetiCku osnovu razvica Cetiri tipa cvetnih organa, ali i njihovu poziciju u cvetu
jeste ABC(DE) model (Theil3en i sar. 2016). Prema ovom modelu, identitet
cvetnih organa odreden je aktivnho$¢u razli€itih grupa transkripcionih faktora u
primordijama cvetnog meristema (Litt i Kramer 2010). Tako, proteini klase A i B
utiCu na razvice krunicnih listica, dok je identitet prasSnika definisan aktivnoS¢u B
i C klase proteina. Proteini klase E, uz prethodno navedene, uklju¢eni su u
odredivanje identiteta C€asSi¢nih i kruni¢nih listica, kao i prasnika i tucka.
Aktivnos¢éu grupe C i D, samostalno, definiSe se identitet tu¢ka i ovarijuma,
redom (Slika 1.4.1) (TheiRen i sar. 2016). Kao rezultat modularno
organizovanog programa razviéa cveta nastaje struktura sastavljena od

razli€itih organa specificno rasporedenih u koncentricne krugove. To
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omogucéava odredeni stepen autonomije pojedinacnih cvetnih organa Cije

morfoloSke osobine mogu nezavisno da variraju (Glover 2014).

Osobine koje bitno utiCu na morfoloski diverzitet cveta i cvetnih organa
su njihova veli€ina, oblik, simetrija, i svakako, boja. Kada su veli€ina i oblik
cveta u pitanju, njihovo variranje prisutno je na razli¢itim nivoima, kao na primer,
variranje unutar populacija (Elle i Carney 2003), izmedu populacija bliskih vrsta
(Barkman i sar. 2008) ili u zavisnosti od pola cveta (Meagher 1992). Medutim,
iako se razliCite vrste medusobno znacajno razlikuju u veli€ini, stepen variranja
unutar vrsta je niZi (Bradshaw 1965). Veliku raznovrsnost u veli€ini cveta
potvrduje i Cinjenica da razliCiti rodovi iste familije mogu da variraju u Sirokom
opsegu (od 2 - 50 mm) (Razafimandimbison i sar. 2012). Takode, fenotipskoj
raznovrsnosti cveta doprinose i razliCiti tipovi njegove simetrije. Na osnovu
ABC(DE) modela, po kojem se razliCiti organi razvijaju u koncentriCnim
krugovima, biljka formira radijalni (aktinomorfni) cvet. Medutim, zbog promena u
razviéu, veliki broj vrsta formira i bilateralne (zigomorfne, monosimetri¢ne)
cvetove (Busch i Zachgo 2009). Ovaj tip simetrije moze znacajno da utie na
efikasnost prenoSenja polena sa cveta na cvet, kao i na uspesnost
samooprasivanja (Cubas 2004).

Ipak, najupecatljivija fenotipska razliCitost izmedu cvetova razlicitih biljnih
taksona svakako se odnosi na njihovu boju (Glover 2014). lako je variranje u
boji cveta sveprisutno kod angiospermi, dugo se smatralo da ono nije
uobi€ajeno na intraspecijskom nivou (Wheldale 1916; Kay 1978). Medutim, u
novijoj literaturi postoje podaci koji ukazuju da je prisustvo razli€itih varijanti boja
cveta daleko od neuobiCajenog, StaviSe, vrlo je karakteristicno za veliki broj
bilinih vrsta (Tuci¢ i sar. 1988, 1989; Warren i Mackenzie 2001; Carlson i
Holsinger 2015; Ellis i Field 2016; Narbona i sar. 2018).
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Slika 1.4.1. Geneticki ABC(DE) model razviéa cveta. Geni koji odreduju identitet
cvetnih organa: A - identitet ¢asi¢nih listica, A i B - identitet kruni¢nih listica, B i C -
identitet prasnika, C - identitet tu¢ka, D - identitet ovarijuma, E - identitet kruni¢nih i

¢asicnih listiCa, prasnika i delova tucCka izuzev ovarijuma.

1.4.1 MorfoloSke karakteristike cveta kao vizuelni signali za

oprasivace

Sindrom oprasivanja cveta. Osnovna funkcija cveta je reprodukcija, fenomen
koji ukljuuje dva razliCita procesa: opraSivanje, koje podrazumeva prenosenje
polenovih zrna sa prasnika na stigmu tucka, i oplodenje, odnosno, spajanje
muskih i Zenskih gameta (Harder i Routley 2006). Kod entomofilnih biljaka,
osobine cveta i cvetnih organa, kao i stepen njihovog variranja unutar i izmedu
populacija, tradicionalno se dovode u vezu sa ponasanjem opras$ivaca, u smislu
njihove preferencije prema odredenom cvetnom fenotipu (Mgller 1995; Willmer
2011; Schiestl i Johnson 2013). Medu oprasivaCima najbrojniji su insekti, iako
opraSivanje vrSe i ptice, slepi miSevi i drugi kicmenjaci (Kevan i Baker 1983).
Osobine, kao sto su veliina cveta i cvetnih organa, njihov oblik, miris, boja, ¢ak
i elektricno polje cveta, imaju ulogu u privlaCenju opraSivaCa, pa tako
predstavljaju vazne ekoloSke signale za efikasno prenoSenje polena sa jednog
cveta na drugi (Willmer 2011; Clarke i sar. 2013). Medutim, poSto oprasSivaci

doZivljavaju cvet kao izvor hrane, opraSivanje je prakticno nuspojava njihovog
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traganja za nektarom i polenom, bogatih Secerima i drugim vaznim nutrijentima.
Dakle, nektar i polen se smatraju nagradom za opraSivace koji ¢e za uzvrat
obezbediti efikasno prenosenje polena sa jednog cveta na drugi (Glover 2014).
Za mnoge cvetove karakteristicne su odredene morfoloske modifikacije koje
poboljSavaju "nenamerni” kontakt izmedu tela opraSivaCa i reproduktivnih
organa biljke, kao &to su: uzak donji deo "cevi” krunice (engl. corolla tube),
dorzalno postavljene antere ili duboko proSirenje dela cveta u kojem se nalazi

nektar (engl. nectar spur) (Glover 2014).

Polovinom dvadesetog veka, u polinacionoj ekologiji je formulisana
koncepcija pod nazivom “sindrom oprasSivanja”, koga sacCinjavaju grupe osobina
cveta evoluiranih pod delovanjem prirodne selekcije gde su ukljuCeni razliciti
oprasivaci: od biotiCkih (insekti, ptice, mali sisari) do abiotiCkih (vetar, voda)
(Proctor i sar. 1996; Faegri i Van der Pijl 2013). Ove osobine obuhvataju
veliinu, oblik, boju i miris cveta, koliCinu i sastav nektara i polena, vreme
cvetanja i slicno. Smatra se da je sindrom oprasSivanja posledica koevolucije
biljaka i njihovih oprasSivaca (Schiestl i Johnson 2013), $to moZe da dovede do
specijalizacije interakcije izmedu opraSivaCa i cveta (Glover 2014). Kao
ocCigledni primeri navode se sli¢na veliCina cveta i opraSivaca, boja cveta koju
preferira odredena grupa opraSivaca kao i struktura cveta koja morfoloski

odgovara usnom aparatu opraSivaca (Schiestl i Johnson 2013).

Preferencija oprasSivaca u odnosu na morfoloske karakteristike cveta.
Reprodukcija biljaka cvetnica, kao Sto je vec istaknuto, zavisi od ponaSanja
opraSivaca. Buducéi da su sesilni organizmi, biljke su razvile posebnu strategiju
za efikasnu reprodukciju, a to je “koriséenje” morfoloSkih karakteristika u svrhu
priviatenja opraSiva¢a. Ovo je vrlo vazan korak u zivotnom ciklusu biljaka i
zZivotinjskih opraSivaca, jer njihova interakcija dovodi do povecavanja adaptivne
vrednosti biljke, uz istovremeno nagradivanje opraSivaca nektarom ili polenom,
Cime se povecava njihova efikasnost kada je u pitanju potraga za hranom
(Valenta i sar. 2017). PonaSanje opraSivaCa moze da bude takvo da
diskriminiSu cvetove konspecificnih vrsta na osnovu koli€ine i kvaliteta nagrade
(Waddington 2001). Na taj nacin, dinamika proizvodnje polena ili nektara po

cvetu moze mnogo da utiCe na stepen posecenosti cveta od strane oprasSivaca
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(Klinkhamer i Van der Lugt 2004), na vreme cvetanja (Galen i Plowright 1985),
kao i na efikasnost u prenoSenju polena unutar cveta ili izmedu razliitin
cvetova (Thomson i Plowright 1980). U kontekstu selekcije koju vrse oprasivaci,
ono $to moze da povecéa reproduktivni uspeh biljke svakako je proizvodnja
kvalitetne i obimne nagrade (Cresswell 2000). Pokazano je da odredene
morfoloSke osobine cveta mogu da se dovedu u vezu sa kvalitetom i koli¢inom
nagrade koju proizvodi biljka, tako da, pod tim okolnostima, opraSiva¢i mogu da
nauCe da biraju izmedu razli¢itih osobina cveta koje promoviSu prisustvo i

kvalitet polena ili nektara (Blarer i sar. 2002; Internicola i sar. 2007).

Literaturni podaci ukazuju da oprasSivaci preferiraju cvetove i cvetne
elemente vecih dimenzija, usled njihove bolje uodljivosti, ali i usled veceg
sadrzaja nutrijenata (Schaefer i Ruxton 2011). Isto tako, oblik i simetrija cveta
mogu da se dovedu u vezu sa koli€¢inom nagrade za oprasivace. Gomez i
saradnici (2008) su pokazali da su veli€ina cvetne tube kao i dijametar cveta
kod Erysimum mediohispanicumu pozitivhoj korelaciji sa koliCinom nektara i
polena, redom. Utvrdeno je da su oprasSivaci znac€ajno ¢esée posecivali cvetove
sa duzim tubama i ve¢im dijametrom u odnosu na druge cvetove u populaciji.
Jedan od primera kako morfoloSke karakteristike cveta mogu da predstavljaju
odraz kvaliteta i koliCine nagrade jeste studija na cvetovima Epilobium
angustifolium (Mgller 1995). Naime, utvrdeno je da su bumbari ¢eS¢e posecivali
vece i simetriCnije cvetove u populaciji, kod kojih je takode detektovana veca
koli¢ina nektara (Mgller 1995).

Svakako jedan od najznacCajnijin vizuelnih signala za opraSivace jeste
boja cveta, ali i kontrast boje cveta u odnosu na podlogu (Valenta i sar. 2017).
Rezultati istraZzivanja u tom kontekstu su kontroverzni (Mogford 1978; Miller
1981; Morgan i Schoen 1997; Jones i Reithel 2001). OprasSiva¢i mogu da imaju
urodenu sklonost ka odredenoj boji, kao Sto je to slu€aj kod razliCitih vrsta
bumbara, koji pokazuju preferenciju ka plavim i ljubi¢astim cvetovima (Lunau i
Maier 1995; Dyer i Chittka 2004). Generalno, p¢ele i bumbari pokazuju narocitu
sklonost ka cvetovima Cija boja ima talasnu duzinu izmedu 400 i 420 nm (Dyer i
Chittka 2004). Pored toga, neke grupe opraSivaCa imaju sposobnost ucenja

kroz iskustvo, na osnovu ¢ega mogu da dovedu u vezu odredenu boju cveta i
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dobit koju im ona donosi, a koja se uglavhom odnose na kvalitet i koliCinu
nagrade u obliku hranljivih materija (Dyer 2006; Glover 2014). Imajucu sve ovo
u vidu, jasno je da je morfoloSki diverzitet cveta, uz neizostavne efekte
fizioloSkih i filogenetskih ograni€enja, mogao da bude rezultat selekcije koju
vrSe oprasivaci (Darwin 1862; Ollerton i Lack 1998; Schiestl i Johnson 2013).

1.4.2 Polimorfizam boje cveta i mehanizmi njegovog odrzavanja

Polimorfizam boje cveta definiSe se kao prisustvo dve ili viSe razlicitih
boja cveta u istoj populaciji (Clegg i Durbin 2000; Narbona i sar. 2018). Vrste
mogu biti polimorfne za boju cveta u jednim, a monomorfne u drugim
populacijama, usled variranja u frekvenciji pojavljivanja odredenih fenotipskih
varijanti u razli¢itim heterogenim sredinama (Wright 1978). Ukoliko je za
razdvojene monomorfne populacije karakteristicha odredena boja cveta, takve
vrste ne mogu da se smatraju polimorfnim (Narbona i sar. 2018). KoriScenje
termina “polimorfizam” u kontekstu boje cveta podloZno je diskusiji iz dva
razloga. Prvi se odnosi na Cinjenicu da boja kao osobina nije uvek diskretna,
ve¢ moze kontinuirano da varira usled razliCite koncentracije biljnih pigmenata
(Clegg i Durbin 2000), dok se drugi odnosi na poteSkoce prilikom procene vrste
kao polimorfne. Naime, mogucée je da se jedinke, koje iako pripadaju vrsti
monomorfnoj za boju cveta, sporadi¢no pojavljuju u razlicitijoj boji u populaciji, i
da se tako vrsta pogresno identifikuje kao polimorfna (Ford 1945; Wright 1978;
Forsman i Wennersten 2016). Uzrok ovome, u najve¢em broju sluCajeva, jeste
prisustvo povratnih mutacija koje dovode do prestanka sinteze pigmenata, te su
osim obojenih cvetova u populaciji, u malom broju prisutni i oni bele boje
(Schatz i sar. 2013). Ovakvi fenotipovi, zastupljeni sa niskom ucestaloS¢u kod
vrsta monomorfnih za boju cveta, nestaju iz populacija nakon nekoliko

generacija (Forsman i Wennersten 2016).

Obojenost cveta moze da bude rezultat refleksije odredene talasne
duZine svetlosti (strukturna obojenost), ili, CeSée, rezultat efekata biljnih
pigmenata (Schatz i sar. 2013). Pigmenti apsorbuju deo spektra vidljive
svetlosti, reflektuju¢i onu talasnu duzinu koja nije apsorbovana (Glover 2014).

Cetiri grupe pigmenata odgovorne su za obojenost kod biljaka, a to su:
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flavonoidi, betalaini, karotenodi i hlorofil (Tanaka i sar. 2008). Pored toga Sto
odreduju boju cveta, pigmenti funkcioniSu i kao fotoprotektori prilikom zracenja
UV i vidljivog dela spektra. Takode, pigmenti kao $to su hlorofil i karotenoidi
imaju bitnu ulogu u fotosintezi, dok flavonoidi mogu da ucestvuju u fizioloSkim
odgovorima biljaka na stres (Harborne i Williams 2000; Tanaka i sar. 2008).
Flavonoidi su pigmenti koji od svih navedenih u najveCoj meri doprinose
obojenosti cveta. U ovu grupu pigmenata spadaju auroni, halkoni, flavoni i
flavonoli koji cvetu daju boju Zutih nijansi, kao i antocijani koji boje cvet u plavo,
ljubiCasto, crveno i narandzasto (Miller i sar. 2011). Betalaini su pigmenti
karakteristiCni za red Caryopyllalles koji cvetu daju boju od Zute do crvene
(Tanaka i sar. 2008). Karotenoidi daju boju, u opsegu od Zute do crvene, dok
hlorofil daje zelenu boju razli€itim delovima biljke (Tanaka i sar. 2010).

Polimorfizam boje cveta mozZe da se javi usled promena u koncentraciji i
sastavu pigmenata (Narbona i sar. 2018). Promenom koncentracije pigmenata
dolazi do stvaranja gradijenta intenziteta odredene boje (od svetlih ka tamnim
nijansama), dok promene u njihovom sastavu dovode do pojave razli¢itih nijansi

boja (na primer, crvena i roze boja) (Sobel i Streisfeld 2013).

Geneticku osnovu polimorfizma boje cveta najceS¢e Cine promene u
biosintetskom putu antocijana. One mogu da nastanu usled mutacija koje
pogadaju funkcionalne gene koji kodiraju za enzime ukljuCene u sintezu
pigmenata, ali i usled promena u regulaciji transkripcije tih gena (Sobel i
Streisfeld 2013).

Evolucioni mehanizmi odrZavanja polimorfizma boje cveta. GenetiCka i
fenotipska varijabilnost su preduslov za delovanje evolucionih mehanizama, pa
je pitanje o odrzavanju polimorfizama u prirodnim populacijama od velikog
znaCaja za evoluciono - bioloSka istrazivanja. Polimorfizam boje cveta u
populacijama odrzava se kroz selekciju posredovanu razliCitim biotiCkim i
abiotiCkim faktorima (Strauss i Whittall 2006). Isto tako, moguce je da
polimorfizam opstaje i neadaptivnim mehanizmima, kao $to je ekvilibrijum

izmedu protoka gena i genetickog drifta (Wright 1978).
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Oprasivaci predstavljaju dominantne selektivhe agente u odnosu na sve
ostale biotiCke faktore koji imaju ulogu u odrZavanju polimorfizma boje cveta
(Meléndez-Ackerman i sar. 1997). Oni mogu da pokazu preferenciju ka
specificnoj boji i tako ucine da odredeni fenotipovi budu favorizovani u
populacijama vrsta polimorfnih u odnosu na boju (Medel i sar. 2003). Tako, na
primer, kod vrste Mimmulus, pcCele preferiraju cvetove sa manjim sadrZzajem
pigmenata, dok kolibriji ¢e$¢e posecuju one bogate nektarom i sa visokim
sadrzajem antocijana (Schemske i Bradshaw 1999). Osim toga, smenjivanje
grupa opraSivaca tokom godina mozZe da doprinese odrzavanju polimorfizma
boje (Meléndez-Ackerman i Campbell 1998). Ovakav nacin odrzavanja
polimorfizma boje moguc¢ je samo u populacijama biljaka generalista koje
posecuju najmanje dve razliCite grupe opraSivata sa razliitim obrascem
ponasanja u odnosu na izbor boje. Selekcija koju vrSe opraSivaCi moze da
zavisi od ucCestalosti odredene varijante boje cveta u populaciji. Kod vrsta koje
ne pruzaju nagradu u vidu nektara, odrzavanje polimorfizma boje moze da se
objasni negativhom selekcijom zavisnom od ucCestalosti (Imbert i sar. 2014). U
ovom sluc€aju, odredena boja cveta koju opraSivac preferira postaje negativan
signal, nakon €ega on uci da izbegava takve varijante i menja svoje ponasanje
tako $to bira drugu varijantu boje (Gigord i sar. 2001). Ipak, smatra se da je ovo
redak selektivni mehanizam koji u€estvuje u odrzavanju polimorfizma boje
(Tremblay i sar. 2004).

Pored oprasSivaca koji nesumnjivo imaju zna€ajnu ulogu u evoluciji cveta,
bililke su Cesto izlozene delovanju razliCitih biotickih faktora, kao Sto su na
primer, herbivore i patogeni koji mogu da vrSe selekciju u odnosu na boju
(Narbona i sar. 2018). Imajuéi u vidu zastitnu ulogu koju biljni pigmenti imaju u
tom kontekstu, njihova koliCina i sadrzaj uticaCe na obrazac preferencije
herbivora i patogena (Strauss i Whittall 2006). Jedan od primera kako herbivori
mogu da utiCu na odrzavanje polimorfizma boje je studija na vrsti Raphanus
sativus za koju su karakteristiCne dve varijante boje cveta: bela (bez antocijana)
i roze (sa antocijanima) (Irwin i sar. 2003). Buduci da je pokazano da opraSivaci
preferiraju bele varijante, oCekuje se da e se njihova ucestalost u populacijama

povecavati, medutim pokazano je suprotno (Stanton 1987). Objasnjenje za
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odrzavanje polimorfizma boje ove vrste lezi u tome da herbivore, izbegavajuci
obojene cvetove i birajuéi iste varijante kao i opraSivaci, utiCu na smanjenje

adaptivne vrednosti (engl. fitness) biljaka belih cvetova (Irwin i sar. 2003).

Isto tako, i abiotiCki faktori (temperatura vazduha i UV zralenje, na
primer) mogu da odrzavaju polimorfizam boje cveta u populaciji. Biljke sa
razliCitim varijantama boje cveta u razli€itom stepenu su tolerantne na delovanje
abiotiCkih faktora, zbog razli€ite koli€ine pigmenata (npr. antocijana) za koje je
pokazano da imaju vaznu ulogu u zastiti biljnih éelija od brojnih abiotickih
stresora koji dovode do oksidativnhog stresa (Narbona i sar. 2018). Antocijani
obavljaju svoju funkciju delujuci kao antioksidanti ili apsorbujuéi svetlost Cime
Stite biljku od Stetnih efekata visokog intenziteta vidljive i UV svetlosti. Tako, na
primer, jedinke sa belim cvetovima opstaju u manje stresnim sredinama, za
razliku od onih obojenih koje pokazuju vecu toleranciju na razliCite stresore
(Strauss i Whittall 2006).

Polimorfizam boje cveta moze da se odrzi i evolucionim mehanizmima
kao Sto su genetiCki drift, migracije i mutacije (Narbona i sar. 2018).
ProuCavajuéi polimorfizam boje cveta vrste Linanthus parryae, Wright je
zakljuCio da je prostorna distribucija monomorfnih i polimorfnih populacija
posledica slu€ajnih procesa, odnosno genetickog drifta (Wright 1943, 1978).
Medutim, naredne studije nisu potvrdile ove rezultate, ve¢ su pokazale da je
prirodna selekcija dominantni mehanizam koji utiCe na postojanje razlika u
frekvenciji odredenih boja zastupljenih u razli€itim lokalnim populacijama (Epling
i sar. 1960; Schemske i Bierzychudek 2001).

Vaznu ulogu u odrzavanju polimorfizma boje cveta mogu da imaju i dva
tipa reprodukcije karakteristi¢nih za biljke: klonalna propagacija i samooplodnja
(Narbona i sar. 2018). Pojava nove varijante boje cveta u populaciji usled
mutacija vrlo je Cesta, ali kod vrsta koje se razmnozZavaju seksualnim putem
takve varijante vrlo brzo bivaju eliminisane iz populacije (Wu i sar. 2013).
Medutim, kod vrsta koje imaju sposobnost klonalnog razmnoZavanja, ovakvi
mutanti mogu da se odrze duzi vremenski period, Sto povecava Sansu za

njihovu stabilizaciju (Imbert i sar. 2014). Polimorfizam boje cveta narocito je
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Cest kod monkotiledonih, klonalnih biljaka, kao Sto su orhideje ili irisi (Narbona i
sar. 2018). Samooplodnja moze da, u narednoj generaciji, poveca ucestalost
varijanti boje cveta koje se retko pojavljuju u odredenim populacijama i za koje
postoji mala verovatno¢a da c¢e biti prvi izbor opraSivata (Subramaniam i
Rausher 2000).

