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Evoluciona ekofiziologija stresa: uloga enzimskih i neenzimskih
antioksidanata u prirodnim populacijama

Iris pumila L. (Iridaceae)
Rezime

U evolucionoj biologiji sredinski stres se definiSe kao mehanizam koji
dovodi do adaptacija i evolucije u promenljivoj sredini, i istovremeno ukljucuje
svojstva stresora, kao sredinsku komponentu i stresiranih, kao biolosku
komponentu. Vise biljke, kao modularni i sesilni organizmi, razvile su tokom
evolucije veliki broj biohemijskih, fizioloskih i anatomsko-morfoloskih
mehanizama koji im omogucuju povecanje individualne adaptivne vrednosti
pod nestabilnim uslovima Zivotne sredine. Kratkoro¢no, odnosno u ekoloskoj
vremenskoj skali, biljke se usaglasavaju sa variranjem bioti¢kih i abiotickih
faktora u svojim stanistima fleksibilnos¢u fenotipa, koja moze da obuhvati sve
nivoe bioloske organizacije - od molekularnog do morfoloskog. Za prirodne
populacije biljaka, svetlost je jedan od prostorno i vremenski najvarijabilnijih
abiotickih faktora Zivotne sredine i, istovremeno, jedan od najvaznijih
sredinskih resursa. U tom kontekstu, od izuzetne vaZznosti su biohemijski
mehanizmi zastite biljaka od oksidativnog stresa koje c¢ine enzimski i
neenzimski antioksidanti.

Ciljevi ove doktorske disertacije su: (I) ispitivanje veli¢ine i obrazaca
sezonske fenotipske plasti¢nosti biohemijskih  (specificna  aktivnost
antioksidativnih enzima superoksid dismutaze - SOD, askorbat peroksidaze -
APX, katalaze - CAT, glutation reduktaze - GR, peroksidaza III klase - POD;
koli¢ina neenzimskih antioksidanata, antocijana - Anth i fenola - Phen),
morfolosko-anatomskih (specifi¢na povrsina lista - SLA i gustina stoma - SD) i
fizioloskih osobina lista (sadrzaj suve materije u listu - LDMC, sadrzaj vode u
listu - LWC, relativni sadrzaj vode u listu - RWC, sukulentnost - SU, koli¢ina

fotosintetickih pigmenata: hlorofila a - Chl a, hlorofila b - Chl b i karotenoida -



Cars) biljaka I. pumila iz dve prirodne populacije, od kojih je jedna naseljavala
otvoreno (populacija ,Dina”), a druga zasenc¢eno (populacija ,Suma”) staniste u
Deliblatskoj pescari; (II) testiranje hipoteze o lokalnim adaptacijama lista I
pumila na abioticke uslove otvorenog i zasencenog staniSta koris¢enjem
recipro¢no-transplantacionog eksperimenta u prirodi; (III) utvrdivanje variranja
u stepenu (relativna varijansa sopstvene vrednosti, rVE) i obrascima fenotipske
integracije (CPC analiza) funkcionalno povezanih osobina lista I. pumila,
indukovanog heterogenoscu Zivotne sredine.

Obrazac sezonskog variranja funkcionalnih osobina lista kod biljaka
1. pumila iz populacija Dina i Suma bio je specifi¢an za svaku osobinu, kao i za
svaku ispitivanu populaciju. Specificne aktivnosti vecine antioksidativnih
enzima, kao i koli¢ina neenzimskih antioksidanata bile su najvece tokom
najstresnijeg, letnjeg perioda, koga karakterisu visok intenzitet svetlosti,
poviSena temperatura vazduha i nedostatak vode u podlozi, u poredenju sa
drugim godisnjim dobima kao $to su prolece i jesen. Tokom cele vegetacione
sezone biljke iz populacije Suma su imale vise aktivnosti antioksidativnih
enzima u odnosu na biljke iz populacije Dina, dok je suprotan trend utvrden za
neenzimske antioksidante, narocito antocijane, ¢ija je koli¢ina po pravilu bila
veca u listovima biljaka sa otvorenog stanista. Pored variranja u aktivnosti i
koli¢ini antioksidanata, u populaciji Dina uoceno je i smanjenje koli¢ine
hlorofila, kao jedan od mehanizama kojim biljke I. pumila sa otvorenog stanista
reguli$u nastanak reaktivnih vrsta kiseonika u hloroplastima.

Testiranje  adaptivnosti  ispitivanih ~ biohemijskih, fizioloskih i
morfolosko-anatomskih osobina lista I. pumila pokazalo je da se srednje
vrednosti ve¢ine ovih osobina nisu statisticki znacajno razlikovale izmedu
genotipova iz populacija Dina i Suma ni na otvorenom kao ni na zasenéenom
stanistu. Odsustvo statisticki znac¢ajnih medu-populacionih razlika kod I. pumila
na istom stanistu ukazuje da se populacije Dina i Suma nisu geneticki
diferencirale pod uticajem lokalne selekcije u njihovim svetlosnim sredinama.

Dakle, posto nacin variranja testiranih osobina lista (indukovanog razli¢itim



intenzitetima ambijentalne svetlosti) povecava performansu biljaka I. pumila
pod datim sredinskim uslovima, ovaj tip promene fenotipa mogao bi se
definisati kao adaptivna plasti¢nost.

Veli¢ina fenotipske plasticnosti u odnosu na svetlost, procenjena na
osnovu indeksa plasti¢nosti, bila je specifi¢na za svaki tip analiziranih osobina
lista. Antioksidanti i fotosinteti¢ki pigmenti ispoljavali su vecu fenotipsku
plasticnost u odnosu na morfolosko-anatomske i fizioloske osobine.
Nepostojanje statisticki znacajnih razlika u plasti¢nosti veéine analiziranih
osobina lista, izmedu populacija sa otvorenog i zasencenog stanista, ukazuje da
genotipovi I. pumila razli¢itog porekla ,reaguju” na variranje intenziteta
svetlosti formiranjem sli¢nih, adaptivnih fenotipova, sprecevajuci na taj nacin
delovanje lokalne selekcije na fenotipsku plasti¢nost ispitivanih osobina.

Poznato je iz literaturnih podataka da porast intenziteta sredinskog
stresa moze da dovede do povecdanja integrisanosti funkcionalno povezanih
osobina ili modula organizama, sto je takode potvrdeno i u slucaju I. pumila.
Najveéi broj korelacija izmedu analiziranih osobina lista konstatovan je u
najnepovoljnijem, letnjem periodu kod biljaka iz obe populacije, odnosno pod
uslovima povecanog intenziteta abiotickog stresa. Broj i veli¢ina koeficijenata
fenotipskih korelacija, bili su najvec¢i u grupi osobina koje ¢ine antioksidanti,
kao i u grupi osobina vezanih za fotosinteticke pigmente, Sto navodi na
zaklju¢ak da bi se ove dve grupe osobina mogle tretirati kao posebni

funkcionalni moduli unutar lista.

Kljucne reci: Iris pumila, SOD, CAT, APX, GR, POD, fenolna jedinjenja,
sredinski stres, fenotipska plasti¢nost, recipro¢no-transplacioni eksperiment.
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UDK: 575.21:577.151(043.3)
581.1:582.579.2(043.3)



Evolutionary ecophysiology of stress: the role of enzymatic and
non-enzymatic antioxidants in natural populations of

Iris pumila L. (Iridaceae)
Abstract

In evolutionary biology, environmental stress is defined as a mechanism
that leads to adaptation and evolution in a variable environment and includes
properties of stress, as an environmental component, and stressed, as the
biological component. During the evolution higher plants, as sessile and
modular organisms, have developed a number of biochemical, physiological
and morpho-anatomical mechanisms that enable them to increase individual
fitness under unstable environmental conditions. Short-term, in ecological time
scale, plants adjust to varying biotic and abiotic factors in their habitat by
phenotype flexibility, which may include all levels of biological organization -
from the molecular to the morphological. For natural populations of plants,
light is the most heterogeneous abiotic factor, both spatially and temporally,
and at the same time, one of the most important environmental resources. In
this context, antioxidative enzymes and non-enzymatic antioxidants, as specific
biochemical mechanisms, are of grat importance for plants protection against
oxidative stress.

The aims of this doctoral dissertation were: (I) to investigate the size and
patterns of seasonal phenotypic plasticity of biochemical (specific activities of
antioxidative enzymes superoxide dismutase - SOD; ascorbate peroxidase -
APX, catalase - CAT, gluthatione reductase - GR, class III peroxidase - POD;
content of non-enzymatic antioxidants, anthocyanins - Anth and phenolics -
Phen), morpho-anatomical (specific leaf area - SLA, stomatal density - SD) and
physiological leaf traits (leaf dry matter content - LDMC, leaf water content -
LWC, relative leaf water content - RWC, succulence - SU, concentration of

photosynthetic pigments: chlorophyll a - Chl a, chlorophyll b - Chl b and



carotenoids - Cars) in two I pumila populations, one inhabiting open site
(“Dune” population) and the other one from woodland understory (“Wood”
population) in Deliblato sand; (II) testing the local adaptation hypothesis of
Lpumila to abiotic conditions at the open and shaded habitat, using reciprocal
transplant experiment in nature (III) to determine the variation of degree
(relative variance of eigen-value, rVE) and patterns of phenotypic integration
(CPC analysis) of functionally linked traits in the Lpumila leaves, induced by
heterogeneous environment.

The seasonal variation pattern of functional leaf traits of I.pumila from
two populations, Dune and Wood, was specific for each trait, as well as for the
population tested. Specific activities of antioxidative enzymes and content of
non-enzymatic antioxidants were the highest during the most stressful, summer
period, with high light intensities, elevated atmospheric temperature and water
deficit, in comparison to other seasons, such as spring or autumn. During the
whole vegetation period, plants from the Wood population had higher
antioxidative enzymes activities than those from the Dune population, while an
opposite trend was observed for non-enzymatic antioxidants, especially
anthocyanins, whose content was, in general, higher in the leaves of plants from
the open habitat. Besides the variation in the activities and contents of
antioxidants, a decrease in the chlorophyll concentration was observed in plants
from Dune population, which could be a means for regulating reactive oxygen
species generation in the chloroplasts of these plants.

Testing the adaptability of the biochemical, physiological and morpho-
anatomical leaf traits in the I. pumila showed that average values for most of the
traits investigated did not differ significantly between the Dune and Wood
population, neither in the open nor in the shaded habitat. No statistically
significant differences among 1. pumila populations at the same habitat
implicate there was no genetic differentiation between Dune and Wood
populations due to local selection in their light environments. Therefore, as the

pattern of variation of tested leaf traits (induced by different intensities of



ambient light) increases the performance of I pumila under the given
environmental conditions, this type of phenotypic changes could be defined as
adaptive plasticity.

The size of light-induced phenotypic plasticity, estimated by the
plasticity index, was specific for each type of leaf traits considered.
Antioxidants and photosynthetic pigments showed higher phenotypic plasticity
compared to morpho-anatomical and physiological traits. The absence of
statistical significance in the plasticity of the most of the leaf traits analyzed
indicates that 1. pumila genotypes of different origin respond to light intensity
variation by forming similar, adaptive phenotypes, thus preventing the effect of
local selection on phenotypic plasticity of the investigated leaf trait.

According to the literature data, increased environmental stress intensity
can be followed by an increase in the integrity of functionally related traits or
organism modules, which was also confirmed in I.pumila. The highest number
of correlation between analyzed leaf traits was obtained in the least favourable,
summer period in the plants from both populations, that is, under increased
intensity of abiotic stress. The size and number of phenotypic correlation
coefficients were the highest in the group of antioxidants, as well as in the
group of traits related to photosynthetic pigments, leading to the conclusion
that these two groups of traits could be treated as separate leaf functional

modules.

Key words: Iris pumila, SOD, CAT, APX, GR, POD, natural plant
populations, environmental stress, phenotypic plasticity, reciprocal-transplant
experiment.
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, It is not the strongest of species that
survive or the most intelligent but
the ones most responsive to change”

Charles R. Darwin (1859)
1 Uvop

Prirodna stani$ta bioloskih vrsta ¢ini veliki broj razli¢itih faktora -
fizickih, hemijskih i bioloskih - koji, zbog svoje prostorno-vremenske
nestabilnosti i razli¢ite stope variranja, indukuju kako kratkorocne ili ekoloske,
tako i dugorocne ili evolucione odgovore organizama. Za sve organizme u
nacelu, a posebno za one sa sesilnim stilom Zivota kao $to su biljke, uspesno
usaglasavanje sa neravnomernom raspodelom osnovnih resursa Zivotne
sredine, uklju¢ujuci svetlost, nutrijente i vodu, ali i razli¢ite patogene, jedan je
od najvecih ekoloskih izazova (Stuefer, 1996; Larcher, 1995).

Heterogenost Zivotne sredine je opsti termin koji objedinjuje veci broj
fenomena i koji se opisuje kroz vise aspekata, kao Sto su skala, kontrast,
predvidivost promene i prostorno-vremensko variranje (Wiens, 1976; Kotliar i
Wiens, 1990; Stuefer, 1996;). Skala, sa prostornog aspekta, predstavlja meru
veli¢ine povrsine koju karakterisu sredinski faktori odredenog kvaliteta, dok se
sa vremenskog aspekta odnosi na trajanje delovanja tih faktora. Skala variranja
sredinskih faktora se po pravilu definiSe u odnosu na nacin na koji organizmi
koriste odredeno staniste. Ukoliko je skala sredinskog variranja velika u odnosu
na veli¢inu i disperzionu sposobnost organizma, tj., ukoliko organizmi provode
znatno vise vremena u jednom nego u drugim stani$tima, teorijski se ocekuje da
¢e se evolucija u takvim populacijama odvijati formiranjem konstitutivnih ili
lokalno adaptiranih fenotipova (Levins, 1963; Banta i sar, 2007; Ghalambor i sar,
2007). Nasuprot tome, ukoliko je skala variranja sredinskih faktora mala,
odnosno ako organizmi koriste sredinske resurse proporcionalno njihovoj
prostorno-vremenskoj zastupljenosti u datom stanistu, ocekuje se evolucija

adaptivne fenotipske plasti¢nosti, jer omogucuje fino uskladivanje genotipova



sa promenom u njihovim mikro-sredinama (Stuefer, 1996; Wijesinghe i
Hutchings, 1997; Tuci¢ i sar, 1998; Donohue i sar, 2001; Griffith i Sultan, 2004;
Benz i sar, 2007). Vremenska heterogenost zivotne sredine moze biti unutar-
generacijska - kada fluktuacije uslova sredine traju krac¢e od vremena generacije
ili medu-generacijska - kada se promene odvijaju u vremenskom periodu
duZem od vremena generacije.

Heterogena staniSta cine prostori koje karakterisu sredinski faktori
razli¢itog kvaliteta. Stepen razlike izmedu ovih povrSina se naziva kontrast
(Kotliar i Wiens, 1990). Kontrast koji je neophodan za indukciju fenotipskog
odgovora jedinke zavisi, pre svega, od nacina na koji jedinka koristi odredeni
sredinski faktor (Stuefer, 1996; Kotliar i Wiens, 1990). Predvidivost je
najkompleksniji aspekt heterogenosti Zzivotne sredine koja, takode, igra
zna¢ajnu ulogu u evoluciji odgovora jedinki na sredinska variranja
(Oborny, 1994). Ukoliko je zivotna sredina varijabilna na predvidiv nacin,
prirodna selekcija ¢e favorizovati adaptivnu fenotipsku plasti¢nost jedinki date

populacije (Scheiner, 1993).

1.1 Svetlosna stanista biljaka

Suncevo elektromagnetno zracenje je primarni izvor energije koji
omogucuje promet organske materije i regulaciju temperature i balansa vode na
Zemlji, obezbedujuéi tako uslove neophodne za opstanak Zivih organizama
(Larcher, 1995; Valladares, 2003).

Termin ,svetlost” odnosi se na vidljivi deo spektra (380 - 750 nm)
elektromagnetnog zracenja, ¢iji se opseg znatno 8iri i krece od gama zraka
(A <1 nm) pa sve do radiotalasa (A > 1 mm) (Larcher, 1995; Valladares, 2003).
Vise biljke apsorbuju i za fotosintezu koriste samo uski deo spektra, od 400 do
700 nm, koji se naziva fotosinteticki aktivno zracenje, PAR
(eng. Photsyntheticaly Active Radiation). Iako se ne koriste u procesu
fotosinteze, od bioloskog znacaja su i ultraljubicasto (UV, 290 - 380 nm), kao i

infracrveno zracenje (750 - 4000 nm). Medutim, dok UV zrac¢enje ima izrazito



fotodestruktivan efekat na organizme, infracrvena i dugotalasna zracenja
(4000 - 100000 nm), pored termalnog efekta, regulisu i fotomorfogenetske
procese biljaka (Larcher, 1995; McDonald, 2003).

Svetlost je jedan od najvarijabilnijih sredinskih resursa, kako u
prostornom tako i u vremenskom smislu (Pearcy, 1999; Valladares, 2003).
Koli¢ina suncevog zracenja na nekom stanistu najvise zavisi od njegove
geografske Sirine i nadmorske visine. Najveca koli¢ina zracenja koje dopire do
zemljine povrsine nalazi se u blizini ekvatora, dok ka polovima postepeno
opada; na velikim nadmorskim visinama zracenje je takode intenzivnije, zbog
proredne atmosfere, u poredenju sa podrudjima koja se nalaze na malim
nadmorskim visinama (Larcher, 1995). Biljke koje naseljavaju velike geografske
sirine su izloZzene visokim intenzitetima UV zracenja i drastichom variranju
fotoperioda, u zavisnosti od sezone. Planinske biljke su takode izloZene visokim
intenzitetima svetlosti, ali je u njihovim stanistima variranje fotoperioda manje
izrazeno. Sumska senka i vodena stanita karakteristi‘na su po smanjenom
intenzitetu i izmenjenom spektralnom sastavu ambijentalne svetlosti (Larcher,
1995; Nilsen i Orcutt, 1996). Postoje stanista koja se odlikuju visokim i relativno
uniformnim intenzitetom svetlosti, kao $to su pustinje i planinski vrhovi, ali i
druga (npr., Sumska senka), koje karakteriu nizak intenzitet i izrazena
promenljivost koli¢ine svetlosti. Koli¢ina fotosintetic¢ki-aktivne svetlosti (PAR)
veoma zavisi od strukture biljne zajednice i moze da varira izmedu 50-80% od
pune sunceve svetlosti, u listopadnim Sumama tokom perioda bez lis¢a do
10-15%, u cetinarskim Sumama, pa i manje od 0.1%, u gustim tropskim
Sumama. (Valladares, 2003). Zbog ovako izrazenog variranja intenziteta
svetlosti biljke su razvile brojne anatomske, morfoloske, fizioloske i biohemijske
mehanizme pomocu kojih obezbeduju dovoljnu koli¢inu svetlosne energije i
smanjuju ostecenja do kojih dovodi visak apsorbovane svetlosti (Nilsen i

Orcutt, 1996; Valladares, 2003).



1.2 Sredinski stres

U naucnoj literaturi, pojam stres (lat. stringere - zategnuti, stegnuti,
ograniciti) se defini$e na razli¢ite nacine i koristi u razli¢itim kontekstima. Ovo
je razumljivo ako se ima u vidu da definisanje ovog pojma zavisi od oblasti
istrazivanja (fiziologija, ekologija ili evoluciona biologija), kao i od bioloskog
nivoa (molekularni, fizioloski, organizamski ili populacioni) na kome se stres
istrazuje (Bijlsma i Loeschcke, 2005). U ekoloskom konteksu, stres se definise
kao znacajno odstupanje sredinskih uslova od optimalnih za Zivot organizama.
Ono indukuje promene na svim funkcionalnim nivoima organizma, u pocetku
reverzibilne, dok kasnije mogu postati i trajne (Larcher, 1995; Nilsen i
Orcutt, 1996, Lambers, Chapin i Pons, 2008). Posto se pojam stres koristi za
oznacavanje kako sredinskih faktora - uZro¢nika stresa, tako i stanja organizma
uzrokovanog stresom, neophodno je razgrani¢iti pojam stresor, odnosno
stimulus koji je izazvao stres od pojma stresiranost, tj. odgovor organizma na
delovanje odredenog stresora (Larcher, 1995).

U fiziologiji pod pojmom stres obuhvacen je skup sredinskih uslova koji
dovode do takvih promena u fizioloSkim procesima ciji je rezultat oStecenje
biljke. Drugim re¢ima, stres nastaje kada stresor indukuje dovoljno veliku
promenu u fizioloskim procesima koja dovodi do smanjenja rasta, sposobnosti
fizioloske aklimatizacije ili prinosa biljaka. Intenzitet stresa nije uvek
jednostavno kvantifikovati. Ako je stres niskog intenziteta, ¢ine¢i uslove zivotne
sredine marginalno suboptimalnim, odgovor biljke moZe u potpunosti izostati
ili ¢e biti neznatan. Medutim, ako stres slabog intenziteta traje duzi vremenski
period, tj. ako preraste u hroni¢an stres, promene u fiziologiji biljke bice
neizbezne. Stres visokog intenziteta (akutni stres) nastaje usled naglih promena
u zivotnoj sredini, i u kratkom vremenskom periodu moze da dovede do
dramati¢nih fizioloskih promena kod biljaka. Zbog razlic¢itih efetaka koji
ispoljava na funkcionisanje biljnog organizma, u fiziologiji stresa primenjuje se
koncepcija doze (engl. dose), koja se definiSe kao proizvod intenziteta i trajanja

stresa. Tako na primer, odgovor biljaka na hroni¢ni stres moZe biti veoma



razli¢it od odgovora na akutni stres, ¢ak i kada su izloZena istoj dozi stresa
(Nilsen i Orcutt, 1996, Lambers, Chapin i Pons, 2008).

U evolucionoj biologiji stres se definiSe kao mehanizam koji dovodi do
adaptacija i evolucije u promenljivoj sredini, i istovremeno obuhvata svojstva
stresora (sredinska komponenta) i stresiranih (bioloska komponenta). Zbog
toga, sredinski stres i njegov nivo mogu biti definisani samo u odnosu na
organizam ili populaciju koja je izlozena datom sredinskom faktoru. U tom
smislu, stresor je sredinski faktor, dovoljnog intenziteta i trajanja, koji dovodi
do promene u bioloskom sistemu, delujuci ograni¢avjuce na prezivljavanje i/ili
reprodukciju (Hoffman i Parsons 1991; Bijlsma i Loeschcke, 2005). Pretpostavlja
se da su za neku jedinku ili populaciju najmanje stresni oni uslovi Zivotne
sredine kojima je najceS¢e izlozena, dok c¢e nivo stresiranosti jedinke ili
populacije, odnosno intenzitet stresa, biti najvisi u sredini koja im je nova ili
strana (Hoffman i Parsons 1991; Bijlsma i Loeschcke, 2005).

Promene u genetickoj strukturi populacije mogu takode drasti¢no
izmeniti nacin percepcije sredinskih faktora, dovode¢i do tzv. ,genetickog
stresa”. Na primer, ukrStanje u srodstvu, u okviru jedne populacije, moze
dovesti do toga da uobicajena variranja uslova Zivotne sredine postanu stresna
za datu populaciju (Bijlsma i sar, 1997; Bijlsma i sar, 2000).

Kod biljaka, veliki broj faktora Zivotne sredine moZze izazvati stres.
Stresori se mogu svrstati u tri grupe: fizicke, koji obuhvataju fizicke
karakteristike Zivotne sredine (npr. susa, ekstremne temperature, svetlost,
vetar, poplave), hemijske, u koje spadaju sva hemijska jedinjenja koja su
neuobicajena za datu sredinu (teski metali, pesticidi) ili se nalaze u relativno
visokim koncentracijama (pH zemljista, salinitet) i bioloski stresori, koji
obuhvataju razli¢ite interakcije izmedu Zivih organizama (kompeticija,
herbivori, razli¢iti patogeni) (Nilsen i Orcutt, 1996, Lambers, Chapin i
Pons, 2008).

U prirodi, na biljke retko deluje samo jedan stresor. Uglavnom se javljaju

u kombinacijama od dva ili viSe stresora, koji mogu imati sinergisticki,



neutralan ili antagonisticki efekat. Na primer, na otvorenim staniStima
sinergisticki deluju visok intenzitet svetlosti, poviSena temperatura i susa,
dovodeci do pregrevanja listova biljaka. Antagonisticki interaguju deficit vode i
niske temperature, jer se eksperimentalno pokazalo da biljke izloZene susi bolje

podnose niske temperature (Nilsen i Orcutt 1996).

1.2.1 Svetlost kao uzrocnik stresa

Intenzitet, trajanje i spektralni sastav svetlosti su vazni faktori Zivotne
sredine biljke. Svetlost utice na svaki aspekt rasta, razvica, diferencijacije i
reprodukcije biljaka. Visoki intenzitet, deficit ili neodgovarajuci spektralni
sastav svetlosti predstavlja stres za biljku (Larcher, 1995; McDonald, 2003). Na
primer, tokom izloZenosti visokim intenzitetima svetlosti, visak apsorbovane
energije koja ne moze da se iskoristi u procesu fotosinteze obi¢no dovodi do
povecane proizvodnje reaktivnih vrsta kiseonika (ROS), i posledi¢no tome, do
oksidativnog stresa. Da bi izbegle fotookstidativna ostecenja biljke su razvile
brojne zastitne mehanizme na svim hijerarhijskim nivoima organizacije (Logan i
sar, 1998; Valladares, 2003). Zbog izrazenog prostorno-vremenskog variranja
svetlosti i velikog znacaja koji ima za biljke, aklimatizacija i adaptacija na
svetlosne uslove zivotne sredine su klju¢ni mehanizmi za prezivljavanje biljaka
u nekom ekosistemu (Larcher, 1995; McDonald, 2003).

Prema prilagodenosti na svetlosni reZim staniSta, razlikuju se biljke
sunca i biljke senke (Givnish, 1988; Valladares i sar, 2005). Biljke sunca rastu na
stanistima koja se odlikuju visokim intenzitetom svetlosti, dok su biljkama
senke za rast i reprodukciju neophodna stanista sa niskim intenzitetom
svetlosti. Samo mali broj vrsta su iskljucivo biljke senke ili sunca i najveci broj
biljaka moZe, u odredenoj meri, da se prilagodi alternativnim svetlosnim
stanistima (McDonald, 2003).

U odnosu na biljke senke, za biljke sunca karakteristicne su visoke
vrednosti odnosa izmedu korena i stabla, manji i deblju listovi, kao i deblja

kutikula (Evans i Poorter, 2001). Manji i deblji listovi omogucavaju smanjenje



energetskog opterecenja izazvanog apsorpcijom prevelike koli¢ine svetlosne
energije i efikasnije regulisanje temperature lista. Deblja kutikula predstavlja
efikasnu zastitu od UV zracenja i gubitka vode. Takode, deblji listovi imaju
vecu povrsinu mezofila u odnosu na povrsinu epidermisa, ¢ime se obezbeduje
veci broj hloroplasta po jedinici povrsine i poboljsava/olaksava difuzija COz do
hloroplasta (Anderson i Osmond, 1987; Murchie i Horton, 1997; Chen i sar,
2002). Biljke senke povecavaju povrsinu lista kako bi apsorbovale dovoljnu
koli¢inu svetlosne energije. Odlikuju ih tanki listovi sa manje slojeva palisadnog
tkiva i veéim intercelularnim prostorom, dok su hloroplasti veci i sa izrazenim
granumom. Biljke senke imaju visok odnos hlorofila i Rubisco proteina, nizak
odnos izmedu hlorofila a i hlorofila b, manju provodljivost stoma, niZzu tacku
kompenzacije fotosinteze, visoku tacku saturacije fotosinteze i nisku stopu
respiracije, u poredenju sa listovima sunca (Anderson i Osmond, 1987;
Terashima i Hikosaka, 1995; Chow i sar, 2005; Anderson i sar, 2008).

Biljke sunca i biljke senke apsorbovanu svetlost preraduju na razlic¢ite
nacine. lako imaju isti kvantni prinos fotosinteze (inicijalni nagib krive
odgovora fotosinteze u zavisnosti od intenziteta svetlosti), glavna razlika
izmedu ove dve grupe biljaka je u kapacitetu sistema za sakupljanje svetlosti i
transportu elektrona (Lambers, Chapin i Pons, 2008). Biljke sunca imaju veci
kapacitet za fotosinteti¢ki transport elektrona jer poseduju vecu koli¢inu
komponenti lanca za transport elektrona, kao Sto su citohrom i plastokinon.
Takode, ispoljavaju i veéi kapacitet za ATP sintezu po jedinici hlorofila, u
poredenju sa biljkama senke (Evans i Poorter, 2001; Lambers, Chapin i Pons,
2008). Biljke senke, s druge strane, proizvode vecu koli¢inu hlorofila ali imaju
manje vrednosti odnosa hlorofila a i b, §to znatno povecéava njihov kapacitet za
sakupljanje svetlosne energije i njen transfer do reakcionih centara fotosistema
(Givnish, 1988; Demmig-Adams i Adams, 1992). Medutim, u uslovima visokih
intenziteta svetlosti ogranicava ih kapacitet za transport elektrona. Nasuprot

njima, biljke sunca su veoma efikasne u transportu elektrona ali u uslovima



senke ne mogu sakupiti dovoljno svetlosne energije (Boardman, 1977; Osmond i

Forster, 2006; Lambers, Chapin i Pons, 2008).

1.3 Odgovor biljaka na sredinski stres

U svom zivotnom okruZzenju biljke se susre¢u sa brojnim stresorima, koji
mogu delovati pojedinac¢no ili istovremeno. Na fizioloskom nivou, biljke mogu
odgovoriti na stres folerancijom (eng. tolerance) ili izbegavanjem (eng. avoidance).
U prvom slucaju, biljke imaju razvijene mehanizme pomocu kojih odrzavaju
fizioloske procese na istom nivou kao i u odsustvu stresora ili ih neznatno
redukuju, npr. biljke mediteranske vegetacije podnose nizak sadrzaj vode u
listovima (Osmond i sar. 1987; Lambers, Chapin i Pons, 2008). Mehanizam
izbegavanja stresa ukljucuje i redukciju svih metabolickih aktivnosti,
rezultiraju¢i dormantnim stanjem. Ova dva mehanizma nisu medusobno
iskljucena, i mogu se javiti kod iste biljke u zavisnosti od ekoloskih uslova
(Nilsen i Orcutt, 1996).

Posmatrano na vremenskoj skali, moZemo razlikovati tri nacina
odgovora biljaka na stresore (Slika 1.3.1.). Odgovor na stres (eng. stress response)
je trenutni Stetni efekat stresora na fizioloske procese biljke, koji se javlja u roku
od nekoliko sekundi ili dana, dovodec¢i do redukcije svih metaboli¢kih procesa;
ukoliko biljka ne poseduje mehanizme tolerancije veoma brzo ¢e doéi do
akutnih ostecenja i senescencije (Lichtenthaler, 1998). Nakon odgovora na stres,
kod biljaka koje poseduju mehanizme tolerancije, dolazi do aklimatizacije.
Aklimatizacija je skup morfoloskih i fizioloskih modifikacija kojima biljka
kompenzuje negativne efekte nastale tokom inicijalnog odgovora na stres. Do
aklimatizacije na novonastale uslove Zivotne sredine dolazi putem promene u
aktivnosti ili sintezi novih biohemijskih komponenti, kao $to su npr. enzimi.
Ove biohemijske promene pokrecu prenos signala, dovode¢i do promena na
svim nivoima, uklju¢ujudi rast, razvice, kao i fiziologiju i morfologiju cele biljke.
Aklimatizacija na stres je proces koji moze trajati nekoliko dana ili nedelja, ali se

uvek desava u toku Zzivota jedinke, odnosno u ekoloskom vremenu. Adaptacija
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SLIKA 1.3.1. Vremenska skala odgovora biljaka na stres. Trenutni odgovor na stres
dovodi do redukcije fizioloskih procesa. Aklimatizacijom biljka uspeva da kompenzuje
efekat stresa i fizioloski procesi se vracaju na normalan nivo. Tokom evolucije,
populacije se adaptiraju na sredinske stresore, $to vraca sve bioloske procese na isti nivo
kao kod nestresiranih i neadaptiranih biljaka. U prirodnim populacijama, kao
posledica aklimatizacije i adaptacije izazvane stresom, dolazi do uspostavljanja

kompenzacione homeostaze (prema Lambers, Chapin i Pons, 2008).

je, za razliku od aklimatizacije, ,odgovor” biljke na stresne uslove Zivotne
sredine nastao kao rezultat promena u genetickoj strukturi populacije pod
delovanjem prirodne selekcije, i odvija se tokom velikog broja generacija, tj. u
evolucionoj vremenskoj skali (Lambers, Chapin i Pons, 2008). Pojam adaptacija
ima dvostruko znacenje: oznafava proces pomocu kog nastaju adaptacije
organizama, ali i samu osobinu, koja predstavlja proizvod tog procesa (Bijlsma i
Loeschcke, 2005; Lambers, Chapin i Pons, 2008; Tuci¢ i sar, 2011). U evolucionoj
biologiji, adaptacija se definise kao proces promene organizma ili grupe
organizama, tokom kojeg oni sti¢u nove karakteristike na nivou morfologije,
fiziologije ili ponasanja. Ove promene omogucavaju im bolju usaglasenost sa
novim uslovima Zivotne sredine, ¢ime su povecani preZivljavanje i
reproduktivni uspeh organizama u toj zivotnoj sredini (Bijlsma i Loeschcke,

2005; Stojkovic i Tuci¢, 2012), i stoga se nazivaju geneticke ili evolucione adaptacije



(David i sar, 2005; Serensen i sar, 2005). Promene na fenotipskom nivou, mogu
da nastanu i kao rezultat sposobnosti jednog genotipa da menja fenotip u
zavisnosti od sredinskih uslova, tj. fenotipske plasti¢nosti, i nazivaju se
adaptivna fenotipska plasticnost (Andersen i sar, 2005; Gabriel i sar, 2005). Veli¢ina
(eng. amount) fenotipske plasti¢nosti, kao i obrazac (eng. pattern) plasti¢nosti,
su uslovljeni genetickom osnovom datog organizama. Mogucénost nastanka
adaptacija zavisi od veli¢ine geneticke varijabilnosti populacije, a njena brzina
od prisustva mutacija, efekta koji te mutacije imaju na adaptivhu vrednost
jedinki date populacije, i intenziteta prirodne selekcije (de Visser i Rozen, 2005;

Bijlsma i Loeschcke 2005; Stojkovi¢ i Tuci¢, 2012).