1.5 Geometrijska morfometrija kao metodoloski pristup u
kvantifikaciji fenotipskog variranja slozenih morfoloskih

struktura

Morfometrija je disciplina koja metodama multivarijantne statistike
omogucava kvantifikaciju veliine i oblika morfoloskih struktura (Dryden i Mardia
2016). Ova metoda je od velikog znagaja u evolucionoj biologiji, jer omoguéava
utvrdivanje obrazaca fenotipskog variranja, kao i sagledavanje mehanizama
evolucionih promena. Sezdesestih i sedamdesetih godina proslog veka,
istraZivaCi pocCinju da koriste metode multivarijantne statistike da bi opisali
variranje oblika unutar i izmedu definisanih grupa. Ovaj pristup, nazvan
tradicionalna ili multivarijantna morfometrija (Blackith i Reyment 1971), sastoji
se od statistickin analiza razliCitih setova morfoloSkih varijabli. NajcesSc¢e
varijable koje se koriste jesu linearne duzinske mere, ali ukljueni su i njihovi
odnosi, kao i uglovi. Mnoga pitanja u morfometriji se odnose i na alometriju,
odnosno, na promenu oblika zavisnu od promene veliCine (Jolicoeur 1963).
Stavie, mnogo truda je uloZeno za razvijanje metoda koji bi korigovali efekat
veli€ine, i izdvojili varijable oblika koje bi se zatim Kkoristile u statistiCkim
analizama (Jungers i sar. 1995).

Vremenom, postalo je oCigledno da tradicionalna morfometrija nosi i
odredene nedostatke. Na primer, duzinske mere i njihov odnos €esto imaju iste
vrednosti za razliCite oblike morfoloskih struktura, Sto moze da dovede do
pogreSne slike o realnim oblicima (Strauss i Bookstein 1982). Isto tako,
predlozene su mnoge metode za korekciju efekta veli€ine, ali nije bilo
jednostavno utvrditi koja je od metoda davala najpouzdanije i najpreciznije
rezultate (Smith 1980, 1984; Blackstone 1987).
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Koncepcijski nov nacin analize oblika morfoloskih celina nastaje pojavom
geometrijske morfometrije koja pocCinje Sire da se primenjuje krajem dvadesetog
veka (Rohlf i Slice 1990; Klingenberg i sar. 2002; Adams i sar. 2004). Ova
relativno nova oblast zasniva se na idejama Skotskog zoologa i matematicara
Thompson-a (Thompson 1917), kao i matematiCara i statistiCara koji su razvijali
nov nacin geometrijskin analiza oblika morfoloskih celina (Kendall 1984;
tradicionalnu morfometriju jeste ta Sto se definicija oblika poklapa sa
matematiCkom definicijom (Kendall 1984). Dakle, oblik se u geometrijskoj
morfometriji definiSe kao skup geometrijskih informacija koje su nepromenjive u
odnosu na skaliranje, translaciju i rotaciju (Klingenberg i Monteiro 2005).
Mogucnost grafickog prikazivanja, odnosno, vizuelizacija promena oblika Cini
ovu metodu pogodnom za utvrdivanje faktora i mehanizama koji dovode do
datih promena (Monteiro i sar. 2000). Nakon Sto je ova metoda istovremeno
omogudila statisticku obradu podataka sa jedne, i vizuelizaciju promene oblika
sa druge strane, geometriiska morfometrija oznaCena je joS i kao

"morfometrijska sinteza" (Adams i sar. 2004).

1.5.1 Koriséenje specifi€nih tacaka za opisivanje oblika morfoloskih

struktura

Oblik u geometrijskoj morfometriji moze da bude opisan koordinatama
specificnih taaka i njihovim odnosima. Specificne tacke (engl. landmarks)
predstavljaju jasno, i sa velikom preciznoSc¢u, definisane anatomske tacke
postavliene na odredenoj morfoloskoj strukturi, a njihove konfiguracije
predstavljaju polazne podatke u analizama geometrijske morfometrije
(Bookstein 1997).

Na osnovu geometrijskih kriterijuma, definisana su tri osnovna tipa
specificnin taCaka (Bookstein 1997). Prvom tipu taCaka pripadaju specifiCne
taCke koje se nalaze na mestima susticanja razliCitih delova morfoloskih celina.
Drugom tipu pripadaju specificne tacke koje predstavljaju mesta najistaknutijin
zakrivljenja analizirane strukture. Trecem tipu pripadaju tacke Cija se mesta

mogu odrediti isklju€ivo u odnosu na celu strukturu. Isto tako, sve ¢eS¢e su u
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upotrebi i taCke koje ne pripadaju ni jednom tipu, nego su ravnomerno
rasporedene duz kontura morfoloSke celine. Takve tacke se oznaCavaju kao
specificne polutacke (engl. semilandmarks).

Mera veli€ine objekta opisanog specificnim tatkama u geometrijskoj
morfometriji predstavljena je veli€inom centroida (engl.Centroid Size - CS).
Veli€ina centroida se definiSe kao mera disperzije specificnih taCaka od sredista
(centroida) date konfiguracije (Zelditch i sar. 2012), dok, matematicki
predstavlja kvadratni koren sume kvadrata rastojanja specificnih tacaka od
centroida (Bookstein 1997).

1.5.2 Generalizovana Prokrustova superimpozicija

Da bi se dobile geometrijske informacije o obliku, neophodno je ukloniti
razlike koje su uslovljene efektima veliCine, polozaja i orijentacije.
Generalizovana Prokrustova analiza, odnosno Prokrustova superimpozicija
(engl. Generalized Procrustes Analysis- GPA), najsire je prihvaéena procedura
kojom se, eliminacijom navedenih efekata, dobijaju varijable oblika za svaku
uzorkovanu jedinku (Rohlf i Slice 1990; Dryden i Mardia 2016). Ovom metodom
skaliraju se konfiguracije specificnih taaka na jediniCnu vrednost centroida,
centriraju u odnosu na pocCetak koordinatnog sistema i rotiraju u odnosu na
referentnu vrednost. Na taj nacin, eliminiSu se razlike u veli€ini, polozaju i
orijentaciji, te se zadrzavaju iskljuCivo informacije o obliku morfloSke celine
(Dryden i Mardia 2016) (Slika 1.5.2.1). Koordinate specificnih taCaka nakon
Prokrustove superimpozicije nazivaju se Prokrustve koordinate i predstavljaju
polazne podatke za dalje analize varijabilnosti oblika. Osnovna mera razlika u
obliku oznaCava se kao Prokrustova distanca, a izraCunava se kao kvadratni
koren sume kvadrata rastojanja izmedu odgovarajucih specificnih taCaka nakon
Prokrustove superimpozicije (Dryden i Mardia 2016). Jedna od najvecih
prednosti geometrijske u odnosu na tradicionalnu morfometriju je Sto
omogucéava razgraniCavanje veli€ine, predstavljene veli¢inom centroida, i oblika

morfoloske strukture, koji su opisani Prokrustovim koordinatama.
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Rotacija do iste orijentacije
oo

Slika 1.5.2.1. Graficki prikaz osnovnih koraka Generalizovane Prokrustove

analize: skaliranje, translacija i rotacija.

1.5.3 Graficki prikaz promene oblika

Polazna osnova koja omogucava vizuelizaciju promene oblika
analiziranog objekta je ta da su konfiguracije specificnih taCaka postavljene na
beskonacnoj i tankoj metalnoj plo€i (engl. thin plate spline- TPS). Deformacija i
promena oblika tanke metalne ploce isklju€ivo zavisi od postojecih razlika u
konfiguracijama specifiCnih taCaka, a energija koja je potrebna za deformaciju
predstavlja osnovu za izraCunavanje varijabli oblika (engl. bending energy)
(Bookstein 1997; Zelditch i sar. 2012). Tako, ovaj pristup ne samo da je

znacCajan zbog grafickog predstavljanja promene oblika, nego i zbog
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matematiCke osnove koja omogucava izraCunavanje varijabli oblika koje se
dalje koriste u statistickim analizama. Promene u obliku, odnosno, promene
poloZaja specificnih taCaka posle Prokrustove superimpozicije, mogucée je
prikazati na razliCite nacine. Najprostiji na€in grafickog predstavljanja promene
oblika, koji se koristio na samim pocecima koris¢enja geometrijske morfometrije
kao metode, jeste upotreba, takozvanih, grafika "lizalica” (engl. lollipop) ¢ime je
promena polozaja specificnih tataka predstavljena vektorima (Slika 1.5.3.1A)
(Siegel i Benson 1982; Chapman 1990; Klingenberg 2013). Medutim, ovakav tip
grafika ne pruza informaciju o realnim promenama oblika, nego isklju€ivo o

polozZaju tacaka.

Da bi se preciznije i realnije prikazale promene oblika, koriste se grafici u
kojima su specificne tatke nakon Prokrustove superimpozicije spojene pravim
linijama (engl. wireframe) (Slika 1.5.3.1B) ili crtezi (obrisi morfoloSkih struktura
koje se analiziraju) koji menjaju svoj oblik koristeCi informacije iz konfiguracija
specificnih taCaka postavljenih na tankoj savitljivoj ploCi (engl. outline drawings)
(Slika 1.5.3.1C) (Klingenberg 2013).

Poslednjih decenija, geometrijska morfometrija postaje metoda koja se
intenzivno koristi u izu€avanju asimetrije oblika razliitih organizama
(Klingenberg i McIntyre 1998; Klingenberg i sar. 2002; Savriama i Klingenberg
2011; Klingenberg 2015). Geometrijsko morfometrijskim pristupom potvrdeni su
rezultati dobijeni u tradicionalno morfometrijskim studijama asimetrije (Palmer i
Strobeck 1986; Joji¢ i sar. 2011), ali je otvorena i moguénost za dobijanje
odgovora na nova pitanja, posebno ona postavljena u kontekstu evolucione
biologije razvi¢a (Klingenberg i Mcintyre 1998; Klingenberg 2015). Narocito je
intenzivirana primena geometrijske morfometrije u evoluciono bioloSkim
istrazivanjima vezanih za oblik i veliCinu cveta i cvetnih elemenata, kao i
preferenciju oprasSivaca ka ovim morfoloSkim osobinama (Gémez i sar. 2006,
2008a; Gomez i Perfectti 2010; Savriama i sar. 2012).
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Slika 1.5.3.1. Nacini vizuelizovanja (grafi¢ki prikazi) promene oblika grane
tuckal. pumila. A - Grafik “Lizalica” (engl. lollipop graph): promena polozaja specifi¢nih
taCaka predstavljena je vektorima. B - Grafik u kojem su specificne tatke spojene
pravim linijjama (engl. wireframe graph): sivom bojom je predstavljen polazni oblik
grane tucka, a crnom ciljni oblik strukture. C - Grafik u formi crteza (engl. outline
drawing). sivom bojom je predstavljen polazni oblik grane tu¢ka, a crnom ciljni oblik

strukture.
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1.5.5 Alometrija

Kao jedan od vaznih faktora koji utiCu na morfoloSku evoluciju, navodi se
koncept alometrije koji se odnosi na zavisnost variranja odredenih osobina
morfoloSke celine od promena u njenoj celokupnoj veli€ini (Gould 1966;
Klingenberg 1998; Ivanovi¢ i Kalezi¢ 2013). Na taj nacin, promene u veli€ini
mogu da uti€u na promene u obliku Citavog organizma, usled ¢ega alometrija
predstavlja ograni¢avajuéi faktor promene oblika tokom ontogenije (Klingenberg
2010). Sa druge strane, pored alometrijske komponente oblika postoji i
nealometrijska komponenta koja se odnosi na promene oblika morfoloSke
strukture koje nisu pracene promenama u njenoj veli€ini (Klingenberg 2010;
Ivanovi¢ i Kalezic 2013). Moguc¢nost razdvajanja ove dve komponente
obezbeduje sagledavanje i prikazivanje varijabilnosti oblika neke morfoloske

strukture nezavisno od promene veli€ine.

Jedna od najveCih prednosti geometrijske morfometrije u odnosu na
ranije metode za analizu oblika jeste to S§to se kao ulazni podaci ne koriste
samo duzinske mere i njihovi odnosi, veé¢ konfiguracije specificnih tacaka, sto
omogucéuje da informacija o obliku ostane kompletna. Multivarijantnom
regresijom varijabli oblika na geometrijsku meru veliine (veliCina centroida)
utvrduje se statistiCka znacCajnost prisustva alometrije, kao i udeo u varijabilnosti
oblika koji je uslovljen alometrijom (Gould 1966; Monteiro 1999; Klingenberg
2016). Ocigledno je da pocCetak 21.veka sa sobom donosi sazrevanje
geometrijske morfometrije kao metode, ali i prihvatanje Prokrustove paradigme
kao standarda u metodoloSkom pristupu za analizu oblika bioloSkih struktura
(Klingenberg i sar. 2002; Viscosi i Cardini 2011; Viscosi 2015).
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2 Ciljevi istrazivanja

Cvet je biljni organ izuzetno slozene morfologije, Ciji diverzitet u pogledu
oblika, veliine i boje daleko premasSuje druge biljne organe. Specificne forme
cveta entomofilnih vrtsa i njegovih delova predstavljaju adaptacije (najceSce
nastale delovanjem opraSivata kao selekcionih faktora) koje obezbeduju
maksimalni reproduktivni uspeh biljaka. Ne samo da jedinke razli€itih biljnih
vrsta ili populacija iste vrste mogu da produkuju cvetove razliCite spoljasnjosti,
vec i razliCiti genotipovi iste populacije mogu da budu morfoloski razliciti. Jedan
od takvih primera je i entomofilna biljka /ris pumila, karakteristiCna po izuzetno
atraktivnim cvetovima razliCitih boja, koja poti¢e od pigmenata antocijana i
karotenoida. Kao i kod drugih vrsta iz roda Iris, cvet I. pumila Cine Cetiri trimerna
navojka (engl. whorls) funkcionalno razli¢itih organa: dva spoljasnja navojka
pigmentisanih struktura, tzv. tepala (engl. tepals), jednog navojka prasnika i
trogranog tucka tepaloidnog izgleda u sredini. Cvetovi I. pumila su radijalno
simetriCni, sa cvetnim organima rasporedenim oko centralne ose pod uglom od
120°. lako je simetrija cveta kao celine radijalna, cvetni organi /. pumila su

bilateralno simetri¢ni.

Ovako kompleksna morfologija cveta I. pumila omogucila nam je da
istrazimo relativni uticaj tri glavne determinante fenotipske varijabilnosti:
kanalisanosti, fenotipske plastiCnosti i stabilnosti razvita na ekspresiju
fenotipskog variranja oblika funkcionalno razliitih cvetnih organa, koris¢enjem
geometrijske morfometrije kao pouzdanog metodoloSskog pristupa za

kvantifikovanje variranja oblika slozenih morfoloskih struktura.

Koriséenjem [. pumila kao model-sistema, postavljeni su sledeci ciljevi ove

disertacije:
e Utvrdivanje obrazaca fenotipskog variranja oblika tri cvetna organa

I. pumila: fola, standarda i grane tucka, koji vrSe razliCite funkcije u

procesu seksualne reprodukcije.
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Procena uticaja alometrije na veliCinu variranja oblika cvetnih organa.

Testiranje hipoteze da fenotipska plasticnost u odnosu na
mikrosredinsko variranje direkcionih sredinskih faktora predstavija

komponentu asimetriCne varijanse oblika cvetnih organa.

Utvrdivanje obrazaca variranja veliine i oblika cvetnih organa

I. pumila u odnosu na boju cveta.
Detektovanje preferencije opraSivaca I. pumila prema odredenim

morfoloskim osobinama cvetnih organa i njihova potencijalna uloga

kao selekcionih medijatora.
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3 Materijal i metode

3.1 Ispitivana vrsta

Bradata patuljasta perunika /Iris pumila L. je viSegodiSnja entomofilna
biljka koja naseljava livadsko - stepske predele centralne i jugoistoCne Evrope
(Randolf 1955). Prirodna stanista ove vrste u Srbiji su njen severni i istoCni deo,
a najzastupljenija je u Deliblatskoj pesc¢ari koju €ini kompleks pes€anih dina u
juznom Banatu (44° 47' N, 21° 20" E; Gaji¢ 1983). Specificnost vrste su
Clankoviti rizomi (podzemna stabla) koji bo&nim grananjem u odnosu na
roditeljski izdanak formiraju klonove kruznog oblika. Kako je godiSnji prirast
klona oko 50 mm, na osnovu pre¢nika se moze proceniti njegova starost (Tuci¢
i sar. 1989).

I. pumila cveta u aprilu, a period cvetanja traje oko dve nedelje. Cvetovi
su pojedinacni i izrazito polimorfni u odnosu na boju (Slika 3.1.1). Polimorfizam
boje cveta nastaje kao rezultat segregacije veéeg broja genskih lokusa, tako da
cvetni fenotip omogucava identifikaciju razliCitih klonova u sezoni cvetanja
(Tuci¢ i sar. 1988).

Slika 3.1.1. Sest razligitih varijanti boje cveta /. pumila.
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Cvet I pumila je izuzetno kompleksna morfoloSka struktura koja se
sastoji od organa razli€itih u svojoj funkciji i obliku (Mathew 1981). Svaki cvetni
organ je sacCinjen od tri identiCna elementa koji su radijalno rasporedeni oko
centralne ose, formirajuci jedan od Cetiri koncentricna kruga. Dva spoljasnja
kruga se sastoje od "tepala": horizontalno usmerenih "folova" i vertikalno
usmerenih "standarda", koji Cine sterilni deo cveta. Folovi imaju ulogu u
priviaenju opraSivata sa kra¢e, dok standardi imaju ulogu u privlaCenju
opraSivaCa sa duze distance. Duz centralnog nerva fola nalazi se
karakteristicna brada sacCinjena od velikog broja resica koja ima ulogu u
mehanickoj podrSci oprasivaCima prilikom sletanja. Unutrasnja dva kruga,
odnosno fertilni deo cveta, sacinjavju tri prasnika i tri tepaloidna tu¢ka sa zigom
na vrhu. Upadljiva karakteristika cveta I. pumila jeste polinacioni tunel koji se
sastoji iz ventralno postavljenog fola i dorzalno postavljenog tucka, savijenog
iznad pradnika (Slika 3.1.2).

resta

( Prasnik
Zig tuéka

Brada

Slika 3.1.2. Fotografija cveta I. pumila. Prikazani su sterilni (fol, standard) i fertilni

(tucak, prasnici) delovi cveta.
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Geometrija cveta . pumila je kompleksna. Cvetovi su aktinomorfni, sa
bilateralno simetricnim cvetnim organima rasporedenim oko centralne ose, tako
da se organi koji pripadaju istom koncentric(nom krugu nalaze pod uglom od
120° jedan u odnosu na drugi (Slika 3.1.3).

180° 180°

120° MR 2400 1200 [0

00

Slika 3.1.3. Fotografija cvetova I. pumila. Prikazani su cvetovi dva rameta istog klona

sa razli¢itom orijentacijom cvetnih organa. N - pravac ka severu (engl. North).

RazmnoZzavanje I. pumila odvija se polnim i vegetativnim putem. Polna ili
seksualna reprodukcija vrste je omogucena opraSivanjem uz pomo¢ insekata.
NajCesSci oprasivac vrste I. pumila je bumbar (Bombus sp.), mada je oprasuju i
druge vrste roda Apis. Plod je Caura koja nakon sazrevanja puca po uzduznim
Savovima (lokulama), rasejavaju¢i semena u neposrednoj blizini majke biljke.

Bespolno, aseksualno, razmnozavanje odvija se putem rizoma.

Niz osobina I. pumila &ine ovu vrstu pogodnim i ¢esto koriS¢enim model
organizmom (Tarasjev i sar. 2012). Moguc¢nost kontrolisanog oprasSivanja
obezbeduje sprovodenje eksperimenata u kojima se istrazuju geneticki,
sredinski i/ili materinski efekti u ukupnom variranju fenotipa (Tuci¢ i Avramov
1996). Takode, visok nivo geneti¢ke varijabilnosti koji je prisutan u prirodnim
populaciama . pumila, pogodan je za populaciono - genetiCka
istraZivanja.Tako, polimorfizam boje cveta irisa, kao i njegovo odrzavanje, Cini

ove populacije pogodnim za istrazivanje ovog vaznog fenomena u evolucionoj
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biologiji (Tuci¢ i sar. 1988; Tarasjev 1997). Kako se [. pumila pored polnog,
razmnozava i vegetativnim putem, to wvrstu Cini izuzetho pogodnom za
evoluciono - ekoloSka istrazivanja, odnosno, za analiziranje uticaja razlicitih
faktora zivotne sredine na evoluciju osobina (npr. morfoloskih i biohemijskih)
(Tuci¢ i sar. 1990; ManitaSevic¢ i sar. 2007; Vuleta i sar. 2009; Tuci¢ i Miljkovi¢
2010; Manitasevi¢ Jovanovi¢ i sar. 2011). Uzimajuci u obzir njen sesilni nacin
Zivota, moguce je analizirati odgovore vegetativnih i seksualnih organa (na
razli€itim nivoima bioloSke hijerarhije) na heterogenost sredine, §to ovu vrstu
Cini adekvatnim model organizmom za istrazivanje jednog od vaznih bioloskih
fenomena - fenotipske plasti¢nosti (Tuci¢ i sar. 1998, 2009; Avramov i sar.

2007; Vuleta i sar. 2009; ManitasSevi¢ Jovanovic i sar. 2011).