1.4 Fenotipska plasti¢nost - usaglasavanje biljaka sa
heterogenim uslovima stanista

Jedan od centralnih problema evolucione ekologije je razumevanje
evolucije kompleksnih (multivarijantnih) fenotipova u heterogenoj zivotnoj
sredini. Biljke, kao modularni i sesilni organizmi, usaglasavaju se sa variranjem
uslova Zivotne sredine pomocu fleksibilnosti odgovora kao $to su: pracenje
sredinske promene, aklimatizacija i plastinost (Bazzaz, 1996). Pracenje
promene c¢ine kratkotrajne reverzibilne modifikacije koje obezbeduju
uskladivanje fizioloskih procesa biljke sa naglim i brzim promenama sredine.
Promena provodljivosti stoma izazvana menjanjem raspolozive koli¢ine vode,
brza aktivacija i deaktivacija Rubisco, u zavisnosti od intenziteta svetlosti, samo
su neki od brojnih primera pracenja sredinskih promena (Bazzaz, 1996).
Aklimatizacija je sposobnost genotipa da na promene uslova sredine odgovori
modifikacijom biohemijskih, fizioloskih i morfoloskih karakteristika veé
formiranih modula, dok se plasti¢nost odnosi na sposobnost jednog genotipa da
u razlicitim sredinama ispolji razli¢ite fenotipske vrednosti odredene
karakteristike (Bazzaz, 1996). Na primer, ako jedan genotip na otvorenom
stanistu formira listove sunca, a u zasencenom listove senke, smatra se da je

ovaj genotip fenotipski plastican. Nasuprot tome, ako se listovi neke biljke
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razvijaju na otvorenom, ali ih tokom vremena zasence drugi listovi, i kao
posledica toga izmene se njihove fizioloske i morfoloske karakteristike, smatra
se da je doslo do aklimatizacije.

Fenotipska plasti¢nost je jedan od najvaznijih mehanizama kojim se
biljke, kao sesilni organizmi, usaglasavaju sa heterogenosc¢u razli¢itih ¢inilaca
zivotne sredine (Bradshaw, 1965; Schlichting, 1989a; Sultan, 2003). Takode,
fenotipska plasti¢nost je izvor fenotipske varijabilnosti populacije koja moze da
dovede do adaptivne divergencije, kao i specijacije  biljaka
(West-Erberhard, 2003).

Fenomen fenotipske plasti¢nosti znacajniji je i rasprostranjeniji medu
biljnim nego medu Zivotinjskim vrstama (Niklas, 2009). Biljkama ovaj
mehanizam doprinosi povecanju adaptivne vrednosti vise nego zivotinjama iz
nekoliko razloga. Prvo, biljke su sedentarni organizmi i tokom zivotnog ciklusa,
koji moze biti veoma dug, suoc¢avaju se sa promenama sredinskih uslova bez
mogucénosti da ih izbegnu promenom svog stanista. Drugo, za razliku od
zivotinja, sve kopnene biljke se odlikuju izrazito , otvorenom” ontogenijom, tj.
modularnoséu, sto znaci da se razli¢iti moduli produkuju sekvencijalno tokom
sezona pa mogu iskusiti razli¢ite uslove sredine tokom razvica. I kao trece,
karakteristika je svih fotoautotrofnih organizama da putem uskladivanja
fizioloskih procesa sa uslovima sredine obezbeduju esencijalne nutrijente i
svetlosnu energiju (Niklas, 2009).

Biljke pokazuju plasticnost za veliki broj ekoloski vaznih osobina,
uklju¢ujuéi morfoloske, fizioloske i anatomske karakteristike, vreme
reprodukcije, sistem razmnozavanja i razvojne obrasce potomaka (Sultan, 2000).
Plasti¢nost se moze ispoljiti na biohemijskom, fizioloSkom, morfoloskom,
razvojnom ili bihejvioralnom nivou. Svi ovi razli¢iti oblici plasti¢nosti znac¢ajno
se razlikuju na osnovu stepena reverzibilnosti. Biohemijski i fizioloski odgovori
¢esto nastaju u relativno kratkom vremenskom periodu i reverzibilni su, za
razliku od razvojne plasticnosti koja je uglavnom ireverzibilna i za njenu

reverzibilnost je potreban zantno duZzi vremenski period (Pigliucci i sar, 2006).
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Medutim, nije svaka uocena fenotipska plasti¢nost adaptivna, tj. ne omogucava
nuzno povecanje adaptivhe vrednosti i reproduktivhog uspeha Dbiljke
(van Kleunen i Fischer, 2005), a postoje i primeri maladaptivne plasti¢nosti
(Sdnchez-Goémez i sar, 2006; Ghalambor i sar, 2007). Neke osobine su plasti¢ne
usled neizbeZznih ograni¢enja nametnutih biohemijskom, fizioloskom ili
razvojnom biologijom samog organizma (Sultan,1995) ili su geneticki
korelisane sa drugim osobinama koje podlezu selekciji (Pigliucci i sar, 2006).
I pored brojnih primera neadaptivne plasti¢nosti, rezultati vecine reciproc¢no-
transplantacionih i ,common garden” eksperimenata pokazuju da su promene
osobina biljaka jedne vrste izazvane sredinskim uslovima mnogo desce
posledica plasti¢nosti nego geneticke diferencijacije, $to potvrduje znacaj
fenotipske varijabilnosti (Niklas, 2009).

Evolutivni znacaj fenotipske plasti¢nosti proizilazi iz nac¢ina na koji
plasticnost moze da modulira efekte prirodne selekcije (Sultan, 1987).
Fenotipska plasti¢nost moze da onemogudi geneticku diferencijaciju populacije
na lokalne uslove sredine omoguéavanjem adaptivne diverzifikacije fenotipova
pojedina¢nih genotipova. Takode, plasti¢nost odrzava geneticku varijabilnosti
pod uslovima uniformnog selekcionog pritiska, tako sto omogucava razli¢itim
genotipovima da konvergiraju u isti adaptivni fenotip. Adaptivna fenotipska
plasti¢nost je specifi¢an tip interakcije genotipa i sredine koji smanjuje precizno
podudaranje genotipova i sredinskih uslova, a prikazuje se pomoéu normi
reakcije (Sultan i Bazzaz, 1993; DeWitt i Scheiner, 2004). Za bilo koju fenotipsku
osobinu, svaki genotip ispoljava karakteristican odgovor u razli¢itim
sredinama, $to se ogleda u razli¢itim normama reakcija (Schmalhausen, 1949;
DeWitt i Scheiner, 2004). Na Slici 1.4.1. prikazani su razli¢iti obrasci normi
reakcija dva genotipa analizirana u dve stredine. Odsustvo nagiba normi
reakcije ukazuje na nepostojanje plasti¢nosti (Slika 1.4.1, A). Paralelne norme
reakcija, sa izrazenim nagibom (Slika 1.4.1, B) ukazuju na postojanje
plasti¢nostii geneticke varijabilnosti za posmatranu osobinu, ali bez interakcije

izmedu genotipa i sredine. Razli¢iti nagibi normi reakcije (Slika 1.4.1, C)
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SLIKA 1.4.1. Razliciti obrasci normi reakcija. Prikazane su srednje vrednosti fenotipskih
osobina dva genotipa u dve razli¢ite sredine, 1 i 2. Na panelima A - D masnim slovima
su oznacene G - geneticka i E - sredinska varijansa, kao i GxE - varijansa zbog

interakcije izmedu genotipa i sredine (prema DeWitt i Scheiner, 2004).

ukazuju na geneticku varijabilnost za plasti¢nost, tj. postojanje interakcije
izmedu genotipa i sredine, kao i na uticaj sredine na fenotipsku vrednost date
osobine. Slika 1.4.1, D ilustruje primer kada genotipovi imaju razli¢ite odgovore
na sredinske uslove iako se prose¢ne vrednosti osobine izmedu populacija ne
razlikuju. U ovom slucaju postoji znacajna interakcija izmedu genotipa i sredine
ali ne i efekat genotipa na srednju vrednost date osobine. Posto se jedinke

populacije geneticki razlikuju u stepenu plasti¢nosti ovakav obrazac normi
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reakcija moZe dovesti do evolucije plasti¢nosti, tj. diferencijacije populacije
izmedu razli¢itih stani$ta koja je izazvana selekcijom, ali pod uslovom da
odsustvuje protok gena (Sultan, 2007; DeWitt i Scheiner, 2004).

Populacije biljnih vrsta mogu da ispolje velike razlike u sposobnosti
plasticnog odgovora na promenu uslova Zivotne sredine. Ove razlike u
plasti¢nosti su posledica ekoloskog i unutrasnjeg limita (Slika 1.4.2.). Termin limit
obuhvata ogranicenja koja onemogucavaju maksimalnu plastiénost, i cenu
plasticnosti, koja se odnosi na takve vrednosti fenotipskih odgovora koji ne
doprinose ili ¢ak imaju negativne efekte na adaptivhu vrednost datog
organizma (DeWitt i sar, 1998; van Kleunen i Fischer, 2005; Valladares i sar,
2007). Razlika izmedu ogranicenja i cene plasti¢nosti najlakse se uocava na
primeru poredenja fenotipa dva biljna organizma i njihove adaptivne vrednosti,
u slucaju kada je genotip jednog od njih plasti¢an, a drugog fiksan, odnosno
kada se odlikuje kanalisanim razviéem. O ceni plasti¢nosti govorimo kada oba
biljna organizma formiraju listove iste debljine i veli¢ine u posmatranoj
svetlosnoj sredini, ali onaj koji plasti¢cno odgovara na razli¢ite sredine, ima nizu
stopu reprodukcije u posmatranoj sredini. Ogranicenjem plasti¢nosti se smatra
pojava da fenotipski plasti¢ni biljni organizam, u posmatranoj svetlosnoj
sredini, ne dostize favorizovanu veli¢inu i debljinu lista, za razliku od onog sa
kanalisanim razviéem (DeWitt i sar, 1998; Valladares i sar, 2007).

Cena plasti¢nosti je najc¢esce posledica cene proizvodnje i odrZzavanja
fenotipskih karakteristika nastalih pod uticajem sredine, cene pribavljanja
informacija o promenama sredinskih faktora, razvojne nestabilnost fenotipskih
osobina nastale usled delovanaja sredine i geneticke cene. Geneti¢ka cena moze
biti izazvana vezanos$¢u gena, tj. tendencijom gena da se nasleduju zajedno
zbog iste lokacije na hromozomu (npr. geni koji doprinose plasti¢nosti mogu
biti povezani sa genima koji u datoj sredini dovode do redukcije adaptivne
vrednosti), plejotropijom, jer jedan gen ima uticaja na nekoliko nepovezanih

aspekata fenotipa (geni koji doprinose plasti¢nosti mogu negativno delovati na
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neke druge osobine) ili epistazom, koja dovodi do maskiranja fenotipskogefekta
jednog alela dejstvom drugog alela (DeWitt i sar, 1998; Valladares i sar, 2007).

U ograni¢enja plasti¢nosti spadaju: niska pouzdanost informacije o
promenama u sredini, period koji je neophodan da se nakon percepcije
promene formira fenotipska osobina i ograni¢enje raspona razvica, ftj.
sposobnost fiksnog genotipa da proizvede ekstremne fenotipe. Cena i
ogranicenja plasti¢nosti variraju u intenzitetu u zavisnosti od uslova sredine, ali
imaju veceg uticaja u stresnom okruZzenju organizma (DeWitt i sar, 1998;

Steinger i sar, 2003; Valladares i sar, 2007).

OGRANI(‘EEN]A FENOTIPSKE PLASTICNOSTI

UNUTRASN]JI LIMIT EKOLO3KI LIMIT
Geneti¢ka cena Nepouzdanost informacije
o promeni sredine

Ontogenija
Abioticki stres

. ! ‘ Interakcija izmedu vrsta

‘ Herbivore
i ‘ ' n Kompeticija

Videstruki, simultani stres

Alokacija

Istorija plasti¢nosti

Fenotipska integracija

Ka3njenje odgovora

SLIKA 1.4.2. Unutra$nji i spoljasnji (ekoloski) faktori koji uti¢u na kapacitet biljke
da odgovori plasti¢no na neki od sredinskih faktora (prema Valladares i sar,

2007).
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1.4.1 Fenotipska integracija - ekoloske i evolucione implikacije

U poslednje vreme postoji saglasnost medu evolucionim biolozima u
odnosu na koncepciju fenotipske integracije i koncepciju modularnog variranja
oblika organizma, ali takode i o modularnosti, za koju se smatra da je preduslov
evolucije slozenih adaptacija (Mitteroecker i Bookstein, 2007). Do nedavno se
¢ak smatralo da su ove dve koncepcije medusobno ekvivalentne, posto oba
fenomena uti¢u na obrazac variranja i kovariranja pojedina¢nih osobina
odredenog organizma (Armbruster i sar, 2004; Klingerberg, 2008). Medutim,
detaljnim razmatranjem oba fenomena otkriveno je da se modularnost odnosi na
sposobnost (eksperimentalnog) razdvajanja (eng. dissociability) ontogenetskih,
funkcionalnih i evolucionih procesa, dok bi fenotipska integrcija oznacavala
,razgradnju (eng. decomposition) morfoloskih osobina u zavisnosti od njihove
(fenotipske) kovarijanse, koje bi se zatim poredile izmedu adultnih jedinki
odredenog taksona ili izmedu viSe razlic¢itih taksona” (Mitteroecker i Bookstein,
2007). Prema datoj definiciji, bioloski modul bio bi odredeni bioloski entitet
(struktura, proces, ili put) unutar koga su osobine snazno integrisane, a koji je
relativno nezavisan od sliénih entiteta istog organizma (Bolker, 2000;
Magwene, 2006; Klingenberg, 2008).

Osobine se, na osnovu funkcionalne grupisanosti, mogu posmatrati kao
integrisane ili neintegrisane (Wagner, 2001; Pigliucci i Preston, 2004).
Integrisane osobine su uzajamno visoko korelisane usled zajednicke geneticke
osnove, razvojnog puta i/ili sli¢ne funkcije (Pigliucci, 2003). Nasuprot tome,
neintegrisane osobine su funkcionalno i razvojno nezavisne jedne od drugih
(Wagner, 2001). Interakcija izmedu osobina moZe se menjati tokom razvica i u
zavisnosti od sredinskih faktora (Murren, 2002). Fenotipsku integraciju
odreduju intenzitet i obrazac korelacija izmedu fenotipskih osobina (Schlichting
i Pigliucci, 1998; Pigliucci i Preston, 2004; Pavlicev i sar, 2009). Ova koncepcija se
zasniva na ideji da u okviru skupa fenotipskih osobina postoje podskupovi
osobina koji se odlikuju visokim stepenom fenotipskih korelacija, dok je

korelisanost izmedu karaktera razli¢itih podskupova nizak (Mitteroecker i
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Bookstein, 2007). Integracija se uvek meri na nivou funkcionalnih grupa
osobina ili modula jednog organizma (a ne na nivou organizma), pri ¢emu su
neke grupe osobina manje ili viSe integrisane (Pigliucci, 2003).

Stepen u kom osobine c¢ine integrisanu jedinicu moze imati dve
implikacije na evoluciju i adaptacije kompleksnog fenotipa. Kao prvo, delovanje
stabilizacione selekcije na integrisane osobine olaksace razvijanje genetickih
korelacija, konzistentnih sa njihovom veé postojecom funkcionalnom
povezanos$céu. Ovo omogucava da se na osnovu obrazaca fenotipske integracije
moze ustanoviti koji tip selekcije je oblikovao fenotip. Kao drugo, poznavanje
integracije osobina omogucava predvidanje kapaciteta kompleksnog fenotipa
da se prilagodi uslovima nove sredine (Lande i Arnold, 1983; Wagner, 2001;
Pigliucci i Preston, 2004; Mallit i sar, 2010). Fenotipska integracija moze biti
rezultat adaptivnih procesa jer umanjuje sredinsku varijansu, odnosno smanjuje
uticaj sredine na grupe osobina slozenog fenotipa. Medutim, integrisanost
osobina koja je posledica stabilnih razvojnih procesa, znacajno umanjuje
raspoloZivu geneticku varijansu i tako ogranicava kapacitet kompleksne

strukture organizma da odgovori na selekciju (Arnold, 1992; Mallit i sar, 2010).
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1.5 Koncepcija lokalnih adaptacija i nacin testiranja

Biljke koje naseljavaju prostorno heterogena stanista cesto se nalaze pod
razli¢itim selekcionim pritiskom koji, ukoliko dovoljno dugo traje, moze dovesti
do nastanka adaptacija na lokalne uslove stanista, tj. do diferenciranja razlic¢itih
ekotipova (Kawecki i Ebert, 2004; Ramirez-Valiente i sar, 2010). U odsustvu
drugih evolucionih mehanizama, ovakva divergentna selekcija dovodi do
evolucije funkcionalnih osobina kod svake lokalne populacije (deme) koja im
obezbeduje prednost pod lokalnim ekoloskim uslovima, bez obzira na
posledice koje izmenjene osobine mogu imati na adaptivnu vrednost populacije
u drugim stanistima. Kao rezultat ovog procesa koji se naziva lokalna adaptacija,
genotipovi svake deme imaju vece adaptivne vrednosti na lokalnom stanistu, u
poredenju sa genotipovima iz drugih stanista (Williams, 1966; Kawecki i
Ebert, 2004). Prema Kawecki i Ebert (2004) termin ,lokalna adaptacija”
obuhvata obrazac i proces adaptacija koji se odvijaju u okviru populacija
izmedu kojih postoji protok gena, sto kod biljaka prevashodno obuhvata
disperziju polena i semena, ¢ime se isti¢e istovremeno delovanje dva suprotna
evoluciona mehanizma: divergentne selekcije i protoka gena.

Lokalne adaptacije nisu nuzno odgovor populacija na varijabilne uslove
stani$ta jer mogu biti ogranicene ili spre¢ene delovanjem drugih evolucionih
mehanizama, kao $to su: protok gena, geneticki drift, nedostatak geneticke
varijabilnosti ili genetickom osnovom funkcionalnih osobina. Preduslov za
nastanak lokalnih adaptacija je postojanje interakcije izmedu genotipa i sredine
u odnosu na adaptivnu vrednost i dovoljno velika geneti¢ka varijabilnost na
koju prirodna selekcija moze da deluje (Kawecki i Ebert, 2004; Dorman i sar,
2009). Osim toga, prostorno variranje intenziteta selekcije mora biti vece od
vremenskog variranja i u skladu sa tom tvrdnjom brojni teorijski i
eksperimentalni podaci su pokazali da vremensko variranje u intenzitetu
selekcije favorizuje fenotipski plasti¢ne genotipove, generaliste (Gillespie, 1974;
Kassen, 2002; Dorman i sar, 2009). Kada je plasti¢nost adaptivna, ona doprinosi

odrZavanju visoke adaptivne vrednosti genotipova pod razli¢itim ekoloskim
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uslovima i time onemogucava geneticku diferencijaciju populacija. Medutim,
ukoliko je fenotipska plasti¢nost ogranicena ili je cena plasti¢nosti visoka, u
sredinama koje favorizuju alternativne fenotipove do¢i ¢e do diferencijacije na
lokalno specijalizovane ekotipove (Sultan i Spencer, 2002).

Postojanje lokalnih adaptacija se moZe utvrditi poredenjem normi
reakcije za funkcionalne osobine ili komponente adaptivne vrednosti istih
genotipova u vise sredina (Pigliucci, 2001). Za detektovanje lokalnih adaptacija
koriste se dva tipa eksperimenata: recipro¢no-transplantacioni i
,,common-garden” eksperiment (Kawecki i Ebert, 2004). U recipro¢no-
transplantacionom eksperimentu testiraju se performanse genotipova u svojim
prirodnim stani$tima i staniStima nativnim za druge genotipove, odnosno
izmedu nativnih i transplantiranih genotipova u istom stanistu. Posto se izvodi
u prirodi, ovaj tip eksperimenta je najpogodniji za testiranje lokalnih adaptacija
jer su svi ekoloski ¢inioci razli¢itih stanista neizmenjeni. Glavni nedostatak
recipro¢no-transplantacionog eksperimenta je njegova neizvodljivost iz
prakti¢nih razloga (Kawecki i Ebert, 2004; Dorman i sar, 2009). Alternativno
reSenje predstavlja ,,common-garden” eksperiment, u kome se najvaznija
svojstva razlic¢itih stanista rekonstruisu u laboratorijskim uslovima i zatim se svi
genotipovi testiraju pod razli¢itim tretmanima ispitivanog faktora stanista.
Pored prakti¢nosti ovakvog pristupa, prednost , common-garden”
eksperimenta je sto omogucava direktno ispitivanje uloge odredenog faktora
sredine kao uzro¢nika divergentne selekcije koja dovodi do nastanka lokalnih
adaptacija. Medutim, ukoliko se testira hipoteza o uticaju samo jednog faktora
stanista ili se izostavi neki vazan aspekt sredine, rezultati eksperimenta nece
dati realnu sliku o procesu adaptacija koji se odvija u prirodi (Kawecki i Ebert,
2004; Dorman i sar, 2009). Na primer, jedan genotip moze imati ve¢u adaptivnu
vrednost u svim tretmanima, u poredenju sa drugim genotipovima, jer je bolje
prilagoden laboratorijskim uslovima; ili billke sa stanista sa viSom

temperaturom, koje vise resursa ulazu u odbranu od herbivora, mogu imati
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manji broj semena na svim temperaturama, ukoliko se eksperiment izvodi u

odsustvu herbivora (Kawecki i Ebert, 2004).

1.6 Mehanizmi antioksidativne zastite i njihova uloga u

odgovoru na stres

Reaktivne vrste kiseonika (ROS - eng. Reactive Oxygen Species) su
delimi¢no redukovane forme atmosferskog kiseonika. Formiraju se ili
ekscitacijom Oz, pri ¢emu nastaje singletni kiseonik (1O2), ili sukcesivnim
monovalentnim redukcijama tokom kojih nastaju superoksid (-Oz’), hidrogen
peroksid (H202), i hidroksil radikal (OH7). Za razliku od atmosferskog
kiseonika, ROS mogu nerestriktivno oksidovati razli¢ite biomolekule i tako
izazvati oSteCenje celije (Mittler, 2002; Apel i Hirt, 2004). Zbog velike
reaktivnosti prema svim celijskim komponentama, ROS se, generalno, smatraju
Stetnim sporednim produktima aerobnog metabolizma, cija produkcija bi
trebalo da se po svaku cenu umaniji ili onemoguci. Medutim, danas je poznato
da su ROS veoma mo¢ni signalni molekuli koji reguli§u brojne bioloske procese
kao sto su rast, celijski ciklus, celijska programirana smrt i aklimatizacioni
odgovor na abioticki i bioti¢ki stres (Dat i sar, 2000; Mittler, 2002; Apel i Hirt,
2004; Desikan i sar, 2005; Gechev i sar, 2006; Foyer i Shigeoka, 2011). Narocito je
vazna produkcija ROS indukovana svetlos¢u, jer obezbeduje biljnoj Cceliji
esencijalnu informaciju o neravnotezi izmedu procesa proizvodnje i procesa
potrosnje energije (Foyer i Shigeoka, 2011).

Zbog dvostruke uloge koju ROS imaju u biljnoj celiji, kao veoma
reaktivne toksi¢ne vrste i kao signalni molekuli, neophodna je precizna
regulacija njihovog nastanka i razgradnje (Tabela 1.6.1.). Mehanizmi koji

omogucavaju smanjenje proizvodnje ROS tokom stresa uklju¢uju: anatomske

adaptacije (pokreti listova, razli¢ite zastitne epidermalne stukture ili zastita
stoma u specifi‘(nim strukturama), fizioloske adaptacije (C4 i CAM
metabolizam) i molekularne mehanizme koji omogucavaju rearanzman

fotosintetskog aparata u skladu sa dostupnom koli¢inom svetlosti ili potpunu
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supresiju fotosinteze (Mooney i sar, 1977; Coupe i sar, 2006; Mittler, 2006;
Miyazawa i sar, 2006; Lambers, Chapin i Pons, 2008). Mehanizmi koji
omogucavaju aktivno uklanjanje ROS sastoji se iz enzimske i neenzimske
komponente (Mittler, 2002; Mittler, 2006). U enzimske mehanizme spadaju:
superoksid dismutaza (SOD), katalaza (CAT), askorbat peroksidaza (APX),
glutation reduktaza (GR), peroksidaze III klase (POD), monodehidroaskorbat
reduktaza (MDHAR), dehidroaskorbat reduktaza (DHAR), glutation
peroksidaza (GPX) i glutation S-transferaza. Neenzimsku komponentu cine:
askorbat, glutation, a-tokoferol, karotenoidi i fenolna jedinjenja (Mittler, 2002;

Apel i Hirt, 2004; Grace, 2005).
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TABELA 1.6.1. Mehanizmi proizvodnje, uklanjanja i izbegavanja ROS kod biljaka

(prema Mittler, 2002).
Mehanizam Lokacija ROS
Proizvodnja
Fotosintetski ET, PSI, PSII Chl -0y
Ekscitovani hlorofil Chl 10,
Mitohondrijski ET Mit -Oy
Glikolat oksidaza Per H.O,
NADPH oksidaza Chl -Oo
[-oksidacije masnih kiselina Per HO»
Oksalat oksidaza Apo HoO»
Xantin oksidaza Per -0y
Peroksidaze III klase CW H,O,, -Oy
Amin oksidaza Apo H,O,
Uklanjanje
Superoksid dismutaza Chl, Cyt, Mit, Per, Apo Oy
Askorbat peroksidaza Chl, Cyt, Mit, Per, Apo HoOs
Katalaza Per H.O,
Glutation peroksidaza Cyt H>O,, ROOH
Peroksidaze III klase CW, Cyt, Mit H,O,
Tioredoksin peroksidaza Chl, Cyt, Mit H,O,
Askorbinska kiselina Chl, Cyt, Mit, Per, Apo H;0,, -Oy
Glutation Chl, Cyt, Mit, Per, Apo H,O,
a-tokoferol Membrane ROQOH, 1O,
Karotenoidi Chl 10,
Izbegavanje
Anatomske adaptacije List, epidermis 10,, H20», -Oo-
C4ili CAM metabolizam Chl, Cyt, Vac H,O,, -Oy
Pokreti hloroplasta Cyt 10,, H20s, -Oo-
Supresija fotosinteze Chl HoO,, -Ox
Modifikacije PS Chl 10y, -Oo-
Alternativne oksidaze Chl, Mit -Oo-

Skracenice: Apo, apoplast; Chl, hloroplast; CW, celijski zid; Cyt, citoplazma, ET,

transport elektrona; Mit, mitohondrije; Per, peroksizom; PM, plazma membrana; PS, fotosistem;

Vac, vakuola.
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1.6.1 Enzimski mehanizmi antioksidatione zastite: struktura,
funkcija, lokalizacija i regulacija
Biljke aktivno proizvode ROS kao signalne molekule koji ucestvuju u
regulaciji odgovora na abioti¢ki stres, programiranu celijsku smrt i odbranu od
patogena. Kako bi odrzale delikatnu ravnotezu u produkciji ROS, koji imaju
signalnu ulogu, i uklanjanju viska ROS, koji nastaju kao posledica oksidativnog
stresa, biljke su razvile sloZenu mreZzu antioksidativnih enzima (Slika 1.6.1).
Najznacajniji antioksidativni enzimi su: SOD, CAT, APX, GR i POD (Mittler,
2002; Suzuki i Mittler, 2006; Foyer i Shigeoka, 2011).

Svetlost visokog Sredinski stresori

intenziteta : :

L Fotosinteza ]

Povecana
otpornost

SLIKA 1.6.1. Uloga ROS i antioksidanata u regulaciji redoks-homeostaze celije tokom
odgovora na stres. Povecana oksidacija dovodi do programirane celijske smrti (A) ili
povecane otpornosti na stres (B), u zavisnosti od intenziteta signala i prirode signalnog

puta koji se aktivira (prema Foyer i Shigeoka, 2011).
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Tokom delovanaj abiotickog i bioti¢ckog stresa dolazi do akumulacije
ROS, ali se celijski odeljci u kojima se formiraju ROS, kao i dinamika nastanka i
razgradnje ROS veoma razlikuju. U toku trajanja stresa, povecana koli¢ina ROS
u Celiji ne mora biti samo simptom disfunkcionalnosti celije, ve¢ predstavlja
signal koji pokrece odgovor na stres i prilagodava celisku masineriju na
izmenjene uslove stani$ta. ROS moduliraju brojne puteve prenosa signala, kao
Sto su kaskadna transdukcija signala regulisana proteinskim kinazama koje
aktivira mitogen i aktivnost transkripcionih faktora (Suzuki i Mittler, 2006;

Jaspers i Kangasjarvi, 2010; Foyer i Shigeoka, 2011).

1.6.1.1 Superoksid dismutaza

Superoksid dismutaza (SOD, EC 1.15.1.1) je metaloenzim koji predstavlja
prvu liniju odbrane od toksi¢nih efekata poviSenog nivoa ROS (Scandalios,
1993). SOD katalizuje dismutaciju -Oy pri ¢emu nastaju H202 i Oz:

‘O +:0O2 +2H* — 2H202 + Oy;

Uklanjanjem -O2" SOD umanjuje mogucnost nastanka -OH putem Haber-
Weiss reakcije koja je katalizovana metalima. Na osnovu metala koji sadrzi
kofaktor SOD se dele na tri forme: Cu/Zn-SOD, Fe-SOD i Mn-SOD. Kod visih
biljaka Cu/Zn-SOD i Fe-SOD su dimeri, dok je Mn-SOD tetramer (Bowler i
sar, 1994; Alscher i sar, 2002). Mn-SOD se nalazi u mitohondrijama i
peroksizomima, Cu/Zn-SOD je karakteristi¢na za citoplazmu i hloroplaste, dok
se Fe-SOD nalazi u hloroplastima ali nije univerzalno prisutan kod svih visih
biljaka. Sva tri tipa SOD su proteini kodirani jedarnim genima i mogu se
identifikovati na osnovu osetljivosti prema inhibitorima KCN i H2O2. Mn-SOD
je otporan na oba inhibitora, Cu/Zn-SOD je osetljiv na oba inhibitora, dok je
Fe-SOD osetljiv na H20z i otporan na KCN. Zastupljenost SOD u skoro svim
¢elijskim odeljcima je neophodna zbog nepropustljivosti fosfolipidnih
membrana za superoksid (Takahashi i Asada, 1983). SOD je prisutna kod svih
aerobnih organizama i smatra se da ima centralnu ulogu u zastiti od

oksidativnog stresa (Scandalios, 1993; Bowler i sar, 1994; Alscher i sar, 2002). Na

24



osnovu poredenja sekvenci aminokiselina, smatra se da Mn-SOD i Fe-SOD
imaju sli¢no poreklo i da su nastale mnogo pre Cu/Zn-SOD, koja je evoluirala
nezavisno kod eukariota (Kanematsu i Asada, 1990). Do danas, brojne studije su
pokazale da se aktivnost SOD povecava kao odgovor na razlicite stresore (visok

intenzitet svetlosti, susa, parakvat, teski metali).

1.6.1.2 Askorbat peroksidaza

Superfamilija peroksidaza deli se na tri klase. Zajednicko za sve tri klase
je postojanje hem grupe koju ¢ine protoporfirin IX i Fe3*, kao i sli¢na
trodimenzionalna struktura (Welinder i sar, 2002). Peroksidaze klase I, u koje
spada i askorbat peroksidaza, prisutne su kod svih organizama izuzev
zivotinja, i njihova osnovna uloga je detoksifikacija H2O> (Passardi i sar, 2007).
Klasa II peroksidaza karakteristi¢na je za gljive. Peroksidaze III klase (POD, EC
1.11.1.7), glikoproteini koji sadrze hem grupu, prisutne su kao velike
multigenske familije kod svih terestri¢nih biljaka.

Askorbat peroksidaza (APX, EC 1.11.1.11) ima klju¢nu ulogu u finoj
modulaciji koli¢ine H>O2 kod biljaka, za razliku od katalaze koja uklanja visak
H>O, tokom stresa (Mittler, 2002). Ova peroksidaza uklanja H>O> koristeci
askorbat (Asc) kao donor elektrona, pri ¢emu nastaje dehidroaskorbat (DHA):

H>Os + Asc — 2H>O + DHA,;

Askorbat peroksidaza je veoma osetljiva na smanjenu koncentraciju Asc.
Na primer, ukoliko je koncentracija askorbata manja od 20 pM izoforme APX
karakteristicne za hloroplaste brzo gube aktivnost (Mittler i Zilinskas, 1993;
Shigeoka i sar, 2002; Foyer i Shigeoka, 2011). Postoji najmanje pet izoformi APX
koje se nalaze u razli¢itim celijskim odeljcima, citoplazmi, membrani tilakoida,
stromi hloroplasta i membrani peroksizoma (Scandalios, 1993; Asada, 1999;
Logan i sar, 2006). Izoforme APX razlikuju se po molekulskoj tezini, optimalnoj
pH, stabilnosti i specifi¢nosti za supstrate. Do povecane ekspresije gena koji

kodiraju askorbat peroksidaze dolazi u uslovima stresa kao $to su mehanicke
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povrede, patogeni, zracenje, vodni deficit, atmosfersko zagadenje i toksi¢ni

efekti metala (Mittler i Poulos, 2005; Logan i sar, 2006).

1.6.1.3 Katalaza

Katalaza (CAT, EC 1.11.1.6) je tetramerni enzim koji sadrzi hem kao
kofaktor i vrsi uklanjanje H>O: iz celije:

2H202 — H2O + Oy;
Ovaj enzim predominantno se nalazi u peroksizomima i ucestvuje u razgradnji
H>O:2 koji nastaje tokom glioksalatnog ciklusa fotorespiracije, katabolizma
purina i kao posledica aktivnosti oksidaza uklju¢enih u p-oksidaciju masnih
kiselina (Willekens i sar, 1997; Feierabend, 2005; Engel i sar, 2006). CAT ima
veoma nizak afinitet prema H>O> (u mM opsegu) i veliku brzinu reakcije
(Mittler, 2002; Engel i sar, 2006). CAT je veoma fotosenzitivan enzim i ima
visoku stopu sinteze i razgradnje sli¢no kao i D1 protein fotosistema II (Hertwig
i sar, 1992; Feierabend, 2005). Zbog toga stresni uslovi koji dovode do smanjene
sinteze proteina kao $to su osmotski stres, visoke i niske temperature dovode
do smanjenja aktivnosti CAT. Dosadasnja istraZzivanja su utvrdila postojanje tri
klase CAT, koje su kodirane razli¢itim genima kod visih biljaka. Prema podeli
koju su predlozili Willekens i sar (1995) klasu I ¢ine katalaze koje se
eksprimiraju u fotosintetickim tkivima, CAT klase II su aktivne u vaskularnim
tkivima, dok su CAT klase III specificne za reproduktivna tkiva i semena

(Mhamdi i sar, 2010; Hu i sar, 2010).

1.6.1.4 Glutation reduktaza

Glutation reduktaza (GR, EC 1.6.4.2) je po strukturi homodimerni
flavoprotein. Ova oksidoreduktaza zastupljena je i kod prokariota i eukariota
(Edwards i sar, 1990; Lascano i sar, 2003). Spada u enzime askorbat-glutation
ciklusa. Ima kljuénu ulogu u odrzavanju koli¢ine redukovanog glutationa
(GSH) i na taj nacin reguliSe redoks status celije. GR katalizuje redukciju
oksidovanog glutationa zavisnu od NADPH:

GSSG + NADPH — 2GSH + NADP+;
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Ovaj enzim se predominantno nalazi u hloroplastima ali su poznate i
mitohondrijalne i citosolne izoforme (Creissen i sar, 1995; Chew i sar, 2003;

Lascano i sar, 2003).

1.6.1.5 Peroksidaze III klase

Peroksidaze III klase (POD, EC 1.11.1.7) su glikoproteini koji kod
terestri¢nih biljaka ¢ine veliku multigensku familiju. Smatra se da su imale
vaznu ulogu u kolonizaciji kopnenih stanista, preko formiranja rigidnih
potpornih struktura, i u adaptaciji na sredinu obogacenu kiseonikom (Passardi i
sar, 2004; Cosio i Dunand, 2009). Nalaze se u vakuolama, celijskom zidu i
endoplazmaticnom retikulumu i odlikuje ih visoka termalna stabilnost
(Takahama i Egashira, 1991; Passardi i sar, 2005). Peroksidaze klase III
katalizuju redukciju H2O,, a kao donore elektrona mogu da koriste razli¢ite
supstrate, kao $to su fenolna jedinjenja, prekursori lignina i auksin (Takahama i
Oniki, 1997; Hiraga i sar, 2001; De Gara, 2004; Passardi i sar, 2005). Takode,
dovode i do produkcije H2O2 putem oksidacije NADH tokom oksidativnog
praska i izduZivanja celije (Otter i Polle, 1997; Passardi i sar, 2005; Cosio i
Dunand, 2009).

Kod visih biljaka POD imaju visestruku ulogu. Uéestvuju u metabolizmu
¢elijskog zida, rastu celija, detoksifikaciji H20O», katabolizmu auksina, oksidaciji
toksi¢nih jedinjenja, zastiti od patogena, mehanic¢kih povreda i oksidativnog
stresa, simbiozi i senescenciji (Passardi i sar, 2005, Cosio i Dunand, 2009).
Raznovrsnost procesa koje katalizuju peroksidaze III klase kao i veliki broj gena
koji ih kodira ukazuju na postojanje funkcionalne specijalizacije ovog enzima,
Sto potvrduje cinjenica da sekvence peroksidaza imaju i konzervativne i

varijabilne regione (Welinder i sar, 2002; Cosio i Dunand, 2009).
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1.6.2 Neenzimski mehanizmi antioksidativne zastite

Oksidacione reakcije su osnova metabolickih procesa ali istovremeno
mogu dovesti do oStecenja Celija, zbog cega su biljke razvile veliki broj razli¢itih
neenzimskih antioksidanata koji se jo$ nazivaju i antioksidanti male molekulske
mase. Neenzimski antioksidanti se dele na dve grupe: hidrofilne i hidrofobne.
Hidrofilni antioksidanti (glutation, askorbinska kiselina i fenolna jedinjenja) su
rastvorljivi u vodi i omogucavaju uklanjanje reaktivnih vrsta kiseonika u
citosolu biljne celije. Hidrofobni antioksidanti (tokoferoli i karotenoidi) su
rastvorljivi u lipidima i Stite celijske membrane od oksidativnih ostecenja
(Noctor i Foyer, 1998; Dias i sar, 2011; Foyer i Shigeoka, 2011).

Biljke proizvode veliki broj organskih jedinjenja, tzv. sekundarnih
metabolita, koja ne ucestvuju direktno u rastu i razvi¢u, ali posreduju u
interakcijama izmedu biljaka i njihove Zivotne sredine i znacajno doprinose
otpornosti biljaka na nepovoljne sredinske uslove. Takode, utvrdeno je da neka
od ovih jedinjenja imaju antioksidativna svojstva, tj. mogu ucestvovati, direktno
ili posredno, u =zastiti biljaka od reaktivnih vrsta kiseonika. Na osnovu
biosintetskog puta, sekundarni metaboliti se dele na: alkaloide, terpenoide i
fenolna jedinjenja. Glavne grupe fenolnih jedinjenja su: hidroksicinami¢ne
kiseline, flavonoidi, antocijani i tanini. Najvedi procenat fenolnih jedinjenja ¢ine
strukturni polimeri, kao $to su lignin i suberin, koji obezbeduju mehanicku
potporu biljkama. Funkcija nesrukturnih fenolnih jedinjenja je manje ocigledna,
ali sve je viSe studija koje ukazuju na njihovu vaznu ulogu u aklimatizaciji
biljaka na stresne uslove sredine (Sakihama i sar, 2002; Grace, 2005; Li i sar,

2006).

1.6.2.1 Fenolna jedinjenja kao antioksidanti

Terminom fenolna jedinjenja (eng. phenolics, polyphenols, phenolic
compounds) oznacavaju se sva hemijska jedinjenja koja sadrze najmanje jedan
aromati¢ni ugljovodoni¢ni prsten za koji je vezana jedna ili viSe hidroksilnih

grupa (Sakihama i sar, 2002). Kod biljaka, solubilna fenolna jedinjenja su jedna
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od najzastupljenijih i najraznovrsnijih grupa supstanci koja po strukturi variraju
od malih, relativno jednostavnih molekula (npr. salicilna kiselina) do slozenih
polimera kao $to su suberin i lignin (Sakihama i sar, 2002; Grace, 2005; Li i
sar, 2006). Spadaju u neenzimske antioksidante i veoma su vazni za o¢uvanje
fizioloskih funkcija biljke tokom stresnih ekoloskih uslova sredine (Grace, 2005).
Poznato je da fenolna jedinjenja predstavljaju glavnu zastitu biljaka od
patogena, ali su novija istrazivanja pokazala da imaju podjednako vaznu ulogu
i u sprecavanju Stetnih posledica oksidativnog stresa. Fenoli su veoma efikasni
u apsorpciji viska svetlosne energije, naroc¢ito u UV delu spektra, ¢ime
ublazavanju negativne posledice oksidativnog stresa (Grace i sar, 1998; Grace,
2005; Neill i Gould, 2003). Takode, fenolna jedinjenja mogu uklanjati ROS
direktno, deluju¢i kao antioksidanti, ili indirektno, kao supstrati
antioksidativnih enzima (Sakihama i sar, 2002; Grace, 2005).

Antocijani su grupa pigmenata flavonoida rastvorljivih u vodi koji,
zavisno od pH, mogu biti crvene, ljubicaste ili plave boje (Harborne, 1988).
Mogu se naci u svim tkivima visih biljaka, uklju¢ujuci cvetove, plodove, listove,
izdanke i korenove. Sintetiu se u citoplazmi, a zatim se akumuliraju u
vakuolama (Conn i sar, 2003). Antocijani daju karakteristi¢nu boju cvetovima i
plodovima, ¢ime doprinose privlacenju Zivotinja koje su vektori za oprasivanje i
rasejavanje semena. Ekoloska i fizioloSka funkcija antocijana u vegetativnim
strukturama je manje poznata (Gould i sar, 2002; Steyn i sar, 2002; Close i
Beadle, 2003; Hughes i Smith, 2007; Hatier i Gould, 2008). Ekspresija antocijana
u vegetativnim strukturama varira u zavisnosti od biljne vrste. Kod nekih vrsta
su stalno prisutni, dok se kod drugih sintetiSu samo u odredenim
ontogenetskim fazama listova, ili u uslovima stresa (Chalker-Scott, 1999; Steyn i
sar, 2002; Merzlyak i sar, 2008). Generalno, antocijani se akumuliraju u
fotosintetskim tkivima izloZenim visokim intenzitetima svetlosti, kao §to su
adaksijalni sloj epidermisa i gornji slojevi mezofila listova (Neill i Gould, 2003;
Hughes i Smith, 2007). Sve je viSe studija koje ukazuju da antocijani imaju

vaznu funkciju u zastiti biljnih celija od brojnih abiotic¢kih stresora (visoki
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intenzitet svetlosti, UV radijacija, ekstremne temperature, deficit vode i teski
metali) koji dovode do oksidativnog stresa (Chalker-Scott 1999, Neill i Gould,
2003; Steyn i sar, 2002; Hughes i Smith, 2007). Antocijani ublaZzavaju oksidativni
stres na dva nacina: direktno ukljanjaju ROS, deluju¢i kao antioksidanti ili
apsorpcijom svetlosti Stite biljaku od Stetnih efekata visokih intenziteta vidljive i

UV svetlosti (Neill i Gould, 2003; Petrini i sar, 2002).

1.7 Iris pumila L. kao model-organizam

Patuljasta bradata perunika Iris pumilaL. je monokotiledona
viSegodisnja, klonalna biljka iz porodice Iridaceae (Slika 1.7.1.). Prirodna
stanista ove biljke su livadsko-stepski predeli centralne i jugoisto¢ne Evrope. U
Srbiji se moze nacdi u severnim i istoénim oblasima, a narocito je brojna u
Deliblatskoj pescari, sistemu pes¢anih dina koji se nalazi u juznom Banatu. Ova
biljka u prirodi formira klonove karakteristicnog kruznog oblika koji mogu
imati u precniku i vise od 1 m. Specifi¢an kruzni oblik klonova je posledica
rasta rizoma koji se bo¢no granaju uodnosu na roditeljski izdanak. Na osnovu
pre¢nika klona moZe se proceniti njegova starost, imajuci u vidu da je godisnji
prirast klona oko 50 mm (Tuci¢ i sar, 1989).

U Deliblatskoj pesc¢ari, prirodne populacije 1. pumila naseljavaju dva tipa
staniSta koja se karakteriSu razli¢itim intenzitetom i kvalitetom svetlosti. Dinske
populacije naseljava otvorene povrsine, obrasle jednogodisnjim i visegodisnjim
zelastim biljkama i niskim Zbunjem. Sumske populacije se mogu naéi u
delovima pescare koji su posumljeni bagremom (Robinia pseudoacacia), belim
borom (Pinus silvestris) i crnim borom (Pinus nigra). Sezonsko variranje
intenziteta i kvaliteta ambijentalne svetlosti, kao i temperature lista u prirodnim
stanistima I. pumila prikazani su u Tabeli 1.7.1.

Klonalne biljke se odlikuju sposobnoséu aseksualnog razmnoZzavanja
putem vegetativne reprodukcije organa, kao Sto su rizomi i stolone. Nova
jedinica nastala vegetativnim putem, koja se naziva ramet, u pocetku je

morfoloski i fizioloski vezana za materinski klon, ali posle izvesnog vremena
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(par godina) moze prekinuti vezu sa biljkom od koje je nastala i nastaviti da
postoji kao nezavisna, ali geneticki identi¢na biljka. Klonalne biljke zapravo
postoje kao skup geneticki identi¢nih jedinica, koje su potpuno ili delimi¢no
autonomne. U zavisnosti od starosti, jedan klon ili genet moze da se sastoji od
velikog broja rameta. Dok jedan ramet moZze nastati i uginuti za relativnokratko
vreme, genet (klonalni genotip) moZe opstajati veoma dugo (Stuefer i
Huber, 1998; Stuefer i sar, 2004; Gémez i sar, 2007). Zbog mogucnosti dobijanja
velikog broja geneticki identi¢nih jedinki, klonalne biljke su veoma pogodni

model-organizmi za ekolosko-evoluciona istraZivanja.

SLIKA 1.7.1. Izgled jednog rameta Iris pumila.
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TABELA 1.7.1. Temperatura lista, intenzitet fotosinteticki aktivne radijacije (PAR) i
odnos crvene i dalekocrvene svetlosti (R:FR) mereni u nivou lista klonova I. pumila

2004. godine u Deliblatskoj pescari, tokom tri godisnje sezone.

OTVORENO STANISTE Z ASENCENO STANISTE
Prolece Leto Jesen DProleée Leto Jesen
. 1797 1378 654 132 45 69
2 g1
Intezitet PAR (pmol m2 s) +16  +44 +20 +18 £31 £59
R'ER odnos 1.06 0.94 1.08 0.96 0.78 0.63

+001 001 +£002 +0.01 =+£002 =£0.01

14.6 429 18.0 17.5 20.2 18.2

Temperatura lista (°C) £03  £09 #0205  £04 02
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2 CILJEVI RADA

e Utvrdivanje kvantitativnih vrednosti i obrazaca sezonskog variranja
aktivnosti antioksidativnih enzima (SOD, APX, CAT, GR, POD) i neenzimskih
antioksidanata (fenolnih jedinjenja i antocijana) u prirodnim populacijama
Iris pumila koje naseljavaju alternativna svetlosna stanista, otvoreno i zasenceno.

e Utvrdivanje razlika u aktivnosti izoformi izabranih antioksidativnih
enzima (SOD, APX, CAT) u listovima istih genotipova poreklom iz ovih
populacija, reciproéno transplantiranih u suprotna svetlosna stanista, kao i
izmedu domacih i stranih (transplantiranih) genotipova unutar oba stanista.

e Utvrdivanje sezonskih promena fenotipskih vrednosti
morfolosko-anatomskih i fizioloskih osobina lista kod geneticki razlicitih
klonova I. pumila, samoniklih na eksponiranim i zasencenim staniStima u
prirodi.

® Procena veli¢ine i obrazaca fenotipske plasticnosti biohemijskih,
morfolosko-anatomskihi i fizioloskih osobina lista na sezonsku promenljivost
uslova Zzivotne sredine kod biljaka I. pumila iz dve prirodne populacije sa
suprotnih svetlosnih stanista.

¢ Testiranje hipoteze o lokalnim adaptacijama lista I pumila na
morfolosko-anatomskom, fizioloSkom i biohemijskom nivou koris¢enjem
recipro¢no-transplantacionog eksperimenta u prirodi.

e Utvrdivanje uticaja variranja abiotickih faktora Zivotne sredine na stepen
i obrazac fenotipske integracije funkcionalno povezanih osobina lista u

prirodnim populacijama I. pumila: in situ eksperiment.
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3 MATERIJAL I METODE

3.1 Opis stanista

Deliblatska pescara je izolovani kompleks pesc¢anih dina koji se nalazi u
juznom Banatu, izmedu Dunava i zapadnih padina Karpata. Ovo podrucje
pruza se u pravcu jugoistok-severozapad izmedu 44° 48' i 45° 12' severne
geografske Sirine i 38° 16' i 38° 58' isto¢ne geografske duZine i zahvata povrsinu
od oko 300 km?. Reljef karakterisu pes¢ane dine Zutog i sivog peska koje su
eolskog porekla. Posumljavanjem Deliblatske pesc¢are tokom poslednjih dve
stotine godina mase Zivog peska danas su, uglavnom, vezane vegetacijom.

Deliblatska pescara ima stepsku, umereno-kontinentalnu klimu. Pe$¢aru
karakteriSsu velike dnevne i sezonske amplitude temperature vazduha i
povrsine zemljista kao i rani jesenji i pozni prole¢ni mrazevi. Fizicke osobine
pesc¢ane podloge uslovljavaju specifiécnu hidrologiju i mezoklimu ovog
podrudja, tako da povrsinskih vodotokova nema, a vodonosni horizonti se
nalaze na ve¢im dubinama (100 - 400 m), uz tri stalne prirodne bare u manjim
depresijama jugoisto¢nog dela. Zbog velike propustljivosti tla, atmosferske
vode brzo poniru u nize slojeve, pa povrsinski slojevi ostaju bez dovoljno vlage.
Pesak se tokom leta dodatno isusuje usled duvanja kosave, a njegova prosecna
vlaznost na 0.5 m dubine iznosi oko 4% (Duci¢ i Milovanovi¢, 2004; Duci¢ i
Radovanovi¢, 2005). Izrazito susni period tokom leta i jeseni i intenzivna
sun¢eva radijacija su najizrazenije karakteristike ovog podrucdja. Dominantan
vetar je kosava koji ¢esto duva ogromnom brzinom (do 180 km/h). Prosec¢na
godis$nja insolacija u pescari iznosi 2150 ¢asova, uz smanjenu oblac¢nost u
odnosu na okolinu. Prose¢na godisnja temperatura vazduha iznosi 11°C.
Najhladniji mesec je januar, sa prosecnom dnevnom temperaturom ispod -
1.0°C, a najtopliji jul sa proseénom dnevnom temperaturom oko 22°C.
Temperatura vazduha se kre¢e od -25°C pa do +40°C, tako da apsolutna
amplituda iznosi punih 65°C. Jedna od odlika Deliblatske pescare su velike

dnevne temperaturne amplitude, kada se u jutarnjim ¢asovima temperatura
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spusta i do 0°C a u toku dana dostize preko 20°C. Pluviometrijski rezim
Deliblatske pescare ima sve karakteristike kontinentalnog srednje-evropskog, sa
godisnjom koli¢inom padavina od 663 mm. Februar je mesec sa najmanjom
koli¢inom padavina, a maj je mesec sa najvec¢om koli¢cinom padavina (Duci¢ i
Milovanovié, 2004; Duci¢ i Radovanovié, 2005).

Specifi¢ni i ekstremni ekoloski uslovi koji vladaju u Deliblatskoj pescari
oblikovali su mozaik travnatih, zbunastih i Sumskih stanista koje nastanjuje
specifi¢an zivi svet sa dominantnom zastupljenos¢u stepskih i pesc¢arskih vrsta.
U cilju zastite ovog specificnog podrudja, Deliblatska pescara je proglasena za
Specijalni rezervat prirode, a od 2002. godine nalazi se na preliminarnoj listi

Unesco kao podrudje izuzetnih prirodnih vrednosti.

3.2 Eksperimentalni dizajn
3.2.1 Sezomnsko i intraklonalno variranje morfolosko-anatomskih i
fiziolosko-biohemijskih osobina lista 1. pumila: in situ

eksperimenti

I _EKSPERIMENT. Sezonsko variranje morfolosko-anatomskih i
fiziolosko-biohemijskih osobina lista I. pumila pra¢eno je u dve prirodne
populacije koje naseljavaju razli¢ita svetlosna stanista u Deliblatskoj pescari.
Opis skracenica ispitivanih osobina lista prikazan je u Tabeli 3.2.1. Jedna od
populacija, nazvana ,Dina-Sasa”, raste na otvorenom stanistu, vrhu i padini
jedne relativno vece dine povrsine oko 5 ha, dok druga populacija nazvana
,Suma”, povréine oko 3 ha, nastanjuje sastojinu belog bora, Pinus sylvestris
(Slika 3.2.1.). Rastojanje izmedu ova dva stani$ta iznosi ~ 2.5 km.

Tokom sezone cvetanja, u aprilu 2003. godine, odabrano je na osnovu
boje cveta (geneti¢ki marker za klonove I. pumila; Tuci¢ i sar, 1988) i oznaceno
drvenim koci¢ima sa identifikacionim brojem (radi bolje vidljivosti i o¢uvanja
genetickog identiteta) 17 klonova dinske populacije i 14 klonova Sumske
populacije. Sa ovih klonova uzimani su uzorci listova tokom 2007. godine,

jedanput u svakoj od sledecih sezona:prolece (15. i 16. april), leto (1.1 2. juli) i
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TABELA 3.2.1 Opis skracenica koriséenih u ovoj studiji.

SKRACENICA ~ PUN NAZIV SKRACENICE (JEDINICA MERE)

SOD Superoksid dismutaza (U mg- prot)

APX Askorbat peroksidaza (pmol min? mg? prot)
CAT Katalaza (mmol min mg- prot)

GR Glutation reduktaza (pmol min! mg! prot)
POD Peroksidaze III klase (pmol min mg? prot)
PHEN Fenolna jedinjenja (mg g1)

ANTH Antocijani (pg g?)

Osl Indeks oksidativnog stresa

MDA Malondialdehid (nmol g?)

SLA Specifi¢na povrsina lista (cm? g1)

SD Gustina stoma (#/mm?)

LDMC Sadrzaj suve mase lista (g g?)

RWC Relativni sadrzaj vode lista (%)

SU Sukulentnost (g! cm2)

LWC Sadrzaj vode lista (g g1)

Chla Hlorofil a (pg cm-2)

Chl b Hlorofil b (pg cm2)

Chl ukupni Ukupni hlorofil (pg cm-2)

Chl a:b Odnos hlorofilaaib

Cars Karotenoidi (pg cm2)

jesen (29. i 30. septembar). Kao eksperimentalni materijal koris¢eni su prvi
potpuno razvijeni listovi I. pumila. Listovi su odmah nakon odsecanja
zamrzavani i transportovani u te¢nom azotu do laboratorije, gde su ¢uvani na
temperaturi od -70°C do pripreme ekstrakta za biohemijske analize.

I1 EKSPERIMENT. Istrazivanje uticaja smanjenog intenziteta svetlosti, bez

promene kvaliteta, tj. bez izmenjenog R:FR odnosa, na funkcionalne osobine
lista I. pumila vr$eno je na 6 odabranih dinskih klonova. U aprilu 2007. godine
polovina svakog klona je pokrivena neutralnom PVC mrezom koja propusta
oko 35% od pune sunceve svetlosti. U julu 2007. godine, sa svakog klona
prikupljeni su uzorci prva dva potpuno formirana lista sa otvorene i sa

zasencene polovine.
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SLIKA 3.2.1. Klonovi I. pumila u prirodnom stanistu. Izgled otvorenog, dinskog stanista

i Sumskog, zasencenog stanista u Deliblatskoj pescari.

3.2.2 Reciprocno-transplantacioni eksperiment

Za ovaj eksperiment su takode korisé¢ene dve lokalne populacije I. pumila,
jedna iz otvorenog i druga iz zasencenog stanista. Dinska populacija, koju smo
nazvali Dina-Cveta, bila je izlozena punom intenzitetu sunceve svetlosti i
prostirala se vrhom i jugoisto¢nom padinom jedne relativno vece dine. Sumski
klonovi koriséeni u ovom eksperimentu poti¢u iz iste populacije, dakle
populacije Suma, kao i oni iz prethodnog eksperimenta, §to zna¢i da su
naseljavali vegetacionu senku sastojine belog bora, Pinus sylvestris. Ove dve
populacije bile su medusobno udaljene oko 3.5 km. Prosecan intenzizet svetlosti
(PAR) i odnos crvene prema tamno-crvenoj svetlosti (R:FR), izmereni 24.
septembra 1998. godine izmedu 10 i 12 h po potpuno vedrom vremenu, iznosili
su 505.06 umol m2 s1 i 1.076 na otvorenom i 55.45 umol m=2 s?1 i 0.686 u
zasenc¢enom stanistu (Tucic i sar, 1998).

Transplantacioni eksperiment zapocet je 1998., a postavljen 2001. godine.
U aprilu 1998. godine, tokom maksimuma cvetanja I. pumila, izabrano je po
principu slucajnosti u odnosu na boju cveta 12 klonova (genotipova) iz
populacije Dina-Cveta i 12 klonova iz populacije Suma, koji su zatim obelezeni

drvenim koci¢ima sa identifikacionim brojem. Sa svakog od ovih klonova uzeta
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su po 24 vegetativnih rameta. U laboratoriji, delovi rizoma su podeljeni na
jednu do dve falange (u zavisnosti od veli¢ine), oprani ¢esmenskom vodom,
sterilisani 10% rastvorom varikine i posadeni u 0.5 1 plasticne case sa
mesavinom supstrata za biljke i peska u odnosu 2 : 1. Biljke su u ¢asama gajene
u sobi za rast od maja 1998. do marta 2001. godine. Raspored ¢asa sa biljkama
na pregradama polica bio je slucajan. Biljke su gajene pod kontrolisanim
ambijentalnim uslovima: duzina fotoperioda iznosila je 16 h, a temperatura
vazduha se kretala od 21°C do 15°C (dan/no¢). Osvetljavanje biljaka vrseno je
setom od cetiri neonske cevi (Philips TLD 36-W/33), tako da je intenzitet PAR
iznad biljaka iznosio 110 pmol m?2 s, a odnos R/RFR je bio 8.2. Biljke su
zalivane svakih 10 dana 0,5% rastvorom Floravit-a (N:P:K, 12:6:6, sa
mikroelementima Fe, B, Cu, Mn Co, Mo; Credocommerce, Novi Sad). Case sa
biljkama su rotirane jednom nedeljno da bi se smanjila korelacija izmedu
genotipa i sredine.

U martu 2001. godine, u svakom od stanista koje naseljavaju populacije
Dina-Cveta i Suma izabrane su po 3 povrsine (bloka) duzine 3 m i $irine 1.5 m i
svaki blok je oc¢is¢en od samoniklih irisa. Na svaki blok postavljena je mreza od
kanapa ¢ija su okca iznosila 30 cm i u sredinu svakog drugog okca mreze
posadena je, po principu slucajnosti, jedna replika svakog od 24 (12 dinskih i 12
sumskih) genotipova I. pumila. Biljke su presadene u ¢asama, sa supstratom u
kome su rasle, kojima je predhodno odstranjeno dno, kako bi se smanjio
transplantacioni $ok. Blokovi su sa sve ¢etiri strane imali po jedan zastitni rubni
red u koji su takode posadene replike eksperimentalnih genotipova. U vreme
transplantacije pojedinacne biljke su imale razvijena dva do tri rameta.
PreZivljavanje genotipova je bilo relativno uspes$no, iako je rast transplantiranih
biljaka bio prili¢no usporen u prirodnim stanistima, a posebno na otvorenom
stani$tu, u odnosu na sobu za gajenje. U periodu od 2001. do 2007. godine,
eksperimentalne povrSine su obilazene 2-3 puta godisnje, plevljene od
samoniklih irisa, a uginule eksperimentalne biljke sukcesivno zamenjivane

replikama istih genotipova iz rubnih redova. U leto 2008. godine, u vreme
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uzimanja uzoraka listova za morfolosko-anatomske i biohemijske analize, u
transplantacionom eksperimentu je prezivelo 10 dinskih i 10 Sumskih
genotipova. Uzorci listova iz ovog eksperimenta uzimani su na isti na¢in kaoiu
prethodnom eksperimentu, u kome je analizirano sezonsko variranje navedenih

osobina (Tabela 3.2.1.).

3.3 Biohemijske metode za analizu biljnog materijala
3.3.1 Ekstrakcija solubilnih proteina i odredivanje specificne
aktivnosti antioksidativnih enzima

Za odredivanje specifi¢ne aktivnosti solubilnih antioksidativnih enzima
superoksid dismutaze - SOD; katalaze - CAT, askorbat peroksidaze - APX;
glutation reduktaze - GR i peroksidaza III klase - POD) zamrznuti listovi su
homogenizovani do praha sa te¢nim azotom u avanu, a zatim ekstrahovani u
100 mM K-fosfatom puferu pH 6.5 sa 2% polivinil pirolidonom (PVP), 0.1 mM
EDTA, 0.2% Triton X-100 i 2 mM fenilmetilsulfonil fluoridom (PMSF). Odnos
biljnog tkiva i pufera za ekstrakciju je bio 1:7. Za odredivanje aktivnosti APX, u
prethodno navedeni pufer za ekstrakciju dodat je jo§ i 5 mM askorbat.
Sonifikacija homogenata je vrsena pri amplitudi od 20 MHz, dva puta po 15
sekundi, sa pauzama od 30 sekundi, koris¢enjem ultrasoni¢nog procesora
(UP 100H, Hielscher Inc, SAD). Nakon dva centrifugiranja homogenata od po
15 min na 10 000 x g, na 4°C, supernatant je alikvotiran i ¢uvan u zamrzivacu do
koris¢en za merenje koli¢ine solubilnih proteina, specifi¢ne aktivnosti i nativhu
elektroforezu PAGE antioksidativnih enzima.

Koli¢ina ukupnih solubilnih proteina u ekstraktima lista odredivana je
metodom po Bradford (1976) modifikovanoj za merenje u mikrotitar plo¢ama.
Za dobijanje standardne krive koriséen je govedi serum albumin (BSA) u
opsegu koncentracija 50 - 500 pg ml, a odnos uzorak : boja bio je 10 : 200.
Absorbanca je merena na talasnoj duzini od 595 nm u mikrotitar plo¢ama od 96
mesta, upotrebom spektrofotometra Multiskan Spectrum (Multiskan Spectrum,

Thermo Electron Corporation, Vantaa, Finland).
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3.3.2 Merenje aktivnosti antioksidativnih enzima

Specificne aktivnosti svih antioksidativnih enzima u ekstraktima lista
I.pumila, osim SOD merene su spektrofotometrijski na UV-Vis
spektrofotometru (Shimadzu UV-160, Kyoto, Japan), na 30°C. Aktivnost SOD je
merena upotrebom spektrofotometra Multiskan Spectrum (Multiskan
Spectrum, Thermo Electron Corporation, Vantaa, Finland).

Specifi¢na aktivnost SOD je merena metodom po Beyer i Fridovich (1987)
modifikovanom za merenje u mikrotitar plocama. Reakciona smesa zapremine
1ml sadrzala je 100 mM K-fosfatni pufer pH 7.8, 0.1 mM EDTA, 12 mM
L-metionin, 75 pM nitroblu tetrazolijum hlorid (NBT), 2 pM riboflavin i 0, 1, 3,
5, 10, 15 i 25 pl uzorka. Ovako pripremljene reakcione smese razlivene su u
bunarci¢e mikrotitar ploce i osvetljavane 15 min na 20°C. Blank smes$e su bile
istog sastava kao i reakcione smese ali su drzane u mraku. Mera aktivnost SOD
je kapacitet odredenog ekstrakta da inhibira fotohemijsku redukciju NBT u
formazan, koji je plave boje. Intenzitet boje, koji je inverzno proporcionalan
aktivnosti SOD uzorka, je meren kao povecanje apsorbance na 540 nm. Jedna
SOD jedinica se definiSe kao koli¢ina ekstrakta koja dovodi do 50% inhibicije
fotohemijske redukcije NBT u poredenju sa osvetljavanom smeSom bez
ekstrakta. Specifi¢na aktivnost SOD je izraZena kao jedinica enzimske aktivnosti
(U) po mg! solubilnih proteina.

Specifi¢cna APX aktivnost je odredivana metodom koju su opisali Miyake
i Asada (1992). Reakciona smesa zapremin 1 ml sadrzala je 50 mM K-fosfatni
pufer pH 7.0, 1 mM EDTA, 0.1 mM H2O, 0.5 mM askorbat (¢ = 2.8 mM1 cm?) i
20 pl ekstrakt lista. H2O2-zavisna oksidacija askorbata je prac¢ena kao smanjenje
apsorbance na 290 nm. Specifi¢na aktivnost APX je izraZzena u pmol askorbata
min! mg!solubilnih proteina.

Specifi¢cna CAT aktivnost je merena kao smanjenje apsorbance na 240 nm
usled razgradnje HO> (Aebi, 1984). Promena apsorbance je pracena 3 min u

reakcionoj smesi koja je sadrzala 100 mM K-fosfatni pufer pH 7.5, 30 mM HxO»
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(e=0.04 mM* cm™1) i 5 pl ekstrakt lista. Specificna CAT aktivnost je izrazena u
mmol H>O2 min-! mg-! solubilnih proteina.

Specifi¢na aktivnosti POD merena je kao porast apsorbance na 430 nm.
Reakciona smesa u kiveti od 1 ml je bila sledeceg sastava: 100 mM K-fosfatni
pufer pH 6.5, 10 mM pirogalol kao elektron donor (e = 2.47 mM-1 cm), 10 mM
H2O2 i 10 pl ekstrakt lista. Specificna POD aktivnost je izrazena u pmol H2O;
min mg! solubilnih proteina.

Aktivnost GR odredivana je metodom koju su opisali Foyer i Halliwell
(1976). Jedan mililitar reakciona smes$e sastojao se od 50 mM K-fosfatnog pufera
(pH 7.5), 1 mM oksidovanog glutationa (GSSG), 1 mM EDTA, 0.1 mM NADPH
i ekstrakt lista. Pra¢eno je smanjenje apsorbance na 340 nm usled oksidacije
NADPH (¢ = 6.2 mM1 cm). Specificna GR aktivnost je izrazena u pmol
NADPH min mg! solubilnih proteina.

Da bi se utvrdilo da li se uticaj temperature na aktivnost antioksidativnih
enzima razlikuje izmedu populacija, specifi¢na aktivnost SOD, CAT i POD je
merena na razli¢itim temperaturama: 15, 20, 30, 40 i 50°C. U ovom
eksperimentu koris¢ene su smeSe koje su cinili listovi 15 genotipova (pet
genotipova po sezoni) za svaku populaciju koji su sakupljeni tokom 2004.
godine. Smese listova homogenizovane u te¢cnom azotu ekstrahovane su u 100
mM K-fosfatom puferu pH 6.5 sa 5% PVP i 2 mM PMSF. Odnos biljnog tkiva i
pufera za ekstrakciju je bio 1:20. Nakon sonifikacije, ekstrakti su centrifugirani
15 min na 10 000 x g, na 4°C. Supernatant je alikvotiran i ¢uvan u zamrzivacu
do koris¢enja za merenje koli¢ine solubilnih proteina i specificne aktivnosti
enzima. Energija aktivacije (Ea) je racunata prema Arenijusovoj jednacini:

In (k) = (- Ea/R x T1) + In (A),
pri ¢emu je k brzina reakcije, A predeksponencijalni faktor, R je univerzalna
gasna konstanta i iznosi 8.314 x 102 k] mol! K, a T je temperatura (K)

(McMurry i Fay, 2003).
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3.3.3 Nativna elektroforeza: vizuelizacija aktivnosti i odredivanje
izoformi antioksidativnih enzima

Razdvajanje razli¢itih izoformi SOD, APX i CAT enzima radeno je
nativnom elektroforezom na diskontinuiranim poliakrilamid gelovima (PAGE)
(Laemmli, 1970) koris¢enjem Mini-Protean Tetra Cell sistema (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA). Pre nanoSenja na gel uzorci su pomesani sa
puferom za uzorke (62.5 mM Tris-HCl pH 6.8, 40% glicerol, 0.01% bromfenol
plavo) u odnosu 2:1. Proteini su razdvajani na gelovima debljine 0.75 mm,
koris¢em elektrodnog pufera: 0.025 M Tris-HCI (H 8.3) i 0.192 M glicin, pri
konstantnoj struji od 10 mA po gelu, na 4°C. Izoforme SOD su razdvajane na
10% gelu za razdvajanje sa 5% gelom za koncentrovanje (Tabela 3.3.1.).
Vizuelizacija aktivnost izoformi SOD na gelu vr$ena je prema radu Beauchamp
i Fridovich (1971). Po zavrsetku elektroforeze, gelovi su inkubirani u rastvoru
za bojenje koji je sadrzao: 50 mM K-fosfatni pufer pH 7.8, 1 mM EDTA, 0.1 mM
NBT i 0.05 mM riboflavin, u trajanju od 30 min u mraku. Nakon kratkog
ispiranja destilovanom vodom, gelovi su osvetljavani do pojave bezbojnih SOD
traka na plavo-ljubicastoj pozadini. Razli¢ite izoforme SOD su identifikovane
nakon inkubiranja gela 15 min u rastvoru specifi¢nih inhibitora: 5 mM H>O: koji
inhibira Fe-SOD i Cu/Zn-SOD, i 2 mM KCN koji je inhibitor Cu/Zn-SOD.