3.2 Eksperimentalna populacija

U eksperimentalnom radu u ovoj disertaciji, kao model organizmi
koriS¢ene su jedinke . pumila proistekle iz recipro¢no faktorskog eksperimenta
obavljenog u aprilu 1996. godine na podrucju Deliblatske pes€are. U sredini
fenofaze cvetanja odredene su dve grupe od po 12 klonova (ukupno 24
klonalna genotipa) koji su nasumi¢no odabrani u odnosu na njihovu boju cveta.
U okviru svake grupe, vrSeno je recipro¢no ukrstanje. U direktnom ukrstanju,
jedna polovina klonova odredena je za primaoca polena, a druga polovina za
davaoca, dok je u povratnom ukrStanju primalac polena postao davalac i
obrnuto. UkrStanje parova vrSeno je rucno, previaCenjem antere muskog

roditelja (davalac polena) preko vrha tu¢ka Zenskog roditelja (primalac polena).

Semena dobijena iz ovih ukrdtanja su Cuvana na 4°C do pocetka
isklijavanja, a zatim su isklijale biljke, po stepenu srodstva braca/polubraca i
sestre/polusestre, gajene, tokom juvenilne faze, u sobi za rast biljaka pod
kontrolisanim uslovima (temperatura: 21°C nocu i 26°C danju; fotoperiod: 16h;

2 §7). Adultne bilike stare Sest meseci

intenzitet svetlosti: 110 pmol m
presadene su u keramiCke saksije dijametra 20 cm, premesStene u
eksperimentalnu basStu Instituta za bioloSka istrazivanja ,SiniSa Stankovi¢” i

poredane po principu slu€ajnosti u odnosu na stepen srodstva u blokove, gde i
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dalje rastu pod sli¢nim sredinskim uslovima (engl. Common garden experiment)
viSe od 23 godine (Slika 3.2.1) (Tuci¢ i sar. 2008, 2013; Radovi¢ i sar. 2017).

Slika 3.2.1. Eksperimentalna basta Instituta za bioloska istrazivanja ,,SiniSa
Stankovié¢", Beograd. Potomstvo /. pumila poreklom iz semenskog materijala
dobijenog iz recipro¢nog faktorskog eksperimenta u prirodnom stanistu ove vrste na

podrucju Deliblatske peSc&are.
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3.3 Priprema cvetova za geometrijsko - morfometrijske analize

3.3.1 Uzimanje uzoraka cvetova, konzervisanje, disekovanje i

skeniranje cvetnih organa /. pumila

Za utvrdivanje obrazaca variranja oblika i veliCine cvetnih organa
I. pumila koriS¢en je 101 cvet biljaka. Billke su su rasle u saksijama gde su
formirale klonove od veceg broja rameta. Cvetovi su sakupljani svakodnevno od
21. marta do 1. aprila 2008. godine, u vremenskom intervalu od 11h do 15h.
Sveze uzorkovani cvetovi su pojedinicno stavljani u plasticne teglice (50ml)
napunjene 70% etanolom. Biljni materijal je ¢uvan na sobnoj temperaturi do
disekcije. Procedura disekcije podrazumevala je jedan rez na kraju cvetne tube
(1 mm ispod racvanja tepala) koji je razdvojio pojedinatne cvetne organe.
Folovi, standardi i grane tuCkova su, zatim, postavljani na staklenu plocu
prekrivenu 50% glicerolom, na kojoj su paZljivo razvla¢eni do njihovog prirodnog
oblika. Na ovaj nacin fiksirani cvetni organi skenirani su optickim skenerom
(CanoScan 5600F) na istoj rezoluciji (600dpi).

Za opis i kvantifikaciju veli€¢ine i oblika cvetnih organa definisali smo
konfiguracije od 18 taCaka za fol i granu tuc¢ka, kao i konfiguraciju od 19 taCaka

za standard (Slika 3.3.1.1). Detaljan opis specifi¢nih taCaka dat je u tabeli 1.

Specificne taCke su postavljane koriS¢enjem programa ImagedJ (Rasband
1997) u koji je instaliran namenski programiran paket u kojem su sadrzani
geometrijski parametri za definisanje mesta specificnih tacaka tri razliita
organa cveta [. pumila. Nakon ubacivanja skeniranih fotografija disekovanih
cvetova, program je automatski navodio na precizno definisana mesta na

cvetnim organima na koja bi trebalo postaviti specificne tacke.
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Slika 3.3.1.1. Polozaj i definicije specificnih tacaka na cvetnim organima

1. pumila: A - Fol. B - Standard. C - Grana tucka.
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3.3.2 Obrasci u variranju veli¢ine i oblika razli¢ito orijentisanih

cvetnih organa I. pumila

Da bismo utvrdili da li postoji karakteristiCan obrazac variranja veli€ine i
oblika cvetnih organa I. pumila u odnosu na gradijent mikrosredine kojem su
izlozeni, kao i da li je asimetrija razliCito orijentisanih cvetnih organa rezultat
fenotipske plasti¢nosti, svakodnevno smo sakupljali cvetove u eksperimentalnoj
basti od 21. marta do 1. aprila 2014. godine, u vremenskom intervalu od dva
sata, pocCevsi od 11h. Orijentaciju cvetnih organa smo odredivali u odnosu na
polozaj Sunca definisanog azimutom: 164,08° do 164,05° u periodu od 21. do
29. marta i 143,64° do 143,40° u periodu od 30. marta do 1. aprila (promena u
vrednostima je prisutna zbog prelaska sa zimskog na letnje raCunanje vremena
koje je pocelo 30. marta 2014). Ove vrednosti ukazuju na to da se Sunce tokom
uzorkovanja nalazilo na jugu. PoloZzaj Sunca definisan je koriS¢enjem

kalkulatora dostupnog na internet adresi http://www.esrl.noaa.gov/gmd/grad/sol

calc/. Organi istog cveta orijentisani ka jugu bili su izlozeni vecoj koli€ini
suncevog zraCenja od onih orijentisanih ka severu. Takode, organi orijentisani
ka istoku primali su vecu koli€inu zraCenja sa desne strane, a oni orijentisani ka

zapadu, sa leve strane (Slika 3.3.2.1).

Za potrebe ovog eksperimenta izabrali smo 267 klonova od kojih je svaki
imao dva istovremeno otvorena cveta razliCitih orijentacija: jedan cvet sa folom
direktno okrenutog ka jugu, i drugi sa standardom direktno okrenutog ka jugu.
Kako su po tri replike razli€itih cvetnih organa irisa rasporedene u intervalu od
120°, finalni uzorak se satojao od Sest grupa organa razli€itih u orijentaciji.
Cvetni organi jednog rameta sa istog klona obeleZzavali smo sa 0° (fol koji je
okrenut direktno ka Suncu, odnosno, jugu), 120° i 240°, dok su organi drugog
rameta obelezevani sa 60°, 180° i 300° (Slika 3.1.3). Prosecni intenzitet
svetlosti (PAR) merenje svakodnevno u toku trajanja eksperimenta u periodu od
11h do 12h, i to u dva polozaja: vertikalno u odnosu na ramet i horizontalno, za
svaku od tri orijentacije cvetnih organa (0°, 120° i 240°) (Tabela 2).
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Slika 3.3.2.1. Grafic¢ki prikaz mikro-gradijenta ambijentalne svetlosti kome su
izlozeni cvetni organi razlic¢itih orijentacija. A - Gradijent svetlosti predstavljen kao
postepeno zasenCavanje ka vrhu dijagrama (od 0° do 180°). Cvetni organi se nalaze
pod razli€itim uglom u odnosu na gradijent zbog razli€itih orijentacija. L (levo) i D

(desno) oznacavaju levu i desnu stranu pojedinacnih organa. B - Efekat gradijenta

svetlosti na pojedinacne cvetne organe.

Cvetovi su sakupljani i disekovani na isti nain kao u prethodnom
eksperimentu. Specificne tatke (Tabela 1, Slika 3.3.1.1) su postavljane koristeci
program tpsDig2 (Rohlf 2006).
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3.3.3 Obrasci u variranju veli€¢ine i oblika cvetnih organa I. pumila

kod biljaka razli¢ite boje cveta

U aprilu 2008. godine, u sredini fenofaze cvetanja, uzorkovano je ukupno
155 cvetova iz eksperimentalne baste koji su, na osnovu boje, podeljeni u pet
grupa: lila (n= 60), plava (n= 59), tamno lila (n= 15), tamno plava (n= 7) i zuta
(n= 14). Cuvanje uzoraka cvetova i disekcija su obavljani po prethodno
opisanom protokolu (videti odeljak 3.3.1.). Na digitalne fotografije skeniranih
cvetnih organa postavljane su specificne tacke koriS¢enjem programa ImageJ
(Rasband 1997) (Tabela 1, Slika 3.3.1.1).

3.3.4 Preferencija oprasivac¢a prema morfoloskim osobinama cvetnih

organa i boji cveta I. pumila

U ovom eksperimentu, svakodnevno su, sa poCetkom u 11h, prikupljani
upravo otvoreni cvetovi. Uzorkovanje se obavljalo, u periodu od 9. do 16. aprila
2015. godine. Prikupljeno je po 90 opraSenih i neoprasenih cvetova I. pumila.
Kriterijum po kojem bi cvet odredenog klona pripao jednoj od dve navedene
grupe jeste prisustvo polenovih zrna na zigu tucka. Uzorkovani su samo oni
neopraseni cvetovi koji su se nalazili na udaljenosti od oko 1m u odnosu na
oprasen cvet. Uzorkujuci parove oprasenih i neoprasenih cvetova na pomenutoj
razdaljini, izbegnut je uticaj prostorno bliskih cvetova biljaka na slu€ajni odabir

oprasivaca.
3.3.4.1 Morfoloske osobine cveta i cvetnih organa

Da bi se utvrdilo da li obrasci u variranju morfolo$kih osobina utiCu na
izbor opraSivaca, za 90 parova oprasenih i neoprasenih cvetova, nonijusom je
izmerena i zabelezena visina cveta, odnosno, razdaljina od povrSinskog nivoa
zemlje u saksiji do vrha standarda. Cvetovi su, odmah potom, sakupljeni za
morfometrijske analize. Procedura sakupljanja i disekovanja cvetova je ista kao
i u prethodnim eksperimentima. Nakon skeniranja cvetnih organa, postavljane
su specificne tacke u programu ImagedJ (Rasband 1997) (Tabela 1, Slika
3.3.1.1).
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3.3.4.2 Ekstrakcija i odredivanje apsorpcije antocijana

Radi odredivanja koli€ine pigmenata, uzete su konfete dijametra 6 mm
sa standarda, oprasenih i neoprasenih cvetova. Nakon prikupljanja, uzorci su
zamrznuti u teCnom azotu i tako transportovani iz eksperimentalne baste do

laboratorije, gde su €uvani na temperaturi od -70°C do upotrebe.

Antocijani su ekstrahovani u kiselom metanolu (0,5% HCI), uz
sonifikaciju u ultrazvu¢énom vodenom kupatilu u trajanju od 10 minuta, i potom
kontinuirano me$anje 17 h na 4°C. Nakon centrifugiranja (12000 x g, 4°C),
apsopcija supernatanta je merena spektrofotometrom (Multiskan Spectrum,
Thermo Electron Corporation) u mikrotitar plo€ama na 540nm.
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3.4 Geometrijska morfometrija

Za cvetne organe /. pumila karakteristiCna je simetrija objekta (engl.
object symmetry), tako da simetricnu komponentu Cine prosecne vrednosti
specificnih taCaka originalne konfiguracije i njene refleksije. AsimetriCna
komponenta kvantifikovana je odstupanjima originalnih konfiguracija od
srednjeg oblika originalnih i reflektovanih konfiguracija (Klingenberg i sar. 2002).

Za odvajanje simetricne i asimetrichne komponente variranja oblika
cvetnih organa, kao i za procenu statistiCke znacajnosti razliCitih komponenti
asimetrije, koristili smo delimi€no modifikovanu analizu varijanse, odnosno,
Prokrustovu analizu varijanse (Prokrustova ANOVA) (Klingenberg i Mclintyre
1998). U analizama asimetrije i njenih komponenti, nuzna je i procena greske
merenja, te su zbog toga specificne taCke postavljane dva puta na digitalne
fotografije cvetnih organa sa odredenim vremenskim razmakom. Prokrustovom
analizom varijanse smo procenili efekte nekoliko faktora na ukupnu varijansu
oblika analiziranih cvetnih organa: efekat jedinke (meduindividualno variranje),
efekat strane (prisustvo direkcione asimetrije), efekat interakcije jedinke i strane
(prisustvo fluktuirajuce asimetrije), kao i efekat greSke merenja.

3.4.1 Statisticke analize

3.4.1.1 Obrasci variranja oblika cvetnih organa i procena alometrije

Da bi sagledali varijabilnost simetricne i asimetricne komponente
variranja oblika cvetnih organa [ pumila, Koristili smo analizu glavnih
komponenti (engl. Principal Component Analyses - PCA). Matematicki, ulazne

e v

matrice kovarijansi koordinata specificnih tacaka.

Da bi utvrdili prisustvo alometrije, odnosno, vezu izmedu veliine i oblika
cvetnih organa uradena je multivarijantna regresija varijabli oblika simetriCne
komponente na log vrednosti veliCine centroida (log CS) (Monteiro 1999).
Multivarijantna regresija uradena je za fol, standard i granu tucka. Dobijenim
procentom ukupnog variranja cvetnih organa koja se moze objasniti promenom

njihove veli€ine, opisana je zavisnost variranja oblika cvetnih organa i njihove
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veli€ine. StatistiCka znacCajnost nasuprot nulte hipoteze o nezavinosti oblika i

veliine procenjena je permutacionim testom sa 10000 iteracija (Good 1994).

Prokrustova superimpozicija, analiza glavnih komponenti i regresiona

analiza su uradene pomoc¢u programa MorphoJ (Klingenberg 2011).

3.4.1.2 Variranje obrazaca velicine, oblika i asimetrije cvetnih organa

I. pumila indukovano heterogenoséu ambijentalne svetlosti

Kao mera veliCine cvetnih organa /. pumila, koriS¢ena je veliCina
centroida (CS). Da bi se ispitao uticaj orijentacije na srednju vrednost veli€ine
cvetnih organa, primenjena je jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA).
StatistiCke analize veliCine uradene su pomocu statistickog softverskog paketa
SAS (SAS Institute Inc 2010).

Kako je cvet I pumila struktura kompleksne simetrije, u ovom
eksperimentu simetrija i asimetrija su analizirane na dva nivoa (Savriama i
Klingenberg 2011). Prvi nivo se odnosi na ceo cvet kao morfoloSku strukturu sa
preklapaju¢om simetrijom. U ovom slucaju, nivo asimetrije cveta procenjen je
razlikama veliCine i oblika izmedu cvetnih organa razli€itih u orijentaciji. Drugi
nivo se odnosi na cvetne organe kao zasebne bilateralno simetricne morfoloSke
celine. Uzimajuci u obzir simetriju objekta kao morfoloSku karakteristiku cvetnih
organa, razdvajanjem ukupne varijanse oblika na komponente omogucena je
procena efekta gradijenta svetlosne sredine na simetriju i asimetriju cvetnih

organa razliCite orijentacije.

Razlike izmedu srednjih oblika cvetnih organa [ pumila razliCite
orijentacije analizirane su pomocu kanonijske diskriminantne analize (engl.
Canonical variate analysis - CVA), statistiCke procedure koja pronalazedi
linearne kombinacije promenljivih, na osnovu srednjih vrednosti osobina i
njihovog variranja, doprinosi maksimalnom razdvajanju analiziranih grupa
(Zelditch i sar. 2012). CVA je uradena za simetriCnu i asimetricnu komponentu
ukupne varijanse oblika cvetnih organa. StatistiCka znaCajnost razlika izmedu
srednjih oblika cvetnih organa razli€itih orijentacija dobijena je permutacionim
testovima sa 10000 iteracija koriste¢i Mahalanobisove i Prokrustove distance
kao ulazne podatke.

47



Materijal i metode

Prokrustova superimpozicija i kanonijska diskriminatna analiza su

uradene pomocu programa Morphod (Klingenberg 2011).

Da bi se od ukupne fenotipske varijanse izdvojio deo uzrokovan
razli€itom orijentacijom cvetnih organa, Prokrustova suma kvadrata za strukture
sa preklapajucom simetrijom rastavljena je na komponente po sledecoj formuli

(1) (Savriama i Klingenberg 2011):

3P D?(x; %) =pXi,D3(%, %) + nYP_, D?(¥, ¥) + Y, XP_, D?
(xis%) + (35 — %), (1)

gde promenljiva D predstavlja kvadrat Prokrustovih distanci izmedu dve
konfiguracije taCaka, p broj replika cvetnih organa, x;; oznacava konfiguraciju
taCaka replike s (moZze imati vrednosti od 1 do p) jedinke /, X je srednja vrednost
konfiguracije ukupnog uzorka, X, je srednja vrednost jedinke i, a x; predstavlja
srednju vrednost za repliku s. U ovu jednacinu smo ukljucili dodatni efekat cveta
(rameta) ugnjezdenog u efekat biljke (klona). Prokrustove sume kvadrata za
pojedinaCne cvetne organe izraCunavane su odvojeno za simetricnu i

asimetriénu komponentu.

Procenat fluktuiraju¢e asimetrije koja je uzrokovana razliCitom
orijentacijom cvetnih delova, izraCunata je kao odnos sume kvadrata asimetrije
uzrokovane razli€itim orijentacijom i sume kvadrata ukupne asimetrije u cvetu.
Na isti naCin je odreden udeo drugih tipova asimetrije koji su deo asimetricne
komponente fenotipskog variranja.

3.4.1.3 Testiranje razlika u veli¢ini i obliku cvetnih organa u odnosu na

boju cveta

Parametri deskriptivne statistike (srednja vrednost CS, standardna
greSka i koeficijent variranja) izraCunati su za pet razli€itih boja cvetnih organa.
Razlike izmedu boja u veli€ini (CS) fola, standarda i grane tucka testirane su
jednofaktorskom analizom varijanse (ANOVA). Parna poredenja prosec¢nih
vrednosti CS izmedu razli€itih boja cvetnih organa testirana su Tukey post - hoc

testom. Deskriptivna statistika, jednofaktorska ANOVA i Tukey post - hoc test
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uradeni su koris¢enjem PROC MEANS i PROC GLM procedura programa SAS
(SAS Institute Inc 2010).

Da bi procenili statistiCku znacajnost razlika u simetricnoj i asimetri¢noj
komponenti u odnosu na boju cveta kao faktor, uradena je Prokrustova analiza

varijanse (Prokrustova ANOVA).

Za svaku od navedenih boja izraCunat je prose€an (srednji) oblik cvetnih
organa. Parno poredenje proseCnih oblika za fol, standard i granu tucka, i
znacajnost razlika u obliku cvetnih organa kod razli¢itih boja cveta testirana je
primenom diskriminantne analize (engl. Discriminant Function Analysis - DFA).
Kada uzorak sadrzi viSe od dve grupe, kao Sto je to sluCaj u ovom
eksperimentu, DFA se obavlja za svaki par posebno (Timm 2002). Razlika
izmedu srednjih oblika razli€itih boja cvetnih organa /. pumila testirane su na
simetricnoj komponenti ukupnog variranja oblika. DFA je izvedena i za podatke
bez alometrije, odnosno na rezidualnim vrednostima multivarijantne regresije
varijabli oblika na veliinu centroida. Statisticka znafajnost razlika izmedu
srednjih oblika parova odredenih boja folova, standarda i grana tuckova,
utvrdena je permutacionim testovima sa 10000 iteracija koriste¢i Prokrustove
distance kao ulazne podatke.

Prokrustova superimpozicija, Prokrustova ANOVA, multivarijantna
regresija i diskriminatna funkcionalna analiza uradene su pomocéu programa
Morphod (Klingenberg 2011).

3.4.1.4 Preferencija oprasivaca u odnosu na morfologiju i boju cvetnih

organa i boji cveta I. pumila

Srednja vrednost i standardna greSka za morfoloSke osobine cveta
(visina cveta i CS cvetnih organa), kao i za apsorpciju antocijana izraCunata je
za grupe oprasenih i neoprasenih cvetova [. pumila. Poredenja srednjih
vrednosti morfoloskih osobina cveta i apsorpcije antocijana izmedu dve

eksperimentalne grupe testirana su Studentovim ¢t testom.

Kako bi utvrdili koja od varijabli najvise doprinosi razlikama izmedu

eksperimentalnih grupa, uradena je analiza glavnih komponenti (engl. Principal
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component analysis- PCA) koris¢enjem korelacionih matrica pojednacénih

osobina cveta (visina cveta i koli€ina antocijana) i cvetnih organa (CS) /. pumila.

Prisustvo selekcije zavisne od opraSivaca na morfoloSke (visina cveta,
veli€ina centroida cvetnih organa) i biohemijske (apsorpcija antocijana) osobine
testirano je multivarijantnom regresijom relativne adaptivne vrednosti (engl.
fitness) na transformisane vrednosti osobina, kao i na vrednostima dobijenim iz
analize glavnih komponenti (PC skorovi). Kao komponenta adaptivhe vrednosti
u ovim analizama bilo je prisustvo, odnosno odsustvo polena na Zigu tucka.
Adaptivna vrednost je bila jednaka nuli, za neopraSene cvetove, i jedinici, za
oprasene. Posto je adaptivna vrednost definisana kao nezavisna kategorijska
promenljiva sa dva moguca ishoda, koristili smo logistiCku regresiju za dobijanje
selekcionog gradijenta a (Menard 2002). Za utvrdivanje tipova selekcije od
strane opraSivaa na analizirane osobine, kvantifikovali smo linearne i
kvadratne selekcione gradijente (B i y, redom) (Lande i Arnold 1983; Arnold i
Wade 1984). Selekcioni gradijenti izraCunati iz logisticke i linearne regresije (a i
B) interpretiraju se kao direkciona selekcija, dok se kvadratni selekcioni
gradijent (y), u zavisnosti da li ima pozitivnu ili negativhu vrednost, definiSe kao

koeficijenti stabilizacione, odnosno disruptivne selekcije, redom.

Kako uzorak nije zadovoljavao kriterijum normalne raspodele, vrednosti
osobina su pre analize glavnih komponenti i regresionih analiza transformisane
kubnim korenovanjem. Parametri deksriptivne statistike, t test, analiza glavnih
komponenti, kao i regresione analize uradene su pomocu SAS softverskog
paketa (SAS Institute Inc 2010).