Izoforme CAT su razdvajane 4h na 9% gelu za razdvajanje sa 5% gelom
za koncentrovanje. Nakon elektroforeze, gelovi su inkubirani 20 min na sobnoj
temperaturi u 3.27 mM HxO2 u 50 mM K-fosfatnom puferu pH 7.5. Posle
kratkog ispiranja destilovanom vodom, gelovi su bojeni rastvorom koji je
sadrzao 1% kalijum fericijanid (KsFe(CN)s) i 1% hlorid gvozda (FeCls)
(Woodbury, 1971).

Izoforme APX su razdvajane na 10% gelu za razdvajanje sa 5% gelom za
koncentrovanje, , uz dodavanje 2 mM askorbata u elektrodni pufer. Po
zavrsetku elektroforeze, gelovi su inkubirani 20 min u 50 mM K-fosfathnom
puferu pH 7.0 koji je sadrzao 4 mM askorbat, a zatim jo$ 20 min u 50 mM
K-fosfatnom puferu pH 7.0 sa 4 mM askorbatom i 2 mM H>Os. Nakon kratkog
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ispiranja, gelovi su bojenu 10 min u rastvoru 50 mM K-fosfatnog pufera pH 7.8
sa 14 mM TEMED i 0.245 mM NBT (Mittler i Zilinskas, 1993, modifikovano).

Reakcija je zaustavljena kratkim ispiranjem destilovanom vodom.

TABELA 3.3.1. Formulacija poliakrilamidnih gelova razlicite gustine.

Gustina gela ~ DDIH20 30% Akrilamid Pufer* Glicerol 10% APS TEMED
(ml) (ml) (ml) (ml) (1) (1)

5% 5.8 1.7 25 0.0 50.0 10.0
9% 25 3.0 25 2.0 50.0 5.0
10% 22 3.3 25 2.0 50.0 5.0

*Gel za razdvajanje - 1.5 M Tris-HCl, pH 8.8
*Gel za koncentrovanje - 0.5 M Tris-HCI, pH 6.8

Nakon bojenja, gelovi su skenirani (CanoScan 8800F), a intenziteti
izoformi (traka) antioksidativnih enzima odredivani su densitometrijski
pomocu programa Image] 1.43u (National Institutes of Health, USA). Da bi se
izbegao uticaj varijabilnosti same tehnike bojenja na kvantitativhu analizu i da
bi se omogudilo poredenje intenziteta izoenzimskih traka izmedu razli¢itih
gelova, interni referentni uzorak (smesa svih uzoraka) je nanosen na svaki gel.
Aktivnosti izoformi su standardizovane referentnim uzorkom kako bi se dobile

njihove relativne vrednosti koje su izrazene u arbitrarnim jedinicama (AU).

3.3.4 Ekstrakcija i odredivanje ukupne kolicine mneenzimskih
antioksidanata - fenola i antocijana

Ukupni sadrzaj fenola odredivan je kolorimetrijskom metodom
(Singleton i Rossi, 1965). Biljni materijal je usitnjen do praha u avanu, a zatim
ekstrahovan u 80% metanolu (FW:V = 1:15) u trajanju od 1 h. Nakon 20 min
centrifugiranja na 10 000 x g, supernatant je odvojen, a talog je reekstrahovan u
80% metanolu (FW:V =1:7) jo§ 1h. Nakon centrifugiranja, supernatanti su
spojeni i koris¢eni u daljoj analizi. Ekstrakt lista (50 pl) je pomesan sa 475 pl
0.25 N Folin-Ciocalteu reagensom, a posle 3 min je dodato 475 pl 1 M NaCOs.

Apsorbanca reakcione smese je merena nakon 1 h inkubacije na 30°C na 724 nm.
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Standardna kriva je konstruisana na osnovu razli¢itih koncentracija galne
kiseline (0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 i 0.5 mg ml!) rastvorene u 80% metanolu. Ukupni
sadrzaj fenola je izraZzen u ekvivalentima galne kiseline po gramu sveze mase.
Ukupni sadrzaj antocijana je odredivan metodom opisanom u radu
Mancinelli i sar, (1975). Nakon homogenizacije te¢nim azotom u avanu,
antocijani su ekstrahovani u kiselom metanolu (1% HCIl) 48 h na 5°C, uz
kontinuirano mesanje. Apsorbanca supernatanta je merena spektrofotometrijski
u mikrotitar plo¢ama na 530 i 653 nm. Apsorbance antocijana su korigovane
As30 - 0.24 Aess prema Murray i Hackett (1991) zbog prisustva ugljenih hidrata.
SadrZaj antocijana je izraZen u ekvivalentima cijanidin-3-glukozid g sveze
mase. Ekstinkcioni koeficient cijanidin-3-glukozida na 530 nm iznosi 26 900

L mol! cm-1,a molekulska masa iznosi 445.

3.3.5 Ekstrakcija i merenje koncentracije fotosintetickih pigmenata

Za odredivanje koncentracija hlorofila a, hlorofila b, ukupnog hlorofila i
ukupnih karotenoida listovi su, nakon zamrzavanja u te¢nom azotu,
homogenizovani do praha u avanu, a zatim ekstrahovanu u DMSO u odnosu
1:30 (FW:V). Homogenati su 6 h inkubirani na 60°C u termo bloku. Posle
centrifugiranja (20 min na 10 000 x g) merena je apsorbanca supernatanta u
mikrotitar plo¢ama, na 665, 649 i 480 nm. Koncentracije fotosintetickih
pigmenata su racunate prema slede¢im formulama (Wellburn, 1994) i izraZene
upgcemz

Hlorofil a = (12.47 x Aess) - (3.62 x Asu9)

Hlorofil b = (25.06 x Ae49) - (6.50 x Asss)

Ukupni hlorofil = Hlorofil a + Hlorofil b

Karotenoidi = (1000A4s0 - 1.12 x Hlorofil a - 53.78 x Hlorofil b)/220
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3.3.6 Odredivanje oksidativnog ostecenja membrane merenjem
koli¢ine malondialdehida

Lipidna peroksidacija, koja se meri kao koli¢cina MDA, i koja predstavlja
pokazatelj oSteCenja membrana odredivana je modifikovanom TBA-MDA
metodom po Hodges i sar (1999). Tkivo lista je homogenizovano u 80% etanol
(FW:V = 1:15), a zatim centrifugirano na 3 000 x g, 10 min na 4°C. Supernatant
(1 ml) je pomesan sa 1 ml 20% TCA ili 1 ml 0.65% TBA rastvorenom u 20% TCA
i potom zagrevan 25 min na 95°C. Nakon hladenja na ledu, tube sa reakcionom
smesSom su centrifugirane 10 min na 3 000 x g, na 4°C. Apsorbanca je merena u
mikrotitar plo¢ama na 440, 532 i 600 nm. Kolicina MDA ekvivalenata je
izra¢unata prema slede¢im formulama (Hodges i sar, 1999):

A = [(Ass2+1BA) - (A600+TBA) - (A532-TBA - A600-TBA)]

B = [(Aa0+1BA - As00+1BA) 0.0571]

MDA ekvivalenti (nmol mL1) = (A - B/157000) x 10¢

Indeks oksidativnog stresa (OSI) racunat je kao koli¢nik geometrijske

sredine svih antioksidanata i koli¢ine MDA.

45



3.4 Merenje morfolosko-fizioloskih osobina lista
3.4.1 Merenje specificne povrsine lista (SLA), sadrZaja vode u listu
(LWC), sadrZaja suve mase lista (LDMC), relativnog sadrZaja
vode (RWC) i sukulentnosti (SU)

Za merenje morfolosko-fizioloskih osobina lista koris¢eni su zdravi prvi i
drugi potpuno formiran zdrav listovi. Povrsina lista (LA, eng. Leaf Area) je
merena pomoc¢u programa Image Tool, na osnovu digitalni prikazi svezih
listova dobijenih skeniranjem (CanoScan 5600F). Nakon merenja sveZe mase
(LFM, eng. Leaf Fresh Mass) i skeniranja, listovi su inkubirani u fiolama sa
destilovanom vodom 12 h, radi utvrdivanja turgidne mase (LTM, eng. Leaf
Turgid Mass), a zatim su suSeni do konstantne mase u susnici (na 60°C). Na
kraju je izmerena suva masa (LDM, eng. Leaf Dry Mass) svakog pojedina¢nog
lista.

Specifi¢na povrsina lista, SLA (eng. Specific Leaf Area) je izracunata kao

koli¢nik projektovane povrsine sveZeg lista i njegove suve mase, izraZene u
cm? gl

SLA =LA/LDM.

Sadrzaj suve mase lista, LDMC (eng. Leaf Dry Mass Content) je

odredivan kao koli¢nik suve i turgidne mase lista (Shipley i sar, 2005) i izrazena
uggh
LDMC = LDM/LEM.

Sadrzaj vode u listu, LWC (eng. Leaf Water Content) je izra¢unat prema

formuli (Garnier i Laurent, 1994) i izrazenu g g
LWC=1-LDM/LFM.
Relativni sadrzaj vode lista, RWC (eng. Relative Water Content)

predstavlja procenat trenutnog sadrzaja vode u listu u odnosu na njegovu
potpunu zasi¢enost vodom. Izra¢unava se prema formuli:

RWC = [(LFM - LDM)/(LTM - LDM)] x 100.

Sukulentnost, SU (eng. Succulence) je odredivan prema sledecoj formuli:

SU = (LFM - LDM)/LA.
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3.4.2 Odredivanje gustine stoma (SD)

Gustina stoma, SD (eng. Stomatal Density) odredivana je

mikro-reljefnom metodom, kao sto je opisano u radu Pazourek (1970). Srednji
deo adaksijalne povrsine drugog potpuno formiranog lista je premazan
bezbojnim lakom za nokte. OsuSeni otisak je skinut sa lista selotejpom i
zalepljen na mikroskopsku plocicu. Broj stoma je odredivan na 20 slucajno
izabranih mikroskopskih polja, pri ¢emu su ukljucene stome koje su bile
potpuno vidljive. Povrsina polja iznosila je 0.196 mm? pri uvelicanju od 40 x.

Gustina stoma je izrazena kao broj stoma po mm?.

3.5 Statisticke analize
3.5.1 Sezonska dinamika morfolosko-anatomskih i fiziolosko-
biohemijskih osobina lista 1. pumila

Osnovni parametri deskriptivne statistike (srednja vrednost, standardna
greska, koeficijent varijacije) razli¢itih osobina unutar svake populacije, za
svaku sezonu, odredeni su koris¢enjem PROC MEANS procedure SAS
statistickog softverskog paketa (SAS Institute, verzija 9.3, 2012).

Zavisne varijable koris¢ene za statisticke analize su bile pojedinacne
vrednosti razli¢itih osobina lista I. pumila, dobijene merenjem na istim
genotipovima kroz tri godis$nje sezone (prolece, leto i jesen). Prose¢ne vrednosti
svih izmerenih osobina za svaku populaciju, po sezonama, prikazane su
graficki kao histogrami. Dinamika promene pracenih osobina je analizirana
multivarijantnom  analizom  varijanse sa  ponovljenim  merenjima
(eng. MANOVAR) (von Ende, 2001). Ovaj model ukljucivao je sledece izvore
variranja: izmedu subjekata (eng. between-subjects effect), unutar subjekta
(eng. within-subject effect) - staniSte i sezona, kao i interakcija izmedu sezone i
staniSta. Za izracunavanje je koris¢ena REPEATED/PROFILE opcija GLM
procedure koja ponovljena merenja osobina transformise u set ,kontrasta” koji
se potom testiraju jednofaktorskim analizama varijanse (ANOVA). Analiza

profila omogucava testiranje tri hipoteze: o ,nivou”, ,paralelizmu” i
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~jednoli¢nosti” prosecne krive odgovora. Hipoteza o ,nivou” testira da li
srednje vrednosti varijabli variraju u svakom posmatrnoj jedinici vremena (npr.
Da li se razlikuju srednje vrednosti osobina dinske i Sumske populacije 1. pumila
u svakoj od posmatranih sezona?). Hipoteza o ,jednoli¢nosti” testira da li ima
znacajnih razlika u srednjim vrednostima merenih varijabli u odnosu na prosek
tretmana (npr. Da li postoji variranje srednjih vrednosti osobina u okviru svake
od populacije I. pumila tokom posmatrana tri godisnja doba?). Hipoteza o
,paralelizmu” ispituje da li su promene srednjih vrednosti varijabli iste kod
svih posmatranih grupa tokom vremena (npr. Da li je oblik krive odgovora isti
kroz vreme za obe populacije I. pumila?).

Korelacije izmedu pracenih osobina lista I. pumila, u okviru populacije, u
svakoj sezoni, procenjene su pomocu Pearson-ovog korelacionog koeficijenta (r)
koris¢enjem PROC CORR procedure SAS programa. Variranja obrasca
korelacija izmedu populacija u svakoj sezoni, kao i u okviru iste populacije
izmedu sezona, analizirano je pomoc¢u Mantel testa (Pop tools, Microsoft Office

Excel 2003), koji utvrduje homogenost korelacionih matrica.

3.5.2 Reciprocno-transplantacioni eksperiment

Kao ulazni podaci za sve statisticke analize koris¢eno je 20 genotipova
I. pumila: 10 genotipova iz populacije Dina-Cveta i 10 genotipova iz populacije
Suma. Osnovni parametri deskriptivne statistike (srednja vrednost, standardna
greska, koeficijent varijacije) razli¢itih osobina unutar svake populacije odredeni
su koris¢enjem PROC MEANS procedure statistickog programskog paketa SAS.

Za svaku osobinu pojedina¢no konstruisane su norme reakcija izmedu
svetlosnih sredina na osnovu individualnih vrednosti genotipova. Posto su sve
osobine merene u dve razli¢ite svetlosne sredine, norme reakcija su imale
linearni oblik.

Da bi se ispitao uticaj sredinskih ¢inilaca na srednje vrednosti osobina
biljaka u dve prirodne populacije I. pumila koriséena je jednofaktorska ANOVA.

Ovim modelom procenjen je znacaj stanista kao izvora fenotipskog variranja.
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Testiranje znacajnosti genetickog variranja izmedu populacija na srednje
vrednost analiziranih osobina lista unutar istog stanista takode je izvrseno
jednofaktorskom analizom varijanse. Ovaj model ukljuc¢ivao je populaciju kao
izvor variranja.

Korelacije izmedu pracenih osobina lista 1. pumila, u okviru populacije
na svakom od dva posmatrana stanista, utvrdene su pomocéu Pearson-ovog
korelacionog koeficijenta (PROC CORR procedura iz SAS programa). Razlike u
korelacionom obrascu odredene su izmedu populacija na istom stanistu, kaoiu
okviru iste populacije izmedu dva razli¢ita stanista. Svaka korelaciona matrica
ima dva svojstva: veli¢inu (stepen, jacinu) korelacija i njihov obrazac. Veli¢ina
korelacija ukazuje na jac¢inu korelisanosti osobina, dok obrazac ukazuje na
raspored korelacija fenotipskih osobina u korelacionoj matrici. Strukture
korelacionih matrica funkcionalno povezanih fenotipskih karakteristika
(biohemijske i fizioloske) genotipova I. pumila, poreklom iz dve populacije sa
alternativnih svetlosnih stanista, poredene su hijerarhijski pomoc¢u CPC testa
(eng. Common Principal Component Analysis; Flury, 1988; Phillips i Arnold,
1999) koji omogucava detaljniju analizu nivoa slicnosti matrica, osim
podudarnosi i nepodudarnosti. Ova statisticka analiza je radena koris¢enjem
CPC softvera koji je napisao Phillips (1998). Hijerarhija poredenja matrica se
zasniva na testiranju hipoteze o nepodudarnosti struktura matrica, zatim sledi
testiranje niza hipoteza o parcijalnom preklapanju (PCPC, matrice dele p-2
zajednickih sopstvenih vektora, gde je p broj osobina). Slede¢i nivo u hijerarhiji
je CPC (sopstvene vrednosti se razlikuju, ali se ne moze iskljuciti postojanje
zajednickih sopstvenih vektora), zatim sledi proporcionalnost struktura matrica
(matrice se znacajno razlikuju ali su proporcionalne, tj. sopstvenih vrednosti su
pomnoZene konstantom) i na kraju hijerahijskog poredenja je jednakost matrica.
Za interpretaciju rezultata koris¢en je ,step-up” pristup koji zapocinje
hipotezom o nepostojanju sli¢nosti izmedu matrica, a zatim prelazi na ostale
hijerarhijske nivoe (CPC1, CPC2, CPCp-2 .....CPC, proporcionalnost i jednakost),

pri ¢emu se kao nulta hipoteza koristi nizi model za koji se utvrdi da je
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ispravan. Kao parametar za evaluaciju modela koji najbolje opisuje odnos
korelacionih matrica koris¢en je AIC (Akaike Information Criterion), gde je

najpodesniji model onaj koji ima najnizu AIC vrednost (Philips i Arnold, 1999).

3.5.3 Indeksi fenotipske plasticnosti i integracije

Fenotipska plasti¢nost svakog klona (genotipa) morfolosko-anatomskih i
fiziolosko-biohemijskih osobina indukovana variranjem ekoloskih uslova na
istom stani$tu zbog smene godisnjih doba ili razli¢itim svetlosnim rezimima
koji su vladali na otvorenom i zasencenom stanistu u razli¢itim godisnjim
dobima izmerena je koris¢enjem indeksa plasti¢nosti (eng. Plasticity Index), Pl
(Valldares i sar, 2006):

Pl =(X1-X2) / Xy,

u kome su Xj i Xz vrednosti osobine istog genotipa koji je rastao u dve razli¢ite
svetlosne sredine ili izmedu razli¢itih godisnjih doba (tj. izmedu proleca i leta i
izmedu leta i jeseni). Statisti¢cka znacajnost unutar-populacionih razlika izmedu
sezonskih vrednosti indeksa plasti¢nosti, PI analizirana je neparametarskim
Wilcoxon-ovim testom rangova (eng. Wilcoxon signed-rank test), dok je za
ispitivanje statisticke znacajnosti medu-populacionih razlika u vrednostima
indeksa plasticnosti koris¢en Wilcoxon Mann Whitney test (eng.
Mann-Whitney-Wilcoxon (MWW) ili Wilcoxon rank-sum test).

Kao mera fenotipske integracije funkcionalno povezanih osobina lista
analiziranih I. pumila genotipova, iz dve prirodne populacije koje naseljavaju
staniSta sa razli¢itim svetlosnim rezimom, koris¢ena je relativna varijansa
sopstvenih vrednosti (eng. eigenvalue), rVE (Pavlicev i sar, 2009). Sopstvene
vrednosti su izra¢unate na osnovu rezultata analize glavnih komponenti (PCA),
kori$¢enjem korelacionih matrica pojedina¢nih osobina lista I. pumila. Relativna
varijansa sopstvenih vrednosti je procenjena kao odnos izmedu sopstvenih
vrednosti i maksimalne moguce varijanse:

rVE = VE /max VE.
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Maksimalna varijansa sopstvenih vrednosti za korelacione matrice iznosi (N-1),
tako da je relativna varijansa sopstvenih vrednosti jednaka:
rVE=VE/ (N-1),

gde simbol N predstavlja veli¢inu matrice, tj. broj posmatranih osobina.
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4 REZULTATI

4.1 Sezonska dinamika osobina lista I. pumila u razlic¢itim
svetlosnim staniStima
4.1.1 Sezonska dinamika antioksidanata u razli¢itim svetlosnim
stanisima
Sezonsko variranje specificne aktivnosti antioksidativnih enzima tokom
jedne vegetacione sezone (prolece, leto i jesen), analizirano je enzimskim
esejima ukupnih celijskih ekstrakata lista kod razli¢itih klonova I. pumila iz dve
prirodne populacije koje nastanjuju razlic¢ita svetlosna stanista. Na Slici 4.1.1. su
prikazane norme reakcije antioksidativnih enzima, neenzimskih antioksidanata
i indikatora oksidativnog stresa pojedinac¢nih genotipova I. pumila tokom tri
godidnja doba u populacijama Dina i Suma, dok su njihove srednje vrednosti,
standardne devijacije i koeficienti varijacije date u Tabelama 4.1.1. A i B. Na
osnovu Slike 4.1.1. moze se zakljuciti da je obrazac sezonskog variranja
aktivnosti antioksidativnih enzima bio specifi¢an za svaki enzim, kao i za svaku
ispitivanu populaciju. Srednje vrednosti specifi¢ne aktivnosti ve¢ine enzima bile
su najvise u letnjem periodu u obe populacije, sa izuzetkom specifi¢nih
aktivnosti APX i CAT, kao i koli¢ine solubilnih fenola u populaciji sa otvorenog
stanista, ¢iji su maksimumi utvrdeni u prolece, a zatim su opadale tokom leta,
dostizu¢i svoj minimum u jesen (Slika 4.1.1.). Generalno, u letnjem periodu,
srednje vrednosti specifi¢ne aktivnosti antioksidativnih enzima, osim APX, u
listu 1. pumila bile su vece kod klonova sa zasencenog, Sumskog stanista, u
odnosu na klonove sa otvorenog, dinskog stanista. Nasuprot tome, prosecne
koli¢ine neenzimskih antioksidanata su bile vece tokom cele sezone u listovima
biljaka iz populacije Dina, u poredenju sa vrednostima izmerenim kod biljaka iz
populacije Suma.
Sezonska dinamika indeksa oksidativnog stresa, OSI bila je sli¢cna kod
genotipova obe populacije - najvise vrednosti izmerene su u prolece, a najnize u

letnjem periodu. Koli¢ina indikatora oksidativnih ostecenja, MDA, zavisila je od
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SLIKA 4.1.1. Norme reakcije za specifi¢ne aktivnosti enzimskih antioksidanata
i koli¢ine neenzimskih antioksidanata u listu biljaka I. pumila iz populacija
Dina (A) i Suma (B) i njihove prose¢ne vrednosti sa standardnim greskama
(C). Objasnjenje simbola: A - populacija Dina, ® - populacija Suma. Opis

skracenica je dat u Tabeli 3.2.1.
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TABELA 4.1.1. A. Sezonsko variranje specificne aktivnosti enzimskih i kolicine
neenzimskih antioksidanata u listu biljaka I. pumila iz populacije Dina. n = veli¢ina

uzorka, X = srednje vrednosti, SD = standradna devijacija i CV = koeficijent varijacije

(%). Opis skracenica je dat u Tabeli 3.2.1.

PROLECE (n =17) LETO (n =17) JESEN (n = 22)

X SD CV X SD  CV X SO CV
SOD 26.30 641 244 14536 32.86 22.6 136.46 41.01 30.1
APX 1.02 018 172 0.97 027 282 058 019 322
CAT 0.46 010 212 0.27 006 234 026 0.07 26.1
GR 0.13 0.03 256 0.51 013 256 049 013 270
POD 257 078 305 3.32 0.67 20.1 3.04 154 505
PHEN 7.48 272 364 6.44 124 193 636 359 565
ANTH 11.41 3.51 308 12.43 230 185 13.94 197 141
OSl 1.34 030 223 0.68 024 355 1.04 042 403
MDA 9.11 3.18 349 6.66 1.29 194 895 3.62 404

TABELA 4.1.1. B. Sezonsko variranje specificne aktivnosti enzimskih i koli¢ine

neenzimskih antioksidanata u listu biljaka I. pumila iz populacije Suma. n = veli¢ina

uzorka, X = srednje vrednosti, SD = standradna devijacija i CV = koeficijent varijacije

(%). Opis skracenica je dat u Tabeli 3.2.1.

PROLECE (n = 9) LETO (n =15) JESEN (n = 15)

X SD cCV X SD  CV X SO cv
SOD 2187 518 237 17912 4732 264 138.88 41.52 299
APX 084 017 205 0.92 034 36.6 068 031 462
CAT 043 0.08 1938 0.52 013 245 033 0.08 246
GR 019 004 211 0.66 022 330 051 017 341
POD 138 023 16.6 5.20 236 454 294 091 309
PHEN 569 175 30.7 5.92 081 137 311 137 440
ANTH 937 0.73 7.7 10.40 199 19.2 11.68 239 204
Osl 116 034 295 0.41 021 505 051 019 379
MDA 648 217 335 5.74 070 123 461 1.60 347
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svetlosnog stanista biljaka. Dok su kod biljaka iz populacije Dina u prolece i
jesen izmerene slicne prosecne vrednosti kolicine MDA, sa najnizim
vrednostima u najstresnijem letnjem periodu, kod biljaka iz populacije Suma
uocava se blagi pad kolicine MDA tokom vegetacione sezone (Slika 4.1.1. i
Tabela 4.1.1. A i B).

Tabele 4.1.2. A prikazuje rezultate analize profila MANOVAR enzimskih
i neenzimskih antioksidanata tokom proleca, leta i jeseni u listu I. pumila iz
populacija Dina i Suma. Testiranje hipoteze o ,nivou”, koja uklju¢uje kao izvor
variranja staniste (,between-subject” efekat), pokazalo je da su prosecne
vrednosti specifi¢nih aktivnosti APX, CAT, GR i koli¢ine antocijana i solubilnih,
nestrukturnih fenola bile tokom cele vegetacione sezone statisticki znacajno
razli¢ite izmedu populacija Dina i Suma. Tokom cele vegetacione sezone,
specificna aktivnost APX je u proseku imala visu vrednost kod biljaka iz
populacije Dina u odnosu na populaciju Suma, dok je prose¢na vrednost
specificne aktivnosti GR bila veéa kod biljaka koje naseljavaju Sumsku senku u
odnosu na biljke sa otvoreniog stanista. Srednje vrednosti specifi¢ne aktivnosti
CAT su tokom leta i jeseni bile vece kod biljaka iz Sumske senke u odnosu na
one sa otvorenog staniSta, za razliku od prole¢a kada su vece prosecne
vrednosti specificne aktivnosti ovog enzima utvrdene kod biljaka iz populacije
Dina u odnosu na populaciju Suma.

Koli¢ina neenzimskih antioksidanata, fenola i antocijana, bila je statisticki
znacajno veca kod biljaka I. pumila koje rastu na otvorenom stanistu, u
poredenju sa biljkama koje su rasle u Sumskoj senci. Medutim, u obe populacije
je koli¢ina antocijana bila najmanja u prolee, a maksimalnu vrednost je
dostizala u jesen. Za razliku od srednjih vrednosti antocijana, koje su imale isti
trend u obe populacije, koli¢ina solubilnih fenola u biljkama iz populacije Suma
dostizala je maksimum u letnjem periodu, dok je kod biljaka sa otvorenog

staniSta najveca vrednost izmerena u prolece.
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TABELA 4.1.2. A. Multivarijantna analiza varijanse sa ponavljanjima (analiza
profila) za specificnu aktivnosti enzimskih i koli¢inu neenzimskih
antioksidanata tokom prolec¢a, leta i jeseni u listu biljaka I. pumila koje
naseljavaju otvoreno i zasenceno staniSte. Testiranje statisticke znacajnosti
izvora variranja izmedu subjekta. df = stepeni slobode, MS = prosek kvadrata
odstupanja, F = F-odnos, P = statisticka znacajnost. Opis skracenica je dat u

Tabeli 3.2.1.

IZMEDU SUBJEKATA [ZVOR VARIRANJA df MS F P
SOD Populacija 1 0.01 0.10 0.7525
Greska 19 0.13
APX Populacija 1 0.21 491 0.0390
Greska 19 0.04
CAT Populacija 1 1.37 14.73 0.0011
Greska 19 0.09
GR Populacija 1 0.13 6.53 0.0193
Greska 19 0.02
POD Populacija 1 0.02 0.15 0.7041
Greska 19 0.11
PHEN Populacija 1 1.62 8.90 0.0077
Greska 19 0.18
ANTH Populacija 1 0.40 8.68 0.0100
Greska 19 0.05
OSI Populacija 1 2.03 2291 0.0002
Greska 15 0.09
MDA Populacija 1 122.97 27.84 0.0001
Greska 19 4.42

Oba parametra za procenu intenziteta oksidativnog stresa, OSI i koli¢ina
MDA, znacajno su se statisticki razlikovala izmedu populacija sa alternativnih
svetlosnih staniSta tokom vegetacione sezone, a njihove prose¢ne vrednosti su
uvek bile vece u listovima biljaka sa otvorenog stanista, u poredenju sa biljkama
koje su rasle u sumskoj senci.

Verovatnoce F vrednosti Wilks-ovog testa A za procenu efekta sezone

(test jednoli¢nosti krive odgovora) multivarijantnom analizom varijanse
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(,within subject”) bile su manje od 0.05 (Tabela 4.1.2. B), $to ukazuje da se oblik
krivih za posmatrane enzimske i neenzimske antioksidante u listu biljaka
I. pumila menjao tokom cele vegetacione sezone, na oba svetlosna stanista. Test

paralelizma, koji omogucava procenu efekta interakcije izmedu stanista i

sezone (Tabela 4.1.2. B), ukazuje na statisti¢ki znac¢ajanu razliku u obliku kriva
antioksidativnih enzima CAT i POD izmedu alternativnih stanista, dok je
obrazac sezonskog variranja ostalih antioksidativnih enzima i neenzimskih

antioksidanata bio sli¢an u obe populacije.

TABELA 4.1.2. B. Multivarijantna analiza varijanse sa ponavljanjima (analiza profila) za
specifi¢nu aktivnosti enzimskih i koli¢inu neenzimskih antioksidanata tokom proleca,
leta i jeseni u listu biljaka I. pumila koje naseljavaju otvoreno i zasenceno staniste.
Testiranje statisticke znacajnosti izvora variranja unutar subjekta. Opis skracenica je

dat u Tabeli 3.2.1.

UNUTAR
SUBJEKTA SEZONA X POPULACIJA SEZONA
Brojilac/ Brojilac/
Wilks X Imenilacdf F P Wilks A Imenilac df F P

SOD 0.742 2/18 3.14 0.0678 0.032 2/18 275 0.0001
APX 0.952 2/18 0.45 0.6417 0.304 2/18 20.60  0.0001
CAT 0.333 2/18 18.00 0.0001 0.260 2/18 25.60  0.0001
GR 0.804 2/18 220 0.1398 0.067 2/18 125  0.0001
POD 0.236 2/18 29.10 0.0001 0.148 2/18 52.00  0.0001
PHEN 0.779 2/18 256 0.1054 0.645 2/18 495 0.0194
ANTH 0.792 2/14 1.84 0.1953 0.564 2/14 542  0.0181
0Osl 0.774 2/14 2.05 0.1656 0.213 2/14 25.80  0.0001
MDA 0.558 2/18 712 0.0053 0.723 2/18 345 0.0539

Da bi se utvrdilo izmedu kojih sezona se populacije I. pumila razlikuju u
aktivnosti i koli¢ini antioksidanata, uradene su pojedina¢cne ANOVA-e izmedu
kontrasta prolece-leto i leto-jesen (Tabela 4.1.3). Na osnovu rezultata ovih
analiza zakljuceno je da su se prosecne specifi¢ne aktivnosti SOD, APX, GR i
POD povecavale izmedu proleca i leta, a smanjivala izmedu leta i jeseni, kod

biljaka iz obe populacije. Statisti¢ki znacajna razlika izmedu populacija Dina i
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Suma u nagibima kriva odgovora ovih enzima utvrdena je za POD i CAT
tokom cele vegetacione sezone (prolece-leto: P < 0.0001; leto-jesen: P < 0.0106 za
POD, i prolece-leto: P < 0.0001; leto-jesen: P < 0.0033 za CAT), za SOD samo
izmedu proleca i leta (P < 0.0240), i za GR samo izmedu leta i jeseni (P < 0.0443),
dok se nagibi kriva za APX nisu razlikovali (P > 0.05).

Prosec¢na koli¢ina antocijana u listu I. pumila statisticki se znacajno
povecavala u obe populacije (Tabela 4.1.3), ali samo izmedu proleca i leta
(P <0.0039), dok je izmedu leta i jeseni ostala na istom nivou (P = 0.4609), koji je
bio slican izmedu populacija (P = 0.0660). Nasuprot antocijanima, koli¢ina
fenola nije se menjala izmedu proleca i leta ni u populaciji Dina niti u populaciji
Suma (P = 0.05), ve¢ razlike izmedu populacija uocene su samo izmedu leta i
jeseni (P < 0.0437).

Radi utvrdivanja broja i aktivnosti razli¢itih izoformi antioksidativnih
enzima SOD, APX i CAT, ukupni celijski ekstrakti smeSe listova razlic¢itih
genotipova iz svake od analiziranih populacija razdvajani su nativnom PAGE
elektroforezom. Vizuelno-razli¢ite izoforme SOD, APX i CAT dobijene su
specificnim bojenjem nativnih poliakrilamid gelova. Bojenjem gelova bojama
specificnim za aktivnost SOD, detektovano je 9 razli¢itih traka, od kojih je
izoforma 1 imala najve¢u molekulsku masu, a izoforma 9 najmanju (Slika
4.1.2)). Izoforma 1 je na osnovu neosetljivosti na inhibitore KCN i H>O»
identifikovana kao Mn-SOD. Posto su izoforme 2, 3, 4, 6 i 8 bile osetljive na oba
inhibitora, utvrdeno je daspadaju u Cu/Zn-SOD. Na osnovu osetljivosti na
H>Os trake 5, 7 i 9 identifikovane su kao Fe-SOD. Aktivnost sve tri forme
enzima SOD bila je vec¢a u listu genotipova iz populacije Suma u poredenju sa
genotipovima iz populacije Dina (Slika 4.1.3.). Procentualno najve¢i udeo u
ukupnoj aktivnosti SOD imala je Cu/Zn-SOD, dok je udeo aktivnosti Mn-SOD
bio najmanji (Slika 4.1.4). Utvrdeno je da se procentualna zastupljenost
Cu/Zn-SOD i Mn-SOD u ukupnoj aktivnosti enzima SOD menjala u zavisnosti

od sezone i populacije. Nasuprot tome, procentualni udeo aktivnosti forme
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TABELA 4.1.3. Analiza varijanse kojom je testirana statisticka znacajnost uticaja
sredinskih faktora tokom razli¢itih sezona na specifi¢nu aktivnost enzimskih i koli¢inu
neenzimskih antioksidanata u listu biljaka I. pumila iz populacija koje naseljavaju
razli¢ita svetlosna stanista. df = stepeni slobode, MS = prosek kvadrata, F = F-odnos, P

= statisticka znacajnost. Opis skracenica je dat u Tabeli 3.2.1.