Za poredenja srednjih oblika cvetnih organa opraSenih i neoprasenih
cvetova primenjena je diskriminatna analiza (DFA) na simetri¢noj komponenti
varijanse oblika. Takode, pomocu iste analize, poredeni su srednji oblici parova
opraSenih i neoprasenih cvetnih organa odredene boje. Da bi se eliminisale
razlike izmedu srednjih oblika uzrokovane promenom u veli€ini, DFA je
ponovljena sa rezidualnim vrednostima multivarijantne regresije varijabli oblika

na veliCinu centroida kao ulaznim podacima. StatistiCka znafajnost razlika
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izmedu srednjinh oblika parova cvetnih organa, dobijena je permutacionim
testovima sa 10000 iteracija, koristeCi Prokrustove distance.

Prokrustova ANOVA je uradena u cilju ispitivanja efekata nekoliko
faktora na ukupno variranje oblika analiziranih cvetnih organa: efekta
meduindividualnog variranja, efekta strane (prisustvo direkcione asimetrije) i

efekta interakcije izmedu individue i strane (prisustvo fluktuirajuce asimetrije).

Prokrustova superimpozicija, multivarijantna regresija, diskriminatna
funkcionalna analiza i Prokrustova ANOVA su uradene pomocu programa
Morphod (Klingenberg 2011).

Vrednosti dobijene pomocéu Prokrustove analize varijanse (suma
kvadrata odstupanja za fluktuiraju¢u asimetriju i greSku merenja) koriS¢ene su
za izraCunavanje indeksa fluktuirajuce asimetrije (FA10 indeks) (Palmer i
Strobeck 1986) oblika cvetnih organa oprasenih i neoprasenih cvetova koristeci
formulu (2).

FA10= (Msjedinkaxstrana - Msgreéka merenja) I'M (2)

MSjedinka x strana predstavlja sumu kvadrata odstupanja za fluktuirajucu
asimetriju, @ MSgreska merena SUMuU kvadrata odstupanja greSke merenja
procenjenih Prokrustovom analizom varijanse za odredeni cvetni organ.

Promenljiva M u formuli predstavlja broj ponovljenih merenja.

FA10 indeks je bilo moguce izraCunati samo za one grupe koje su
zadovoljavale osnovno pravilo veliCine uzorka primenljivo u geometrijskoj
morfometriji, a koje glasi da broj jedinki u analiziranoj grupi mora da bude vedi
od broja definisanih specifinih tacaka koje opisuju njihov oblik (Zelditch i sar.
2012). StatistiCku znacajnost razlika izmedu FA10 indeksa izraCunatih za
cvetne organe oprasenih i neoprasenih cvetova, kao i za cvetne organe
opraSenih i neoprasenih cvetova klasifikovanih po razli€itim bojama dobili smo
pomocu F testa (Palmer i Strobeck 1986). Vrednost F smo racunali deljenjem
vece i manje vrednosti FA10 indeksa grupa koje poredimo. Broj stepeni slobode

se izraCunava za svaku grupu pojedinacno (2)
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dfFA1O= (Msjedinka x strana ~ MSgreéka merenja)2 /
{( MSjedinka xstrana)2 / [ (8'1 )(J'1) ] + (MSgreéka merenja)2 / [ SJ(M'1) ] }, (2);

gde je MSjedinka x strana SUMa kvadrata odstupanja za fluktuirajucu asimetriju, a
MSgreska merenja SUMa kvadrata odstupanja greSke merenja izraCunate pomocu
Prokrustove analize varijanse. Promenljiva S predstavlja broj strana, J broj
jedinki, a M broj ponovljenih merenja. Deo formule (S-1)(J-1) se odnosi na broj
stepeni slobode (df) za faktor interakcije jedinka x strana, dok se deo formule
SJ(M-1) odnosi na broj stepeni slobode (df) za greSku merenja Prokrustove
analize varijanse. Da bi se utvrdilo da li se analizirane grupe razlikuju u nivou
fluktuirajue asimetrije, dobijena F vrednost uporedena je sa pretpostavljenom

F distribucijom za dati stepen slobode.
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4 Rezultati

4.1 Variranje oblika cvetnih organa I. pumila

Variranje oblika cvetnih organa u eksperimentalnoj populaciji procenjeno
je analizom glavnih komponenti (PCA). Rezultati PCA pokazuju da se najveci
procenat variranja oblika moze opisati pomocu prve tri PC ose za sva tri

analizirana cvetna organa (Tabela 3 A-C).

4.1.1 Obrasci variranja oblika fola

Simetriécna komponenta variranja oblika. Prva PC osa simetricne
komponente variranja oblika fola opisuje 43,4% ukupnog fenotipskog variranja
(Tabela 3A). Promene u obliku fola opisane prvom osom odnose se na
izduzivanje i suzavanje ovog organa u pozitivnom, odnosno skracCivanje i Sirenje
celokupne strukture u negativnom delu PC ose (Slika 1A). Druga PC osa
opisuje promene oblika koje se odnose se na suZavanje gornje polovine (engl.
blade) uz istovremeno proSirivanje donje polovine, odnosno drSke fola (engl.
haft) u pozitivnom smeru ose. Suprotan trend moze se zapaziti u negativhom
smeru iste PC ose (Slika 1A). Obrazac variranja uocen za tre¢u PC osu odnosi
se na Sirenje gornje polovine i suZzavanje drske fola u pozitivnom, i obrnuto u

negativhom delu smeru PC ose (Slika 1A).

Asimetricna komponenta variranja oblika. NajveCi udeo variranja
asimetricne komponente oblika fola opisan je prvom PC osom (41,7%) (Tabela
3A). Promene asimetricne komponente oblika fola opisane prvom osom odnose
se na blago naginjanje gornje polovine fola u levu ili desnu stranu, u zavisnosti
od dela ose za koji se promena vezuje (Slika 1B). Promene oblika opisane
drugom PC osom su istovremeno izduzivanje donje desne i gornje leve
povrSine fola u pozitivnom, i obrnuto, u negativnom smeru PC ose (Slika 1B).
Promene oblika opisane trecom PC osom podrazumevaju istovremeno
intenzivno savijanje gornje leve povrSine u levu stranu i donje desne povrsine u

desnu stranu za pozitivan deo PC ose (Slika 1B).
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4.1.2 Obrasci variranja oblika standarda

Simetriéna komponenta variranja oblika. Prva PC osa za simetricnu
komponentu variranja oblika standarda opisuje 43,2% ukupnog variranja
(Tabela 3B). Promene u obliku standarda opisane prvom osom odnose se na
izduzivanje i suzavanje standarda u pozitivnom, odnosno, njegovo skracivanje i
Sirenje u negativnom delu PC ose (Slika 2A). Promene oblika koje su
pridruzene drugoj PC osi odnose se na izduzivanje ploCe (engl. blade) i
istovremeno skracivanje drSke standarda (engl. haft) za pozitivan, i obratno za
negativan deo PC ose (Slika 2A). Obrazac variranja uocen na trecoj PC osi
odnosi se na Sirenje gornje polovine ploCe standarda u pozitivnom smeru i

njeno suzavanje u negativom smeru PC3 ose (Slika 2A).

Asimetricna komponenta variranja oblika. Vise od 60% ukupne
varijanse oblika standarda opisano je pomocu prve tri PC ose za asimetri¢nu
komponentu (Tabela 3B). Promene oblika standarda opisane prvom osom
odnose se na blago naginjanje vrha ploCe i drSke standarda u levu stranu u
negativhom smeru, odnosno u desnu stranu u pozitivnom smeru PC1 ose (Slika
2B). Promene oblika vezane za drugu PC osu se ispoljavaju kroz blago
savijanje vrha ploCe standarda u desnu stranu u slu€aju pozitivhog, i obrnuto u
slu€aju negativnog dela ose (Slika 2B). Promene oblika vezane za tre¢u PC osu
podrazumevaju torziju plo€e standarda u desnu, odnosno, levu stranu za

pozitivan i negativan deo PC3 ose, redom (Slika 2B).

4.1.3 Obrasci variranja oblika grane tuc¢ka

Simetriéna komponenta variranja oblika. Najveci procenat ukupnog
variranja oblika grane tucka za simetricnu komponentu, opisan je pomocu prve
dve PC ose (83,4%) (Tabela 3C). Promene u obliku grane tucka opisane prvom
osom odnose se na njihovo suzavanje u pozitivnom, odnosno, na Sirenje ove
strukture u negativnhom delu PC ose (Slika 3A). Promene oblika koje su
pridruzene drugoj PC osi odnose se na proSirivanje donjeg dela grane tucka
iduc¢i od negativnih ka pozitivhim vrednostima ove ose (Slika 3A). Promene
oblika pridruzene trecoj PC osi ispoljavaju se kroz promene u Sirini i duzini ziga
tuCka (Slika 3A).
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Asimetricna komponenta variranja oblika. NeSto manje od polovine
ukupne varijanse oblika grane tuCka za asimetricnu komponentu (39,3%)
opisano je prvom PC osom (Tabela 3C). Promene oblika opisane PC1 osom
odnose se na savijanje ziga tucka u desnu ili levu stranu, u zavisnosti da li je
promena vezana za njen pozitivni ili negativni deo (Slika 3B). Slicne promene
oblika vezane su za drugu PC osu, uz dodatno savijanje donjeg dela u
odredenu stranu (Slika 3B). Treca PC osa opisuje promene oblika koje se

odnose na doniji deo grane tucka (Slika 3B).

4.1.4 Alometrijske promene oblika cvetnih organa I. pumila

StatistiCki znaCajan uticaj alometrije utvrden je za sva tri analizirana
cvetna organa, pri ¢emu je udeo alometrije u variranju oblika bio specifi€an za
svaki cvetni organ: 6,07% za fol, 3,26% za standard i 9,76% za granu tucka
(Tabela 4).

Uticaj alometrije na promenu oblika mogao se vizuelno uoCiti kao
relativno proSirivanje svih cvetnih struktura. Na primer, kod fola je sa
povecanjem veliCine dolazilo do relativhog proSirenja drske (Slika 4A), dok su
kod standarda najuodljivijie promene oblika bile izduzivanje drSke i relativho
proSirenje ploCe (Slika 4B). Za granu tucka je uoCeno da se proSirivala sa

povecanjem veli€ine (Slika 4C).
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4.2 Uticaj mikrosredinskog gradijenta ambijentalne svetlosti na
variranje veli¢ine, oblika i asimetrije cvetnih organa

I. pumila

Uticaj mikrosredinskog gradijenta ambijentalne svetlosti na fenotipske
vrednosti veli€ine i oblika cvetnih organa I. pumila razli€ite orijentacije testiran je
primenom jednofaktorske analize varijanse, kao i kanonijske diskriminatne
analize, kojom su uporedeni srednji oblici fola, standarda i grane tucka razli€itih

orijentacija.

Srednje vrednosti veliCine centroida (CS) cvetnih organa su imale
priblizno jednake vrednosti u odnosu na njihovu orijentaciju (Tabela 5).
Jednofaktorska ANOVA potvrdila je da ne postoji statistiCki znaCajna razlika
izmedu prosecne veliine centroida za sva tri analizirana cvetna organa razliCite

orijentacije (Tabela 6).

Razlike u oblicima razliCito orijentisanih folova su suptilne - ali ne i
zanemarljive (Slika 5). U odnosu na simetricnu komponentu varijanse, razlike u
obliku se uglavnom odnose na S$irinu njegove drSke; folovi sa najuzom drskom
bili su juzno orijentisani (0°; Slika 5A). U sluCaju asimetricne komponente,
uocCen je karakteristiCan obrazac promene, a to je naginjanje centralnog nerva u
smeru obrnutom od kazaljke na satu. Posmatrajuéi cvet kao celinu, njegova
simetrija izgledom podseca na oblik vetrenjaCe (engl. pinwheel symmetry) (Slika
5B). Dakle, iako suptilna, asimetrija oblika fola je specificna za svaku definisanu

orijentaciju.

Obrasci variranja oblika fola razliCitih orijentacija za simetricnu i
asimetriCnu komponentu prikazani su grafi¢ki na slici 5 C i D, redom. Ono §to je
uocljivo za obe komponente variranja oblika jeste da su neke elipse poverenja,
odnosno, one koje obuhvataju 90% srednjih vrednosti uzorka, jasno
medusobno odvojene, dok se druge preklapaju. Takav obrazac ukazuje na
postojanje statistiCki znacCajnih razlika izmedu oblika fola razli€itih orijentacija,
Sto je i potvrdeno rezultatima dobijenim permutacionim testovima (Tabele 7A i
8A). U sluCaju simetricne komponente, ne postoji karakteristiCan obrazac

variranja oblika fola u zavisnosti od njegove orijentacije. Ipak, oCigledno je da se
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oblik fola koji je bio orijentisan ka jugu (0°) razlikuje od oblika folova ostalih
orijentacija (Slika 5C). Ovo odvajanje je potvrdeno i rezultatima dobijenim iz
permutacionih testova. Konkretno, P vrednosti Prokrustovih i Mahalanobisovih
distanci izmedu srednjih oblika folova orijentacije 0° i ostalih orijentacija ukazuju
da se one statistiCki znaCajno razlikuju (Tabele 7A i 8A). Medutim, u slucaju
asimetricne komponente obrazac variranja oblika fola bio je karakteristiCan u
odnosu na orijentaciju, a mozZe se uociti na osnovu polozaja pojedinacnih folova
razli€itih orijentacija u odnosu na CV ose, gde elipse poverenja oblika folova
razliCitin orijentacija formiraju karakteristiCan krug: od elipse koja predstvalja
folove sa orijentacijom 0°, preko onih sa orijentacijom 60°, 120°, 180°, 240°, do
elipse sa orijentacijom 300°, koja zatvara krug (Slika 5D). Uz to, na grafiku je
primetno preklapanje elipsi sa orijentacijom 120° i 180°. Ovakav obrazac
potvrden je i permutacionim testovima, nakon kojih je pokazano da Prokrustove
i Mahalanobisove distance izmedu srednjih oblika jedino nisu bile zna€ajne za
folove sa orijentacijama 120° i 180°. Dakle, bitno je istaéi da za asimetriCnu
komponentu obrazac variranja oblika fola razli€itih orijentacija odgovara

njihovom prostornom rasporedu u cvetu.

Procentualna zastupljenost asimetrije oblika folova zbog njihove razliCite
orijentacije je iznosila 11,5% za simetrichu komponentu, 5,7% za asimetri¢nu

komponentu i 10,4% za ukupno variranje oblika (Tabela 9).

Kada je u pitanju promena oblika standarda u odnosu na orijentaciju, za
simetricnu komponentu je to menjanje duzine i Sirine drSke nasuprot Sirenja
ploCe (Slika 6A). Kao Sto je bio sluaj i kod folova, standardi koji su juzno
orijentisani, odnosno, oni koji su oznaceni orijentacijom 0°, bili su najuzi.
Medutim, vazno je napomenuti da fol i standard sa orijentacijom 0° ne pripadaju
istom rametu. Imajuéu u vidu da su ti organi u jednom cvetu razmesSteni
naizmenicno, pod uglom od 60°, fol i standard sa istim orijentacijama su organi
dva rameta iste klonalne biljke. Asimetricna komponenta standarda, kao Sto je
slucaj i kod fola (Slika 5B), ispoljavala je karakteristiCan obrazac variranja oblika

sa zakrivljenjem na istu stranu (‘pinwheel symmetry’) (Slika 6B).
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Polozaji pojedinacnih standarda razliCite orijentacije na CVA grafiku za
simetricnu  komponentu oblika nisu pokazivali jasan obrazac, ali su ipak
odredena odvajanja bila ocigledna (Slika 6C). Kao i kod fola, najuodljivije je
izdvajanje standarda orijentacije 0°. Ove rezultate potvrduju i permutacioni
testovi Prokrustovih i Mahalanobisovih distanci prikazani u tabelama 7B i 8B.
Sto se tige asimetricne komponente, jo$ jednom se uoéava obrazac po kojem
varira oblik organa (Slika 6D). On ima oblik kruga koji pocCinje elipsom kojoj
pripadaju standardi sa orijentacijom 0°, preko onih sa orijentacijom 60°, 120°,
180°, 240° i 300° i zavrSava se u pocetnoj tacki (Slika 6D). Ono Sto je svakako
primetno jeste preklapanje elipsi kojima pripadaju standardi sa orijentacijom
120° i 180°, Sto su potvrdili i permutacioni testovi. Naime, znacajnost razlika
izmedu oblika standarda razli€itih orijentacija utvrdena je za sve, osim onih sa
orijentacijama 120° i 180° (Tabele 7B i 8B).

Udeo asimetrije koja je uzrokovana razliCitom orijentacijom organa u
cvetu iznosio je 12,8% za simetrichu komponentu, 7,3% za asimetri¢nu

komponentu i 11,4% za ukupno variranje oblika standarda (Tabela 9).

Kod grana tucka razliCitih orijentacija, simetricha komponenta variranja
odnosila se na vrlo suptilne razlike izmedu duzine i Sirine ovog organa (Slika
7A). Za asimetricnu komponentu, kao i u slu€ajevima prethodno analiziranih
organa, uoCava se specifiCan obrazac zakrivljenja na istu stranu (‘pinwheel
symmetry’). U ovom sluCaju se primeCuje promena polozaja apikalno
postavljenih specificninh taaka na zig tuCka u odnosu na proksimalno
postavljene tacke za svih Sest orijentacija (Slika 7B). Smer promene oblika koji
se odnosi na zig tu¢ka je u pravcu kretanja kazaljke na satu (Slika 7B), Sto je
suprotno od smera promena oblika koje su karakteristicne za fol i standard
(Slike 5B i 6B, redom).

Polozaji pojedinacnih grana tucka razliCite orijentacije u odnosu na prve
dve CV ose, za simetricnu komponentu ne pokazuju karakteristiCan obrazac;
StaviSe, prisutno je medusobno preklapanje elipsi poverenja srednjih oblika svih
orijentacija (Slika 7C). Permutacionim testovima nisu konstatovane statisticki
znacajne Prokrustove i Mahalanobisove distance izmedu srednjih oblika grana
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tuCka (Tabela 7C i 8C). Za asimetricnu komponentu variranja, kao i u slu€aju
fola i standarda, elipse poverenja za srednje oblike grane tucka su rasporedene
u karakteristiCan krug (Slika 7D). Jasno razdvajanje elipsi poverenja prisutno je
za sve orijentacije organa, osim za srednje oblike 120° i 180°, Cije se elipse
skoro u potpunosti preklapaju (Slika 7D). Ovaj obrazac potvrden je
permutacionim testovima koji su potvrdili postojanje znacCajne razlika izmedu
srednjin oblika grana tuCka razli¢itih orijentacija, sa jedinim izuzetkom

orijentacija 120° i 180°, koje nije bilo statisti¢ki zna¢ajno (Tabele 7C i 8C).

Procentualna zastupljenost asimetrije koja je uzrokovana orijentacijom
grana tuCkova u okviru cveta imala je vrlo male vrednosti. Za simetriCnu
komponentu iznosila je 1,6%, 3,1% za asimetricnu komponentu i svega 2,2% za

ukupno variranje oblika (Tabela 9).

Na osnovu ovih rezultata moze se zakljuCiti da mikrosredinski gradijent
utiCe na variranje oblika, ali ne i na promenu u veli€ini razli€ito orijentisanih

cvetnih organa /. pumila.
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4.3 Variranje veli€ine i oblika cvetnih organa u odnosu na boju

Srednje vrednosti i standardne devijacije veliine centroida (CS) za
svaku od pet klasa boje (lila, plava, tamno lila, tamno plava i Zuta), kod svakog
od tri analizirana cvetna organa prikazane su u tabeli 10. Vrednosti koeficijenata
varijacije (CV) ukazuju na sliCan raspon variranja analiziranih cvetnih organa:
fola - od 7% do 11%; standarda - od 5% do 13% i grana tu¢kova - od 5% do
10%) (Tabela 10). Analiza varijanse (ANOVA) pokazala je da se srednje
vrednosti za veli€inu cvetnih organa statistiCki znacajno razlikuju izmedu pet
klasa boja cvetova (Tabela 11). Primenom Tukey post-hoc testa utvrdene su
statistiCki znaCajne razlike u veli€ini sva tri cvetna organa izmedu lila i tamno

lila, lila i zute, plave i Zute, tamno plave i Zute varijante boje (Tabela 12).

Rezultati Prokrustovih ANOVA-a za pet kategorija boja prikazani su na
tabeli 13 (A-C). Utvrdena je statistiCki znaCajno meduindividualno variranje, kao
i statisticki znaCajno prisustvo direkcione i fluktuiraju¢e asimetrije za fol,
standard i granu tucka, sa izuzetkom cvetova tamno lila boje kod ¢ijih organa

nije uoCena znacajna direkciona asimetrija (Tabela 13C).

Diskriminantnom analizom (DFA) utvrdene su i opisane razlike u obliku
cvetnih organa izmedu razli€itih varijanti boje, sa i bez alometrijske komponente
variranja (Tabela 14, Slike 8, 9 i 10). Posebno je interesantno to $to su se Zuti
cvetni organi razlikovali od istih organa drugih boja (Tabela 14). Rezultati ovih
analiza su takode pokazali da alometrija nije bitno uticala na znacajnost razlika

u obliku cvetnih organa razli€itih boja (Tabela 14).

Na slici 8 prikazane su razlike izmedu srednjih oblika folova razlicitih
boja, sa i bez alometrijske komponente. Poredenjem su utvrdene razlike izmedu
njihovih srednjih oblika koje se ispoljavaju kroz suzavanje i Sirenje strukura
odredene boje. Najuodljivije razlike su utvrdene izmedu Zutih, sa jedne, i folova
ostalih boja, sa druge strane (Slika 8). Diskriminatna analiza ukazala je da je
obrazac variranja oblika standarda u odnosu na boju cveta sliCan obrascu
variranja oblika folova. U najvecem broju poredenja, srednji oblici standarda
razli€itih boja se razlikuju u Sirini i visini plo€e ovog organa (Slika 9). Kao i kod

folova, najizraZzenije razlike uo€ene su izmedu oblika zutih standarda, koji su u
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celini bili Siri od analiziranih standarda drugih boja (Slika 9). Razlike izmedu
srednjih oblika grana tuCkova razliCitih boja su se ispoljavale kao prosirenja,
odnosno, suzenja celokupne strukture (Slika 10). Zanimljivo je da je grana tucka
kod cvetova zute boje bila uza i kraca u odnosu na cvetove ostalih boja (Slika
10).