VARIJABLA KONTRASTA
PROLECE - LETO LETO - JESEN
[ZVOR VARIRANJA df MS F P df MS F P
SOD Srednja vrednost 1 80.17 555 0.0001 1 246 31.40 0.0001
Populacija 1 087 6.02 0.0240 1 024 311 0.0941
Greska 19 0.14 19 0.08
APX  Srednja vrednost 1 148 3220 0.0001 1 0.68 7.31 0.0141
Populacija 1 0.04 080 03821 1 0.02 025 0.6242
Greska 19 0.05 19 0.09
CAT  Srednja vrednost 1 030 341 00805 1 1.63 20.30 0.0002
Populacija 1 3.32 37.80 0.0001 1 091 11.30 0.0033
Greska 19 0.09 19 0.08
GR Srednja vrednost 1 1.03 101 0.0001 1 1.42 90.00 0.0001
Populacija 1 3x10% 032 05804 1 0.07 4.64 0.0443
Greska 19 0.01 19 0.02
POD  Srednja vrednost 1 1298 109 0.0001 1 442 46.80 0.0001
Populacija 1 6.76 5691 0.0001 1 076  8.04 0.0106
Greska 19 0.12 19 0.09
PHEN Srednja vrednost 1 0.05 038 05468 1 259  6.87 0.0168
Populacija 1 042 283 01087 1 1.76  4.67 0.0437
Greska 19 0.15 19 0.38
ANTH Srednja vrednost 1 0.70 11.60 0.0039 1 0.01 057 0.4609
Populacija 1 0.02 027 06139 1 0.07 3.93 0.0660
Greska 19 0.06 19 0.02
OSsI Srednja vrednost 1 1.87 1440 0.0017 1 343 47.6 0.0001
Populacija 1 028 220 01589 1 011 1.54 0.2339
Greska 15 0.13 15 0.07
MDA  Srednja vrednost 1 1540 190 0.1845 1 2388 6.63 0.0185
Populacija 1 658 081 03793 1 4319 12.00 0.0026
Greska 19 8.12 19 3.60
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SLIKA 4.1.2. Sezonsko variranje izoformi SOD kod biljaka I. pumila iz populacija
Dina i Suma. A. Izoenzimi svih formi SOD; B. Gel bojen nakon inhibicije Cu/Zn-
SOD pomoc¢u 5 mM KCN; C. Gel bojen nakon inhibicije 5 mM HxO,, radi
identifikacije Mn-SOD. Legenda: D - smeSa ekstrakata lista 10 genotipova iz
populacije Dina, S-smesa ekstrakata lista 10 genotipova iz populacije Suma.

Izoforma 1 ima najve¢u molekulsku masu, a izoforma 9 najmanju.
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SLIKA 4.1.3. Graficki prikaz sezonske dinamike aktivnosti
razli¢itih formi enzima SOD kod genotipova I. pumila iz
populacija Dina i Suma nakon kvantifikacije sa nativnih PAGE
gelova. Objasnjenje simbola: A - populacija Dina, e - populacija

Suma. Vrednosti su izraZene u arbitrarnim jedinicama (AU).

Fe-SOD bio je relativno konstantan u obe analizirane populacije. Biljke, za
razliku od drugih organizama, imaju brojne forme enzima SOD, i svaka forma
moZze imati viSe izoformi sa razli¢itim stopama migracije na gelu tokom
elektroforeze (Bowler i sar, 1992; Pokora i sar, 2011). U ovim istrazivanjima
utvrdili smo da se sezonska dinamika aktivnosti SOD na gelu (Slika 4.1.3.) nije
podudarala sa promenama aktivnosti utvrdenim enzimskim esejima. U
literaturi postoje dva objascenja za ovu nepodudarnost: (1) aktivnost SOD na
gelu moze biti nedovoljno osetljiva i precizna u odnosu na esej i (2) grubi
ekstrakt lista sadrzi jedinjenja koja uklanjaju superoksid i tako interferiraju sa

aktivnos¢u SOD tokom eseja (Alscher i sar, 2002; Chagas i sar, 2008).
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SLIKA 4.1.4. Sezonsko variranje procentualnog udela aktivnosti razlic¢itih formi enzima
SOD u listu genotipova I. pumila iz populacija Dina (A) i Suma (B). Legenda:
- Mn-SOD, = - Fe-SOD, m - Cu/Zn-SOD.

Nakon razdvajanja proteina ukupnog Ccelijskog ekstrakta lista 1. pumila
nativnom PAGE, izoforme APX su vizuelizovane na gelovima bojenjem

specificnim za aktivhost APX. Detektovane su dve izoforme ovog

antioksidativnog enzima, izoforma 1 i izoforma 2 (Slika 4.1.5.). Kvantifikacijom

dobijenih traka utvrdeno je da izoforma manje molekulske mase (izoforma 1)

D S D S D S

PROLECE LETO JESEN
SLIKA 4.1.5. Sezonsko variranje izoformi APX u ukupnom celijskom ekstraktu lista
I. pumila iz populacija Dina i Suma. Legenda: D - sme$a 10 genotipova iz populacije

Dina, S - smesa 10 genotipova iz populacije Suma. Izoforma 1 je vece molekulske mase,

u odnosu na izoformu 2.
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ima drugaciji obrazac promene kod biljaka sa razli¢itih svetlosnih stanista, iako
se sezonska dinamika ukupne aktivnosti APX na gelu poklapa sa rezultatima
dobijenim merenjem specifi¢ne aktivnosti APX (Slika 4.1.6.). Osim u prole¢nom
periodu, izoforma 1 imala je vecu aktivnost u listu biljaka iz populacije Suma,

uodnosu na biljke iz populacije Dina. U obe populacije maksimalnu vrednost
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SLIKA 4.1.6. Graficki prikaz sezonske dinamike aktivnosti izoformi APX u ukupnom
¢elijskom ekstraktu lista genotipova I pumila iz populacija Dina (A) i Suma (®).

Vrednosti su izraZene u arbitrarnim jedinicama (AU).
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SLIKA 4.1.7. Sezonsko variranje procentualnog udela aktivnosti izoformi APX u
ukupnom ¢elijskom ekstraktu lista I. pumila iz populacije Dina (A) i Suma (B).

Legenda: m - APX izoforma 1, = - APX izoforma 2.
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ova izoforma dostizala je u proleénom periodu, aktivnost je zatim opadala
tokom leta, da bi u jesen dostigla minimum. Nasuprot izoformi 1, aktivnost
izoforme 2 bila je veéa u populaciji Dina nego u populaciji Suma. U obe
populacije najniza aktivnost ovog enzima detektovana je u prolece, da bi u
populaciji sa otvorenog stanista dostigla svoj maksimum u leto i ostala na tom
nivou to jeseni, dok se u populaciji, koja je rasla u sumskoj senci, kontinuirano
povecavala od proleca do jeseni (Slika 4.1.6.).

Na nativnim PAGE gelovima identifikovane su tri izoforme
antioksidativniog enzima katalaze (CAT) u ukupnom celijskom ekstraktu lista
I pumila (Slika 4.1.8.). Zbog nedovoljno jasnog razdvajanja izoformi,
kvantifikovana je samo ukupna aktivnost ovog enzima. U sva tri godi$nja doba,
aktivnost katalaze je uvek bila veca u listu I. pumila iz populacije Suma u

odnosu na biljke iz populacije Dina (Slika 4.1.9.).

ol o
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SLIKA 4.1.8. Sezonsko variranje izoformi CAT u ukupnom celijskom ekstraktu lista I.
pumila iz populacija Dina i Suma. Legenda: D - smesa 10 genotipova iz populacije
Dina, S - smesa 10 genotipova iz populacije Suma. Izoforma 1 je vece molekulske mase,

u odnosu na izoforme 2 i 3.
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Merenjem specifi¢ne aktivnosti antioksidativnih enzima SOD, CAT i
POD na razli¢itim temperaturama (15, 20, 30, 40, 50°C) omogucilo je utvrdivanje
uticaja temperature na aktivnost ovih enzima u ukupnom celijskom ekstraktu
lista biljaka populacija Dina i Suma (Slika 4.1.10.). Pokazalo se da je aktivnost
SOD i CAT na svim temperaturama bila veéa kod biljaka koje nastanjuju
zasenceno staniste nego kod onih sa otvorenog stanista. Suprotno tome,
aktivnost POD je bila veca u listu biljaka iz populacije Dina u poredenju sa
populacijom Suma. Temperaturni optimum ovih enzima je bio slican kod
biljaka iz obe populacije i iznosio 40°C za SOD i 30°C za CAT. Temperaturni
optimum za aktivnost POD nije utvrden jer je aktivhost ovog enzima rasla sa
porastom temperature kod biljaka iz oba svetlosna stanista (Slika 4.1.10.).

Aktivaciona energija SOD je bila neznatno veca kod biljaka iz populacije
Dina u poredenju sa biljkkama populacije Suma (Ea = 14.9 k] vs. 11.4 kJ), dok je
aktivaciona energija CAT imala dvostruko vec¢u vrednost kod biljaka iz dinske
populacije u poredenju sa onim iz umske (Ea = 6.8 k] vs. 3.2 k], Dina vs. Suma).
Posto je brzina hemijske reakcije obrnuto proporcionalna veli¢ini aktivacione

energije - Ea, niska aktivaciona energija

g
=}

CAT u listovima koji su rasli u senci

ukazuje na veliku brzinu Kkataliticke

‘\/ reakcije ovog enzima kod Sumskih
klonova (Lehninger, 1982; Hochachka i

Somero, 2002). Nasuprot Kkatalazi,
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SLIKA 4.1.9. Grafi¢ki prikaz sezonske ~ senku u poredenju sa biljkama sa
dinamike aktivnosti CAT u listu  otvorenog stanista (E. = 40.6 kJ vs. 27.6 k],

I pumila iz populacija Dina (A) i Dina vs. Suma). Visoka E., mala brzina

Suma () nakon kvantifikaciie sa j,¢aliticke reakcije i zadrZavanje

nativnih PAGE gelova. Vrednosti su . . R
aktivnosti i na visokim temperaturama,

izrazene u arbitrarnim jedinicama

(AU).

omogucavaju ovom enzimu aktivnost u
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sirokom temperaturnom opsegu (Trasar-Cepeda i sar, 2007). Nivo

temperaturnih krivih enzima SOD i CAT bio je visi kod biljaka sa zasencenog

stanista nego kod biljaka koje su rasle na otvorenom. Multivarijantnom
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SLIKA 4.1.10. Krive temperaturne zavisnosti
specificne aktivnosti antioksidativnih enzima
SOD, CAT i POD u listu I. pumila poreklom iz
populacije Dina (A) i Suma (®) (Vuleta i

Tucié, 2009).

analizom varijanse sa
ponavljanjem utvrdeno je da su se
krive odgovora CAT razlikovale u
nivou (,between subjects” efekat -
populacija: F = 1658, df = 1,
P =0.006) izmedu populacija Dina
i Suma, dok im je oblik bio slican
(,within  subject”  efekat -
temperatura x populacija: F = 2.16,
df = 4, P = 0.165). Krive
temperaturnog odgovora POD
razlikovale su se i u nivou
(,between subjects” efekat -
populacija: F = 3659, df = 1,
P=0.0027) i u obliku (,within
subject” efekat - temperatura x
populacija: F = 768, df = 4,
P <0.0001) izmedu biljaka iz
dinske i Sumske populacije.
Analizom aktivnosti ovih enzima u
listu biljaka I. pumila poreklom iz
dve prirodne populacije sa
alternativnih svetlosnih stanista,
koje su gajene u sredinski
kontrolisanim uslovima sobe za
rast biljaka, nisu detektovane

razlike u nivoima aktivnosti
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izmedu populacija, Sto ukazuje da su znacajno razlic¢iti nivoi termalnih krivih
utvrdenih kod biljaka u njihovim prirodnim Zivotnim sredinama posledica
aklimatizacije biljaka na nestabilnost ekoloskih uslova, karakteristicnu za
prirodna stanista (Vuleta i Tuci¢, 2009). Dakle, u slucaju 1. pumila proces
aklimatizacije se odvijao povecanjem koli¢ine enzima SOD, CAT, i POD u
¢elijama, a ne promenom njihovih kinetickih svojstava (Hull i sar, 1997;

Hochachka i Somero, 2002; Peltzer i sar, 2002).
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4.1.2 Sezonsko wvariranje morfolosko-anatomskih i fizioloskih
osobina lista u populacijama 1. pumila sa otvorenog i
zasencenog stanista

U Tabelama 4.1.4. A i B prikazane su srednje vrednosti, standardne
devijacije i koeficienti varijacije morfoloskih, anatomskih i fizioloskih osobina
lista u populacijama I. pumila sa otvorenog i zasencenog stanista. Tokom cele
vegetacione sezone, srednje vrednosti SLA su bile vece kod biljaka koje su rasle
u Sumi, u poredenju sa biljkama sa otvorenog stanista, dok je suprotan trend
uocen za koli¢inu suve materije u listu, LDMC. Koli¢ina vode u listu -LWC bila
je nesto visa kod biljaka iz populacije Suma nego kod biljaka iz populacije Dina.
U obe populacije najvece vrednosti za LWC utvrdene su u jesen, u poredenju sa
druga dva godisnja doba (Tabele 4.1.4. A i B). Kao i apsolutni sardrzaj vode u
listu, relativni sadrzaj vode - RWC bio je nesto visi kod klonova I. pumila koji su
rasli u vegetacionoj senci, osim u jesen, kada je bio visi u listovima biljaka
saotvorenog stanista. U leto, RWC je imao minimalnu vrednost u populaciji

Dina,a maksimalnu u populaciji Suma (Tabele 4.1.4. A i B).

TABELA 4.1.4. A. Sezonsko variranje osobina lista I. pumila kod biljaka iz populacije

Dina. n = veliina uzorka, X = srednje vrednosti, SD = standradna devijacija i

CV = koeficijent varijacije (%). Opis skracenica je dat u Tabeli 3.2.1.

PROLECE (n =17) LETO (n =17) JESEN (n = 22)

X SD cv X SD CV X SD CV
SLA 164.12 13.51 8.2 160.15 11.87 74 19346 19.92 10.3
SD 67.98 8.66 12.7 81.67 8.08 99 91.60 1590 174
LDMC 0.20 0.02 9.8 019 0.01 7.0 0.18 0.02 9.3
RWC 86.0 5.59 6.5 83.78 311 3.7 89.60 427 48
SsU 0.02 2x103 8.8 0.03 4x10% 14.9 0.02 2x103 94
LWC 0.80 0.02 2.5 081 0.01 1.6 082 0.02 2.1
Chl a 1722 464 269 10.83 252 233 17.73 287 16.2
Chlb 5.70 237 41.6 410 0.88 21.3 6.09 1.56 25.6
Chlukupni 2292 690 30.0 1494 339 227 2382 441 185
Chl a:b 3.14 0.40 12.6 263 010 3.7 2.98 031 103
Cars 447 136 30.5 325 069 211 3.96 0.76 19.2
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TABELA 4.1.4. B. Sezonsko variranje osobina lista I. pumila kod biljaka iz populacije

Suma. n = veli¢ina uzorka, X = srednje vrednosti, SD = standradna devijacija i

CV = koeficijent varijacije (%). Opis skracenica je dat u Tabeli 3.2.1.

PROLECE (n=9) LETO (n=15) JESEN (n=15)

X SD CV X SD CV X SD CV
SLA 21243 1588 7.5 24445 2590 10.6 241.88 24.78 103
SD 69.56 9.75 14.0 7332 10.62 145 7833 1944 248
LDMC 017 0.02 10.9 017 001 74 015 0.01 6.6
RWC 84.69 6.09 72 8658 413 48 8530 250 29
SU 0.02 2x103 11.9 0.02 2x10% 95 0.02 1x10% 6.7
LWC 083 002 22 083 001 15 085 001 1.1
Chl a 1047 3.10 296 1140 173 152 13.35 248 185
Chl b 3.08 086 281 416 065 15.6 417 093 223
Chlukupni 1354 3.95 29.2 1556 237 152 1752 3.38 19.3
Chl a:b 339 020 59 274 009 32 323 023 221
Cars 217 0.65 29.8 260 042 16.0 279 062 236

Tokom vegetacione sezone sukulentnost lista - SU bila je relativno sli¢na u obe
populacije, sa izuzetkom leta, kada je u populaciji sa otvorenog stanista dostigla
maksimalnu vrednost od 0.028, dok je u Sumskoj pala na minimum (SU =
0.019). Gustina stoma - SD kontinuirano se povecavala od prolec¢a do jeseni, pri
¢emu je njihov broj po jedinici povrsine bio visi, sa izuzetkom proleca, u dinskoj
u poredenju sa Sumskom populacijom (Tabele 4.1.4. A i B).

Obrazac sezonskih promena fizioloskih osobima, Chl a, Chl b i Cars, se
takode razlikovao izmedu populacija Dina i Suma tokom vegetacione sezone
(Tabele 4.1.4. A i B). U listovima dinskih klonova, prose¢ne vrednosti koli¢ine
fotosintetickih pigmenata su bile sli¢ne u prolece i jesen, dok je tokom leta doslo
do znacajnog smanjenja njihovih vrednosti. Medutim, u listovima biljaka
Sumske populacije prosecne vrednosti koli¢ine fotosintetickih pigmenata
kontinuirano su se povecavale od proleca do jeseni, sa izuzetkom odnosa
izmedu hlorofila a i hlorofila b, koji je u toku leta bio na minimumu (Tabela
4.1.4. B; Slika 4.1.11.). Utvrdeno je da su individualne razlike izmedu klonova
(CV%) bile uocljivo vece za fizioloske osobine u odnosu na morfoloske i

anatomske, dok je individualno variranje tokom vegetacione sezone bilo
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izrazitije u prolece i jesen u poredenju sa letom, u obe populacije (Tabele 4.1.4.
A'iB; Slika 4.1.11.).

Rezultati analize MANOVAR (analiza profila) morfoloskih, anatomskih i
fizioloskih osobina lista I. pumila kod klonova dve prirodne populacije, Dina i
Suma, dati su u Tabelama 4.1.5. i 4.1.6. Testiranje hipoteze o ,nivou” (,between
subjects” efekat: populacija) je pokazalo da su se tokom cele vegetacione sezone
srednje vrednosti veéine analiziranih osobina (SLA, LDMC, LWC, SU, Chl a,
Chl b, Chl ukupni i Cars) statisti¢ki znac¢ajno razlikovale izmedu populacija sa
otvorenog i zasencenog stanista, dok za srednje vrednosti RWC, SD i Chl a:b
nisu uocene statisticki znacajne razlike (Tabela 4.1.5. A). Test ,jednoli¢nosti”
(,within subject” efekat), ukazuje da se oblik krivih za sve posmatrane osobine
lista I. pumila statisticki znac¢ajno menjao tokom cele vegetacione sezone (efekat
sezone) u oba svetlosna stanista (Tabela 4.1.5. B), ali i da je bio statisticki
znacajno razli¢it izmedu populacija Dina i Suma za vec¢inu analiziranih osobina,
sa izuzetkom gustine stoma - SD i sukulentnosti - SU (Test ,paralelizma”:
efekat interakcije populacija x sezona; Tabela 4.1.5. B).

Testiranje kontrasta pojedina¢nim analizama varijansi (Tabela 4.1.6)
pokazalo je da se prosecne vrednosti hlorofila a, ukupnog hlorofila, SLA i SU
statisticki znacajno razlikuju kako izmedu sezona, tako i izmedu dve
posmatrane prirodne populacije I. pumila. Izmedu proleca i leta, prosecne
vrednosti SD, LDMC i RWC se znacajno menjaju, a krive odgovora su paralelne
izmedu biljaka iz populacije Dina i Suma; izmedu leta i jeseni se ne uocava
promena u prose¢nim vrednostima ovih osobina iako postoji medu-
populaciona razlika. U okviru obe populacije, u periodu izmedu proleca i leta,
prose¢ne vrednosti LWC, koli¢ine Chl b i Cars se nisu razlikovale, dok su se
izmedu leta i jeseni znacajno promenile. Nagibi krivih odgovora ovih osobina
su se razlikovali izmedu populacija sa otvorenog i zasencenog stanista tokom

cele vegetacione sezone.
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SLIKA 4.1.11. Norme reakcije za funkcionalne osobine lista 1. pumila iz
populacija Dina (A) i Suma (B) i njihove prose¢ne vrednosti sa
standardnim greSskama (C). Objasnjenje simbola: A - populacija Dina,

® - populacija Suma. Opis skracenica je dat u Tabeli 3.2.1.
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TABELA 4.1.5. A. Multivarijantna analiza varijanse sa ponavljanjima
(analiza profila) morfolosko-anatomskih i fizioloskih osobina lista
biljaka I. pumila iz populacija Dina i Suma tokom proleca, leta i jeseni.
Testiranje statisticke znacajnosti izvora variranja izmedu subjekta. df =

stepeni slobode, MS = prosek kvadrata, F = F-odnos, P = statisticka

znacajnost. Opis skracenica je dat u Tabeli 3.2.1.

IZMEDBU

SUBJEKATA [ZVOR VARIRANJA df MS F P

SLA Populacija 1 1.27 90.80 0.0001
Greska 18 0.01

SD Populacija 1 0.01 0.25 0.6251
Greska 12 0.05

LDMC Populacija 1 0.01 54.20 0.0001
Greska 18 2x10+4

RWC Populacija 1 2.79 0.21 0.6514
Greska 12 12.99

SuU Populacija 1 7x10-5 6.05 0.0243
Greska 18 1x10-5

LWC Populacija 1 0.01 56.70 0.0001
Greska 19 2x10+4

Chl a Populacija 1 200.90 25.90 0.0001
Greska 19 7.76

Chl b Populacija 1 25.21 11.40 0.0031
Greska 19 2.20

Chl ukupni ~ Populacija 1 335.60 17.70 0.0005
Greska 19 18.99

Chl a:b Populacija 1 0.01 0.02 0.8775
Greska 19 0.41

Cars Populacija 1 26.08 35.30 0.0001
Greska 19 0.74




TABELA 4.1.5. B. Multivarijantna analiza varijanse sa ponavljanjima (analiza profila)
morfolosko-anatomskih i fizioloskih osobina lista tokom proleca, leta i jeseni kod
biljaka I. pumila koje naseljavaju otvoreno i zasenceno staniste. Testiranje statisticke

znacajnosti izvora variranja unutar subjekta. Opis skracenica je dat u Tabeli 3.2.1.

UNUTAR
SUBJEKTA SEZONA X POPULACIJA SEZONA
Brojilac/ Brojilac/
Wilks A Imenilacdf F P Wilks A Imenilacdf F p

SLA 0.514 2/17 8.02 0.0035 0.329 2/17 1740 0.0001
SD 0.834 2/11 1.10 0.3678 0.546 2/11 4.58 0.0358
LDMC 0.583 2/17 6.08 0.0102 0.489 2/17 8.88 0.0023
RWC 0.305 2/11 1250 0.0015 0.358 2/11 9.85 0.0035
su 0.415 2/17  12.00 0.0006 0.522 2/17 7.77 0.0040
LWC 0.534 2/18 7.85 0.0035 0.391 2/18  14.00 0.0002
Chla 0.382 2/18  14.60 0.0002 0.353 2/18  16.50 0.0001
Chl b 0.598 2/18 6.05 0.0098 0.677 2/18 430 0.0298
Chl ukupni ~ 0.455 2/18  10.80 0.0008 0.420 2/18 1240 0.0004
Chl a:b 0.920 2/18 0.78 0.4722 0.363 2/18  15.80 0.0001
Cars 0.567 2/18 6.88 0.0060 0.737 2/18 3.21 0.0644

75



TABELA 4.1.6. Analiza varijanse za svaki kontrast izvora variranja unutar subjekta u

populacijama I. pumila koje naseljavaju razlicita svetlosna stanista. df = stepeni slobode,

MS = prosek kvadrata, F = F-odnos, P = statisti¢ka znacajnost. Opis skracenica je dat u

Tabeli 3.2.1.
VARIJABLA KONTRASTA
PROLECE - LETO LETO - JESEN

[zvOoR
VARIRANJA df MS F P df MS F P

SLA Srednja vrednost 1 0.05 432 0.0521 1 018 16.10 0.0008
Populacija 1 011 9.87 0.0056 1 017 14.80 0.0012
Greska 18 0.01 18 0.01

SD Srednja vrednost 1 023 719 0.0200 1 001 033 05761
Populacija 1 0.04 115 0.3039 1 002 041 05322
Greska 12 0.03 12 0.04

LDMC  Srednjavrednost 1  4x103 14.60 0.0012 1 6x10+ 273 0.1161
Populacija 1 2x10¢ 0.76 0.3944 1 2x10°11.40 0.0034
Greska 18 3x10+ 18  2x10+

RWC Srednja vrednost 1 149.20 7.80 0.0163 1 4218 295 0.1117
Populacija 1 5655 296 0.1112 1 158.60 11.10 0.0060
Greska 12 1913 12 1431

S10] Srednja vrednost 1  2x10+4 12.90 0.0021 1 2x10416.20 0.0008
Populacija 1 3x10+4 21.90 0.0002 1 2x10424.20 0.0001
Greska 18  1x105 18  1x105

LWC Srednja vrednost 1  4x104 1.03 0.3218 1 0.01 2290 0.0001
Populacija 1 2x10% 4.76 0.0420 1 5x10315.50 0.0009
Greska 19  4x10+ 19  3x104

Chla Srednja vrednost 1 9135 7.51 0.0130 1 450.20 33.80 0.0001
Populacija 1 35440 29.10 0.0001 110520 7.89 0.0112
Greska 19 1217 19 1333

Chlb Srednja vrednost 1 0.01 0.00 0.9575 1 2720 886 0.0078
Populacija 1 2791 936 0.0064 1 1698 553 0.0296
Greska 19 2.98 19 3.07

Chl

ukupni  Srednja vrednost 1 151.30 5.83 0.0260 1 698.70 24.30 0.0001
Populacija 1 51030 19.7 0.0003 1 20670 720 0.0147
Greska 19 2594 19 2872

Chla:b  Srednja vrednost 1 075 196 0.1779 1 386 2090 0.0002
Populacija 1 0.60 157 0.2249 1 012 0.66 0.4276
Greska 19 0.38 19 018

Cars Srednja vrednost 1 248 236 0.1411 1 532 615 0.0227
Populacija 1 1527 1450 0.0012 1 110 127 0.2734
Greska 19 1.05 19 087
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4.1.3 Kwoantifikovanje fenotipske plasticnosti osobina lista 1.
pumila: unutar-populaciona i medu-populaciona sezonska
dinamika

Ukupnost fenotipova koje moze ostvariti jedan genotip pod razli¢itim
uslovima zivotne sredine oznac¢ava se kao norma reakcije (Schmalhausen, 1949,
Sultan, 1987; DeWitt i Scheiner, 2004). Veli¢ina fenotipske promene koja je
ostvarena kod pojedinacnih karakteristika odredenog genotipa, a koja je nastala
kao odgovor na promenu ekoloskih uslova, predstavlja meru plasti¢nosti date
osobine (Bradshaw, 1965). Koncepcija fenotipske plasti¢nosti u razli¢itim
oblastima biologije razmatra se na razli¢ite nac¢ine. lako se naucnici u nacelu
slazu da je fenotipska plasti¢nost jedan od nacina na koji se organizmi
usaglasavaju sa promenom ekoloskih uslova u njihovim Zivotnim sredinama,
evolucioni biolozi fenotipsku plasti¢nost posmatraju kroz uticaj koji ona ima na
geneticku varijabilnost i individualnu adaptivhu vrednost unutar populacija,
ekofiziolozi se bave aspektom koji se odnosi na toleranciju stresa (j. sub- ili
supra-optimalnih uslova Zivotne sredine), dok je za razvojne biologe fenotipska
plasti¢nost posledica uticaja razli¢itih cinilaca Zivotne sredine na razvice
(osobina) organizama (Dudley, 2004).

Na Slikama 4.1.1. i 4.1.11. prikazane su norme reakcije osobina lista
pojedina¢nih genotipova iz populacija Dina i Suma I. pumila tokom jedne
vegetacione sezone. Jasno se moZze uociti da je sezonska dinamika obrazaca svih
ispitivanih osobina specifi¢na za svaku posmatranu osobinu, kao i za svaku
posmatranu populaciju. Slozen obrazac sezonskog variranja za vecinu osobina
lista, sa ukr$tenim normama reakcije i velikom varijansom, ukazuje na
geneticku varijabilnost za plastitnost i evolucioni potencijal plasti¢nog
odgovora biljaka obe populacije na sezonske promene u stanistu. Relativno
paralelne norme reakcija utvrdene su za aktivnost antioksidativnih enzima i
neke fizioloske osobine (SU i fotosinteticke pigmente) kod biljaka obe

populacije. Smatra se da se uniformne i konvergentne norme reakcije javljaju za
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osobine koje direktno doprinose prilagodavanju na ogranicavajuce faktore
sredine (Sultan i Bazzaz, 1993; Pemac i Tuci¢, 1998).

U ekoloskom kontekstu, veoma je znacajan nacin kvantitativne procene
fenotipske promene izazvane sredinskim uslovima, jer od toga zavise ekoloske i
evolucione implikacije fenotipske plasti¢nosti (Valladares i sar, 2006). U nasoj
studiji koristili smo indeks plasti¢nosti, PIv, po Valladares i saradnicima (2006),
koji se pokazao kao najpodesniji za poredenje plasti¢nosti kako izmedu
funkcionalnih osobina, tako i izmedu grupa funkcionalno povezanih osobina.
Posto se fenotipske osobine mogu razlikovati ne samo usled dejstva razli¢itih
ekoloskih faktora Zzivotne sredine, ve¢ mogu biti i posledica razlicite
ontogenetske faze u kojoj se biljka nalazi (Evans, 1972; Valladares i sar, 2007), za
kvantifikovanje fenotipske plasti¢nost tokom tri godisnja doba (proleca, leta i
jeseni) u jednoj populaciji I. pumila sa otvorenog i drugoj populaciji sa
zasencenog stanista koristili smo poslednji i pretposlednji potpuno razvijen list
sa svakog od analiziranih klonova. Radi utvrdivanja uticaja sezone na dinamiku
fenotipske plasi¢nosti, odredeni su indeksi fenotipske plasti¢nosti, PI, izmedu
prolecaileta (PIp.L), kao i izmedu leta i jeseni (PIL).

Tabele 4.1.7. A i B prikazuju srednje vrednosti i koeficijente varijacije
indeksa plasti¢nosti morfolosko-anatomskih (SLA, LDMC, SD), fizioloskih
(fotosinteticki pigmenti, RWC, LWC, SU) i biohemijskih (enzimski i neenzimski
antioksidanti) osobina lista biljaka I. pumila iz populacije Dina i populacije
Suma, izmedu sukcesivnih godignjih doba. ZapaZeno je da su svetlosni uslovi
stanista uticali na fenotipsku ekspresiju svih karakteristika lista u obe prirodne
populacije I. pumila. Prosecan nivo fenotipske plasti¢nosti zavisio je kako od
ekologkih karakteristika staniSta, tako i od analizirane osobine. Generalno,
listovi klonova sa otvorenog staniSta imali su vece vrednost PI, u odnosu na
listove Sumskih klonova. Ovaj rezultat je posledica znatno vece amplitude
variranja sredinskih uslova izmedu sezona na otvorenom, u odnosu na sumsko
staniSte. Najveée vrednosti indeksa plasti¢nosti detektovane su za

antioksidativne enzime izmedu proleca i leta u obe populacije (Tabele 4.1.7.

78



A'iB). Manje prosecne vrednosti plasti¢nosti izmerene su za neenzimske
antioksidante i fotosinteticke pigmente, a najmanje plastican odgovor uocen je
za morfolosko-anatomske i fizioloske osobine lista kod biljaka sa oba stanista.

Unutar-populacione razlike izmedu Plp.r i PIrjutvrdene su Wilcoxon-ovim

TABELA 4.1.7. A. Indeksi fenotipske plasti¢nosti izmedu sezona, Plpi
(prolece - leto) i PI.; (leto - jesen), prose¢na plasti¢nost tokom cele
vegetacione sezone, PIp, i njihovi koficijenti varijacije (CV%) za
morfoloske, fizioloske i biohemijske osobine lista I. pumila kod biljaka iz

populacije Dina. Opis skracenica je dat u Tabeli 3.2.1.

PIP7L CVPfL PILf] CVLJ PIP CVP

SOD 0.820 75  0.256 38.7  0.538 741
APX 0.293 39.5 0474 19.8  0.384 33.4
CAT 0.438 294  0.251 359  0.345 38.4
GR 0.760 79  0.169 51.7  0.465 90.0
POD 0.196 652  0.220 55.6  0.208 8.2
PHEN 0.342 224 0449 263  0.396 191
ANTH 0.249 57.1  0.068 73.5  0.159 80.7
OsI 0.509 37.8 0403 52.7  0.456 16.4
MDA 0.427 294  0.353 45.6  0.390 13.4
SLA 0.079 493  0.182 472 0.131 55.8
SD 0.217 363  0.240 272 0.229 7.1
LDMC 0.082 385  0.102 65.3  0.092 154
RWC 0.065 473  0.112 384  0.089 37.6
su 0.275 125  0.251 295  0.263 6.5
LWC 0.023 51.5  0.025 66.1 0.024 59
Chl a 0.372 40.1  0.409 298  0.391 6.7
Chl b 0.281 653  0.388 322 0.335 22.6
Chl ukupni 0.341 48,5  0.390 35.0  0.366 9.5
Chl a:b 0.201 203  0.145 535 0.173 229
Cars 0.291 522  0.260 422  0.276 8.0
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TABELA 4.1.7. B. Indeksi fenotipske plasti¢nosti izmedu sezona, Plp.
(prolece - leto) i PIj (leto - jesen), prosecna plasti¢nost tokom cele
vegetacione sezone, Plp, i njihovi koficijenti varijacije (CV%) za
morfoloske, fizioloSke i biohemijske osobine lista I. pumila kod biljaka iz

populacije Suma. Opis skracenica je dat u Tabeli 3.2.1.

PIP-L CVP-L PIL.] CVL-] Plp CVP

SOD 0.877 6.0 0307 449  0.592 68.1
APX 0.229 47.7 0489 51.0  0.359 51.2
CAT 0.265 551  0.401 273  0.333 28.9
GR 0.731 9.7  0.348 65.3  0.540 50.2
POD 0.734 109  0.454 376 0.594 33.3
PHEN 0.190 384 0477 488  0.334 60.9
ANTH 0.130 60.1  0.074 714 0.102 38.8
0OSI 0.675 319  0.507 51.1 0.591 20.1
MDA 0.277 490  0.153 774  0.215 40.8
SLA 0.110 32.7  0.048 756  0.079 55.5
SD 0.202 454  0.164 55.6  0.183 14.7
LDMC 0.125 58.1  0.192 215  0.159 29.9
RWC 0.043 527  0.034 584  0.039 16.5
su 0.112 344  0.060 62.8  0.086 42.8
LWC 0.024 81.3  0.040 243  0.032 354
Chl a 0.202 414  0.202 37.8  0.202 0.1
Chl b 0.311 411 0.217 408  0.264 25.2
Chl ukupni 0.169 52.8  0.168 242  0.169 0.4
Chl a:b 0.172 28.2  0.130 395 0151 19.7
Cars 0.204 447  0.223 430 0.214 6.3

testom rangova (Tabela 4.1.8). Statisticki znacajna razlika izmedu Plpp i Pl
uocena je kod svih antioksidativnih enzima, kod biljaka obe populacije, izuzev
za POD kod biljaka iz populacije Dina. Plasticni odgovori neenzimskih
antioksidanata na sezonske promene uslova sredine takode su se razlikovali
kod biljaka obe populacije, izuzev koli¢ine antocijana kod biljaka iz populacije

Suma. Za vecéinu morfologko-anatomskih i fiziologkih osobina lista, kod biljaka
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iz populacije Dina nije uocena statisticki znacajna razlika u plasti¢nosti izmedu

sezona, osim za SLA. Nasuprot tome, kod biljaka iz populacije Suma statisticki

znacajna razlika izmedu Plp. i Pl uocena je kod veceg broja morfolosko-

anatomskih i fizioloskih osobina lista, uklju¢ujuci koli¢inu fenola, SLA, LDMC,

LWC i SU. Razlike u plasticnosti osobina na medu-populacionom nivou

TABELA 4.1.8. Statisticka znacajnost razlika u veli¢ini
indeksa plasti¢nosti Plp. (prolece - leto), PI.; (leto -
jesen) i PIp (prose¢na plasti¢nost tokom cele sezone)
izmedu populacija Dina i Suma, kao i znacajnosti
medu-populacionih razlika u indeksima plasti¢nosti
tokom istih sezona. * P<0.05, ** P<0.01; *** P<0.001;
ms = 0.05<P<0.10 (marginalna znacajnost), ns =

neznacajno. Opis skracenica je dat u Tabeli 3.2.1.

Plp; vs. Pl DINA vs. SUMA
DINA  SUMA Plp; Pl; Plp
SOD ** ** * ns ns
APX *x * ms ns ns
CAT ** ms * i ns
GR *%% *% ns * ns
POD ns *% *k% *% *h%
PHEN ms * wEx ns ns
ANTH * ns * ns ms
OSI ns ns ms ns *
MDA ns ms * * i
SLA *% *% ms *% *
SD ns ns ns ns ms
LDMC ns * ns ** **
RWC ms ns ns ** **
SU ns * E E E
LWC ns * ns * ns
Chl a ns ns * FhE Rk
Chl b ns ns ns ** ns
Chl ukupni ns ns * FRE L kR
Chl a:b ms ns ns ns ns
Cars ns ns ns ns ns

testirane su  Wilcoxon
Mann Whitney-jevim
testom  (Tabela  4.1.8).

Poredenjem indeksa
plasti¢nosti Plp,
fenotipskih osobina

izmedu populacija Dina i
Suma utvrdena je statisticki
znacajna razlika za sve
antioksidante (osim enzima
GR), koli¢inu ukupnog
hlorofila i SU, dok za
morfoloske i anatomske
osobine  nije  utvrdena
razlika u nivou plasti¢nih
odgovora. Testiranje
razlika PI;jizmedu dinskih
i Sumskih klonova
pokazalo je da se znacajne
razlike javljaju za CAT, GR
i POD, koli¢inu
fotosintetickih pigmenata,
ali ne i za neenzimske
antioksidanate. Takode,

znacajna razlika je
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utvrdena za sve morfoloske i fizioloske osobine (osim Cars i Chl a:b;
Tabela 4.1.8).

Plasti¢tnost osobina lista odabranih dinskih klonova, izazvana
smanjenjem kvantiteta svetlosti, ali neizmenjenog odnosa R/FR, ispitivana je
za: specifi¢nu aktivnost antioksidativnih enzima (SOD, APX, CAT, GR, POD),
koli¢inu  neenzimskih  antioksidanata  (antocijana i  fenola) i
morfolosko-anatomske osobine (SLA i SD). Indeksi plasti¢nosti i koeficijenti
varijacije plasti¢nosti analiziranih osobina lista su prikazani u Tabeli 4.1.9
(Vuleta i sar, 2011). Najvise vrednosti indeksa plasti¢nosti, PI, i najvece

individualne razlike, CVpr,, antioksidativnih enzima utvrdene su =za

TABELA 4.1.9. Prose¢ne vrednosti peroksidaze III klase, dok su najniza
indeksa plasti¢nosti Plos (otvoreno plasti¢nost i umerene individualne razlike
- senka) i koeficijenti varijacije izmedu plasti¢nih odgovora detektovane
(CV%)osobina lista 1. pumila za superoksid dismutazu, katalazu i
utvrdenih izmedu rameta istog  olutation reduktazu. Neenzimski

klona formiranih pod punim i antioksidanti, ~ fenoli i  antocijani,

smanjenim intenzitetom svetlosti . . . . .
ispoljavali su inverzan odnos izmedu

ispod PVC mreze) na otvorenom . ™ L .

(isp ) veli¢ine plasti¢nosti i CVp.. Dok je

staniStu u Deliblatskoj pescari. )

procenjena prosecna vrednost PI za fenole

Plos cv bila niska, a CVpr visok, koli¢ina
SOD 0.195 43.3
APX 0317 184 antocijana je bila vrlo plasticna izmedu
CAT 0.172 38.4 sezona, sa izrazito niskim individualnim
GR 0.152 368 razlikama (Tabeli 4.1.9.). Prosec¢na
POD 0.693 77.8
PHEN 0189 65.2 plasti¢nost morfolosko-anatomskih
ANTH 0.604 8.3 osobina, PI, bila je relativno niska, dok su
SLA 0.219 77.7 individualne razlike u plasti¢nosti, CVpL,
SD 0.189 72.6

ispoljavale vrlo visoku vrednosti.
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4.1.4 Fenotipska integracija lista 1. pumila: unutar-populaciono i
medu-populaciono sezonsko variranje

Koncepcija fenotipske integracije se zasniva na ¢injenici da su fenotipske
osobine koje ¢ine deo odredene funkcionalne celine (ili modula) nekog
organizma uzajamno Kkorelisane. Kao kvantitativha mera integrisanosti
fenotipskih modula koriste se razli¢iti koeficijenti, ¢ije je izracunavanje bazirano
na kovarijacionim ili korelacionim matricama. Veci broj korelacija ukazuje na
vedi stepen integrisanosti fenotipa ili modula u okviru fenotipa.

U ovoj studiji stepen fenotipskih asocijacija izmedu parova osobina lista
unutar populacije Dina i populacije Suma procenjen je na osnovu veli¢ine
Pearson-ovog koeficijent korelacije (Prilog 1). Veli¢ina, znak (pozitivan ili
negativan) i broj statisticki znacajnih korelacija fenotipskih osobina bio je
specifican za svaku sezonu i populaciju. Tokom proleca, broj fenotipskih
korelacija zavisio je od svetlosnog stanista biljaka. Kod biljaka iz dinske
populacije utvrdeno je vise korelacija (ukupno 17: 12 pozitivnih i 5 negativnih)
nego kod biljaka iz Sumske populacije (ukupno 10: 6 pozitivnih i 4 negativne).
U letnjem periodu doslo je do porasta broja znacajnih fenotipskih korelacija na
24 (16 pozitivnih i 8 negativnih), kod klonova populacije Dina i 20
(15 pozitivnih i 5 negativnih), kod klonova iz populacije Suma. U jesenjem
periodu ponovo je doslo do smanjenja broja statisticki znacajnih korelacija na
16 (10 pozitivnih i 6 negativnih), kod biljaka iz populacije Dina i 11 (9 pozitivnih
i 2 negativne), kod biljaka iz populacije Suma. Tokom proleca i leta, najveéi
stepen integracije u okviru posmatranih grupa osobina, odnosno veci broj
korelacija, uocen je za enzimske i neenzimske antioksidante u obe populacije.
Manji broj korelacija utvrden je za fizioloske osobine, a najmanji nivo integracije
pokazale su morfolosko-anatomske osobine lista kod biljaka iz obe populacije.
Tokom sva tri godisnja doba, kod biljaka iz populacije Dina uocen je vedi stepen
integracija izmedu antioksidanata i fizioloSkih osobina lista, $to je narocito

izraZeno tokom najstresnijeg, letnjeg perioda.
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Tokom vegetacione sezone menjao se ne samo broj fenotipskih korelacija,
ve¢ i njihov obrazac. Podudarnost parova korelacionih matrica funkcionalno
povezanih osobina lista odredivana je Mantel-ovim testom unutar svake
populacije izmedu sezona, kao i izmedu populacija, u okviru svake sezone.

Korelacione matrice fotosinteti¢kih pigmenata unutar populacije sa otvorenog

stanista bile su nepodudarne tokom cele sezone, $to ukazuje na razli¢ite obrasce
korelacija ove grupe fizioloskih osobina (Dina: rprolecedeto = -0.634, P = 0.830 i
Tletojesen = 0.163, P = 0.493). Obrasci sezonskih promena morfolosko-anatomskih
osobina (SLA, LDMC i SD) lista dinskih klonova takode su bili razli¢iti (Dina:
I'proleéeleto = -0.133, P = 0.331 i Tletojesen = -0.554, P = 0.667). Nasuprot tome,

sezonski obrasci korelacionih matrica fizioloskih osobina (LWC, SU i RWCQ)

biljaka sa otvorenog stanista su bili visoko podudarni (Dina: rprolece-leto = 0.888,
P = 0.0001 i Tietojesen=0.968, P = 0.0001). Kod biljaka iz populacije Dina,
korelacione matrice antioksidanata bile su nepodudarne izmedu proleca i leta,
dok su izmedu leta i jeseni njihovi obrasci bili sli¢ni (Dina: rproleceteto = 0.253,
P = 0.123 i Tieto-jesen = 0.414, P = 0.040). Biljke iz populacije Suma ispoljile su sli¢ne
trendove podudarnost korelacionih matrica kao i biljke sa otvorenog stanista.
Poredenje matrica svih funkcionalno-povezanih grupa fenotipskih osobina
pokazalo je da su podudarne samo matrice fizioloskih osobina (Suma:
I'prolece-leto = 0.979, P < 0.0001) izmedu proleca i leta, kao i matrice antioksidanata
poredene izmedu leta i jeseni (Suma: Tieto-jesen = 0.529, P = 0.012). Sli¢no kao i kod
biljaka iz populacije Dina, sve ostale funkcionalno povezane grupe osobina
Sumskih klonova imale su statisticki razli¢ite obrasce korelacija. Dobijeni
rezultati ukazuju da je mehanizam odgovora na sezonske promene uslova
zivotne sredine kod biljaka I. pumila iz obe ispitivane populacije vrlo
kompleksan, i obuhvata sve nivoe organizacije lista.

Poredenjem korelacionih matrica funkcionalnih grupa fenotipskih
osobina lista izmedu dinske i Sumske populacije u okviru svake sezone,
koris¢enjem Mantel testa, utvrdena je podudarnost izmedu matrica

antioksidanata (Tdinasuma=0.600, P = 0.009) i matrica fizioloskih osobina
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(Tdina-suma = 0.997, P < 0.0001) u proleénom periodu, matrica fizioloskih osobina u
leto (rdina-suma = 0.823, P < 0.0001) i strukturnih osobina u jesen (Tdina-suma = 0.748,
P <0.0001). P.vrednosti koeficijenata korelacije Mantel testa vece od 0.05 za
ostale funkcionalno-povezane grupe osobina izmedu populacija I. pumila iz
razli¢itih svetlosnih stanista ukazuju na statisticki znacajno razli¢ite obrasce
njihovih korelacionih matrica. U proleénom periodu, kada su uslovi stanista
najpovoljniji za rast i cvetanje I. pumila matrice antioksidanata bile su
podudarne izmedu biljaka iz populacije Dina i Suma. Podudarnost korelacionih
matrica osobina koje su pokazatelji vodnog statusa biljke tokom cele
vegetacione sezone ukazuju da se biljke obe populacije i u povoljnom -
proleénom periodu, kao i tokom stresnog - letnjeg perioda na slican nacin
usaglasavaju sa temporalnom dinamikom ovog resursa.

Kao pokazatelj integrisanosti funkcionalno-povezanih fenotipski osobina
kori$¢ena je relativna varijansa sopstvenih vrednosti - rVE (Tabela 4.1.10. A i B).
U obe populacije I. pumila izrazito visok stepen integracije je uocen izmedu
osobina fotosintetickih pigmenata, dok je nivo integrisanosti morfolosko-
anatomskih, fizioloskih i biohemijskih grupa osobina lista I. pumila bio nizak i
nije zavisio od svetlosnih uslova njihovih staniSta. Odsustvo sezonskog
variranja u obrascima integracije i nizak stepen fenotipske asocijacije unutar
funkcionalno-povezanih grupa osobina lista kod biljaka iz populacija Dina i
Suma ukazuju na razli¢itost fenotipske ekspresije ovih osobina pri istim

sezonskim promenama ekoloskih uslova stanista.
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TABELA 4.1.10. A. Relativni indeksi fenotipske integracije (rVE) sa
intervalima poverenja (dati u zagradama) za grupe funkcionalno povezanih
osobina lista tokom proleéa, leta i jeseni kod biljaka I. pumila iz

populacije Dina.

POPULACIJA DINA
PROLECE LETO JESEN
o 0.142 0.160 0.100
Antioksidanti 595 0919 (0.079-0293)  (0.061 - 0.156)
Morfoloske 0.154 0.093 0.134

osobine lista

Fiziologke
osobine lista

Fotosinteticki
pigmenti

(0.019 - 0.357)

0.225
(0.054 - 0.485)

0.901
(0.848 - 0.951)

(0.093 - 0.267)

0.183
(0.083 - 0.306)

0.931
(0.851 - 0.972)

(0.026 - 0.290)

0.148
(0.048 - 0.283)

0.939
(0.858 - 0.977)

TABELA 4.1.10. B. Relativni indeksi fenotipske integracije (rVE) sa
intervalima poverenja (dati u zagradama) za grupe funkcionalno povezanih

osobina lista tokom proleca, leta i jeseni kod biljaka I. pumila iz populacije

éuma.
POPULACIJA SUMA
PROLECE LETO JESEN
C . 0.266 0.235 0.128
Antioksidanti (0.170-0431)  (0.116-0.393) (0.081 - 0.203)
Morfoloske 0.216 0.231 0.136

osobine lista

Fiziologke
osobine lista

Fotosinteticki
pigmenti

(0.074 - 0.483)

0311
(0.056 - 0.677)

0.937
(0.788 - 0.995)

(0.070 - 0.482)

0.198
(0.069 - 0.383)

0.921
(0.830 - 0.970)

(0.015 - 0.348)

0.140
(0.025 - 0.306)

0.925
(0.857 - 0.970)
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4.2 Reciproc¢no-transplantacioni eksperiment
4.2.1 Testiranje hipoteza o lokalnim adaptacijama 1. pumila

Testiranje adaptiranosti populacija na lokalne uslove stanista uobicajeno
se vrsi korid¢enjem recipro¢no-transplantacionog eksperimenata. Ovaj
eksperimentalni dizajn zasniva se na recipro¢nom transplantiranju jedinki dve
ili vise populacija izmedu nijhovih prirodnih stanista, u okviru jedne generacije,
i poredenju performansi genotipova ,domace” i ,strane” populacije pod istim
sredinskim uslovima (,,domaci vs. strani”), ili istih genotipova u svom stanistu i
stanistima drugih populacija (, kod kuce vs. van kuce”) (Kawecki i Ebert, 2004).

Tabela 4.2.1. prikazuje srednje vrednosti, standardne devijacije i
koeficijente varijacije biohemijskih (SOD, APX, CAT, POD, GR, PHEN i ANTH),
morfolosko-anatomskih (SLA i LDMC) i fizioloskih osobina (fotosinteticki
pigmenti, SU i LWC) lista I. pumila iz dve prirodne populacije, Dina i Suma, sa
otvorenog i zasencenog stanista u Deliblatskoj pescari. Vrednosti ispitivanih
fenotipskih osobina su se menjale kako u zavisnosti od staniSta za istu
populaciju, tako i izmedu razli¢itih populacija u istom stanistu. Na otvorenom
stanistu, lokalnom za genotipove iz populacije Dina, prose¢ne vrednosti
specificne aktivnosti antioksidativnih enzima i koli¢ine neenzimskih
antioksidanata (antocijana), kao i SLA bile su vece u listovima stranih
genotipova, poreklom iz populacije Suma, u poredenju sa domacéim. Suprotan
trend uocen je za sve fotosinteticke pigmente i indikatore oksidativnog stresa
(OSI'i MDA), ¢ije su srednje vrednosti na otvorenom stanistu bile vece kod
lokalnih genotipova (Tabela 4.2.1.). Nasuprot tome, fizioloske osobine vezane
za koli¢inu vode (LWC, SU) imale su sli¢nu vrednost u obe populacije (Tabela
4.2.1.). Sli¢an obrazac fenotipske espresije svih navedenih osobina detektovan je
izmedu genotipova iz populacija Dina i Suma u zasenéenom stanistu (Tabela

421).
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TABELA 4.2.1. Srednja vrednost (Y), standardna devijacija (SD) i koeficijent varijacije (CV%) za morfoloske, fizioloske i biohemijske
osobine lista ispoljene tokom leta kod biljaka I. pumila poreklom iz populacija Dina i Suma koje naseljavaju otvorena i zasendena prirodna

staniSta u Deliblatskoj pes¢ari. Opis skracenica je dat u Tabeli 3.2.1.

OTVORENO STANISTE ZASENCENO STANISTE

POPULACIJA DINA POPULACIA SUMA POPULACIJA DINA POPULACIJA SUMA

X SD Ccv X SD )% X SD Ccv X SD cv
SOD 14451 5373 372 15342 70.67  46.1 11883 36.62 30.8 155.43 28.03 18.0
APX 158 023 145 216 071 329 075 022 295 082 015 186
CAT 019 0.05 258 025 012 475 031 0.04 126 034 006 173
GR 043 0.08 197 054 021 397 031  0.09 294 039 004 110
POD 308 124 402 366 147 401 206 0.66 323 234 080 341
ANTH 14.67 1.36 93 1570 157  10.0 11.80 178 15.1 1544 280 181
PHEN 569 075 13.1 557 056  10.0 538 098 182 522 071 136
OsI 084 024 284 023 028 1224 087 025 286 027 023 848
MDA 773 164 212 439 120 273 639 097 151 394 112 284
SLA 180.63 1631  9.03 183.11 2235 122 23251 2117 91 250.02 2846 114
LDMC 020 0.01 4.9 020 0.02 7.6 018 0.02 81 017  0.01 6.7
SU 0.02 3x103 11.9 0.02 4x103 18.6 0.02 3x103 13.8 002 2x103 123
LWC 0.80 0.01 1.2 0.80 0.02 1.9 082 0.02 18 083 0.01 500
Chla 832 322 387 693 172 2438 11.67 216 185 1026 389 379
Chl b 345 115 333 296 064 215 459 094 205 389 140 36.0
Chl ukupni 11.77 437 371 997 246 247 16.26  3.09 19.0 1416 532 375
Chl a:b 237 014 5.7 233 0.17 7.3 255  0.09 35 262 013 4.9
Cars 260 091 349 232 055 238 285 057 201 247 089  36.0
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Analiza zimograma i aktivnosti izoformi antioksidativnih enzima SOD
(Slika 4.2.1.), APX (Slika 4.2.4.), i CAT (Slika 4.2.7.), iz populacija Dina i Suma
pokazala je postojanje razlika u aktivnosti, ali ne u broju i migracionoj distanci
izoformi ovih antioksidativnih enzima. Sve tri forme SOD enzima imale su vece

aktivnosti kod genotipova iz populacije Suma u odnosu na genotipove iz

O 0] NUIHRWNI=

IZOZ O“OZOZI

PoruLacya Dina PoruLacra SumA

SLIKA 4.2.1. Vizuelizacija SOD formi ukupnog celijskog ekstrakta lista pojedina¢nih
genotipova I. pumila iz populacija Dina i Suma koji su rasli na stanitima sa
razlic¢itim svetlosnim uslovima tokom leta, u Deliblatskoj pescari. Z - genotip koji je

rastao na zasencenom stanistu, O - genotip koji je rastao na otvorenom stanistu.

populacije Dina, u oba posmatrana stanista (Slika 4.2.2.). U listu genotipova iz
populacije Suma aktivnost sva tri tipa SOD enzima je bila ve¢a na zasen¢enom -
domacem stani$tu nego na stranom - otvorenom stanistu. U listu genotipova
I. pumila iz populacije Dina aktivnost SOD nije bila pod uticajem svetlosnih
uslova stanista (Slika 4.2.2.). Procentualna zastupljenost pojedina¢nih formi
SOD iz populacija Dina i Suma u otvorenom i zasen¢enom stanistu prikazana je
na Slici 4.2.3. Bez obzira na populaciju i staniste, udeo Cu/Zn-SOD bio je veci

od Fe-SOD, a narocito od Mn-SOD.

89



Ukupna aktivnost SOD (AU)
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SLIKA 4.2.2. Grafi¢ki prikaz prose¢nih aktivnosti formi SOD
enzima u listu genotipova I. pumila porklom iz populacija
Dina (A) i Suma () kvantifikovanih sa nativnih PAGE gelova.

Aktivnosti su izrazene u arbitrarnim jedinicama (AU).

Kod svih klonova identifikovane su dve izoforme APX, koje su pokazale
slican obrazac aktivnosti. Prose¢ne vrednosti ukupne aktivnosti APX su bile
vede na otvorenom stanistu, kod genotipova obe populacije, u odnosu na
zasenceno staniste (Slika 4.2.5.). Izoforma 1 je imala vece prosecne vrednosti
aktivnosti kod genotipova iz populacije Dina, narocito na lokalnom stanistu.
Izoforma 2 imala je vece prosecne vrednosti u listovima genotipova iz
populacije Suma, na oba posmatrana stanista. Procentualni udeo aktivnosti
izoforme 2 bio je znatno veéi u odnosu na izoformu 1 kod biljaka obe

populacije, na oba ispitivana stanista (Slika 4.2.6.).
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SLIKA 4.2.3. Variranje procentualnog udela aktivnosti razli¢itih formi SOD u
ukupnom celijskom ekstraktu listu genotipova I. pumila iz populacija Dina (A) i
Suma (B) koji su rasli na stani$tima sa razli¢itim svetlosnim uslovima tokom leta, u
Deliblatskoj pescari.

Legenda: = - Mn-SOD, = - Fe-SOD, m - Cu/Zn-SOD.

Poruracya Dina PoruLacra SUMA

SLIKA 4.2.4. Vizuelizacija izoformi APX u ukupnom Cdelijskom ekstraktu lista
genotipova Lpumila iz populacija Dina i Suma koji su rasli na razli¢itim svetlosnim
stanistima tokom leta, u Deliblatskoj pescari. Z - genotip koji je rastao na

zasen¢enom stanistu, O - genotip koji je rastao na otvorenom stanistu.
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SLIKA 4.2.5. Graficki prikaz prose¢nih aktivnosti izoformi APX u ukupnom celijskom
ekstraktu lista . pumila iz populacije Dina (A) i Suma (®) koji su rasli na otvorenom i

zasenc¢enom stanistu tokom leta, u Deliblatskoj pesc¢ari. Aktivnost je kvantifikovana sa

nativnih PAGE gelova i vrednosti su izraZene u arbitrarnim jedinicama (AU).
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SLIKA 4.2.6. Variranje procentualnog udela aktivnosti izoformi APX u listu
genotipova I. pumila iz populacija Dina (A) i Suma (B) koji su rasli na otvorenom i
zasen¢enom stani$tu, tokom leta, u Deliblatskoj pesc¢ari. Legenda: m - APX

izoforma 1, = - APX izoforma 2.



Suprotno od zimograma SOD i APX, zimogrami CAT (Slika 4.2.7.)
biljaka sa otvorenog i zasencenog stanista su bili razli¢iti. Na otvorenom
stanistu, kod genotipova obe populacije detektovana je aktivnost samo
izoforme 2, dok su na =zasenenom stanistu, kod svih genotipova,
identifikovane dve izoforme katalaze (izoforme 1 i 3). Ukupna aktivnost svih
izoformi je bila veca u listu genotipova I pumila iz populacije Suma, u oba
stanista, u odnosu na genotipove iz populacije Dina. U zasencenom stanistu,

procentualna zastupljenost CAT izoforme 2 je bila oko 50% veca od izoforme 1.

IZ @) zZ O“O z OZI

PoruLacya Dina PoruLaca Suma

SLIKA 4.2.7. Vizuelizacija izoformi CAT genotipova I. pumila iz populacija Dina i
Suma koji su rasli na otvorenom i zasenéenom stanistu tokom leta, u Deliblatskoj
pescari. Z - genotip koji je rastao na zasencenom stanistu, O - genotip koji je rastao

na otvorenom stanistu.

Za ispitivanje ,kod kuce vs. van kuce” hipoteze, tj. utvrdivanje uticaja
svetlosnih uslova staniSta na osobine lista iz dve prirodne populacije I. pumila,
kori$¢ena je jednofaktorska ANOVA. Efekat stani$ta na osobine lista genotipova
iz populacijie Dina je bio statisticki znacajan za sve antioksidante i indikatore
stresa (osim specifi¢ne aktivnosti SOD, koli¢ine fenola i indeksa oksidativnog
stresa - OSI), morfolosko-anatomske osobine (SLA, LDMC), fotosinteticke
pigmente (izuzev koli¢ine karotenoida), sadrZaj vode u listu (LWC), ali ne i
sukulentnost (SU) (Tabela 4.2.2,, Slika 4.2.8.). Na otvorenom stanistu, tj. ,kod
kuce”, genotipovi I. pumila ove populacije imali su ve¢u vrednost za specificnu
aktivnost superoksid dismutaze (SOD), askorbat peroksidaze (APX), glutation
reduktaze (GR) i peroksidaza III klase (POD), koli¢inu antocijana (ANTH) i
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MDA, kao i sadrzaj suve materije u listu (LDMC) u poredenju sa njihovim
replikama koje su rasle na stanista na osobine lista genotipova iz pulacije Suma
je bio statisticki znacajan za prose¢ne vrednosti specificne aktivnosti
antioksidativnih enzima askorbat peroksidaze, glutation reduktaze, i
peroksidaze III klase, za sve morfolosko-fizioloske osobine (SLA, LDMC, LWC,
SU), kao i za vecinu fotosintetickih pigmenata (Chl a, ukupni Chl i Chl a : b)
(Tabela 4.2.2.). Na =zasenfenom stanistu, prosecne vrednosti specificne

aktivnosti antioksidativnih enzima SOD i1 CAT, koli¢ine fotosintetickih

TABELA 4.2.2. Testiranje hipoteze o lokalnim adaptacijama ,kod kuce - van kuce”.
Rezultati analize varijanse kojom je ispitivan uticaj stanista na osobine lista kod
genotipova I. pumila poreklom iz populacija Dina i Suma, koji su rasli na istim
(otvorenom i zasencenom) stanistima u Deliblatskoj pescari. df = stepeni slobode,
MS = prosek kvadrata, F = F-odnos, P = statisticka znacajnost. Opis skracenica je dat

u Tabeli 3.2.1.

POPULACIJA DINA POPULACIJA SUMA
df MS F P df MS F P
SOD 1 3292 1.56 0.2280 1 19.22 0.01 0.9360
APX 1 341 67.30 0.0001 1 9.01 34.10 0.0001
CAT 1 0.08 38.30 0.0001 1 0.03 3.82  0.0670
GR 1 0.08 9.51 0.0060 1 0.11 481 0.0420
POD 1 5.18 5.26 0.0340 1 8.75 6.26  0.0220
PHEN 1 0.49 0.65 0.4310 1 0.64 1.57  0.2260
ANTH 1 4114 16.40 0.0010 1 0.33 0.06  0.8030
OSsI 1 4x103  0.06 0.8050 1 0.01 0.09 0.7620
MDA 1 9.03 4.96 0.0390 1 1.03 0.76  0.3940
SLA 1 13423 37.60 0.0001 1 22427 3420 0.0001
LDMC 1 2x108 12.20 0.0030 1 3x10% 17.00  0.0010
sU 1 2x105 245 0.1350 1 1x104 490  0.0400
LWC 1 2x103 12.20 0.0020 1 3x103 17.00  0.0006
Chl a 1 56.36 7.50 0.0135 1 55.64 6.15 0.0232
Chl b 1 6.46 5.84 0.0265 1 4.32 3.65  0.0720
Chl ukupni 1 100.90 7.05 0.0161 1 87.92 5.13 0.0361
Chl a:b 1 016 12.20 0.0026 1 0.44 1930 0.0004
Cars 1 0.29 0.51 0.4859 1 0.11 0.20  0.6568
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pigmenata, kao i SLA kod Sumskih genotipova bile su vise “kod kuée“nego na
otvorenom stanistu, tj. ,van kuce” (Tabela 4.2.1.). Sve ostale osobine genotipova
iz populacije Suma imale su veéu vrednost u otvorenom stanidtu u poredenju sa
zasencenim (Tabela 4.2.1.).Efekat genetickog variranja izmedu populacija na
istom staniStu (,domaci vs. strani” Thipoteza) takode je analiziran
jednofaktorskom analizom varijanse. Poredenjem srednjih vrednosti
posmatranih fenotipskih osobina lista kod biljaka poreklom iz dinske i Sumske
populacije na otvorenom stanistu, statisticki znacajne razlike utvrdene su samo
za specifi¢cnu aktivnost askorbat peroksidaze (APX) i indikatore oksidativnog
stresa (OSI i MDA) (Tabela 4.2.3.; Slika 4.2.9.). Srednje vrednosti specifi¢ne
aktivnosti APX bile su veée kod genotipova iz populacije Suma u odnosu na
one iz populacije Dina, nasuprot srednjim vrednostima indikatora oksidativnog
stresa koje su bile veée kod dinskih u odnosu na Sumske genotipove. Na
zasencenom staniStu, statisticki znacajne razlike izmedu genotipova iz
populacija Dina i Suma uocene su za specificnu aktivnosti enzima SOD i GR,
koli¢inu antocijana i indikatore oksidativnog stresa, OSI i MDA (Tabela 4.2.3.).
Prose¢ne vrednosti ovih enzima, kao i koli¢ina antocijana bile su vece kod
genotipova iz populacije Suma, dok su vrednosti indikatora oksidativnog stresa

bile znacajno vece kod genotipova poreklom iz populacije Dina (Tabela 4.2.1.).
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TABELA 4.2.3. Testiranje hipoteze o lokalnim adaptacijama “domaci vs.
strani”. Rezultati analize varijanse kojom je ispitivan uticaj porekla
populacije na osobine lista kod genotipova I. pumila poreklom iz populacija
Dina i Suma koji su rasli na otvorenom i zasen¢enom stanistu u Deliblatskoj
pescari. df = stepeni slobode, MS = prosek kvadrata odstupanja od srednje
vrednosti ispitivanih osobina, F = F-odnos, P = statisticka znacajnost. Opis

skracenica je dat u Tabeli 3.2.1.

OTVORENO STANISTE Z ASENCENO STANISTE
df MS F P df MS F P
SOD 1 3948 0.10  0.7553 1 6663 627  0.0222
APX 1  1.69 6.06  0.0319 1 0.02 058 0.4565
CAT 1 0.02 243  0.1367 1 3x108 1.16  0.2953
GR 1 0.05 2.06 01770 1 0.03 5.60 0.0350
POD 1 172 093 0.3472 1 039 073 04041
PHEN 1 0.07 017 0.6879 1 013 018 0.6750
ANTH 1 535 247 01332 1 66.45 121  0.0027
OSI 1 186 2672 0.0001 1 1.81 31.8 0.0001
MDA 1 5573 2691 0.0001 1 2997 274  0.0001
SLA 1 2947 0.08 0.7846 1 1546 246  0.1343
LDMC 1 5x106 0.03 0.8678 1 2x104 121  0.2862
SU 1 2x106 0.14 0.7129 1 4x106 0.60  0.4472
LWC 1 5x106 0.03 0.8680 1 2x104 121  0.2860
Chl a 1 9.68 1.45 0.2437 1 998 1.01 0.3284
Chl b 1 122 1.41  0.2498 1 246 174 02042
Chlukupni 1 16.18 1.29 02714 1 22.04 117 0.2944
Chl a:b 1 0.01 049 0.4943 1 0.02 201 01732
Cars 1 039 0.69 0.4163 1 069 123 02813
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4.2.2 Fenotipska plasticnost osobina lista 1. pumila u dve prirodne
populacije sa otvorenog i zasencenog stanista

Graficki prikaz normi reakcija svih fenotipskih osobina lista kod
pojedina¢nih genotipova, po 10 iz populacija Dina i Suma, ispoljenih na
otvorenom i zasenc¢enom stanistu tokom leta, i populacione (prose¢ne) norme
reakcije date su na Slikama 4.2.8. i 4.2.9. Nagibi normi reakcije pojedinac¢nih
genotipova kod svih analiziranih osobina, osim kod LWC, ukazuju na nacelnu
sposobnost ovih genotipova da plasticno reaguju na promenu ambijentalne
svetlosti, dok su njihovi obrasci bili specifi¢ni kako za genotip tako i za svaku
osobinu. Sta vige, razli¢iti nagibi pojedina¢nih genotipova i njihovo ukrétanje,
odnosno promena ranga, ukazuje na postojanje genetickog variranja za
fenotipsku plasti¢nost svih analiziranih osobina u obe populacije I. pumila.
Norme reakcije enzimskih antioksidanata kod Sumskih genotipova imale su
uocljivo vecu varijansu na otvorenom u odnosu na zasenceno staniste, dok je
kod dinskih genotipova to bio slucaj za neenzimske antioksidante i morfoloske
osobine u otvorenom stanistu (Slika 4.2.9.). Sa izuzetkom specifi¢ne aktivnosti
tri antioksidativna enzima (SOD, APX i CAT), kao i koli¢ine antocijana,
populacione norme reakcije svih ostalih osobina lista bile su paralelne izmedu
otvorenog i zasencenog stanista, $to ukazuje na sli¢énu plasticnost populacija
Dina i Suma u odnosu na date osobine (Slika 4.2.9.).