4.4 Preferencija oprasivac¢a prema morfologiji cvetnih organa i

boji cveta

U tabeli 15 prikazane su srednje vrednosti i standardne greske (SE) za
visinu cveta, apsorpciju antocijana, kao i za veli€inu centroida fola, standarda i
grane tuCka kod opraSenih i neoprasenih cvetova I. pumila. Studentovim ¢
testom utvrdena je znacajna razlika u visini cveta kao i u veli€ini fola i standarda
izmedu opraSenih i neoprasenih cvetova (Tabela 15). Vazno je ista¢i da su
statistiCki znacCajne razlike u veli€ini uoCene kod organa koji ucCestvuju u
priviaCenju oprasSivaca (fol i standard), ali ne i kod organa koji su direktno

uklju€eni u proces oprasSivanja (grana tucka).

PCA je pokazala da su vrednosti optereéenja svih morfoloSkih osobina
bile najvece na prvoj komponenti (PC1), nasuprot apsorpcije antocijana Cije je

opterecenje bilo najvece na PC2 (Tabela 16).

Analize linearnih selekcionih gradijenata, a i B, ukazuju na statisticki
znacCajan efekat direkcione selekcije usmeren ka smanjivanju veliCine grane
tuCka (Tabela 17). Da morfoloSke karakteristike cveta jesu pod selekcionim
pritiskom opraSivaCa, ukazuje statistiCki znaCajna vrednost linearnog
selekcionog gradijenta utvrdena za PC1 osu, kao i za veli€inu centroida fola i
grane tucka (Tabela 17). Na osnovu predznaka selekcionog gradijenta 3, koji je
bio pozitivan za fol, a negativan za granu tuc¢ka, moze se zakljuciti da su efekti
direkcione selekcije bili usmereni ka povecanju povrsine fola (pozitivha vrednost
koeficijenta B) uz istovremeno smanjenje povrSine grane tucka (negativna
vrednost koeficijenta ), dok je povrSina standarda bila selektivho neutralna
(vrednost koeficijenta B nije bila statisticki signifikantna) (Tabela 17). To znadi

da cvetovi sa polinacionim tunelom ¢ija je gornja strana (grana tu¢ka) manja, a
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donja strana (povrsina fola) veca, dostizu viSu adaptivnu vrednost od onih sa
suprotnim dimenzijama ovih organa (grana tucka: a = -4,9812 + 1,8166 i
B =-0,0850 £ 0,0288; fol: a = 4,0138 + 1,9745 i 3 =-0,0814 + 0,041; Tabela
17).

Razlike u obliku izmedu cvetnih organa oprasenih i neoprasenih cvetova
testirane su primenom DFA (Tabela 18). Od tri analizirana cvetna organa,
statistiCki znacajne razlike jedino su utvrdene izmedu oblika oprasenih i
neoprasenih grana tu¢kova, dok kod organa uklju¢enih u privlaCenje oprasivaca
(fol i standard) ta razlika nije uoCena (Tabela 18). Isti trend zapazen je i na
podacima iz kojih je statistiCki eliminisana alometrijska komponenta. Vazno je
istadi da je za oprasSene cvetove karakteristicna uza grana tuc¢ka u odnosu na
neoprasene (Slika 11). Parnim poredenjem oblika cvetnih organa izmedu
varijanti razliCite boje, statistiCki znacCajne razlike detektovane su iskljuCivo
izmedu tamno ljubiastih i svih ostalih varijanti boja (Tabela 18). Standardi
tamno lila oprasenih i neoprasenih cvetova statistiCki su se znac€ajno razlikovali
u obliku. Takode, kod ovih cvetova utvrdena je razlika u obliku grane tucka, ali
samo u slucaju kada je bila prisutna alometrijska komponenta fenotipskog
variranja oblika (Tabela 18). Na osnovu ovih analiza i statistiCke znacCajnosti
selekcionih gradijenata stiCe se utisak da opraSivaci I. pumila biraju cvetove

razliCitih veliCina folova, bez obzira na njihov oblik.

Prokrustovom analizom varijanse utvrdena je statisticki znacajna
meduindividualna razliCitost, kao i direkciona i fluktuiraju¢a asimetrija za sva tri
analizirana organa, kako kod oprasSenih - tako i kod neopraSenih cvetova
(Tabela 19). lzraCunavanjem FA10 indeksa, kvantifikovana je fluktuiraju¢a
asimetrija. Vrednosti FA indeksa analiziranih cvetnih organa prikazani su u
tabeli 20 i na slici 12. ZnaCajna razlika dobijena F testom uoCena je kod organa
koji imaju ulogu u privliaCenju oprasSivaca (fol i standard), ali ne i izmedu indeksa
fluktuirajuce asimetrije grane tu¢ka oprasenih i neoprasenih cvetova (Tabela 20,
Slika 12). Vrednosti FA indeksa izmedu oprasSenih i neopraSenih cvetova
odredene boje uporedivane su samo onda kada su zadovoljavali statisticki
uslov vezan za veli€inu uzorka. Kako je veli€ina uzorka za lila i tamno lila grupe

cvetova bila zadovoljavajucéa, izraCunati su indeksi fluktuiraju¢e asimetrije za
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njihova sva tri organa (Tabele 21 A-C). F testom je utvrdena statistiCki znaCajna
razlika isklju€ivo izmedu oprasSenih i neoprasSenih folova cvetova lila boje
(Tabela 21A).
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5 Diskusija

Metodama geometrijske morfometrije utvrdeni su obrasci variranja oblika
i veli€ine tri bilateralno simetriCcna organa: fola, standarda i grane tu¢ka kod
entomofilne biljne vrste Iris pumila, polimorfne u odnosu na boju cveta. Kod sva
tri cvetna organa i svih varijanti boje udeo simetricne komponente u ukupnom
variranju oblika bio je najveci, dok je fluktuiraju¢a asimetrija (FA) dominirala u

asimetri¢noj komonenti.

5.1 Funkcija, okruzenje ili slu€ajnost? Obrasci variranja veli€ine

i oblika cvetnih organa I. pumila

Geometrijsko morfometrijskim analizama funkcionalno razli€itih cvetnih
organa /. pumila ispitivan je obrazac variranja u veli€ini i obliku ovih morfoloskih
struktura na dva razli€ita nivoa: izmedu jedinki - analizom simetriCne
komponente i unutar jedinki - analizom asimetricne komponente. Takode je
procenjen i udeo alometrije u fenotipskom variranju oblika cvetnih organa
(Klingenberg i sar. 2012; Zelditch i sar. 2012). Rezultati analize glavnih
komponenti (PCA) pokazali su da se najveci procenat ukupnog variranja oblika
cvetnih organa mozZe opisati PC1 osom i to kako za simetricnu tako i za
asimetricnu komponentu (Tabele 3A-C). Na osnovu ovih rezultata moglo bi se
zakljuciti da su isti bioloSki procesi odgovorni za variranje na oba analizirana

nivoa variranja (Klingenberg i Mcintyre 1998; Klingenberg i sar. 2002, 2012).

Utvrdene promene oblika cvetnih organa koje se odnose na simetricnu
komponentu fenotipskog variranja mogu da budu uslovljene kako genotipom
tako i uticajima sredinskih faktora (Klingenberg i sar. 2012). Kako se cvet irisa
sastoji od tri “polinaciona tunela”, koga formiraju fol i grana tucka, utvrdeni
obrasci variranja u obliku ovih cvetnih organa, pogotovo onih vezanih za njihove
proksimalne delove, mogu da utiCu na veli€inu i oblik ulaza u polinacioni tunel.
Na taj nacin, variranje oblika fola i grane tucka moze da ima direktne posledice
na ucCestalost kojom Ce opraSivaci posecivati cvetove I. pumila, a time i na

reproduktivni uspeh biljke (Mgller 1995). Poznato je da opraSiva¢i imaju
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preferencije ka odredenoj veli€ini i obliku cvetnih elemenata (Lunau i Maier
1995; Mauer i Rowley 1999; Chess i sar. 2008), Sto ukazuje da bi u slucaju /.
pumila obrasci variranja cvetnih organa mogli da imaju presudnu ulogu u
priviaenju opraSivata sa vecih distanci (standard), kao i u uspe$nosti

oprasivanja (fol i grana tucka).

Promene oblika koje su vezane za asimetricnu komponentu uzrokovane
su direkcionom i fluktuirajuéom asimetrijom (Klingenberg 2015). U skladu sa
literaturnim podacima, ispoljavanje direkcione asimetrije geneticki je uslovljeno,
dok je fluktuirajuca asimetrija posledica razvojnog Suma Kkoji se obi¢no
pojavijuie na jednoj od razliCitih strana bilateralno simetrinih struktura,
odnosno, u sluCaju I. pumila, pojedinacnih replika cvetnih organa (Palmer i
Strobeck 1986; Klingenberg i Mcintyre 1998; Klingenberg 2003, 2015; Merlin
2015). Dakle, uzroci fluktuirajuée asimetrije potpuno su negeneticke prirode
(Klingenberg i sar. 2012). StaviSe, najnoviji eksperimentalni rezultati su potvrdili
teorijsku pretpostavku da FA nije samo rezultat razvojne nestabilnosti, koja
nastaje zbog stohastiCke prirode C¢elijskih procesa, nego i fenotipske
plastiCnosti, kao odgovora razvojnog sistema na variranje faktora mikrosredine
koje se deSavaju tokom procesa razvica (Freeman i sar. 2003; Breuker i sar.
2006; Drake i Klingenberg 2010; Klingenberg i sar. 2012; Tuci¢ i sar. 2018).

U ovim istraZivanjima je utvrdeno da je alometrija imala statistiCki
znacajan uticaj na variranje oblika analiziranih cvetnih organa /. pumila (Tabela
4, Slika 4). Alometrijske promene oblika fola, standarda i grane tucka su se
podudarale sa obrascima variranja oblika koji su karakteristicni za PC1 osu
(Slike 1-4). Posto alometrija predstavija jedan od najvaznijin faktora koji
doprinose morfoloskoj integraciji (Klingenberg 2009) i buduci da je njen uticaj na
oblik utvrden za sva tri analizirana cvetna organa, naredna istrazivanja bi
trebalo da daju odgovor na pitanje da li i koliko medusobna zavisnost veli€ine i
oblika cvetnih elemenata imaju uticaja na morfoloSku integraciju cveta kao

celine.
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5.2 Kada zivotna sredina oblikuje fenotip: plastichost kao

komponenta fluktuiraju¢e asimetrije

Prema hipotezi da fenotipska plasticnost kao odgovor na razliCitost
sredinskih uslova doprinosi fluktuiraju¢oj asimetriji kod sesilnih organizama,
oCekuje se da ¢e se biljne strukture izloZzene gradijentu nekog direkcionog
sredinskog faktora, kao S$to je sunCevo zraCenje, medusobno fenotipski
razlikovati zbog razliCite orijentacije u odnosu na izvor zraenja. U skladu sa
ovim ocekivanjem, rezultati na$ih istrazivanja su potvrdili da su replike istih
cvetnih organa 1. pumila, koje su pripadale jednoj od Sest orijentacija: 0°, 60°,
120°, 180°, 240° i 300°, imale ne samo razliCit oblik, ve¢ i stepen asimetrije.
Uticaj gradijenta ambijentalne svetlosti na oblik sva tri cvetna organa bio je
generalno vrlo mali, ali statisticki zna€ajan, i kretao se u rasponu od 1,6% do
12,8% od velicine FA u odgovaraju¢oj komponenti variranja. Zanimljivo je,
medutim, da mikrosredinski gradijent nije uticao na promenu veli€ine cvetnih

organa razlicitih orijentacija.

U odnosu na simetricnu komponentu variranja oblika sva tri cvetna
organa, glavna razlika izmedu orijentacija bilo je variranje relativne duzine
nasuprot Sirine njihovih replika. Variranje oblika u odnosu na orijentaciju bilo je
statistiCki znaCajno za fol i standard, ali ne i za granu tucka (Slike 5A, 6A i 7A).
Stavie, na CVA plotovima za simetriénu komponentu nije se mogao uogiti
obrazac promene oblika koji bi ukazivao na uticaj orijentacije analiziranih

organa, bilo da pripadaju istom ili razli¢itim cvetovima (Slike 5C, 6C i 7C).

Nasuprot simetricnoj komponenti, promene oblika cvetnih organa koje su
se odnosile na asimetricnu komponentu pokazivale su vrlo specifiCan obrazac
(Slike 5B, 6B i 7B). Prosecni oblici sva tri tipa cvetnih organa koji su pripadali
jednoj od Sest orijentacija bili su rasporedeni u zatvoren krug na CVA plotovima,
pocCinjuci i zavrSavajuci se orijentacijom 0°. lako oni nisu formirali savrSeni
heksagon, veza izmedu asimetrije cvetnih organa i njihove pozicije u cvetu vrlo
je jasno uocljiva. Ovakav obrazac promene oblika mogao bi da se objasni

nacinom “pakovanja” cvetnih organa unutar pupoljka, koji se obmotavaju jedan
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preko drugoga u istom smeru, Sto je karakteristichno za sve vrste roda Iris
(Schoute 1935).

IzloZzenost biljaka nekom direkcionom sredinskom faktoru trebalo bi da
indukuje fenotipske odgovore koji ¢e biti sli¢ni za sve. Medutim, ukoliko biljke
reaguju fenotipskom plasticnoS¢u pojedinacnih modula na odredeni sredinski
faktor, neophodno je odrediti orijentaciju replika istih cvetnih organa u odnosu
na strane sveta i utvrditi da li postoje sistematske razlike u njihovom obliku
zavisno od orijentacije. Ukoliko postoje, razlike izmedu prosecnih oblika razli€ite
orijentacije u obe komponente variranja - simetricnoj i asimetricnoj — svakog
pojedinaCnog cvetnog organa ukazuju na sistematsku asimetriju cveta kao
celine (Klingenberg 2015). Saglasno tome, utvrdene sistematske razlike u
proseCnim oblicima cvetnih organa razliCitih orijentacija kod [. pumila
predstavljaju direkcione asimetrije. Ova studija je pokazala da se prosecni oblici
kako simetriCne, tako i asimetricne komponente razlikuju u zavisnosti od
orijentacije u cvetu koju zauzimaju. Na osnovu ovog rezultata, moze se izvesti
zakljuCak o prisustvu direkcione asimetrije cveta u celini, jer ona moze biti
predstavljena razlikama izmedu prosecnih oblika ponovljivih delova cveta
(Klingenberg 2015).

Posebnost ovih istrazivanja, a u odnosu na druga koja su se bavila
asimetrijom biljaka, predstavlja to $to je pracena orijentacija cvetnih delova u
odnosu na strane sveta. U dosadasnjim istrazivanjima asimetrija je bila
definisana u odnosu na arhitekturu cveta, kao Sto su adaksijalne i abaksijalne
ose cveta (Savriama i sar. 2012; Baranov i Gavrikov 2013; Martinez i sar. 2016;
Gardner i sar. 2016) ili izmedu leve i desne strane lista (Pélabon i sar. 2006;
Chitwood i sar. 2012), pri ¢emu nije uzimana u obzir i geografska orijentacija
bilinih organa. Sasvim je izvesno da je ovaj tip asimetrije u navedenim
istraZivanjima ukljuCen kao komponenta FA. S druge strane, ovo istraZivanje
ukazuje na postojanje direkcione asimetrije cveta I. pumila i u odnosu na
njegovu arhitekturu, imajuci u vidu da je raspored cvetnih delova u odnosu na
spatu cveta stalan (Pande i Singh 1981). Ipak, veliina takve direkcione
asimetrije vrlo je mala. Posto su saksije sa bilkama [ pumila u

eksperimentalnoj basti postavljene po principu slu€ajnosti u odnosu na
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orijentaciju, nikakva unutrasnja asimetrija ne bi mogla da bude uzrok uocenih
sistematskih razlika izmedu proseCnih oblika cvetnih organa razliCite

orijentacije.

Iz svega navedenog mozemo da zaklju¢imo da direkciona asimetrija u
odnosu na prostornu orijentaciju predstavlja plastiéni odgovor na odredeni
direkcioni sredinski sredinski faktor. Posto takav sredinski faktor utiCe na isti
nac¢in na veliki broj cvetova istovremeno, moguce ga je otkriti statistickim
metodama. Sve to nam je omogucilo da empirijski pokazemo — po prvi put — da
fenotipska plastiCnost kao odgovor na heterogenost faktora zivotne sredine,
zaista doprinosi morfolo$koj asimetriji kod biljnih organizama (Palmer i Strobeck
1986; Nijhout i Davidowitz 2003; Klingenberg i sar. 2012; Savriama i sar. 2012;
Klingenberg 2015).

Suncevo zraCenje je sredinski faktor koji ima izuzetno vazan uticaj na
fizioloSke procese biljaka (Larcher 2003; Taiz i Zeiger 2010). Fenotipska
plastiCnost kao odgovor na razli€it intenzitet svetlosti pokazana je kod izdanaka
Picea abies L. (Kubinova i sar. 2018), kao i kod cvetnih organa ove vrste
(Weinig 2002; Brock i Weinig 2007; Kurepin i sar. 2016). Jedan od faktora koji
takode moze da utiCe na pojavu plasticnih odgovora cvetnih organa jeste
geomagnetizam (Maffei 2014). Isto tako, pokazano je da gravitacija moze da
utiCena asimetriju rasporeda krunicnih listica kod nekih vrsta roda Saxifraga
(Koethe i sar. 2017).

Cinjenica da fenotipska plasti¢nost moze da uti¢e na fluktuirajuéu
asimetriju ima veliki znaCaj za brojna istraZivanja koja koriste FA kao indikator
nestabilnosti razvica za merenje efekata sredinskog stresa (npr., zagadenost
vazduha ili nepovoljni uslovi za rast) (Kozlov i sar. 1996; Cornelissen i Stiling
2010; Raz i sar. 2011; Baranov i Gavrikov 2013), procenu kvaliteta biljaka u
interakcijama sa herbivorama i opraSivaCima (Mgller 1995; Cornelissen i Stiling
2005; Anton i sar. 2013; Frey i Bukoski 2014; Alves-Silva i Del-Claro 2016), ili
uticaja genetickih faktora kao $to su hibridizacija ili inbriding (Siikamaki i Lammi
1998; Waldmann 2001; Rao i sar. 2002; Albarran-Lara i sar. 2010; Vaupel i
Matthies 2012; Helsen i Van Dongen 2016; Sandner i Matthies 2017). PoSto FA
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moze da bude rezultat ne samo razvojne nestabilnosti, nego i plasti¢nosti, zbog
heterogenosti neposrednog okruzenja razli€itih delova biljke, tvrdnja o nacinu
delovanja nekog sredinskog faktora na FA moZe da bude dvojaka. Na primer,
rezultati istraZivanja koji su pokazali da je nivo FA visi kod cvetova ili listova
biljaka izloZzenih suncu nego kod onih iz senke na istom stablu (Cowart i
Graham 1999; Perfectti i Camacho 1999) mogu da se objasne na dva
alternativna nacina. IzloZzenost punom intenzitetu sunceve svetlosti moze da
dovede do povecavanja razvojne nestabilnosti, a time i FA. Isto tako, povecan
nivo FA moze proisteci iz veceg plastiCchog odgovora na eksponiranim delovima
kro$nje gde su izraZenije razlike izmedu svetlosti i senke. Takode, razlike nivoa
FA kod biljaka koje naseljavaju mikrosredinski razliCita staniSta, mogu da budu
posledica veCe nestabilnosti razvica u datom stanistu ili izrazenije
mikrosredinske heterogenosti u jednom nego u drugom staniStu. Na sli€an
nacin mogu da se interpretiraju rezultati istrazivanja koji su ukazali da je veli€ina

FA viSa u otvorenim nego u zasenc€enim stanistima.

U ovom trenutku, najbitniji zaklju€ak koji proizilazi iz ovih istrazivanja je
neophodnost da se prilikom buducih ekolosSko-razvojnih istrazivanja uzme u
obzir argument da fluktuiraju¢a asimetrija kod biljaka i drugih sesilnih
organizama poticCe od kombinovanog delovanja razvojne nestabilnosti i

fenotipske plasti¢nosti, indukovane heterogeno$c¢u Zivotne sredine.
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5.3 Sta se krije iza duge? Morfoloski diverzitet cvetnih organa

I. pumila polimorfnih u odnosu na boju

Jedan od ciljeva ovih istrazivanja je bilo je da se utvrdi da li se fenotipovi
1. pumila, razli€iti u odnosu na boju cveta (lila, plava, tamno lila, tamno plava i
zuta), medusobno razlikuju u veli€ini i obliku tri cvetna organa: fola, standarda i
grane tucka. Analizom varijanse utvrdeno je da je prosecna veliina sva tri
cvetna organa razliCita izmedu cvetova razli€itin boja (Tabele 11 i 12). Rezultati
Prokrustove ANOVA-e su takode pokazali da se fenotipovi razli€itih boja cveta

razlikuju i u prose€nom obliku cvetnih organa (Tabele 13 A-C i 14, Slike 8-10).

MorfoloSki diverzitet cvetnih organa razliCitih boja cveta, utvrden u
eksperimentalnoj populaciji I. pumila, najverovatnije je posledica delovanja
razliCitih biotiCkih i/ili abiotiCkih faktora koji utiCu na odrzavanje polimorfizma u
prirodnim staniStima ove biljne vrste. Jedna od verovatnih mogucnosti je
preferencija oprasSivaca prema odredenom fenotipu boje (Glover 2014). Postoje
studije Ciji rezultati pokazuju da bumbari, inaCe dominantni oprasivaci irisa,
imaju urodenu preferenciju prema biljkama cija je boja cveta u opsegu talasnih
duzina plave boje (Lunau i Maier 1995; Smithson i MacNair 1996; Dyer i sar.
2016), Sto je osobina Ciji se obrazac teSko ili uopste ne moze promeniti
(Gumbert 2000). Skorija istrazivanja na vrsti I. pumila otkrila su pozitivhu
korelaciju izmedu koncentracije biljnih pigmenata i Zenske reproduktivne
adaptivne vrednosti kod plavih cvetova ove biljke, $to je takode u saglasnosti sa
pretpostavkom o urodenoj preferenciji opraSivaCa prema odredenoj boji cveta
(Souto-Vilarés i sar. 2018). Uzimajuéi u obzir da . pumila, sli¢no drugim
deceptivnim vrstama (vrste koje ne nude nagradu oprasivacima u vidu nektara),
rano cveta, a period cvetanja traje oko dve nedelje, oCekuje se da ¢e bumbari
bez iskustva u opraSivanju, ali sa urodenom sklono$c¢u prema plavoj boji cveta
predstavljati dominatni selekcioni pritisak. U mnogim istrazivanjima je potvrdeno
je da su oprasSivaCi selekcioni agenti osobina cveta koje utiCu na njihovo
priviacenje (Jones i Reithel 2001; Irwin i Strauss 2004; Caruso i sar. 2010;
Hirota i sar. 2013; Sletvold i sar. 2016), mada ima i onih sa suprotnim

rezultatima (Parachnowitsch i Kessler 2010; Campbell i sar. 2012;
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Parachnowitsch i sar. 2012; Lavi i Sapir 2015). Vrlo je verovatno da su
oprasivaci jedan od mnogih faktora koji uticu na odrzavanje polimorfizma boje i
morfoloskog diverziteta cveta kod I. pumila.

Nasi rezutati su pokazili da je koeficijent varijacije veliCine grane tucka —
cvetnog organa direktno uklju¢enog u oprasSivanje, manji u odnosu na
koeficijente varijacije fola i standarda, odnosno, organa koji imaju ulogu u
priviacenju opraSivaca (Tabela 10). Imajuéi u vidu da bi cvet i oprasivac trebalo
da budu komplementarni u odnosu na veliinu i oblik (Harder i Barrett 1996),
davanje i primanje polena manje je verovatno za one cvetove Cije vrednosti
morfoloskih osobina u mnogome odstupaju od srednje vrednosti u populaciji
(Fenster 1991). U tom smislu, fiziCko poklapanje delova cveta i oprasSivaca
vaznije je kod organa koji su direktno uklju€eni u proces opraSivanja u odnosu
na one uklju€ene u privliacenje oprasivaca (Ushimaru i sar. 2003). Rezultati ove
studije u saglasnosti su sa literaturnim podacima koji pokazuju da fertilni organi
cveta manje variraju u duzini u odnosu na variranje organa koji su ukljuéeni u
priviatenje opraSivaca (Mazer i Hultgard 1993; Worley i Barrett 2000; Ushimaru
i Nakata 2001). U tom kontekstu, potpuno je oCekivano da variranje u veli€ini
fertilnih organa bude u uskom opsegu kod cvetova specijalizovanih za jednu
vrstu, buduéi da odgovarajuca veliCina cveta uveCava Sanse za efikasno
opraSivanje (Fenster 1991; Conner i Via 1993; Wolfe i Krstolic 1999; Ushimaru i
Nakata 2001; Ushimaru i sar. 2003).

Selekcija koju vrSe opraSivaci jeste mehanizam koji utiCe na fenotipsko
variranje cvetnih organa u prirodnim populacijama /. pumila. Razli€ite vrednosti
koeficijenta variranja u veli€ini cvetnih organa razli€itih boja ukazuju da su
oprasivaci ove biljne vrste verovatno insekti sa razliCitom sklono$¢u u odnosu

na, istovremeno, i veli€inu i boju cveta (Waser i Price 1981).

Rezultati novijih istraZivanja na polimorfnoj vrsti I. lutescens potvrdili su
pretpostavku da, osim prirodne selekcije, neutralni evolucioni mehanizmi (npr.
geneticki drift) mogu da uti€u na ucestalost odredene boje cveta u populaciji
(Wang i sar. 2016). Takode, posto biljni pigmenti, pored toga Sto daju boju
cvetu, imaju vaznu ulogu u zastiti protiv sredinskog stresa (Chalker-Scott 1999;
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Winkel-Shirley 2002; Coberly i Rausher 2008; Tuci¢ i sar. 2009; Arista i sar.
2013; Landi i sar. 2015), mogucCe je da lokalno variranje u fiziCkim
karakteristikama staniSta uti€e na njihovu koncentraciju. U tom kontekstu,
pokazano je da su pigmenti koji pripadaju grupi flavonoida efikasni u zastiti
biljaka stresiranih suSom i visokim intezitetom svetlosti, te na taj naCin uti€u na
odrzavanje polimorfizma boje cveta u razli€itim sredinskim uslovima (Tattini i
sar. 2004; Tanaka i sar. 2008). Isto tako, jedan od dokaza za tvrdnju da
abiotiCki faktori mogu da uti€u na odrZavanje polimorfizma boje cveta jeste
studija na prirodnim populacijama . pumila (Tuci¢ i sar. 1989). U studiji je
pokazano da variranje klimatskih faktora koji doprinose heterogenosti sredine
(npr., temperatura) mogu da budu uzrok koegzistiranja razli€itih varijanti boja u

prirodnim populacijama (Tuci¢ i sar. 1989).

Pored veli€ine, cvetni organi I. pumila razli€itih boja imaju karakteristiCne
oblike (Slike 8, 9 i 10). Smatra se da je oblik cveta jedan od vaznih vizuelnih
signala za privlaenje opraSivaca (Lehrer i sar. 1995; Mgller 1995; Rodriguez i
sar. 2004; Gong i Huang 2009). Gémez i Perfectti (2010) su otkrili da oprasivaci
vrste Eryzimum mediohispanicum imaju sposobnost da razlikuju cvetove u
odnosu na oblik, pri ¢emu su razliCiti oprasSivacCi preferirali cvetove drugacijih
oblika. Jedan od mogucih razloga jeste taj Sto je oblik cveta za opraSivacCe
indikator koli€ine i kvaliteta nektara ili polena (Smithson i MacNair 1997; Neal i
sar. 1998; Makino i Sakai 2007). Buduéi da su potraga za hranom i letenje
energetski skupe aktivnosti za insekte (Heinrich 2013), oprasSivaCima bi, u
energetskom smislu, svakako odgovaralo da posecCuju cvetove sa oblikom
cvetnih organa koji im omogucuje da na njima stabilno stoje dok uzimaju hranu
(Gomez i Perfectti 2010).

Kod 1. pumila, Zuti cvetni organi statistiCki se znacajno razlikuju u veli€ini i
obliku u odnosu na organe drugih boja. Cvetni organi Zute boje su relativho
manji od svih drugih analiziranih boja (lila, plave, tamno lila i tamno plave).
Folovi i standardi Zutih cvetova su Siri i duzi, a grane tuckova uze i krace u
odnosu na odgovarajuce organe drugih boja (Slike 8, 9 i 10). Buduci da je Zuta
boja cveta fenotip koji se moze smatrati retkim u populaciji I. pumila, jedan od

predloZzenih mehanizama za odrZavanje polimorfizma boje kod deceptivnih
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vrsta jeste negativna selekcija zavisna od ucestalosti (Smithson i MacNair 1997;
Ferdy i sar. 1998; Kagawa i Takimoto 2016). lako je to jedan od teorijski
mogucih mehanizama, studije na vrsti /. lutescens (Imbert i sar. 2014), ali i na
drugim deceptivnim vrstama (Aragén i Ackerman 2004; Jersakova i sar. 2006),
nisu uspele da potvrde delovanje ovog tipa selekcije. U ovim istrazivanjima
analizirano je pet najcesc¢ih varijanti boje cveta, iako je variranje boje cveta u
prirodnim populacijama I. pumila kontinuirano. Imajuci to u vidu, a u skladu sa
novijim literaturnim podacima, kod biljnih vrsta koje ne nagraduju opraSivace
nektarom ili polenom, odrzavanje kontinuiranog variranja boje i morfoloskih
razlika moze da bude rezultat selekcije od strane viSe opraSivaca koji imaju
razliCite preferencije ka odredenom fenotipu (Kagawa i Takimoto 2016). Na
osnovu nasih rezultata i podataka publikovanih za druge vrste roda Iris,
opravdano je zakljuCiti da je boja cveta evoluciono promenljiva osobina,
podlozna razli€itim selekcionim pritiscima (Tuci¢ i sar. 1989; Imbert i sar. 2014;
Lavi i Sapir 2015; Pellegrino 2015; Wang i sar. 2016; Souto-Vilarés i sar. 2018).
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5.4 Da li je vazno biti privlaéan da bi bio izabran? Preferencija

oprasivac¢a prema morfologiji cveta kod /. pumila

Buduc¢i da se kod entimofilnih biljaka evolucija oblika i veliCine cveta
odvija u pravcu Sto uspeSnijeg prenoSenja polena oprasivatima (Galen i
Newport 1987), ova studija imala je za cilj da rasvetli koje morfoloSke osobine
utiCu na ponaSanje opraSivata, odnosno, da li oni pokazuju posebnu
preferenciju ka odredenim karakteristikama cveta. Dobijeni rezultati su ukazali
da postoji statisticki znaCajna razlika u visini cveta, kao i u veli€ini fola i
standarda izmedu oprasenih i neoprasenih cvetova (Tabela 15). Istovremeno je
zapazeno da su razlike u veli€ini izmedu opraSenih i neoprasenih cvetova
prisutne samo kod organa koji imaju ulogu u privlacenju opraSivaca, ali ne i kod
onih od kojih zavisi uspeSnost oprasivanja, kao $to je grana tu¢ka (Tabela 15).
Ovi rezultati su u skladu sa literaturnim podacima koji ukazuju da stopa
posecenosti cveta od strane oprasSivaca raste sa poveCavanjem veliCine cveta
(Willson i Schemske 1980; Stanton 1987; Firmage i Cole 1988; Murren i Ellison
1996). Imajuci u vidu da cvet I. pumila ne sadrzi nektar i da, istovremeno,
njegovo opraSivanje zavisi iskljuivo od aktivnosti i ponaSanja opraSivaca
(Mathew 1981), osobine cveta kao $to su veli€ina, oblik i boja trebalo bi da
evoluiraju tako da svaku, inaCe retku Sansu za opraSivanje, u€ine uspesSnom
(Neiland i Wilcock 1998; Johnson i Nilsson 1999). Ovim rezultatima je
potvrdeno da opraSivaci ¢eSce posecuju uocljivije bilike sa vecéim folovima i

standardima.

Analizom selekcionih gradijenata je utvrdeno da se fol i grana tucka kod
cvetova . pumila nalaze pod delovanjem direkcione selekcije, ali suprotnog
smera (Tabela 17). Selektivhu prednost pokazuju cvetovi vece povrsine fola, a
manje grane tucka, u odnosu na one sa alternativnim morfoloskim osobinama.
Pored veliCine, i oblik grana tucka uticao je na izbor oprasivaca (Tabela 18), za
razliku od oblika fola i standarda. Dakle, moglo bi se zakljuCiti da su
oprasSivacima bili privlagniji cvetovi sa relativno uzim granama tucka (Slika 11).
Veci folovi kod cvetova I. pumila efikasnije su priviacili oprasivace koji se nalaze

u neposrednoj blizini, ali isto tako su komfornija i sigurnija povrSina za sletanje i
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ulaz u polinacioni tunel. Brojne studije na razli€itim model sistemima ukazale su
na pozitivne efekte direkcione selekcije od strane oprasivaca na veliCinu cveta i
cvetnih delova (Harder i Johnson 2009; Lavi i Sapir 2015). Nasuprot tome,
rezultat prema kom cvetovi sa manjim i uzim zigom tucka kod /. pumila imaju
vecu adaptivnu vrednost nije u skladu sa literaturnim podacima (Cruden i Miller-
Ward 1981; Yang i sar. 2002, 2004; Sanchez i sar. 2004). Ulaganje resursa
bilike u rast fola, koji ima izuzetno vaznu ulogu za sletanje insekata prilikom
potrage za hranom, moglo bi da ograni¢i rast tu¢ka do optimalne veliCine
pogodne za primanje polena (Caruso 2004; Muchhala 2007). Sa druge strane,
grane tuCka manje povrsine mogu da obezbede vecu zasi¢enost (gustinu) Ziga
tu¢ka polenom, §to se u odredenim literaturnim podacima navodi kao prednost.
Naime, koli¢ina primljenog polena moZe da ima pozitivhe efekte na broj
formiranih semena i plodova, kao i na njihov kvalitet (Zhang i sar. 2010;
Montgomery i Rathcke 2012). U skladu sa tim, izgledno je da se evolucija
polinacionog tunela kod cveta I. pumila odvijala u pravcu ostvarivanja strategije
koja podrazumeva ulaganje resursa u obe faze opraSivanja (privlaCenje

polinatora i oplodnja) €ineci ih istovremeno efikasnijim i uspesnijim.

U ovim istrazivanjima nije utvrdena asocijacija izmedu apsorpcije
antocijana i preferencije oprasSivaca. Do sli¢nih rezultata dosli su Lavi i Sapir
(2015) u studiji na wvrsti [. oncocyclus. Prema ovim autorima, visoka

koncentracija antocijana ima ulogu u zastiti od herbivora (Lavi i Sapir 2015).

Rezultati geometrijsko-morfoloSke analize oblika oprasenih i neoprasenih
cvetnih organa ukazali su na postojanje statisticki znaCajnih razlike u asimetriji
fola i standarda, dakle, organa koji imaju ulogu u priviacenju opraSivaca (Tabela
15, Slika 9). Medutim, simetriCnost oprasenih i neoprasenih cvetova nije se
razlikovala u pogledu boje, iako je boja cveta jedan od vaznih vizuelnih signala
za prilaCenje oprasSivaca. Simetrija cveta bila je predmet mnogobrojnih studija
koje su se bavile preferencijom opraSiva¢a u odnosu na ovu osobinu (Willson i
Schemske 1980; Mgller 1995, 1998; West i Laverty 1998; Gomez i sar. 2006,
2008, 2014; Yoshioka i sar. 2007; Gomez i Perfectti 2010; Savriama i sar.
2012). Neki od rezultata nedvosmisleno ukazuju da oprasivaci biraju

simetriCnije cvetne organe, jer postoji pozitivha korelacija izmedu nivoa njihove
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simetrije i koliCine i kvaliteta nagrade (polen/nektar) (Mgller 1995, 1998).
Rezultati ove disertacije nisu u skladu sa navedenim literaturnim podacima,
imaju¢i u vidu zapazanje da su fol i standard znafajno asimetricniji kod
opraSenih cvetova (Tabela 20, Slika 12). Kako se pokazalo da je veli€ina, a ne
oblik cvetnih organa, presudna za privlaCenje opraSivaca, fluktuirajuca
asimetrija njihovog oblika i razliCite vrednosti FA indeksa mogli bi da se
interpretiraju kao rezultat interakcije izmedu procesa razvi¢a i abioti¢kih faktora

zivotne sredine.
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6 Zakljucci

Na osnovu analiza obrazaca morfoloSkog variranja cvetnih organa Iris
pumila u funkcionalnom, ekoloSkom i evolucionom kontekstu dosli smo do

sledecih zaklju€aka:

. Stepen fenotipskog variranja oblika i veliCine cvetnih organa I. pumila
zavisi od funkcije koju oni vrSe u procesu oprasivanja. Opseg variranja
organa ukljuCenih u prenos polena, kao sto je grana tucka, znatno je uzi

od opsega variranja fola i standarda, Cija je uloga privlaCenje opraSivaca.

o Vise od 80% ukupne fenotipske varijanse sva tri cvetna organa sadrzano
je u prvih nekoliko glavnih komponenti (PC) - kako u odnosu na

simetri¢nu tako i na asimetricnu komponentu variranja.

. Alometrija statistiCki znaCajno utiCe na veliinu variranja simetricne

komponente oblika fola i grane tucka, ali ne i standarda.

o Asimetricna komponenta fenotipskog variranja oblika cvetnih organa
ukljuCuje dva tipa asimetrije: fluktuirajucu (FA) i direkcionu (DI).
Fluktuirajuca asimetrija je dominantna komponenta asimetricnog
variranja oblika fola i standarda, dok je udeo FA u variranju grane tucka
neznatan. Uticaj direkcione asimetrije na ukupno variranje oblika je
statistiCki signifikantan za sva tri cvetna orana [ pumila, ali je

procentualno vrlo nizak.
o ProsecCna veliCina centroida replika fola, standarda i grane tucCka je

sliéna, bez obzira na njihovu orijentaciju (0°, 60°, 120°, 180°, 240°i 360°)

u odnosu na stranu sveta.
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ProsecCni oblici cvetnih organa razliCite orijentaciie medusobno se
statistiCki znacajno razlikuju, posebno u asimetricnoj komponenti
variranja. Uticaj orijentacije na variranje oblika cvetnih organa je vrlo
nizak, i iznosi od 1,6% do 12,8% FA u odgovaraju¢im komponentama

variranja.

Glavna karakteristika simetricne komponente variranja oblika sva tri
cvetna organa uslovljenog orijentacijom je promena Sirine u odnosu na

duZinu ovih organa.

Obrazac asimetricne komponente variranja oblika sva tri cvetna organa
karakteriSe simetrija u obliku vetrenjace, pri €¢emu su proseci svih Sest
orijentacija rasporedenih na CVA plotovima u obliku prstena, Sto se

podudara sa njihovim prostornim rasporedom unutar cveta.

Sistematske razlike izmedu prosecnih oblika ponovljenih delova cveta
razliCite orijentacije predstavljaju direkcionu asimetriju nastalu kao
plastiCni odgovor na neki direkcioni sredinski faktor, sto nedvosmisleno
ukazuje da je FA kod sesilnih organizama rezultat kombinovanog

delovanja nestabilnosti razvi¢a i fenotipske plastiCnosti.

Cvetni organi razliCite boje (lila, plava, tamno lila, tamno plava i Zuta)
statistiCki se znacCajno razlikuju u odnosu na oblik i veli€inu, pri Cemu su
folovi i standardi Zutih cvetova Siri, a grane tu€¢ka uze u odnosu na

odgovarajuce organe drugih boja.

VeliCina cvetnih organa oprasSenih cvetova I. pumila po pravilu je bila
veéa u odnosu na neopradene, ukazujuéi na prisustvo direkcione
fenotipske selekcije koju vrSe oprasivaci. Vrednosti linearnih selekcionih
gradijenata za veli€inu cvetnih organa bili su statisticki znac€ajni, i imali
su pozitivnu vrednost za fol, a negativhu za granu tucka, Sto je u

saglasnosti sa preferencijom oprasSivaca.
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7. Tabele

Tabela 1. Detaljan opis polozaja specificnih taCaka na cvetnim organima Iris

pumila.

Polozaj specifi¢nih tacaka

FoL

10

11

12

13

14

15

16

17

18

Kraj centralnog nerva

Vrh centralnog nerva

Prvo radvanje centralnog nerva od vrha fola
Kraj brade

Kraj levog perifernog nerva

Kraj desnog perifernog nerva

Levi doniji rub

Desni doniji rub

Leva margina u nivou tacke 4

Desna margina u nivou tacke 4

Prva treCina duzine izmedu taCaka 9i 7
Prva trecCina duZine izmedu tacaka 10i 8
Druga tre¢ina duzine izmedu taCaka 9i 7
Druga treCina duzine izmedu taCaka 10i 8
Prva treCina duzine izmedu taCaka 9 i 2
Prva trecCina duZine izmedu tacaka 10 i 2
Druga tre¢ina duzine izmedu taCaka 9 i 2

Druga trecina duzZine izmedu tacaka 10 i 2
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Tabela 1. Nastavak.

Polozaj specifi¢nih tataka

STANDARD

1

2

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

Kraj centralnog nerva

Vrh centralnog nerva

Kraj levog perifernog nerva

Kraj desnog perifernog nerva

Levi doniji rub

Desni donji rub

Levi nabor, mesto prelaska drske u plo¢u
Desni nabor, mesto prelaska drske u plo¢u
Najsiri deo leve strane

Najsiri deo desne strane

Polovina duzine izmedu taCaka 9i 7
Polovina duzine izmedu tacaka 8 i 10
Polovina duzine izmedu tacaka 9 i 2
Polovina duzine izmedu tacaka 9 i 2
Polovina duzine izmedu taCaka 9i 13
Polovina duzine izmedu tacaka 10 i 14
Polovina duzine izmedu tacaka 13 i 2
Polovina duzine izmedu tacaka 14 i 2

Prvo racvanje centralnog nerva od vrha
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Tabela 1. Nastavak.

Polozaj specifi¢nih tataka

GRANA TUCKA

1
2

10

11

12

13

14

15

16

17
18

Polovina duzine izmedu krajeva dva centralna nerva

Srediste gornje margine ziga

Kraj levog centralnog nerva

Kraj desnog centralnog nerva

Levi donji rub

Desni donji rub

Presek prvog levog perifernog nerva sa spoljasnje strane i donje margine ziga
Presek prvog desnog perifernog nerva sa spoljadnje strane i donje margine zZiga
Presek prvog levog perifernog nerva sa spoljasnje strane i gornje margine ziga
Presek prvog desnog perifernog nerva sa spoljadnje strane i gornje margine ziga
Presek drugog levog perifernog nerva sa spoljasnje strane i gornje margine ziga
Presek drugog desnog perifernog nerva sa spoljasnje strane i gornje margine ziga
Presek treceg levog perifernog nerva sa unutrasnje strane i gornje margine ziga
Presek treceg desnog perifernog nerva sa unutrasnje strane i gornje margine ziga
Presek drugog levog perifernog nerva sa unutrasnje strane i gornje margine ziga
Presek drugog desnog perifernog nerva sa unutrasnje strane i gornje margine ziga

Presek prvog levog perifernog nerva sa unutrasnje strane i gornje margine ziga

Presek prvog desnog perifernog nerva sa unutrasnje strane i gornje margine ziga
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Tabela 2. Intenzitet svetlosti (PAR) izmeren u eksperimentalnoj basti tokom
uzimanja uzoraka u aprilu 2014. godine vertikalno, u odnosu na podlogu, i
horizontalno, pod  razli¢itim uglovima u odnosu na  Sunce.

X - srednja vrednost.