Kvantitativne vrednosti plasti¢nosti ispitivanih fenotipskih osobina
genotipova I. pumila, poreklom iz dve populacije, izmedu dve razli¢ite svetlosne
sredine prikazane su u Tabeli 4.2.4. Plasticnost odgovora na svetlosne uslove
staniSta zavisila je od analizirane osobine, dok je uticaj populacije bio
zanemarljiv. Najplasti¢niji odgovor na svetlosne uslove utvrden je za APX,
CAT, POD i fotosinteticke pigmente. Prosec¢ne vrednosti indeksa plasti¢nosti
neenzimskih antioksidanata bile su znatno manje. Izrazito niske prosecne
vrednosti indeksa plasti¢nosti utvrdene su za LDMA i LWC. Rezultati analize

razlika u srednjim vrednostima indeksa plasti¢nosti izmedu genotipova dinske

97



i Sumske populacije, koris¢enjem Wilcoxon-ovog testa, ukazali su na slicnu

veli¢inu plasti¢nosti analiziranih osobina lista, osim u slucaju koli¢ine

solubilnih fenola i koli¢ine suve materijeu listu, LDMC (Tabela 4.2.4); indeks

plasti¢nosti koli¢ine fenola imao je vece vrednosti kod genotipova iz populacije

TABELA 4.2.4. Prose¢ne vrednosti indeksi plasti¢nosti
(PI) i njihovi koeficijenti varijacije (CV%) procenjeni
za osobine lista I. pumila i rezultati Wilcoxon-ovog
testa (Pv) za utvrdivanje statisticke znacajnosti
razlika u indeksima plasti¢nosti izmedu genotipova
1. pumila poreklom iz populacija Dina i Suma, koji su
rasli u recipro¢no-transplantacionom eksperimentu u

prirodi. Opis skracenica je dat u Tabeli 3.2.1.

DINA SUMA

PI CcVv PI cv Py
SOD 0305 43.2 0.279 445 ns
APX 0509 344 0.609 192 ns
CAT 0402 39.6 0.420 40.7 ns
GR 0288 621 0.284 68.2 ns
POD 0324 51.3 0.348 659 ns
ANTH 0.216 58.8 0.180 454 ns
PHEN 0125 341 0.066 62.6 *
OSI 0201 73.8 0.608 546 ns
MDA 0.227 51.0 0.132 659 ns
SLA 0.236 29.9 0.275 406 ns
LDMC 0.077 56.8 0.148 435 *
SU 0.166 49.7 0.234 441 ns
LWC 0.019 614 0.035 509 ns
Chl a 0326 53.2 0.352 649 ns
Chl b 0290 63.0 0.282 732 ns
Chl ukupni  0.324 58.0 0.303 705 ns
Chl a:b 0.068 621 0.108 458 ns
Cars 0251 59.2 0.296 427 ns

Dina, nasuprot PI
vrednosti za LDMC u
odnosu na koju su vece
vrednost dostizali
genotipovi iz populacije
Suma.

Kao mera
integracije plasti¢nosti

koriséeni su Pearson-ovi

koeficijenti korelacija
izmedu indeksa
plasti¢nosti. Ovom

analizom detektovano je
9 pozitivni i 4 negativne
korelacije  izmedu PI
vrednosti genotipova iz
populacije Dina, kao i 7
pozitivnih i 7 negativnih
korelacija ~ izmedu  PI
vrednosti genotipova iz

populacije Suma.
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SLIKA 4.2.8. Ispitivanje ,kod kuce - van kuce” hipoteze o lokalnim adaptacijama
prirodnih populacija I. pumila. Norme reakcije osobina lista genotipova I. pumila iz
populacija Dina (A) i Suma (B) i njihove prose¢ne vrednosti sa standardnim greskama
(C) ispoljene na otvorenom i zasencenom stanistu, u leto, u Deliblatskoj pescari.
Objagnjenje simbola: A - populacija Dina, ® - populacija Suma. Opis skracenica je dat u

Tabeli 3.2.1.
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SLIKA 4.2.9. Ispitivanje ,domaci - strani” hipoteze o lokalnim adaptacijama prirodnih
populacija I. pumila. Norme reakcije osobina lista genotipova I. pumila iz populacija
Dina (A.) i Suma (B.) i njihove prose¢ne vrednosti sa standardnim greskama (C.)
ispoljene na otvorenom i zasenfenom stanistu, u leto, u Deliblatskoj pescari.
Objagnjenje simbola: A - populacija Dina, ® - populacija Suma. Opis skracenica je dat u

Tabeli 3.2.1.
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4.2.3 Fenotipska integracija osobina lista 1. pumila u dve prirodne
populacije sa otvorenog i zasencenog stanista

Da bi utvrdili da li odabrane funkcionalno-povezane fenotipske osobine

¢ine integrisane celine u okviru lista I. pumila, uradena je analiza glavnih
komponenti (PCA) i odredena su opterecenja na PC osama unutar svake
populacije, u odnosu na staniSte (Tabele 4.2.5. A i B). Znacajnije grupisanje
osobina lista nije uo¢eno, osim za koli¢inu fotosintetickih pigmenata, koji su se
u obe populacije na otvorenom i zasenfenom stanistu nalazili na prvoj
komponenti (PC1), kao i neenzimskih antioksidanata na otvorenom i APX i

POD na zatvorenom stanistu u populaciji Dina, takode na PC1.

TABELA 4.2.5. A. PCA analiza funkcionalnih osobina lista kod genotipova I. pumila iz
populacije Dina, koji su rasli na otvorenom i zasen¢enom stanistu. Podvucena su
opterecenja na PC osama veca od + 0.300. A = sopstvena vrednost. Opis skracenica je

dat u Tabeli 3.2.1.

OTVORENO STANISTE Z ASENCENO STANISTE

PC1 PC2 PC3 PC4 PC1 PC2 PC3 PC4 PC5
SOD -0.314 0.085 0.126 0415 0.156 0.224 -0.386 -0.440 0.138
APX -0.209 0.317 0.333 -0.043 0.326 -0.095 0.179 -0.380 0.052
CAT -0.066 0.100 -0.687 0.236 0.293 0.202 -0.143 0.078 0.489
GR -0.172 0176 0.543 0317 0.092 0265 0.275 -0.264 0.561
POD 0.148 -0.457 0.061 0.060 0.332 -0.331 0.096 0.077 -0.153
ANTH 0325 0.110 0.178 -0.367 0.236 0.141 -0.326 0.475 0.004
PHEN 0372 0.029 0.015 -0.059 0.115 -0.188 0.559 -0.126 -0.079
SLA -0.308 -0.055 0.016 -0.501 -0.163 -0.124 0.387 0.374 0.428
LDMC 0.033 -0.504 0.127 0204 0.223 -0.446 -0.174 -0.145 0.073
SU 0.198 0.302 -0.108 0.423 0.032 0428 0.202 -0.257 -0.410
LWC -0.033 0504 -0.127 -0.204 -0.223 0.446 0.174 0.145 -0.073
Chl a 0.373 0.087 0.090 0.078 0.392 0163 0.133 0.172 -0.109
Chlb 0372 0.101 0.078 0.093 0.390 0.171 0.060 0.195 -0.083
Cars 0379 0.098 0.106 0.021 0403 0112 0.145 0.152 -0.122
A 6.486 3.408 1.676 1302 5257 3.028 2175 1.548 1.398

Kumulativno 0463 0.707 0.826 0919 0.376 0.592 0.747 0.858 0.958
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Tabela 4.2.5. B. PCA analiza funkcionalnih osobina lista kod genotipova I. pumila iz
populacije Suma, koji su rasli na otvorenom i zasenéenom stanistu. Podvucena su
opterecenja na PC osama veca od + 0.300. A = sopstvena vrednost. Opis skracenica je

dat u Tabeli 3.2.1.

OTVORENO STANISTE Z.ASENCENO STANISTE

PCl1 PC2 PC3 PC4 PCl1 PC2 PC3 PC4 PCh5
SOD -0.100 -0.479 -0.032 -0.118 0.273 -0.276 0.374 -0.096 -0.073
APX -0.047 -0.050 0.617 -0.207 0.098 -0.146 0.316 0.517 0.052
CAT 0194 -0.178 0.121 0.710 0.157 0.017 0.149 0.111 0.701
GR -0.078 -0.085 0.617 0.226 -0.176 -0.101 0.455 -0.420 0.212
POD 0.139 0.230 0.214 0.352 0.301 -0.358 0.073 0.038 0.027
ANTH 0.257 0.365 0.078 -0.193 0.318 0.042 0.233 0.388 0.136
PHEN -0.065 0.388 0.346 -0.231 0.240 0.196 -0.413 0.379 -0.010
SLA -0.391 0.059 0.075 -0.131 -0.315 0.193 -0.130 0.110 0.412
LDMC -0.236 0.370 -0.138 0.240 0.040 -0.541 -0.309 -0.023 0.046
SU 0.366 -0.234 0.060 -0.073 0.309 0.196 0.196 -0.005 -0.447
LWC 0.236 -0.370 0.138 -0.240 -0.040 0.541 0.309 0.023 -0.046
Chl a 0.385 0.156 -0.047 0.026 0.364 0.141 -0.161 -0.285 0.172
Chl b 0403 0.088 -0.048 -0.015 0.371 0.147 -0.111 -0.293 0.145
Cars 0.383 0.168 0.006 -0.188 0.379 0.144 -0.133 -0.243 0.108
A 5648 3.851 2193 1.123 5326 2683 1997 1541 1.161

Kumulativno 0403 0.679 0.835 0915 0.380 0572 0.715 0.825 0.908

U skladu sa ovom nalazom, indeksi integracije, rVE, analiziranih grupa
osobina obe populacije, na oba stanista, imali su $iroke intervale poverenja,
osim za koli¢inu fotosintetickih pigmenata (Tabela 4.2.6). Fotosinteticki
pigmenti su se odlikovali izrazito visokim indeksom integracije - rVE kod
genotipova obe populacije, bez obzira na staniste. Genotipovi iz populacije Dina
koji su rasli na domacem, otvorenom stanistu, imali su vece vrednosti rVE za
antioksidante, u poredenju sa replikama koje su rasle u senci ili genotipovima iz
populacije Suma na oba stanista. Najmanje vrednosti rVE , u obe populacije,
imale su morfoloske osobine kod genotipova koji su rasli na domadem u

odnosu na strano staniste (Tabela 4.2.6). Genotipovi Sumske populacije imali su
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slicne prosecne vrednosti za antioksidante i fotosinteticke pigmente izmedu
alternativnih svetlosnih stanista, dok se stepen integracije morfoloskih
ifizioloskih osobina u obe populacije razlikovao i po pravilu bio vedi u

lokalnom nego u stranom stanistu (Tabela 4.2.6).

TABELA 4.2.6. Relativni indeksi fenotipske integracije (rVE) i intervali poverenja
(prikazani u zagradama) funkcionalno povezanih grupa osobina lista genotipova

I. pumila iz populacija Dina i Suma koji su rasli na otvorenom i zasen¢enom stanistu, u

recipro¢no-transplantacionom eksperimentu.

POPULACIJA DINA POPULACIJA SUMA

OTVORENO ZASENCENO OTVORENO ZASENCENO

Antioksidanti 0.298 0.226 0.232 0.235
(0.185 - 0.486) (0.131 - 0.383) (0.145 - 0.380) (0.132 - 0.389)

Morfoloske 0.131 0.181 0.335 0.139
osobine lista (0.002 - 0.608) (0.001 - 0.654) (0.004 - 0.816) (0.001 - 0.535)

Fizioloske 0.266 0.353 0.724 0.216
osobine lista (0.001 - 0.746) (0.004 - 0.771) (0.386 - 0.957) (0.001 - 0.708)

Fotosinteticki 0.984 0.966 0.891 0.988
pigmenti (0.954 - 0.996) (0.922 - 0.992) (0.733 - 0.971) (0.952 - 0.997)

Poreklo populacija, kao i svetlosni uslovi pod kojima su rasli klonovi
I. pumila, imali su uticaj na veli¢inu, znak i broj statisticki znacajnih fenotipskih
koeficijenata korelacija unutar i izmedu funkcionalno povezanih grupa
fenotipskih osobina (Prilog 2). U obe populacije, veci stepen integracije izmedu
analiziranih osobina utvrden je kod klonova koji su rasli na otvorenom stanistu,
u odnosu na klonove istih genotipova sa zasencenog stanista. Kod genotipova
iz populacije Dina koji su rasli na domacem, otvorenom stanistu utvrdene su
ukupno 23 znacajne korelacije (12 pozitivnih i 11 negativne), nasuprot
11 (7 pozitivnih i 5 negativne) signifikantnih koeficijenata korelacije izmedu
osobina istih genotipova koji su rasli na stranom, zasencenom stanistu.
Genotipovi iz populacije Suma imali su, nacelno, nesto manji broj znacajnih

korelacija u poredenju sa genotipovima iz populacije Dina: na otvorenom
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stanistu 19 (11 pozitivnih i 8 negativnih), a na zasen¢enom 9 (4 pozitivnih i
5 negativnih). Na otvorenom stanistu, najveci stepen integracije u okviru
posmatranih funkcionalnih grupa osobina listova zabeleZen je za enzimske i
neenzimske antioksidante kod genotipova obe populacije. Takode, genotipovi
lokalne populacije imali su znatno vedi stepen integracije izmedu
antioksidanata i grupe fizioloskih osobina, u poredenju sa stranim
genotipovima, kod kojih je bila izraZzenija integracija izmedu morfoloskih i
fizioloskih osobina (Prilog 2). Na zasencenom stanistu, lokalni i strani
genotipovi pokazivali su nizak stepen integrisanosti u okviru posmatranih
funkcionalno povezanih grupa osobina lista. Genotipovi populacije Dina, na
zasen¢enom stanistu, zadrzavali su integrisanost izmedu antioksidanata i
fizioloskih osobina, koja u potpunosti odsustvuje kod genotipova populacije
Suma. Lokalni genotipovi na $umskom stanistu ispoljavali su integrisanost
izmedu strukturnih i fizioloskih osobina lista.

U zavisnosti od tipa staniSta menjao se ne samo broj fenotipskih
korelacija, ve¢ i obrazac korelacionih matrica. Hijerarhijsko poredenje parova
korelacionih matrica antioksidanata i fotosintetickih pigmenata vr$eno je
pomoc¢u CPC analize (Tabela 4.2.7. A i B). Obrasci matrica antioksidanata u
okviru svake populacije izmedu stanista, kod genotipova iz populacije Dina
imali su 5 zajednickih PC osa (x2= 0.675, ACI = 33.34), dok su kod genotipova iz
populacije Suma bile zajednic¢ke dve PC ose (x2 = 5.212, ACI = 42.01). Obrasci
korelacionih matrica fotosintetickih pigmenata razlikovali su se u znatnoj meri
(¢ = 0.017, ACI = 8.02) kada su poredeni genotipovi iz populacije Dina sa
alternativnih svetlosnih stanista, dok su matrice genotipova iz populacije Suma
pokazale znatnu podudarnost (x2 = 0.143, ACI = 6.20). Na otvorenom stanistu,
poredenjem korelacionih matrica antioksidanata izmedu genotipova iz
populacija Dina i Suma utvrdene su 4 zajednicke PC ose (x2 = 2.323,
ACI =33.71), naspram 5 zajednic¢kih osa na zasencenom stanistu (x2 = 0.138,
ACI=3291). Korelacione matrice fotosintetickih pigmenata razlic¢itih

populacija naotvorenom i zasen¢enom stanistu pokazale su nizak nivo sli¢nosti.
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TABELA 4.2.7. A. Hijerarhijsko poredenje (CPC analiza) parova korelacionih matrica

antioksidanata i fotosintetickih pigmenata genotipova I. pumila iz populacija Dina i

Suma izmedu razli¢itih stanidta. x2 = Hi kvadrat, df = stepeni slobode, P =

verovatnoca, AIC = Akaike kriterijum.

OTVORENO VS. ZASENCENO STANISTE

POPULACIJA DINA POPULACIJA SUMA

Antioksidanti

Visi model Nizi model x> df P AIC x> df P AIC
Podudarnost Proporcionalnost 020 1 0.659 79.6 012 1 0.731 96.6
Proporcionalnost CPC 5759 6 0.000 814 6471 6 0.000 985
CPC CPC(5) 450 1 0.034 358 175 1 0.186 458
CPC(5) CPC(4) 068 2 0714 333 268 2 0.262 46.0
CPC(4) CPC(3) 477 3 0189 36.7 738 3 0.061 474
CPC(3) CPC(2) 448 4 0345 379 1198 4 0.018 46.0
CPC(2) CPC(1) 3.04 5 0694 414 521 5 0.391 420
CPC(1) Nepodudarnost ~ 4.37 6 0.627 48.4 279 6 0.834 468
Nepodudarnost — --- 56.0 56.0
Fotosinteticki pigmenti

Visi model NiZzi model 2 df P AIC xx df P AIC
Podudarnost Proporcionalnost 1.06 1 0.304 10.6 148 1 0.000 249
Proporcionalnost CPC 630 2 0.043 11.6 991 2 0.007 121
CPC CPC(1) 324 1 0072 93 014 1 0705 6.2
CPC(1) Nepodudarnost ~ 0.02 2 0992 8.0 0.05 2 0974 8.0
Nepodudarnost  --- 12.0 12.0
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TABELA 4.2.7. B. Hijerarhijsko poredenje (CPC analiza) parova korelacionih matrica

antioksidanata i fotosintetickih pigmenata genotipova I. pumila sa razlic¢itih

svetlosnih staniéta, izmedu populacija Dina i Suma. x2 = Hi kvadrat, df = stepeni

slobode, P = verovatnoca, AIC = Akaike kriterijum.

POPULACIJA DINA VS. POPULACIJA SUMA

OTVORENO STANISTE Z ASENCENO STANISTE
Antioksidanti
Visi model Nizi model x> df P AIC x> df P AIC
Podudarnost Proporcionalnost 0.04 1 0.845 77.9 032 1 0573 59.2
Proporcionalnost CPC 562 6 0.000 799 3773 6 0.000 60.9
CPC CPC(5) 140 1 0237 357 429 1 0.038 35.2
CPC(5) CPC(4) 6.60 2 0.037 36.3 014 2 0933 329
CPC(4) CPC(3) 232 3 0508 33.7 244 3 0.486 36.8
CPC(3) CPC(2) 596 4 0202 374 861 4 0.072 403
CPC(2) CPC(1) 338 5 0641 394 439 5 0495 39.7
CPC(1) Nepodudarnost 204 6 0916 46.0 134 6 0970 453
Nepodudarnost — --- 56.0 56.0
Fotosinteticki pigmenti
Visi model Nizi model x> df P AIC x> df P AIC
Podudarnost Proporcionalnost 13.24 1 0.000 23.3 032 1 0570 8.2
Proporcionalnost CPC 9.89 2 0.007 120 6.03 2 0.049 99
CPC CPC(1) 010 1 0754 6.1 183 1 0176 7.8
CPC(1) Nepodudarnost 004 2 0979 8.0 002 2 099 8.0
Nepodudarnost = --- 12.0 12.0
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5 DISKUSIJA

5.1 Sezonska dinamika funkcionalnih osobina lista
5.1.1 Uloga antioksidanata u odgovoru na abioticki stres

Vecina, ako ne i svi sredinski stresori, dovode do povecane proizvodnje
reaktivnih vrsta kiseonika, ROS, koje uti¢u na redoks homeostazu biljnih ¢elija
(Dat i sar, 2000). Biljke koje rastu na otvorenom stanistu zbog toga su cesce
izlozene oksidativnhom stresu u poredenju sa biljkama koje rastu u senci
(Slooten i sar, 1995; Grace i Logan, 1996).

Sezonske promene ekoloskih uslova staniSta znacajno su uticale na
specificnu aktivnost svih antioksidativnih enzima, kao i na koli¢inu
neenzimskih antioksidanata u listu biljaka I. pumila, koje su rasle u prirodi, na
staniStima sa razli¢itim kvantitetom i kvalitetom svetlosti.

Izraziti porast aktivnosti antioksidativnog enzima superoksid dismutaze
- SOD kod biljaka I. pumila iz obe populacije u letnjem periodu, koji se odlikuje
visokim intenzitetom zracenja, visokim temperaturama i malom koli¢inom
padavina, u saglasnosti je sa brojnim istrazivanjima koja su pokazala da
povecana kolic¢ina i/ili aktivnost ovog enzima uti¢e na povecanu otpornost
organizma na brojne abioticke stresore (niske i visoke temperature, visoki
intenzitet svetlosti, osmotski stres) (Sen Gupta i sar, 1993; Streb i sar, 1997a;
Santos i sar, 1999; Lee i Lee, 2000; Wang i sar, 2004). SOD predstavlja prvu
odbrambenu liniju celije od superoksida (-O2), a zbog nepropustljivosti
membrana za O, ovaj enzim je zastupljen u svim Celijskim organelama
(Takahashi i Asada 1983; Bowler i sar, 1994).

Yang i sar. (2008) su pokazali da je susa u kombinaciji sa visokim
intenzitetom svetlosti znacajno povecala aktivnost SOD kod klijanaca Picea
asperata. Takode, pustinjske biljne vrste Raetama raetam i Atriplex halimus koje su
bile aklimatizovane na visoke temperature, odlikovale su se znatno vecom
aktivnos¢u SOD, u poredenju sa biljkama koje nisu rasle u pustinjskim

uslovima (Streb i sar, 1997a). Isto tako, utvrdeno je da su transgene biljke
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Arabidopsis  thaliana  koje su imale povecanu ekspresiju Mn-SOD u
mitohondrijama bile otpornije na stres izazvan solima, dok su transgene biljke
pirin¢a sa povecanom ekspresijom superoksid dismutaze istog tipa ispoljavale
vecu otpornost na susu (Wang i sar, 2004; Wang i sar, 2005). I transgene biljke
Nicotiana koje su imale povecanu ekspresiju Cu/Zn-SOD u hloroplastima bile
su otpornije na oksidativni stres uzrokovan visokim intenzitetom svetlosti i
niskim temperaturama (Sen Gupta i sar, 1993).

Do variranja u aktivnosti antioksidativnih enzima moze do¢i promenom
aktivnosti ve¢ postojecih izoformi ili sintezom novih. U nasem istrazivanju, broj
izoformi SOD nije se menjao tokom vegetacione sezone, i bio je isti kod biljaka
iz obe analizirane populacije. Najveci procenat, odnosno oko 50% aktivnosti
superoksid dismutaze ¢inile su Cu/Zn-SOD, koje se nalaze u hloroplastima,
citosolu i ekstarcelularnom prostoru, i Fe-SOD (oko 40%) karakteristicne za
stromu i hloroplaste. Procentualno najmanje zastupljena je bila Mn-SOD, oko
10%, lokalizovana u mitohondrijama i peroksizomima. U listu I. pumila iz
populacije Dina uocen je porast procentualnog udela aktivnosti Cu/Zn-SOD i
smanjenje udela aktivnosti Mn-SOD, dok je aktivnost Fe-SOD zadrzala
relativno konstantan udeo tokom cele vegetacione sezone. Nasuprot tome,
tokom leta, u listovima biljaka iz populacije Suma, do$lo je do blagog porasta
procentualnog udela aktivnosti Mn-SOD i Fe-SOD pracenog padom udela
aktivnosti Cu/Zn-SOD. Najveéi procentualni udeo aktivnosti izoformi
Cu/Zn-SOD i porast njihovog procentualnog udela u ukupnoj aktivnosti
superoksid dismutaze moZe se objasniti velikim znacajem koji ima ovaj enzim u
toleranciji oksidativnog stresa, $to je potvrdeno u brojnim eksperimentima na
transgenim biljkama (Bowler i sar, 1992; Bowler i sar, 1994; Van Breusegem i
Inze, 2002; Lee i sar, 2007). Vec¢a ukupna aktivnost SOD kod I. pumila koje su
rasle u senci u poredenju sa biljkama sa otvorenog stanista u saglasnosti je sa
rezultatima brojnih istraZivanja (Lambreva i sar 2005; Jung i sar, 2000; Vuleta i
sar, 2010). Tako na primer, utvrdeno je da je aktivnost SOD bila veca kod biljaka

graska Phaseolus vulgaris L. koje su rasle na 100 pmol m2 s u poredenju sa istim

116



biljkama koje su rasle na 1000 pmol m? s (Lambreva i sar, 2005). Takode,
kontrolne biljke krastavca gajene na niskom intenzitetu svetlosti imale su vecu
ukupnu aktivnost SOD od biljaka gajenih na visokom intenzitetu svetlosti (Jung
i sar, 2000). Ovaj rezultat potvrduje znacaj -O» kao signalnog molekula.
Abioti¢ki faktori, medu kojima je i visok intenzitet zracenja, povecanjem
Celijskog sadrzaja reaktivnih vrsta kiseonika mogu da pokrenu niz
fiziolosko-biohemijskih reakcija koje billkama na otvorenom stani$tu
omogucavaju aklimatizaciju na najstresniji period vegetacione sezone.
Regulacija koncentracije H2O2 vazna je za biljke kako zbog zastite celije
od oksidativnog ostecenja, tako i zbog signalne uloge koju ova rektivna vrsta
kiseonika ima u biljnim ¢elijama (Dat i sar, 2000; Mittler, 2002; Apel i Hirt, 2004;
Mittler i Poulos, 2005). Biljke imaju nekoliko enzima koji efikasno i brzo
uklanjaju H202, medu kojima su najznacajniji: APX, CAT i peroksidze III klase
(Mittler, 2002; Mittler i Poulos, 2005). Za odrzavanje stabilnog nivoa -Oz- i H20O»,
klju¢na je koordinacija izmedu aktivnosti SOD i enzima koji uklanjaju H2Ox.
Balans izmedu ovih reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, kao i vezivanje jona metala,
umanjuje mogucnost formiranja veoma reaktivnog HO- radikala, ¢ime se
sprecava nastanak oksidativnih o$tecenja (Asada i Takahashi, 1987; Bowler i
sar, 1992). Za razliku od drugih enzima koji uklanjaju H2O;, antioksidativni
enzim askorbat peroksidaza (APX) je specifi¢an za biljke. Odlikuje se visokim
afinitetom prema askorbatu i nalazi se u svim ¢elijskim odeljcima, gde ucestvuje
u uklanjanju H2O;, kao komponenta askorbat-glutation ciklusa, poznatog jos
kao i Asada-Halliwell-Foyer ciklus (Foyer i Halliwell, 1976, Asada i Takahashi,
1987). Analiza ukupne specificne aktivnost APX u listu klonova I. pumila, koji
nastanjuju razlic¢ita svetlosna stanista, pokazala je porast aktivnosti tokom leta,
kada su ekoloski uslovi u njihovim stanistima najnepovoljniji i, stoga, mogu
dovesti do oksidativnog stresa. Brojna istraZivanja na transgenim biljkama su
potvrdila znacaj koji APX ima u zastiti od oksidativnog stresa (Wang i sar, 1999;
Pnueli i sar, 2003; Yabuta i sar, 2004; Murgia i sar, 2004). Istrazivanja koja su se

bavila ekspresijom gena kod biljaka izlozenim razli¢itim abiotickim i bioti¢kim
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stresorima utvrdila su da su citosolni izoenzimi APX1 i APX2 najznacajniji za
odgovor biljaka na stres (Yoshimura i sar 2000; Rizhsky i sar, 2002; Mullineaux i
Karpinski, 2002; Fryer i sar, 2003) U nasem istrazivanju, identifikovane su dve
izoforme koje su imale razli¢ite trendove tokom sezone. Izoforma vece
molekulske mase (izoforma 1) je maksimalnu aktivnost dostizala u prolece, a
zatim je aktivnost opadala tokom leta, dostiZu¢i najmanju vrednost u jesen.
Nasuprot tome, izoforma manje molekulske mase (izoforma 2) se odlikovala
povecanjem aktivnosti od prolec¢a ka jeseni. Ovakvi obrasci aktivnosti ukazuju
na razlic¢ite uloge koje imaju ove izoforme kod I. pumila. Izoforma 1 bi mogla
biti vazna za procese intenzivnog vegetativnog rasta i cvetanja, dok bi izoforma
2 mogla imati primarnu ulogu u antioksidativnoj zastiti i transdukciji signala.
Istrazivanja na biljkama koje su imale povecanu aktivnost samo jednog
antioksidativnog enzima davala su razli¢ite rezultate kada je u pitanju
otpornost na uzro¢nike oksidativnog stresa. Eksperimentima sa transgenim
biljkama koje su imale povec¢anu aktivnost oba antioksidativha enzima, APX i
SOD, utvrden je znacaj koordinacije aktivnosti ovih enzima i sloZenost
mehanizama koji reguliSu odgovor biljke na stres. Kwon i sar (2002) su utvrdili
da su transgene biljke duvana koje su imale povecanu aktivnost SOD i APX u
hloroplastima ispoljavale povecanu toleranciju na oksidativni stres izazvan
parakvatom, u poredenju sa netransformisanim biljkama. Lee i sar (2007) su
takode utvrdili da povecana aktivnost Cu/Zn-SOD i APX u hloroplastima
transgenih linija Festuca arundinacea povecava otpornost na brojne stresore,
uzroc¢nike oksidativnog stres. Faize i sar (2011) su nedavno otkrili da citosolne
izoforme Cu/Zn-SOD i APX kod transgenih linija duvana predstavljaju
efikasnu zastitu od stresa izazvanog deficitom vode.

Katalaza - CAT je enzim koji ucestvuje u regulaciji redoks statusa celije.
Lokalizovana je u peroksizomima i glioksizomima, gde katalizuje dismutaciju
H>O2 nastalog tokom procesa fotorespiracije i f-oksidacije masnih kiselina, bez
koriséenja reduktanata (Willekens i sar, 1997; Gechev i sar, 2003; Feierabend

2005; Engel i sar, 2006). Za razliku od askorbat peroksidaze koja je zastupljena u
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svim celijskim odeljcima, i koja ispoljava visoki afinitet prema HxO», vrseci finu
modulaciju nivoa onih reaktivnih vrsta kiseonika koji imaju signalnu ulogu,
afinitet CAT prema H2O; je znatno manji, sto omogucava uklanjanje povecanih
koli¢ina ROS nastalih kao posledica prisustva razlic¢itih stresora (Mittler, 2002).
Porast specifi¢ne aktivnosti CAT tokom letnjeg perioda u listu klonova 1. pumila
iz populacije Suma u saglasnosti je sa dosadasnjim istrazivanjima u kojima je
utvrdena povecana aktivnost ovog antioksidativnog enzima kod biljaka
izlozenih uslovima koji dovode do povecane fotorespiracije. Nasuprot tome,
kod klonova iz populacije Dina, aktivnost katalaze je dostizala najve¢u vrednost
tokom proleca, da bi tokom leta i jeseni aktivnost ovog enzima drasti¢no opala.
Razli¢ita sezonska dinamika aktivnosti CAT kod klonova sa razli¢itih svetlosnih
staniSta se moZe objasniti ¢injenicom da je katalaza protein sa visokom stopom
sinteze i razgradnje i veoma osetljiv na visoke vrednosti intenziteta svetlosti i
temperature (Hertwig i sar, 1992; Streb i Feierabend, 1996; Feierabend, 2005;
Vuleta i sar, 2010). Abioticki stresori, kao $to su ekstremne temperature, visoki
intenzitet svetlosti ili susa, koji po pravili uti¢u na smanjenje sinteze proteina,
uti¢u takode i na koli¢inu CAT-proteina, a samim tim i na njegovu aktivnost
(Hertwig i sar, 1992; Willekens i sar, 1997; Feierabend, 2005). Kao $sto je
prikazano na Slici 4.1.10.,, optimum aktivnosti katalaze u obe populacije
I. pumila je bio na 30°C, dok je na visim temperaturama aktivnost CAT znacajno
opadala (Vuleta i Tuci¢, 2009). Posto je tokom leta temperatura lista dinskih
klonova I. pumila drasticno prevazilazila temperaturni optimum aktivnost
katalaze (Tabeli 1.6.2), dok je kod klonova koji rastu u Sumskoj senci bila znatno
niza, odnosno ispod optimuma utvrdenog za aktivnost katalaze, to bi mogao da
bude jedan od razloga, pored razlika u intenzitetu ambijentalne svetlosti, za
izrazito razli¢itu dinamiku aktivnosti ovog enzima izmedu biljaka populacije
koja naseljava otvoreno staniste u odnosu na onu koja nastanjuje Sumsku senku
(Vuleta i Tuci¢, 2009; Vuleta i sar, 2010).

Iako je katalaza od velikog znacaja za zastitu Cs biljaka od oksidativnog

stresa koji se javlja usled izloZenosti visokim intenzitetima svetlosti, sam enzim
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je osetljiv na svetlost, naro¢ito u prisustvu superoksida (Streb i Feierabend,
1996, Willekens i sar, 1997; Feierabend, 2005; Engel i sar, 2006). Medutim, kod
biljaka koje Zive u sredinama sa ekstremnim ekoloskim uslovima, kao Sto su
planinska stanista, gde se istovremeno javljaju visoki intenzitet svetlosti i niske
temperature, identifikovana je katalaza otporna na fotoinaktivaciju (Streb i sar,
1997b; Feierabend, 2005; Engel i sar, 2006). Izoenzimi CAT neosetljivi na svetlost
nadeni su u listu alpske biljke Homogyne alpina i peroksizomalnim inkluzijama
kotiledona suncokreta (Engel i sar, 2006). Sekvenca amino kiselina ovih
izoenzima bila je visoko podudarana sa sekvencama katalaza osetljivih na
svetlost, sa izmenama u svega Sest amino kiselina i to u regionu koji je kod
osetljivih enzima veoma konzervativan (Engel i sar, 2006). Takode, njihova
specifi¢na aktivnost bila je veoma niska i iznosila je svega 10% aktivnosti
katalaza osetljivih na svetlost iz peroksizomalnog matriksa suncokreta
(Feierabend, 2005; Engel i sar, 2006).

U nagem istrazivanju, kod genotipova I. pumila iz populacija Dina i Suma
koji su rasli na otvorenom stanistu, u letnjem periodu, na nativnim gelovima
detektovana je jedna izoforma katalaze (izoforma 2), koja je po svojim
karakteristikama sli¢na katalazama otpornim na fotoinaktivaciju kod H. alpina i
suncokreta. Medutim, u Sumskoj senci, kod istih genotipova iz obe populacije,
uocene su dve izoforme CAT, izoforma 1 i izoforma 3. Aktivnost izoforme 2 bila
je takode daleko manja u poredenju sa izoformama 1 i 3, detektovanim u listu
I. pumila koje su rasle u Sumskoj senci. Prisustvo izoforme CAT smanjene
aktivnosti i neosetljivosti na svetlost - izoforma 2, na otvorenom stanistu, kao i
u slucaju H. alpina i suncokreta (Feierabend, 2005; Engel i sar, 2006), mogla bi
biti adaptacija biljaka I. pumila na izrazito nepovoljne ekoloske uslove koji se
javljaju tokom letnjeg perioda (kombinacija visokog intenziteta ambijentalne
svetlosti i poviSene temperature).