PAR (umol m?s™)

Horizontalno

Vertikalno

0° 120° 240°

1087,0 1126,5 136,0 92,5
1113,0 1122,0 158,5 118,0
1045,5 1070,0 142,5 135,0
1147,5 1111,1 136,0 107,0
1044,5 1050,5 139,0 135,5
1263,0 1167,0 162,0 151,5
1191,5 1163,5 177,5 145,0
1254,5 1341,0 185,5 271,0
1310,5 1480,0 180,5 137,5
1280,5 1156,5 179,5 149,5
1232,5 1253,0 189,0 151,0
1270,0 1317,5 177,0 129,5
1222,5 1161,5 179,0 150,0
1055,5 1220,0 188,0 129,0
1149,0 1418,5 196,0 157,5
1281,5 1185,5 171,5 147,0
1220,0 1138,0 187,5 107,5
1033,0 1225,0 158,0 101,5
1192,0 1223,0 151,5 135,5
1071,5 1221,0 162,5 151,5
1114,0 1156,0 181,5 123,0
1190,0 1106,5 157,5 149,0
1110,5 1229,0 149,0 141,5
1197,5 1210,0 146,5 143,0
1139,5 1139,5 144,0 126,5
763,5 692,0 118,5 83,5
X 1153,1 1180,2 163,6 137,6
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Tabela 3A. Analiza glavnih komponenti (PCA) za simetriCnu i asimetriCnu varijansu fola. A- sopstvena vrednost;
proporcija%- procentualni udeo svake komponente (PC) u ukupnoj varijansi.

Simetri€na komponenta Asimetri€na komponenta
A(10°)  Proporcija% Kumulativno% A(10°)  Proporcija% Kumulativno%
PC1 143,344 43,448 43,448 10,767 41,697 41,697
PC2 97,492 29,550 72,998 4,802 18,596 60,293
PC3 45,156 13,687 86,685 3,250 12,586 72,879
PC4 22,983 6,966 93,651 1,620 6,276 79,154
PC5 6,792 2,059 95,709 1,239 4,798 83,952
PC6 4,241 1,285 96,995 1,030 3,989 87,941
PC7 2,544 0,771 97,766 0,893 3,456 91,398
PC8 2,116 0,641 98,407 0,782 3,030 94,428
PC9 1,678 0,509 98,916 0,435 1,686 96,114
PC10 1,493 0,453 99,368 0,351 1,358 97,472
PC11 0,822 0,249 99,618 0,258 1,000 98,472
PC12 0,732 0,222 99,840 0,175 0,678 99,150
PC13 0,411 0,125 99,964 0,080 0,309 99,459
PC14 0,053 0,016 99,980 0,068 0,263 99,721
PC15 0,046 0,014 99,994 0,051 0,199 99,920
PC16 0,019 0,006 100,00 0,021 0,080 100,000

Ukupna varijansa (10°) 329,922 25,822
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Tabela 3B. Analiza glavnih komponenti (PCA) za simetricnu i asimetriCnu varijansu standarda. A- sopstvena vrednost;
proporcija%- procentualni udeo svake komponente (PC) u ukupnoj varijansi.

Simetri¢na komponenta AsimetriCna komponenta
A (10°) Proporcija% Kumulativno% A (10°) Proporcija% Kumulativno%
PC1 191,245 43,186 43,186 9,332 30,596 30,596
PC2 122,604 27,686 70,872 5,337 17,496 48,092
PC3 42,312 9,555 80,427 4,164 13,652 61,744
PC4 36,818 8,314 88,741 2,993 9,812 71,556
PC5 19,089 4,311 93,052 2,232 7,317 78,872
PC6 13,179 2,976 96,028 1,661 5,445 84,318
PC7 5,067 1,144 97,172 1,526 5,003 89,321
PC8 3,610 0,815 97,987 1,076 3,527 92,848
PC9 2,678 0,605 98,592 0,717 2,350 95,198
PC10 2,174 0,491 99,083 0,584 1,914 97,111
PC11 1,498 0,338 99,421 0,299 0,982 98,093
PC12 1,014 0,229 99,650 0,272 0,892 98,985
PC13 0,574 0,130 99,780 0,141 0,462 99,448
PC14 0,527 0,119 99,899 0,090 0,295 99,743
PC15 0,401 0,090 99,989 0,043 0,141 99,884
PC16 0,041 0,009 99,999 0,029 0,096 99,980
PC17 0,006 0,001 100,000 0,006 0,020 100,000

Ukupna varijansa (107°) 442,839 30,501
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Tabela 3C. Analiza glavnih komponenti (PCA) za simetricnu i asimetriCnu varijansu grane tucka. A- sopstvena vrednost;
proporcija%- procentualni udeo svake komponente (PC) u ukupnoj varijansi.

Simetri€na komponenta Asimetri€na komponenta
A(10°)  Proporcija% Kumulativno% A(10°)  Proporcija% Kumulativno%

PC1 115,702 60,359 60,359 8,929 39,332 39,332
PC2 44,197 23,057 83,416 5,454 24,022 63,353
PC3 13,145 6,857 90,273 2,498 11,002 74,355
PC4 8,649 4,512 94,785 1,334 5,877 80,232
PC5 3,888 2,028 96,814 0,950 4,187 84,419
PC6 2,042 1,065 97,879 0,894 3,938 88,357
PC7 1,633 0,852 98,731 0,727 3,203 91,560
PC8 0,742 0,387 99,118 0,615 2,709 94,269
PC9 0,577 0,301 99,419 0,386 1,702 95,971

PC10 0,373 0,194 99,613 0,342 1,508 97,480
PC11 0,226 0,118 99,731 0,257 1,134 98,614
PC12 0,200 0,104 99,835 0,145 0,637 99,251

PC13 0,189 0,098 99,934 0,112 0,493 99,745
PC14 0,086 0,045 99,979 0,041 0,178 99,923

PC15 0,040 0,021 100,000 0,014 0,062 99,985

PC16 0,001 0,000 100,000 0,003 0,015 100,000

Ukupna varijansa (10°) 191,690 22,702
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Tabela 4. Multivarijantna regresija varijabli oblika na veli€inu centroida cvetnih
organa I. pumila. % - procenat variranja oblika zavistan od variranja veli€ine, P-

nivo statistiCcke znaCajnosti.

% P
FoL 6,07 <,0001
STANDARD 3,26 <,0001
GRANA TUCKA 9,76 <,0001
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Tabela 5. Deskriptivna statistika za veli€inu centroida (CS) cvetnih organa razliCitie orijentacije (0°, 60°, 120°, 180°, 240°,

300°). Prikazani su veli¢ina uzorka (n), srednja vrednost (X) i standardna greska (SE).

FoL STANDARD GRANA TUCKA
Orijentacija n X SE n X SE n X SE
0’ 266 7,37 0,21 262 7,43 0,21 257 6,86 0,16
60° 265 7,35 0,20 262 7,39 0,22 257 6,87 0,16
120° 266 7,34 0,21 262 740 0,21 257 6,87 0,16
180° 266 7,36 0,22 262 7,40 0,22 257 6,87 0,16
240° 266 7,34 0,22 262 7,39 0,21 257 6,87 0,15
300° 266 7,35 0,21 262 7,39 0,22 257 6,87 0,16
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Tabela 6. Analiza varijanse (ANOVA) za veliinu centroida cvetnih organa

I. pumila. MS - srednja vrednost sume kvadrata, df - stepen slobode, F -

vrednost F testa, P - nivo statistiCke znacajnosti.

|zvor variranja df MS F P
FoL

Orijentacija 5 0,037 0,82 0,54
Greska 1588 0,045

STANDARD

Orijentacija 5 0,063 1,39 0,22
Greska 1566 0,045

GRANA TUCKA

Orijentacija 5 0,002 0,11 0,99
Greska 1536 0,024
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Tabela 7A. Kanonijska diskriminatna analiza za fol. Prikazane su Prokrustove distnace izmedu srednjih oblika cvetnih organa
razliCite orijentacije (gornji red) i P vrednosti dobijene permutacionim testovima (donji red). Vrednosti za simetriCnu

komponentu variranja oblika su prikazane iznad, a za asimetricnu komponentu ispod dijagonale.

68

Orijentacija 0° 60° 120° 180° 240° 300°
0 0,0234 0,0237 0,0155 0,0221 0,0260
P< 0,0001 P< 0,0001 P< 0,0001 P< 0,0001 P< 0,0001
60° 0,0041 0,0024 0,0090 0,0073 0,0039
P< 0,0001 P =0,9321 P =0,0254 P=0,1046 P =0,6501
120° 0,0069 0,0043 0,0098 0,0059 0,0027
P< 0,0001 P< 0,0001 P=0,0126 P =0,2685 P =0,8942
180° 0,0057 0,0043 0,0019 0,0114 0,0120
P< 0,0001 P< 0,0001 P =0,0893 P =0,0012 P =0,0014
240" 0,0064 0,0062 0,0039 0,0027 0,0068
P< 0,0001 P< 0,0001 P< 0,0001 P =0,0039 P =0,1495
300° 0,0067 0,0072 0,0051 0,0037 0,0018
P< 0,0001 P< 0,0001 P< 0,0001 P =0,0001 P =0,1394
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Tabela 7B. Kanonijska diskriminatna analiza za standard. Prikazane su Prokrustove distnace izmedu srednjih oblika cvetnih
organa razliCite orijentacije (gornji red) i P vrednosti dobijene permutacionim testovima (donji red). Vrednosti za simetri¢nu

komponentu variranja oblika su prikazane iznad, a za asimetricnu komponentu ispod dijagonale.

06

Orijentacija 0° 60° 120° 180° 240° 300°
o 0,0316 0,0234 0,0283 0,0330 0,0344
P< 0,0001 P< 0,0001 P< 0,0001 P< 0,0001 P< 0,0001
60" 0,0031 0,0042 0,0103 0,0063 0,0045
P =0,0003 P =0,7024 P=10,0164 P=0,2719 P =0,6505
120° 0,0059 0,0034 0,0063 0,0064 0,0067
P< 0,0001 P< 0,0001 P =0,2982 P =0,2877 P =0,2564
180° 0,0050 0,0028 0,0018 0,0105 0,0122
P< 0,0001 P =0,0020 P =0,1598 P=0,0137 P =0,0046
240° 0,0064 0,0053 0,0037 0,0030 0,0038
P< 0,0001 P< 0,0001 P< 0,0001 P =0,0011 P =0,7859
300° 0,0039 0,0045 0,0055 0,0044 0,0042
P =0,0001 P< 0,0001 P< 0,0001 P< 0,0001 P< 0,0001
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Tabela 7C. Kanonijska diskriminatna analiza za granu tu€ka. Prikazane su Prokrustove distnace izmedu srednjih oblika

cvetnih organa razliCite orijentacije (gornji red) i P vrednosti dobijene permutacionim testovima (donji red). Vrednosti za

simetricnu komponentu variranja oblika su prikazane iznad, a za asimetrichnu komponentu ispod dijagonale.

Orijentacija 0° 60° 120° 180° 240° 300°
o 0,0013 0,0017 0,0052 0,0032 0,0013
P=0,9814 P =0,9277 P =0,1387 P =0,5098 P=0,9733
60° 0,0020 0,0013 0,0048 0,0026 0,0009
P =0,0399 P=0,9782 P=10,1885 P =0,6864 P =0,9971
120° 0,0012 0,0014 0,0043 0,0028 0,0012
P=0,4112 P =0,2503 P=10,2615 P =0,6362 P =0,9849
180° 0,0012 0,0017 0,0009 0,0031 0,0048
P =0,4205 P = 0,0966 P =0,7880 P =0,5420 P =0,1848
240° 0,0031 0,0040 0,0030 0,0030 0,0028
P =0,0005 P< 0,0001 P< 0,0001 P =0,0002 P =0,6465
300° 0,0046 0,0057 0,0047 0,0045 0,0023
P< 0,0001 P< 0,0001 P< 0,0001 P< 0,0001 P =0,0098
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Tabela 8A. Kanonijska diskriminatna analiza za fol. Prikazane su Mahalanobisove distnace izmedu srednjih oblika cvetnih
organa razliCite orijentacije (gornji red) i P vrednosti dobijene permutacionim testovima (donji red). Vrednosti za simetri¢nu

komponentu variranja oblika su prikazane iznad, a za asimetricnu komponentu ispod dijagonale.

6

Orijentacija 0° 60° 120° 180° 240° 300°
0 0,8887 0,9123 0,6169 1,0131 1,1095
P< 0,0001 P< 0,0001 P< 0,0001 P< 0,0001 P< 0,0001
60° 0,5485 0,4038 0,4495 0,4355 0,5494
P =0,0003 P=0,1031 P =0,0208 P =0,0480 P =0,0004
120° 0,9579 0,7109 0,4788 0,3483 0,4467
P< 0,0001 P< 0,0001 P =0,0051 P=10,3678 P =0,0292
180° 0,9080 0,7204 0,3504 0,5764 0,6110
P< 0,0001 P< 0,0001 P=10,3283 P< 0,0001 P< 0,0001
240° 1,2450 1,1769 0,6788 0,7645 0,3721
P< 0,0001 P< 0,0001 P< 0,0001 P< 0,0001 P =0,2472
300° 1,1800 1,1939 0,6929 0,6945 0,4727
P< 0,0001 P< 0,0001 P< 0,0001 P< 0,0001 P=10,0143
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Tabela 8B. Kanonijska diskriminatna analiza za standard. Prikazane su Mahalanobisove distnace izmedu srednjih oblika
cvetnih organa razliCite orijentacije (gornji red) i P vrednosti dobijene permutacionim testovima (donji red). Vrednosti za

simetricnu komponentuvariranja oblika su prikazane iznad, a za asimetricnu komponentu ispod dijagonale.

€6

Orijentacija 0° 60° 120° 180° 240° 300°
o 0,9659 0,8422 0,7523 1,0110 1,0816
P< 0,0001 P< 0,0001 P< 0,0001 P< 0,0001 P< 0,0001
60° 0,5476 0,2990 0,4535 0,5566 0,4776
P = 0,0006 P =0,7563 P =0,0261 P =0,0002 P =0,0142
120° 0,7597 0,5917 0,2959 0,4887 0,4732
P< 0,0001 P< 0,0001 P =0,7566 P=10,0132 P=10,0184
180° 0,7393 0,5705 0,4062 0,5441 0,5266
P< 0,0001 P =0,0002 P=0,1195 P =0,0006 P =0,0007
240° 1,1685 1,2040 0,9075 0,8180 0,2964
P< 0,0001 P< 0,0001 P< 0,0001 P< 0,0001 P =0,7926
300° 0,9579 1,0832 0,9616 0,8113 0,5532
P< 0,0001 P< 0,0001 P< 0,0001 P< 0,0001 P =0,0005
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Tabela 8C. Kanonijska diskriminatna analiza za granu tu¢ka. Prikazane su Mahalanobisove distnace izmedu srednjih oblika

cvetnih organa razliCite orijentacije (gornji red) i P vrednosti dobijene permutacionim testovima (donji red). Vrednosti za

simetricnu komponentu variranja oblika su prikazane iznad, a za asimetrichnu komponentu ispod dijagonale.

Orijentacija 0’ 60° 120° 180° 240° 300°
0 0,4287 0,2896 0,3746 0,2760 0,3646
P =0,0497 P=0,7824 P =10,2145 P =0,8238 P =0,3082
60° 0,4912 0,3474 0,3529 0,4555 0,3889
P =0,0032 P =0,3660 P =0,2907 P =0,0140 P =0,1454
120° 0,5490 0,5123 0,2842 0,2787 0,3105
P =0,0002 P =0,0011 P=0,7674 P=0,8113 P =0,6409
180" 0,5727 0,5195 0,2642 0,3132 0,3615
P =0,0002 P =0,0006 P=10,8738 P = 0,5465 P=10,2737
240° 0,9014 1,0300 0,6418 0,6476 0,3282
P<0,0001 P< 0,0001 P< 0,0001 P<0,0001 P =0,4927
300° 1,0537 1,2698 0,9063 0,9086 0,5134
P< 0,0001 P< 0,0001 P< 0,0001 P<0,0001 P =0,0017
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Tabela 9. Dekompozicija Prokrustovih suma kvadrata za razliite cvetne
organe. Prikazane su Prokrustove sume kvadrata tri cvetna organa za
simetriCnu i asimetricnu komponentu variranja oblika, kao i za ukupno variranje
oblika dobijeno kombinovanjem simetricne i asimetricne komponente. Procenti
(u zagradi) predstavljaju udeo asimetrije u cvetu koji jeste odnosno, nije

uzrokovan orijentacijom cvetnih organa.

FoL STANDARD GRANA TUCKA

Simetri¢na komponenta variranja oblika

Orijentacija 0,1415 (11,5%)  0,2147 (12,8%)  0,00569 (1,6%)
Bilika 4,0045 4,6509 2,3826
Cvet 0,7545 0,9263 0,3683

Drugi tipovi asimetrije  1,0851 (88,5%)  1,4601 (87,2%)  0,3643 (98,4%)
Ukupno 5,9856 7,2520 3,1212

Asimetri€na komponenta variranja oblika

Orijentacija 0,0157 (5,7%) 0,0117 (7,3%) 0,0073 (3,1%)
Biljka 0,0811 0,0939 0,0566
Cvet 0,0534 0,0713 0,0505

Drugi tipovi asimetrije  0,2617 (94,3%)  0,3016 (96,3%) 0,2308 (96,9%)
Ukupno 0,4188 0,4785 0,3452

Ukupno variranje oblika (simetri¢na i asimetricna komponenta)

Orijentacija 0,1571 (10,4%)  0,2263 (11,4%)  0,0132 (2,2%)
Bilika 4,0856 4,7448 2,4392
Cvet 0,8079 0,9976 0,4189

Drugi tipovi asimetrije  1,3468 (89,6%)  1,7618 (88,6%)  0,5950 (97,8)

Ukupno 6,3974 7,7305 3,4663
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Tabela 10. Deskriptivna statistika veliCine centroida cvetnih organa I. pumila

razli¢itih boja. Prikazani su veli¢ina uzorka (n), srednja vrednost (X), standardna

devijacija (SD) i koeficijent varijacije (CV%).

n X SD CV%
FoL
Lila 360 329 35 11
Plava 354 317 30 10
Tamno lila 66 307 20 10
Tamno plava 42 315 19 7
Zuta 84 291 31 11
STANDARD
Lila 312 345 39 11
Plava 318 339 34 10
Tamno lila 90 322 24 10
Tamno plava 42 330 15 5
Zuta 72 301 22 13
GRANA TUCKA
Lila 288 217 16 9
Plava 318 214 16 8
Tamno lila 42 201 7 6
Tamno plava 24 191 4 10
Zuta 84 208 11 5
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Tabela 11. Analiza varijanse (ANOVA) za veli€inu centroida cvetnih organa /.

pumila. MS - srednja vrednost sume kvadrata, df - stepen slobode, F- vrednost

F testa, P - nivo statistiCke znacCajnosti.

Izvor variranja df MS F P
FoL

Boja 4 27971,08 28,27 <,0001
Greska 901 989,34

STANDARD

Boja 4 38911,06 34,06 <,0001
Greska 829 1142,30

GRANA TUCKA

Boja 4 60088,86 27,43 <,0001
Greska 751 221,95

97



Tabele

Tabela 12. Razlike u srednjim vrednostima veliine centroida oblika cvetnih
organa /. pumila razli€itih u boji dobijene Tuckey- jevim testom. StatistiCki

znacajne razlike (P < 0.05) su oznacene podebljanim fontom.

FoL STANDARD GRANA TUCKA
Lila i plava 12,196 8,378 2,591
Lila i tamno lila 21,738 26,115 15,859
Lila i tamno plava 13,665 17,362 25,547
Lila i Zuta 37,760 47,026 9,002
Plava i tamno lila 9,542 17,737 13,268
Plava i tamno plava 1,469 8,984 22,957
Plava i zuta 25,564 38,648 6,412
Tamno lila i tamno plava 8,073 8,754 9,688
Tamno lila i zuta 16,023 20,910 6,857
Tamno plava i Zuta 24,095 29,664 16,545
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Tabela 13A. Prokrustova ANOVA oblika fola razliCite boje cveta I. pumila.
Prikazani su efekti sa interpretacijom: jedinke (meduindividualno variranje),
strane (DA - direkciona asimetrija), interakcije jedinke i strane (FA - fluktuirajuc¢a
asimetrija) i greSke merenja. SS-suma kvadrata, MS - srednja vrednost sume

kvadrata, df- stepen slobode, F- vrednost F testa, P- nivo statistiCke

znacajnosti.
Efekat SS MS df F P
LiLa
Jedinka 0,64718 0,00023 2864 3,58 <,0001
Strana 0,03917 0,00245 16 38,74 <,0001
Jedinka*Strana  0,18097 0,00006 2864 1,26 <,0001

GreSka merenja  0,28834 0,00005 5760

PLAVA
Jedinka 0,53508 0,00019 2816 2,53 <,0001
Strana 0,04320 0,00270 16 35,99 <,0001
Jedinka*Strana 0,21128 0,00007 2816 1,70 <,0001

GreSka merenja  0,25058 0,00004 5664

TAMNO LILA
Jedinka 0,07486 0,00012 608 2,19 <,0001
Strana 0,01074 0,00067 16 11,97 <,0001
Jedinka*Strana 0,03411 0,00006 608 1,36 <,0001
GreSka merenja  0,03563 0,00004 864

TAMNO PLAVA
Jedinka 0,03719 0,00011 320 1,77 <,0001
Strana 0,00455 0,00028 16 4,33 <,0001
Jedinka*Strana 0,02101 0,00007 320 1,37 0,0005
Greska merenja  0,03228 0,00005 672

Zuta
Jedinka 0,18641 0,00028 656 3,68 <,0001
Strana 0,00729 0,00045 16 5,90 <,0001
Jedinka*Strana 0,05067 0,00008 656 2,36 <,0001

GresSka merenja  0,04399 0,00003 1344
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Tabela 13B. Prokrustova ANOVA oblika standarda razliite boje cveta I. pumila.
Prikazani su efekti sa interpretacijom: jedinke (meduindividualno variranje),
strane (DA - direkciona asimetrija), interakcije jedinke i strane (FA-fluktuirajuca
asimetrija) i greSke merenja. SS - suma kvadrata, MS - srednja vrednost sume

kvadrata, df - stepen slobode, F- vrednost F testa, P- nivo statistiCke

znacajnosti.
Efekat SS MS df F P

LiLA
Jedinka 1,05891 0,00039 2737 7,29 <,0001
Strana (DA) 0,01630 0,00096 17 18,07 <,0001
Jedinka*Strana (FA)  0,14523 0,00005 2737 2,17 <,0001
Greska merenja 0,12478 0,00002 5100

PLAVA
Jedinka 0,84348 0,00030 2788 5,02 <,0001
Strana (DA) 0,02470 0,00145 17 24,13 <,0001
Jedinka*Strana (FA) 0,16786 0,00006 2788 3,05 <,0001
Greska merenja 0,10253 0,00002 5202

TAMNO LILA
Jedinka 0,22731 0,00027 850 4,17 <,0001
Strana (DA) 0,00700 0,00041 17 6,43 <,0001
Jedinka*Strana (FA)  0,05447 0,00006 850 2,11 <,0001
Greska merenja 0,04028 0,00003 1326

TAMNO PLAVA
Jedinka 0,07445 0,00021 340 3,95 <,0001
Strana (DA) 0,00392 0,00023 17 4,16 <,0001
Jedinka*Strana (FA)  0,01883 0,00005 340 2,11 <,0001
Greska merenja 0,01871 0,00003 714

Zuta
Jedinka 0,18508 0,00031 595 5,04 <,0001
Strana (DA) 0,00691 0,00041 17 6,59 <,0001

Jedinka*Strana (FA) 0,03669 0,00006 595 3,57 <,0001
GresSka merenja 0,02115 0,00002 1224
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Tabela 13C. Prokrustova ANOVA oblika grana tucCkova razliite boje cveta
l.oumila. Prikazani su efekti sa interpretacijom: jedinke (meduindividualno
variranje), strane (DA - direkciona asimetrija), interakcije jedinke i strane
(FA-fluktuiraju¢a asimetrija) i greSke merenja. SS - suma kvadrata, MS - srednja
vrednost sume kvadrata, df - stepen slobode, F- vrednost F testa, P- nivo

statistiCke znacajnosti.

Efekat SS MS df F P

LiLA
Jedinka 0,23221 0,00010 2384 4,60 <,0001
Strana (DA) 0,00144  0,00009 16 4,26 <,0001
Jedinka*Strana (FA) 0,05053 0,00002 2384 1,27 <,0001
Greska merenja 0,07376  0,00001 4416

PLAVA
Jedinka 0,22198 0,00008 2624 4,08 <,0001
Strana (DA) 0,00227 0,00014 16 6,86 <,0001
Jedinka*Strana (FA) 0,05440 0,00002 2624 1,79 <,0001
GresSka merenja 0,05673 0,00001 4896

TAMNO LILA
Jedinka 0,01815 0,00006 320 2,60 <,0001
Strana (DA) 0,00056 0,00003 16 1,60 0,0666
Jedinka*Strana (FA) 0,00699 0,00002 320 1,86 <,0001
GresSka merenja 0,00790 0,00001 672

TAMNO PLAVA
Jedinka 0,00897 0,00005 176 2,86 <,0001
Strana (DA) 0,00164 0,00010 16 5,73 <,0001
Jedinka*Strana (FA) 0,00314 0,00002 176 1,74 <,0001
GresSka merenja 0,00393 0,00001 384

Zuta
Jedinka 0,05187 0,00008 656 4,12 <,0001
Strana (DA) 0,00077  0,00005 16 2,50 0,0010

Jedinka*Strana (FA) 0,01258 0,00002 656 1,66 <,0001
GresSka merenja 0,01554 0,00001 1344
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Tabela 14. Diskriminantna analiza. Prikazane su vrednosti Prokrustovih distanci izmedu srednjih oblika odredenih boja

cvetnih organa /. pumila sa i bez alometrijske komponente. Statisti¢ki znacajne vrednosti su obeleZzene podebljanim fontom.

FoL STANDARD GRANA TUCKA
Sa Bez Sa Bez Sa Bez
alometrijom  alometrije alometrijom alometrije alometrijom alometrije

Lila i plava 0,008 0,005 0,006 0,006 0,003 0,004
Lila i tamno lila 0,015 0,009 0,010 0,013 0,016 0,010
Lila i tamno plava 0,008 0,008 0,021 0,020 0,015 0,011
Lila i Zzuta 0,032 0,020 0,029 0,027 0,007 0,006
Plava i tamno lila 0,008 0,007 0,014 0,016 0,014 0,007
Plava i tamno plava 0,010 0,009 0,017 0,017 0,012 0,009
Plava i Zuta 0,025 0,017 0,024 0,023 0,006 0,004
Tamno lila i tamno plava 0,017 0,015 0,029 0,031 0,007 0,007
Tamno lila i zuta 0,022 0,016 0,033 0,031 0,010 0,008
Tamno plava i Zuta 0,032 0,021 0,018 0,021 0,008 0,007
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Tabela 15. Poredenje srednjih vrednosti osobina cveta izmedu oprasenih i
neoprasenih cvetova Studentovim t testom. Prikazane su srednja vrednost (X),
standardna greska (SE) i nivo statistiCke znacajnosti (P). StatistiCki znacCajne
razlike su obelezene podebljanim fontom. Anth — apsorpcija antocijana

(540nm), CS- veliina centroida.

OpraSeni Neopraseni P
Osobina X + SE X + SE
Visina cveta (mm) 111,32 2,62 101,42 2,71 0,0101
Anth 0,88 0,07 0,89 0,05 0,9281
Fol CS 330,64 4,40 313,76 3,95 0,0057
Standard CS 333,97 6,10 312,26 5,26 0,0084
Grana tucka CS 193,17 0,01 197,13 2,61 0,2636
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Tabela 16. Analiza glavnih komponenti. Prikazani su sopstveni vektori osobina
cveta I. pumila, sopstvene vrednosti i procenti varijanse. Optere¢enja na PC
osama veca od 0.4 su oznaCena podebljanim fontom. Anth - apsorpcija

antocijana (540nm), CS- veli€ina centroida.

Sopstveni vektori PC1 PC2

Visina cveta 0,4862 -0,0039
Anth 0,0459 0,9477
Fol (CS) 0,5426 -0,0163
Standard (CS) 0,5498 0,1487
Grana tucka (CS) 0,4060 -0,2820
Sopstvene vrednosti 2,5947 1,0413
Proporcija% 0,5189 0,2083
Kumulativho% 0,5189 0,7272
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Tabela 17. Selekcioni gradijenti i njihove standardne greSke (+SE) osobina cveta i cvetnih organa [. pumila. Prikazani su koeficijenti
logistiCke (a), linearne (B) i kvadratne regresije (y). Anth - apsorpcija antocijana (540nm), CS- veliina centroida. StatistCki znacajne

vrednosti gradijenata su obelezene podebljanim fontom.

a +SE P B +SE P 1% *SE P
Osobine cveta
Visina cveta 1,8498 1,1126 0,0964 0,05378 0,03265 0,1033 -0,00327 0,69105 0,9962
Anth -0,00165 0,6363 0,9979 -0,00263 0,02619 0,9204 -0,24820 0,69105 0,1304
Fol CS 4,0021 2,0905 0,0556 0,07427 0,04153 0,0774 -1,21957 1,77677 0,4945
Standard CS 0,4918 1,4296 0,7309 0,01947 0,04349 0,6556 0,12697 1,32103 0,9237
Grana tucka CS -5,7305 1,9393 0,0031 -0,09322 0,02924 0,0020 1,03209 1,27746 0,4216
Glavne
komponente
PC1 0,3254 0,1460 0,0258 0,06309 0,02703 0,0219 0,00999 0,02758 0,7182
PC2 0,2091 0,2203 0,3427 0,02579 0,02703 0,3427 0,00882 0,03779 0,8161
Veli¢ina
centroida
Fol 4,0138 1,9745 0,0421 0,08145 0,04124 0,0514 -1,18176 1,76126 0,5041
Standard 1,3879 1,2931 0,2832 0,04251 0,04014 0,2926 0,12291 1,24707 0,9217

Grana tucka -4,9812 1,8166 0,0061 -0,08495 0,02882 0,0041 0,84555 1,23645 0,4960
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Tabela 18. Diskriminantna analiza. Prikazane su vrednosti Prokrustovih distanci izmedu srednjih oblika cvetnih organa

opraSenih i neoprasenih cvetova /. pumila, kao i izmedu cvetnih organa oprasenih i neoprasenih cvetova odredene boje.

Predstavljeni su rezultati sa i bez alometrijske komponente. Statistic¢ki znacajne vrednosti su obeleZzene podebljanim fontom.

STANDARD GRANA TUCKA
Sa Bez Sa Bez Sa Bez
alometrijom alometrije alometrijom  alometrije alometrijom  alometrije

OpraSeni i neopraseni 0,010 0,010 0,008 0,018 0,022 0,017
LiLa 0,012 0,012 0,015 0,018 0,018 0,011
opraseni i neopraseni
PLAva 0,008 0,020 0,040 0,048 0,035 0,034
opraseni i neopraseni
TAMNO LILA 0,024 0,020 0,046 0,049 0,041 0,028
opradeni i neopraseni
TAMNO PLAVA 0,037 0,035 0,022 0,019 0,047 0,047
opraseni i neopraseni
ZutaA 0,032 0,019 0,083 0,032 0,029 0,033

opraseni i neopraseni
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Tabela 19. Prokrustova ANOVA oblika oprasenih i neopradenih cvetnih organa
I. pumila. Prikazani su efekti sa interpretacijom: jedinke (meduindividualno variranje),
strane (DA - direkciona asimetrija), interakcije jedinke i strane (FA - fluktuirajuca
asimetrija) i greSke merenja. SS - suma kvadrata, M - srednja vrednost sume kvadrata,

df - stepen slobode, F- vrednost F testa, P- nivostatisticke zna€ajnosti.

SS MS df F P

FOL OPRASENI
Jedinka 0,14758 0,00026 560 3,50 <,0001
Strana 0,00637 0,00039 16 5,28 <,0001
Jedinka*Strana 0,04219 0,00007 560 1,86 <,0001
Greska merenja 0,04658 0,00004 1152

FOL NEOPRASENI
Jedinka 0,09792 0,00001 560 4,56 <,0001
Strana (DA) 0,00644 0,00040 16 10,5 <,0001
Jedinka*Strana 0,02147 0,00004 560 1,27 0,0004
GreSka merenja 0,03480 0,00003 1152

STANDARD OPRASENI
Jedinka 0,28335 0,00048 595 10,56 <,0001
Strana (DA) 0,00355 0,00021 17 4,63 <,0001
Jedinka*Strana 0,02683 0,00004 595 1,99 <,0001
GresSka merenja 0,39188 0,00002 1224

STANDARD NEOPRASENI
Jedinka 0,32486 0,00055 595 14,37 <,0001
Strana 0,00325 0,00019 17 5,03 <,0001
Jedinka*Strana) 0,02260 0,00004 595 1,74 <,0001
Greska merenja 0,02672 0,00002 1224

GRANA TUCKA OPRASENI
Jedinka 0,09585 0,00017 576 5,95 <,0001
Strana 0,00092 0,00006 16 2,07 0,0085
Jedinka*Strana 0,01608 0,00003 576 1,44 <,0001
Greska merenja 0,22924 0,00002 1184

GRANA TUCGKA NEOPRASENI
Jedinka 0,10849 0,00019 576 7,98 <,0001
Strana 0,00217 0,00013 16 5,74 <,0001
Jedinka*Strana 0,01359 0,00002 576 1,46 <,0001

GresSka merenja 0,01910 0,00001 1184
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Tabela 20. Indeksi fluktuiraju¢e asimetrije (FA10) i poredenje njihovih vrednosti
F testom cvetnih organa oprasenih i neoprasenih cvetova I. pumila. Prikazani
su veli€ina uzorka (n), vrednosti FA10 indeksa, stepeni slobode (df), F vrednost i
statisticka znacCajnost (P). Statisticki znacCajne vrednosti su obelezene
podebljanim fontom

n FA10 (x 107) df F P
FoL OPRASEI\vll 72 2,78 105,41 428 0,0004
FOL NEOPRASENI 72 0,65 19,34
STANDARD OPRASENI 72 1,79 131,72 1,39 0,0046
STANDARD NEOPRASENI 72 1,29 92,74
GRANA TUCKA OPRASENI 74 0,68 43,84 115 0,3180
GRANA TUCKA NEOPRASENI 74 0,59 46,93
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Tabela 21A. Indeksi fluktuirajuce asimetrije (FA10) fol i poredenje njihovih
vrednosti F testom izmedu oprasenih i neoprasenih cvetova I. pumila odredene
boje. Prikazani su veli€ina uzorka (n), vrednosti FA10 indeksa, stepeni slobode
(df), F vrednost i statistiCka znacajnost (P). StatistiCki znaCajne vrednosti su

obelezene podebljanim fontom.

n  FA10(x 10°) df F P
LILA OPRASENI 26 2,78 49,83 2.35 0,0086
LILA NEOPRASENI 44 0,65 27,82
PLAVA OPRASENI 12 - -
PLAVA NEOPRASENI 6 - - i i
TAMNO LILA OPRASENI 20 0,68 1,61
TAMNO LILA NEOPRASENI 14 0,59 5,69 287 04230
TAMNO PLAVI OPRASENI 8 - -

TAMNO PLAVI NEOPRASENI 2 - -

ZUTA OPRASENI 6 - -
ZUTA NEOPRASENI 6 - -
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Tabela 21B. Indeksi fluktuiraju¢e asimetrije (FA10) standarda i poredenje
njihovih vrednosti F testom izmedu oprasenih i neoprasenih cvetova I. pumila
odredene boje. Prikazani su veli¢ina uzorka (n), vrednosti FA10 indeksa,

stepeni slobode (df), F vrednost i statistiCka znacajnost (P).

n FA10(x 10°)  df F P
LILA OPRASENI 26 0,40 443 460 0,072
LILA NEOPRASENI 44 1,84 97,72
PLAVA OPRASENI 14 - -
PLAVA NEOPRASENI 6 - - i i
TAMNO LILA OPRASENI 20 1,93 34,37 186  0.149
TAMNO LILA NEOPRASENI 14 1,04 10,40 ’ ’
TAMNO PLAVI OPRASENI 8 - -
TAMNO PLAVI 5 } }
NEOPRASENI - -
ZUTA OPRASENI 4 - -

ZUTA NEOPRASENI 8 - -
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Tabela 21C. Indeksi fluktuirajuce asimetrije (FA10) grane tucka i poredenje

njihovih vrednosti F testom izmedu oprasenih i neoprasenih cvetova I. pumila

odredene boje. Prikazani su veli¢ina uzorka (n), vrednosti FA10 indeksa,

stepeni slobode (df), F vrednost i statistiCcka znacCajnost (P).

LILA OPRASENI
LILA NEOPRASENI

PLAVA OPRASENI
PLAVA NEOPRASENI

TAMNO LILA OPRASENI
TAMNO LILA NEOPRASENI

TAMNO PLAVI OPRASENI
TAMNO PLAVI NEOPRASENI

ZUTA OPRASENI
ZUTA NEOPRASENI

n FA10(x10°)  df F P
26 0,68 12,44 138 0279
44 0,94 50,59
12 - -

] ] ] i -
22 0,99 20,68
14 0,52 7,81 1,90 0177
8 - - - -

2 - -

6 - -
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8. Slike

Slika 1. Promene oblika fola cveta I. pumila opisane glavnim komponentama
(PC). A - Obrazac indiviudalnog variranja oblika. B - Obrazac variranja oblika
uslovljen fluktuiraju¢om asimetrijom. Predstavljeni su dijagrami tri glavne
komponente kojima se opisuje vise od 10% ukupnog variranja oblika (PC1-
PC3). Promena oblika u pozitivnom pravcu prikazana je punom crnom linijom
sa ispunjenim krugovima, u negativhom pravcu sa isprekidanom linijjom sa

praznim krugovima, a sredniji oblik punom sivom linijom sa punim krugovima.
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Slika 2. Promene oblika standarda cveta [ pumila opisane glavnim
komponentama (PC). A - Obrazac indiviudalnog variranja oblika. B - Obrazac
variranja oblika uslovljen fluktuiraju¢om asimetrijom. Predstavljeni su dijagrami
tri glavne komponente kojima se opisuje vise od 10% ukupnog variranja oblika
(PC1- PC3). Promena oblika u pozitivnom pravcu prikazana je punom crnom
linijom sa ispunjenim krugovima, u negativhom pravcu sa isprekidanom linijom

sa praznim krugovima, a sredniji oblik punom sivom linijom sa punim krugovima.
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Slika 3. Promene oblika grane tuCka cveta [ pumila opisane glavnim
komponentama (PC). A - Obrazac indiviudalnog variranja oblika. B - Obrazac
variranja oblika uslovljen fluktuirajuéom asimetrijom. Predstavljeni su dijagrami
tri glavne komponente kojima se opisuje vise od 10% ukupnog variranja oblika
(PC1- PC3). Promena oblika u pozitivnom pravcu prikazana je punom crnom
linjjom sa ispunjenim krugovima, u negativnhom pravcu sa isprekidanom linijom

sa praznim krugovima, a srednji oblik punom sivom linijom sa punim krugovima.
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Slika 4. Multivarijantna regresija varijabli oblika na veli€¢inu centroida (CS)
kod cvetnih organa I. pumila. Predstavljeni su skater dijagrami regresionih
skorova u okviru kojih se nalaze modeli oblika tri razliCita organa sa
minimalnom (gornji levi ugao), odnosno maksimalnom vrednosSc¢u CS (donji

desni ugao): A - fol, B - standard i C - grana tucka
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Slika 5. Uticaj orijentacije na oblik folova. A - Razlike izmedu Sest

orijentacija folova u prose¢nim vrednostima simetricne komponente variranja

oblika (promena oblika uvecana petostruko). B - Razlike izmedu Sest

orijentacija folova u proseCnim vrednostima asimetricne komponente

variranja oblika (promena oblika uveéana 15 puta). C — 95% elipse

poverenja za prosecne vrednosti simetricne komponente variranja oblika

folova Sest razliCitih orijentacija. D - 95% elipse poverenja za prosecCne

vrednosti asimetricne komponente variranja oblika folova Sest razlicitih

orijentacija.
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Slika 6. Uticaj orijentacije na oblik standarda. A - Razlike izmedu Sest
orijentacija standarda u proseCnim vrednostima simetricne komponente
variranja oblika (promena oblika uvecana petostruko). B - Razlike izmedu
Sest orijentacija standarda u proseCnim vrednostima asimetricne
komponente variranja oblika (promena oblika uvec¢ana 15 puta). C — 95%
elipse poverenja za proseCne vrednosti simetricne komponente variranja
oblika standarda Sest razli¢itih orijentacija. D - 95% elipse poverenja za

proseCne vrednosti asimetricne komponente variranja oblika standarda Sest
razli€itih orijentacija.
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Slika 7. Uticaj orijentacije na oblik grana tuCkova. A - Razlike izmedu Sest
orijentacija grana tuckova u proseCnim vrednostima simetricne komponente
variranja oblika (promena oblika uveéana petostruko). B - Razlike izmedu Sest
orijentacija grana tu€kova u prose¢nim vrednostima asimetricne komponente
variranja oblika (promena oblika uve¢ana 15 puta). C — 95% elipse poverenja
za prosecne vrednosti simetricne komponente variranja oblika grana tuckova
Sest razli¢itih orijentacija. D - 95% elipse poverenja za proseCne vrednosti
asimetricne komponente variranja oblika grana tuCkova Sest razliCitih

orijentacija.
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Slika 8. Graficki prikaz prosecnih oblika fola kod cvetova razliCite boje,
dobijenih diskriminantnom analizom (DFA). Predstavljene su razlike u obliku
bez uticaja veli¢ine (iznad

dijagonale). StatistiCka znac€ajnost Prokrustovih distanci izmedu parova srednjih
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Slika 9. GrafiCki prikaz prosecnih oblika standarda kod cvetova razliite boje,

<,0001 0,008

dobijenih diskriminantnom analizom (DFA). Predstavljene su razlike u obliku
standarda uslovljene veli€¢inom (ispod dijagonale) i bez uticaja veli€ine (iznad
dijagonale). Statisticka znacajnost Prokrustovih distanci izmedu parova srednjih

oblika odredenih boja data je ispod slike.
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Slika 10. Graficki prikaz prosec¢nih oblika grane tu¢ka kod cvetova razli€ite boje,
dobijenih diskriminantnom analizom (DFA). Predstavljene su razlike u obliku
grane tucka uslovljene veli€¢inom (ispod dijagonale) i bez uticaja veli€ine (iznad
dijagonale). Statisticka znacajnost Prokrustovih distanci izmedu parova srednjih

oblika odredenih boja data je ispod slike.
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Slika 11. Razlika u srednjim oblicima oprasenih i neoprasenih grana tuckova.
Srednji oblik neoprasenih grana tuCka predstavljen je dijagramom sa punom
linijom. Srednji oblik oprasenih tuCkova predstavijen je dijagramom sa
isprekidanom linijom.
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Slika 12. FA10 indeksi fluktuirajuce asimetrije oblika cvetnih organa oprasenih i
neoprasenih cvetova |[. pumila. Statisticka znafajnost razlika u veliini
fluktuiraju¢e asimetrije izmedu opradenih i neoprasenih organa utvrdena je F
testom. *** P< 0,001 *P< 0,05
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distribuciju i javno saop$tavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe
dela u svom delu, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora
ili davaoca licence. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela. U
odnosu na sve ostale licence, ovom licencom se ograni¢ava najveci obim prava
koriS¢enja dela.

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate
umnozavanje, distribuciju i javno saopStavanje dela, i prerade, ako se navede
ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence i ako se
prerada distribuira pod istom ili slichom licencom. Ova licenca ne dozvoljava
komercijalnu upotrebu dela i prerada.

5. Autorstvo — bez prerada. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopStavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu,
ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca
licence. Ova licenca dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

6. Autorstvo - deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnoZzZavanje,
distribuciju i javno saopStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na
nacin odreden od strane autora ili davaoca licence i ako se prerada distribuira
pod istom ili slicnom licencom. Ova licenca dozvoljava komercijalnu upotrebu
dela i prerada. Sli¢na je softverskim licencama, odnosno licencama otvorenog
koda.
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