Peroksidaze III klase - POD su velika multigenska porodica proteina
(73 gena kod Arabidopsis-a, 138 gena kod pirin¢a kodiraju ove enzime), koju

¢ine veliki broj izoformi sa brojnim i raznovrsnim fizioloskim funkcijama
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(Passardi i sar, 2004; Welinder i sar, 2002). Do sada je utvrdeno da POD
ucestvuju u velikom broju fizioloskih procesa, kao sto su: lignifikacija,
suberinizacija, povezivanje strukturnih proteina celijskog zida, odbrana od
patogena, senescencija, katabolizam auksina i zastita od oksidativnog stresa
(Amaya i sar, 1999; Chittoor i sar, 1999; Delannoy i sar, 2003; Cosio i Dunand,
2009). Za razliku od drugih antioksidativnih enzima koji pokazuju visoku
specificnost prema supstratu, ovi enzimi za redukciju HxO2 koriste razlic¢ite
molekule (fenolna jedinjenja, prekursore lignina, auksin i brojne sekundarne
metabolite), a takode mogu i da proizvedu ROS (Hiraga i sar, 2001; Passardi i
sar, 2005; Mittler, 2004). Specificna aktivnost POD u listu I. pumila bila je veca
tokom leta, u odnosu na prolece i jesen. Brojna istrazivanja su pokazala da ovaj
tip peroksidaza igra vaznu ulogu u odgovoru biljaka na brojne abioticke i
bioticke stresore. Jansen i sar (2001) su pokazali da povecana aktivnost
anijonske peroksidaze koja oksiduje fenol znacajno doprinosi zastiti od UV
zraCenja kod dve vrste iz porodice Lemnaceae, kao i da, ucestvujuéi u
katabolizmu auksina, ima vaznu ulogu u regulaciji arhitekture lista. Kumar i
sar (2012) su nedavno utvrdili da transgene biljke duvana sa povecanom
ekspresijom gena za dve peroksidaze Catharanthus roseus, jedne lokalizovane u
apoplastu i druge u vakuolama, bolje podnose oksidativni stres od kontrolnih,
netransformisanih biljaka. Ovi autori su takode utvrdili da POD lokalizovan u
apoplastu doprinosi otpornosti na niske temperature, dok POD iz vakuola
ublazava negativne efekte osmotskog stresa. Choi i sar (2012) su otkrili da
ekstracelularna peroksidaza, kod biljke Capsicum annuum, doprinosi toleranciji
na susu, osmotski stres i niske temperature.

Glutation reduktaza - GR je enzim koji prevodi oksidovani glutation
(GSSG) u redukovani oblik (GSH), uz koris¢éenje NADPH (Halliwell i
Gutteridge, 2000). Kod biljaka, GR spada u enzime askorbat-glutation ciklusa,
zajedno sa enzimima askorbat peroksidazom (APX), monodehidroaskorbat
reduktazom (MDAR) i dehidroaskorbat reduktazom (DHR). Putem askorbat-

glutation ciklusa vr$i se uklanjanje H2O: i regulacija koncentracija askorbata
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(Asc) i glutationa (GSH), osnovnih komponenti redoks ravnoteze celije (Noctor
i Foyer, 1998; Halliwell i Gutteridge, 2000). Aktivnost GR je ¢esto korelisana sa
stresorima koji izazivaju oksidativni stres, kao §to su susa, osmotski stres, UV
zracenje, visoki intenzitet svetlosti, ozon, teski metali i herbicidi (Apel i Hirt,
2004; Romero-Puertas i sar, 2006; Ding i sar, 2009).

Specificna aktivnost glutation reduktaze u listu klonova I. pumila, sa
otvorenog i zasencenog stanista, pokazivala je slicnu sezonsku dinamiku kao i
ostali antioksidativni enzimi; maksimalne vrednosti dostizala je u letnjem
periodu, koji se karakteriSse najnepovoljnijim sredinskim uslovima. Ovo
povecanje aktivnosti GR je u saglasnosti sa istrazivanjima Romero-Puertas i
sar (2006) koji su utvrdili povecanje aktivnosti GR u listu biljaka graska pod
dejstvom visokih intenziteta svetlosti, mehanickog ostecenja, kao i niskih i
visokih temperatura. Znacajnu ulogu GR u regulaciji redoks statusa celije
tokom oksidativnog stresa potvrdili su i eksperimenti na transgenim biljkama
duvana, koje su zbog suprimirane aktivnosti GR ispoljile povecanu osetljivost
na oksidativni stres (Ding i sar, 2009).

Neenzimski antioksidanti, kao sto su solubilna, nestrukturna fenolna
jedinjenja i antocijani, vazna su komponenta mehanizama zastite od
fotooksidativnog stresa u vegetativnim tkivima biljaka (Gould i sar, 2002;
Grace, 2005; Neill i Gould, 2003; Petrini i sar, 2002; Page i sar, 2012). Antocijani
su grupa u vodi rastvorljivih flavonoida koji, u zavisnosti od pH, mogu biti
crvene, ljubicaste ili plave boje (Harborne, 1988). Fenolna jedinjenja i antocijani
funkcionisu kao filteri koji umanjujuéi intenzitet suncevog zracenja, Stite
hloroplaste od viska apsorbovane svetlosne energije i njenog fotoinhibitornog i
fotooksidativnog efekta (Hughes i sar, 2005; Hughes i Smith, 2007; Page i sar,
2012). Sve je visSe literaturnih podataka koji dokazuju da se fotoprotektivna
uloga antocijana zasniva na njihovoj sposobnosti da apsorbuju svetlost u plavo-
zelenom i Zutom delu spektra (500 - 600 nm), koje bi u protivhom apsorbovao
hlorofil b. Na ovaj nacin, apsorbujuci visak ekscitacione energije, antocijani

indirektno umanjuju formiranje reaktivnih vrsta kiseonika (Chalker-Scott, 1999;
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Steyn i sar, 2002; Neill i Gould, 2003; Hughes i sar, 2005; Hughes i Smith, 2007;
Page i sar, 2012). Eksperimenti na biljkama Galax urceolata koje mogu formirati
crvene listove sa poveéanom koli¢inom antocijana utvrdili su da ovi listovi
pokazuju znatno manji pad stope fotosinteze kada su izloZeni zelenoj svetlosti
koju antocijani apsorbuju, u poredenju sa zelenim, acijani¢nim, listovima iste
vrste. Medutim, kada su oba tipa listova Galax urceolata izlozena crvenoj
svetlosti koju antocijani ne apsorbuju razlika u stopi fotosinteze se ne uocava
(Hughes i sar, 2005; Hughes i Smith, 2007). Pored uloge u smanjenju visokih
intenziteta suncevog zrac¢enja, antocijani su i snazni antioksidanti koji direktno
uklanjaju slobodne radikale i druge ROS, ¢ak do cetiri puta efikasnije od
askorbata ili a-tokoferola (Gould, 2004; Grace, 2005; Hatier i Gould 2008; Tuci¢ i
sar, 2009; Vuleta i sar, 2010). Na primer, Neill i Gould (2003) su utvrdili da
bezbojni citosolni antocijani efikasno uklanjaju superoksid nastao u suspenziji
hloroplasta na pH 7.0. U listu I. pumila, na oba svetlosna staniSta, koli¢ina
antocijana se povecavala tokom sezone, dostizu¢i najvece vrednosti u jesenjem
periodu. Znacajno vece koli¢ine fenolnih jedinjenja i antocijana tokom cele
vegetativne sezone u listovima biljaka sa otvorenog staniSta, u poredenju sa
biljkama koje su rasle u senci, potvrduje njihovu fotoprotektivnu ulogu.
Rezultati nasih istrazivanja ukazuju da su jedinke I. pumila koje su bile
izlozene nepovoljnim sredinskim uslovima, posebno tokom letnjeg perioda,
aktivirale brojne fotoprotektivne mehanizme, ukljucuju¢i enzimske i
neenzimske antioksidante. Klonovi koji su rasli u Sumskoj senci, tokom cele
vegetacione sezone, imali su viSe aktivnosti antioksidativnih enzima i bili su
manje izlozeni oksidativhom stresu, $to ukazuju znacajno manje vrednosti
koli¢ine malondialdehida (MDA), koji je pokazatelj intenziteta oksidativnih
oSteCenja membrana. Nasuprot tome, kod klonova sa otvorenog stanista,
znacajniju ulogu u zastiti od oksidativnih oStecenja imali su neenzimski
antioksidanti, naroc¢ito antocijani, ¢ija je koli¢ina u listu, po pravilu, bila veéa
nego kod biljaka iz senke. Manje vrednosti aktivnosti antioksidativnih enzima

kod biljaka sa otvorenog stanista mogle bi da budu posledica supresije procesa

123



koji dovode do formiranja ROS, sto dovodi do smanjenja njihove intracelularne
koncentracije. Fotosinteza se smatra glavnim izvorom rektivnih vrsta kiseonika
kod biljaka, i poznato je da se kod nekih vrsta supresija fotosinteticke aktivnosti
javlja kao odgovora na nepovoljne uslove sredine (Mittler i sar, 2001; Rizhsky i
sar, 2002). Jedan od pokazatelja smanjenja stope fotosintese kod biljak 1. pumila
sa otvorenog stani$ta, u poredenju sa biljkama koje su rasle na zasenc¢enom
stanistu, je drasticno manja aktivnost CAT, koja je korelisana sa intenzitetom
fotosinteze (Feierabend, 2005).

Aklimatizacija antioksidanata na sredinski stres moze se posmatrati u
svetlu efekata koji stresori imaju na balans izmedu apsorpcije svetlosne energije
putem fotosistema i konverzije ove energije u hemijsku energiju putem
Calvin-Benson-ovog ciklusa. Drugim rec¢ima, posto je formiranje reaktivnih
vrsta kiseonika (ROS) proporcionalno visku apsorbovane energije,
antioksidativni sistem se ne prilagodava intenzitetu svetlosti per se, ve¢ nivou
viska apsorbovane energije (Logan i sar, 2006). Ovo je pokazano na primeru
biljke senke Vinca major i biljke svetlosti Cucurbita pepo (Logan i sar, 1998).
Gajene na istim intenzitetima svetlosti biljke senke, koje inace sporo rastu i
imaju nizu stopu fotosinteze, ispoljavaju visu aktivnost antioksidanata u listu
nego biljke sunca, koje odlikuje brzi rast i visoka stopa fotosinteze (Logan i
sar, 1998). Visi nivo aktivnosti antioksidativnih enzima uocen je i u listu biljaka
I. pumila koje su rasle u senci, u poredenju sa biljkama adaptiranim na otvoreno
staniste.

Pored variranja u aktivnosti antioksidanata, biljke mogu umanjiti
apsorpciju viska svetlosne energije i smanjenjem koli¢ine hlorofila, supresijom
fotosinteze, kao i povacanjem koli¢ine fenola, antocijana i karotenoida, sto je
takode uoceno kod klonova I. pumila sa otvorenog stanista. Svi ovi mehanizmi
omogucavaju efikasnu zastitu I. pumila od nepovoljnih sredinskih uslova tokom
letnjeg perioda koji se odlikuje izrazito visokim zracenjem, visokim

temperaturama i susom.
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5.1.2 Variranje morfoloskih i fizioloskih osobina lista izazvano
nestabilnoséu svetlosnih uslova stanista

Osobine lista ¢esto odrazavaju adaptivne strategije biljaka na razli¢itu
dostupnost esencijalnih resursa Zivotne sredine, kao $to su svetlost, voda,
nutrijenti i temperatura (Lambers i Poorter, 1992; Vendramini i sar, 2002).

Specifi¢na povrsina lista - SLA je jedna od klju¢nih morfoloskih osobina
biljaka koje su povezanie sa apsorpcijom svetlosne energije (Evans i
Poorter, 2001). Biljke koje rastu na otvorenim stanistima i koje su izloZene
visokim intenzitetima svetlosti imaju niske vrednosti SLA i deblje listove, usled
dodatnih slojeva ili izduZenosti palisadnih celija (Bjorkman, 1981). Na ovaj
nacin povecava se broj hloroplasta i koli¢ina fotosinteti¢kih enzima u odnosu na
povrsinu lista, §to dovodi do povecavanja stope fotosinteze po jedinici povrsine.
Medutim, u stanistima koja karakteri$e nizak intenzitet svetlosti, od primarnog
znacaja je povecanje fotosinteticki aktivne povrsine u odnosu na biomasu, ¢ime
se kompenzuje smanjenje stope fotosinteze uzrokovano smanjenim
intenzitetom raspolozive svetlosti (Poorter i Nagel, 2000; Evans i Poorter, 2001;
Shipley i sar, 2005). Prema Evans-Poorter-ovom modelu, ukoliko dva lista koji
imaju istu biomasu i istu koli¢inu hlorofila po jedinici povrsine, pri ¢emu jedan
ima nisku vrednost SLA a drugi visoku, list sa visokom vrednos¢u SLA
sadrzace polovinu koli¢ine Rubisco u odnosu na list sa niskim SLA, ali ¢e
apsorbovati dva puta vise fotona (Evans i Porter, 2001).

Nase istrazivanje je pokazalo da su biljke I. pumila koje su rasle na
otvorenom stani$tu zaista imale manje vrednosti SLA u odnosu na biljke sa
zasencenog stanista, tokom cele vegetacione sezone. Takode, od proleca do
jeseni je doslo do blagog porasta SLA u obe populacije I. pumila. Posto
povecanje SLA predstavlja jedan od najzancajnijih faktora koji omogucava
povecdano usvajanja ugljenika po jedinici mase lista, narocito u uslovima senke,
porast povrsine lista u odnosu na biomasu sa protekom vegetacione sezone u
obe analizirane populacije je najverovatnije uzrokovan smanjenjem intenziteta

svetlosti zbog povecanje gustine i/ili visine susednih biljaka na otvorom
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stanistu, odnosno razvojem gusceg vegetacionog sklopa u zasen¢enom stanistu
ove biljne vrste (Tucic i sar. 1999; Evans i Poorter, 2001; Shipley i sar, 2005).

Gustina stoma - SD, je jedna od anatomskih osobina lista koja je od
izuzetnog funkcionalnog znacaja za fizioloske procese biljke, zbog uloge koju
stome imaju u regulaciji razmene gasova, koli¢ini vode i temperature lista
(Casson i Gray, 2008). Poznato je da je SD lista veoma osetljiva na svetlosni
rezim pod kojim se odvijalo razvice i rast biljaka, i da je pozitivno korelisana sa
intenzitetom svetlosti (Tuci¢ i sar, 1999; Al Afas i sar, 2007; Poorter i sar, 2009;
Loranger i Shipley i sar, 2010). Zanimljivo je da signal presudan za formiranje
broja stoma po jedinici povrSine novoformiranog lista, pre svega, zavisi od
intenziteta svetlosti koji su stariji listovi percipirali, a ne od svetlosnih uslova
pod kojima se novoformirani list razvija (Thomas i sar, 2003; Coupe i sar, 2006).
Provodljivost stoma je u direktnoj zavisnosti od broja, rasporeda i veli¢ine, jer
postoji uzajamno ograni¢avanje (eng, trade-off) izmedu veli¢ine stoma i
njihovog broja. List sa ve¢om gustinom sitnijih stoma moze efikasnije da smanji
transpiraciju i tako da ekonomi¢nije koristi vodu (Poulos i sar, 2007;
Wang i sar, 2007).

Kod listova I. pumila doSlo je do porasta gustine stoma tokom
vegetacione sezone. Listovi biljaka sa otvorenog staniSta imali su veéi broj
stoma po jedinici povrsine u letnjem i jesenjem periodu, u poredenju sa
listovima senke. Medutim, zbog velikog individualnog variranja ove
funkcionalne osobine, razlika se nije pokazala statisticki znac¢ajnom, $to ukazuje
da pored intenziteta svetlosti i drugi ekoloski faktori sredine imaju uticaja na
gustinu stoma. Posto stome reguliu razmenu gasova i uticu na promet vode
kroz biljku, variranje broja i veli¢ine stoma omogucava biljkama da optimizuju
proces  fotosinteze u skladu sa raspolozivom koli¢inom vode
(Chaerle i sar, 2005; Casson i Gray, 2008).

Sadrzaj vode u listu - LWC je jo$ jedna ekoloski vazna osobina lista, koja
ima uticaja na fotosinteticku aktivnost biljke. Pod pretpostavkom da je sveza

masa lista proporcionalna njegovom volumenu, LWC ¢e, pre svega, zavisiti od

126



gustine lista. Nasuprot sadrzaju vode u listu, SLA je osobina koja odrazava i
gustinu i debljinu lista (Witkowski i Lamont, 1991). Zbog toga ce, kada se
uporede dva lista sli¢ne debljine, SLA i LWC biti pozitivno korelisane (Garnier i
Laurent, 1994).

Kod I. pumila uocena je statisticki znacajna pozitivna korelisanost izmedu
ove dve osobine u populaciji Dina u prolece i jesen, ali se u letnjem periodu
asocijacija izmedu LWC i SLA smanjivala, tako da koeficijent korelacije izmedu
ove dve osobine nije bio statisticki znac¢ajan. U prolece i leto, kod biljaka iz
populacije Suma ova relacija nije uo¢ena, dok je u letnjem periodu detektovana
statisticki znacajna negativna korelacija izmedu LWC i SLA. Kriva variranja
LWC tokom vegetacione sezone imala je razli¢it oblik kod klonova sa otvorenog
i zasencenog stanista. Vrednosti LWC su, po pravilu, bile vise kod bljaka iz
populacije Suma u odnosu na populaciju Dina, $to ukazuje na to da deficit vode
ne samo da je izraZeniji kod biljaka sa otvorenog stanista, ve¢ i da je obrazac
promene sadrzaja vode i suve mase u listu I. pumila razli¢it tokom vegetacione
sezone na otvorenom prostoru i u vegetacionoj senci.

Za odrZavanje vodnog balansa biljke koriste nekoliko razlic¢itih
mehanizama, medu kojima je i modifikacija elasti¢nosti celjiskog zida. Pojacana
lignifikacija i rigidnost ¢elijskog zida omogucava biljkama da i u uslovima suse
odrze protok vode kroz listove (Niinemets i Valldares, 2004; Verslues i sar,
2006). Postoji nekoliko posrednih pokazatelja koji upucuju na promene u
elasti¢nosti celijskog zida, medu kojima su gustina lista i kolicina suve materije
u listu - LDMC, koji se povecavaju i postaju pozitivno korelisani sa porastom
intenziteta svetlosti (Niinemets i Valldares, 2004). U slucaju I. pumila, listovi
klonova koji su rasli na otvorenom stanistu takode su imali ve¢i udeo suve
mase (povecana lignifikacija), u poredenju sa listovima senke, $to se ogledalo i u
vedim vrednostima LDMC. Deblji ¢elijski zidovi (vece vrednosti LDMC), manje
vrednosti SLA i veca gustina sitnijih stoma dovode do smanjenja provodljivosti
stoma, ¢ime biljke povecavaju efikasnost koris¢enja vode (eng. WUE - Water-

Use Efficiency), kao i toleranciju na susu (Hanba i sar, 2002; Tanaka i Shiraiwa,
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2009; Niinemets i Valldares, 2004). Prose¢ne vrednosti LWC i RWC potvrduju
vedi deficit vode u listovioma biljaka iz populacije Dina nego u listovima
Sumske populacije, narocito u letnjem, najsusnijem periodu. Medutim, kada se
koli¢ina vode izrazi po jedinici povrsine lista (sukulentnost, SU) uocava se
suprotan trend: listovi biljaka dinske populacije najvecu efikasnost u o¢uvanju
vode, odnosno sukulentnost, postizu u letnjem, najekstremnijem periodu. U
listovima biljaka Sumske populacije, prose¢ne vrednosti sukulentnosti
odrzavale su se na slicnom nivou tokom cele sezone, ukazujuci na manji deficit
vode na zasenc¢enom stanistu u odnosu na otvoreno staniste.

Karotenoidi - Cars su fotosinteticki pigmenti koji, pored sakupljanja
svetlosne energije, imaju ulogu i u =zastiti fotosintetickog aparata od
fotooksidativnih ostecenja izazvanih singletnim kiseonikom, 'O,. Karotenoidi
mogu direktno da deaktiviraju 10 ili da preko ksantofilnog ciklusa omoguce
rasipanje viska apsorbovane svetlosne energije u vidu toplotne energije
(Demmig-Adams i Adams, 1992; Logan i sar, 1998).

U listovima I. pumila iz dve prirodne populacije sa razli¢itih svetlosnih
stanista, karotenoidi su imali sli¢nu sezonsku dinamiku kao i hlorofili. Tokom
sva tri godiSnja doba, znatno manje su varirali kod klonova sa zasencenog
staniSta u poredenju sa klonovima sa otvorenog staniste, kod kojih je u letnjem
periodu doslo do izrazitog smanjenja koli¢ine i karotenoida i hlorofila. Prose¢na
koli¢ina obe grupe fotosintetickih pigmenata bila je veca u listu biljaka sa
otvorenog stanista, kao sto je i dokumentovano u literaturi (Moran i sar, 1994;
Logan i sar, 1998; Loggini i sar, 1999). Redukcija koli¢ine pigmenata pod
dejstvom svetlosti i suSe omogucava biljkama smanjenje energetskog
opterecenja usled apsorpcije viska svetlosne energije. Izrazena sezonska
dinamika, kao i znacajan uticaj stanista na koli¢inu fotosintetickih pigmenata u
listu I. pumila ukazuju na veliki znacaj koji plasticnost ovih osobina ima na
opstanak, razvice, rast, i reprodukciju u heterogenim svetlosnim uslovima
zivotne sredine. Poredenjem odnosa izmedu koli¢ine karotenoida i ukupnog

hlorofila kod I. pumila, uo¢ava se znacajan porast ovog koli¢nika u toku leta na
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otvorenom stanistu, dok je kod biljaka koje su rasle u senci ovaj odnos imao
slicne vrednosti tokom sva tri posmatrana godisnja doba. Dobijeni rezultati
potvrduju znacdajnu ulogu koju karotenoidi imaju u rasipanju viska
apsorbovane svetlosne energije. U pogledu koli¢ine hlorofila a i hlorofila b, nije
utvrdena statisticki znac¢ajna razlika u njihovom odnosu u listu I.pumila, izmedu
populacija Dina i Suma, iako je ovaj parametar vazan pokazatelj prilagodenosti
lista na svetlosni reZim stanista, trebalo bi da ima izrazito manju vrednost kod
listova senke (Logan i sar, 1998; Evans i Poorter, 2001). Ovaj, naizgled
neuobicajen rezultat, moZe se objasniti ¢injenicom da je u slucaju I pumila
promena u strukturi lista, tj. znac¢ajno povecanje povrsine lista u odnosu na
suvu masu (SLA), kod listova Sumske populacije bilo dovoljno da omoguci
rearanzman hloroplasta i na taj nacin prilagodi fotosinteticki aparat
raspolozivoj koli¢ini svetlosne energije bez izmene odnosa u koli¢ini hlorofila a
i b. Poznato je da se na niskim intenzitetima svetlosti hloroplasti u ¢eliji grupisu
i pozicioniraju na nacin koji omogucéava maksimum apsorpcije (akumulacioni
odgovor), dok na visokim intenzitetima svetlosti zauzimaju poloZaj koji
maksimizira uzajamno zasencivanje (odgovor izbegavanjem), ¢ime se umanjuju
fotooksidativna ostecenja (Sakai i sar, 2001; Kasahara i sar, 2002; Williams i sar,
2003; Wada i sar, 2003). Koji ¢e od ovih odgovora biti realizovan zavisi od dva
fotoreceptora, fototropina 1 i fototropina 2, koji takode ucestvuju i u otvaranju
stoma koje izaziva svetlost (Wada i sar, 2003). Sposobnost promene mesta
hloroplasta u ¢eliji u zavisnosti od intenziteta svetlosti predstavlja jednu od
vaznih fizioloskih adaptacija biljaka, koja je od izuzetne vaznosti za biljke koje
rastu u heterogenim svetlosnim uslovima (a takvih je u prirodi vecina), jer
omogucuje efikasnu zastitu fotosintetickog aparata od fotooksidativnih

ostecenja (Wada i sar, 2003).
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5.2 Lokalne adaptacije na prostorno variranje ekoloskih ¢inilaca
staniSta

Dinamika prostorno-vremenskog variranja abiotickih faktora u prirodi je
veoma razlic¢ita, $to zahteva kako kratkoroc¢ne ili ekoloske tako i dugorocne ili
evolucione odgovore. Kod organizama sa sedentarnim Zivotnim stilom kao $to
su biljke, formiranje funkcionalno-odgovarajuc¢ih fenotipova u razli¢itim
stanistima moZe se ostvariti na dva nacina: kratkoro¢no, putem fenotipske
plasticnosti  ili  dugoro¢no, formiranjem  konstitutivnih  fenotipova
(Van Tienderen, 1991; Van Tienderen, 1997). U ostvarenju jednog od ovih
alternativnih bioloskih fenomena primarnu ulogu igra tip granulacije postoje¢ih
stanista u odnosu na nacin na koji ih organizmi koriste (Levins, 1963;
Gilespie, 1974; Pigliucci i sar, 2003). U slucaju kada je variranje ekoloskih uslova
stanista grubo granulisano (eng. coarse-grained environmental variation) u
odnosu na veli¢inu i disperzionu sposobnost jedinke, tj. ako jedinke provode
mnogo viSe vremena u jednim nego u drugim stanistima, teorijski se o¢ekuje da
¢e se evolucija populacija u takvim Zzivotnim sredinama odvijati formiranjem
konstitutivnih, odnosno lokalno adaptiranih fenotipova (Galen i sar, 1991;
Dudley, 1996; Santamaria i sar, 2003; Banta i sar, 2007). Suprotno tome, ako je
variranje ekoloskih uslova fino granulisano (eng. fine-grained environmental
variation), odnosno ako jedinke koriste razli¢ite resurse Zzivotne sredine
proporcionalno njihovoj prostorno-vremenskoj raspodeli u datom stanistu, tada
se ocekuje evolucija adaptivne fenotipske plasti¢nosti kojom se postize fino
usaglasavanje fenotipova sa promenom u njihovim mikro-sredinama (Dudly
1996; Tuci¢ i sar. 1998, Donohue i sar. 2001; Griffith i Sultan 2004,
Manitasevié i sar. 2007, Vuleta i sar. 2010).

Dakle, prisustvo razli¢itih fenotipova (istih osobina) u populacijama sa
razli¢itth  lokalnih  stanista rezultat je ili adaptivhe fenotipske
plasti¢nosti/homeostaze, ili predstavlja lokalnu adaptaciju nastalu interakcijom

izmedu genotipova svake populacije i lokalnih sredinskih uslova, odnosno
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divergentne prirodne selekcije u razli¢itim stanistima (Van Tienderen, 1997;
Kawecki i Ebert, 2004).

Posto u lokalnim populacijama divergentna prirodna selekcija moze da
dovede do evolucije osobina koje doprinose adaptivnoj vrednosti u domacem
stanistu, tj. pod lokalnim sredinskim uslovima, ocekuje se da ¢e domaci
genotipovi u lokalnim populacijama imati ve¢u adaptivnu vrednost u odnosu
na genotipove poreklom sa drugih stanista. Ovaj fenomen poznat je kao lokalna
adaptacija (Williams, 1966, Kawecki i Ebert, 2004). Medutim, iako ekoloski uslovi
stanista mogu da budu razli¢iti u razli¢itim populacijama, homogenizujuci
evolucioni faktori kao $to su protok gena, geneticki drift i mutacije ogranicice
delovanje divergentne selekcije (Lenormand, 2002; Goldberg i Lande, 2007).
Drugi ogranicavajudi faktor evolucione diverzifikacije populacija su geneticka
varijansa unutar osobina i geneti¢cka kovarijansa izmedu osobina. Sve dok
postoji geneticka varijansa unutar razli¢itih osobina, niska geneticka
korelisanost izmedu osobina i ograni¢en protok gena, ocekuje se da ce
populacije evoluirati u pravcu optimalnog fenotipa za specifi¢ne uslove zivotne
sredine.

Da bi utvrdili da li su lokalne populacije I. pumila adaptirane na svetlosni
rezim koji je vladao u njihovim stanistima koristili smo dva eksperimentalana
pristupa: ,,domaci vs. strani”(eng. ,local vs. foreigne”) i ,kod kuce vs. van kuce”
(eng. ,at home vs. away”). U prvom eksperimentalnom pristupu (,,domaci vs.
strani”) predvida se da ¢e na svakom stanistu genotipovi iz lokalne populacije
ispoljiti vecu adaptivnu vrednost, u odnosu na genotipove iz strane populacije.
Nasuprot tome, u drugom eksperimentalnom pristupu, tj. ,kod kuce vs. van
kuce” naglasak je na razlikama u adaptivnim vrednostima istog genotipa na
»~svom” u odnosu na ,tude” staniSte, pretpostavljaju¢i da je doslo do lokalne
adaptacije ukoliko je adaptivna vrednost genotipova vec¢a na domacem stanistu
(kod kuce) nego na drugim staniStima (van kuce).

Fenotipska ekspresija morfolosko-anatomskih i fiziolosko-biohemijskih

osobine lista I. pumila, kod klonova poreklom iz dve prirodne populacije, Dina i
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Suma, znacajno se menjala pod uticajem svetlosnih uslova stanista. Aktivnost i
koli¢ina antioksidanata u listu biljaka iz populacije Dina bila je veca na
otvorenom stanistu, tj. kod kuée u odnosu na zasenceno staniste, odnosno van
kuée, osim u slucaju antioksidativnog enzima katalaze, koja je ispoljavala
suprotan pravac promene. Prosecne vrednosti suve materije u listu i
sukulentnosti lista takode su bile vece na otvorenom stanistu, odnosno ,kod
kuce” nego u zasencenom stanistu, dok su specifiéna povrsina lista, sadrzaj
vode u listu i koli¢ina fotosintetickih pigmenata imali vece vrednosti na
zasencenom stanistu, tj. ,van kucée” u odnosu na otvoreno staniste. Kod
klonova iz populacije Suma, prose¢na aktivnost antioksidativnih enzima APX,
GR i POD, koli¢ine antocijana i fenola, kao i prose¢ne vrednosti koli¢ine suve
materije u listu (LDMC) i sukulentnosti lista (SU) bile su vec¢e na otvorenom
stanistu (van kuce) u odnosu na zasenc¢eno staniste (kod kuce). Nasuprot ovih
osobina, specifi¢na povrsina lista (SLA), sadrzaj vode u listu (LWC), aktivnost
CAT i koli¢ina fotosintetickih pigmenata imali su veée srednje vrednosti na
domadem - zasencenom stanistu, nego na stranom - otvorenom stanistu.
Dobijeni rezultati ukazuju da se uofena promena u fenotipskoj ekspresiji
analiziranih osobina moze definisati kao adaptivna fenotipska plasti¢nost.
Testiranje adaptivnosti ispitivanih morfolosko-anatomskih (SLA, LDMC,
LWC i SU) i fiziolosko-biohemijskih (antioksidanti i fotosinteticki pigmenti)
osobina lista I. pumila koriS¢enjem eksperimentalnog pristupa u kome se porede
»domaci vs. strani” genotipovi u suprotnim svetlosnim sredinama pokazalo je da
se srednje vrednosti vedine ovih osobina nisu statisticki znacajno razlikovale
izmedu genotipova iz populacija Dina i Suma, ni na otvorenom ni na
zasencenom stanistu. Odsustvo statisticki znacajnih razlika izmedu klonova
poreklom iz populacija Dina i Suma u prose¢nim vrednostima
morfolosko-fizioloskih karakteristika na istom stanistu ukazuje da se ove
populacije nisu geneticki diferencirale pod delovanjem prirodne selekcije koja je
delovala u njihovim svetlosnim stanistima. Rezultati eksperimentalnog pristupa

,domaci vs. strani” takode su potvrdili da variranje testiranih osobina,
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indukovano razli¢itim intenzitetima ambijentalne svetlosti, predstavlja
adaptivnu fenotipsku plasti¢nost, koja povecava performansu genotipa I. pumila
pod datim sredinskim uslovima.

Indikatori oksidativnog stresa, po pravilu su dostizali statisticki znacajno
vece srednje vrednosti kod klonova iz dinske populacije u poredenju sa
Sumskim u oba stanista. Aktivnost askorbat peroksidaze je bila veca kod
Sumskih klonova, i statisticki znacajno razli¢ita od dinskih na otvorenom
stanistu, dok je to bio slucaj za superoksid dismutazu, glutation reduktazu i
koli¢inu antocijana u zasencenom stanistu. Iako nisu uocene razlike u broju
izoformi SOD i APX, dobijeni rezultati su u saglasnosti, pre svega sa signalnom
ulogom koju ovi antioksidativni enzimi imaju pod fizioloslim uslovima Zivotne
sredine. Dakle, na osnovu rezultata dobijenih koris¢enjem oba ekperimentalna
dizajna za testiranje lokalne adaptivnosti osobina lista I. pumila moglo bi se
zaklju¢iti da su populacije Dina i Suma geneti¢ki diferencirane jedino za
pokazatelje sredinskog stresa, dok bi obrazac promena ostalih fizioloskih
osobina ukazivao na adaptivnu fenotipsku plasti¢nost uslovljenu specifi¢nim
uslovima stanista.

Prema Kawecki-Ebert-ovoj hipotezi, za utvrdivanje lokalnih adaptacija
kriterijum ,, domaci vs. strani” je validniji od kriterijuma , kod kuce vs. van kuce” jer
direktno ukazuje na divergentnu selekciju kao mehanizam adaptivne geneticke
diferencijacije populacija, dok na rezultate pristupa ,kod kuce vs. van kuce” uti¢u
ne samo razlike u intenzitetu delovanja lokalne selekcije, veci i razlike u
kvalitetu stanista koje naseljavaju analizirane populacije. Dobijeni rezultati su u
saglasnosti sa pretpostavkom da ¢e genotipovi koji u razli¢itim sredinama
mogu da formiraju optimalne fenotipove biti selektivno favorizovani u odnosu
na lokalno adaptirane genotipove koji samo u domacoj sredini imaju visoku
adaptivnu  vrednost (Via i Lande, 1995, Van Tienderen, 1991;
Kawecki i Ebert, 2004).

133



5.3 Svetlost i fenotip
5.3.1 Fenotipsko variranje osobina lista u odnosu na sezonsku i
prostornu fluktuaciju intenziteta svetlosti: adaptivna ili
pasivna plasticnost izazvana stresom?

Evoluciona uloga fenotipske plasticnosti je tokom istorije cesto bila
predmet naucne debate: da li plasti¢nost stiti genotipove od prirodne selekcije
ili stvara nove mogucnosti za njeno delovanje (Ghalambor i sar, 2007)? Prema
jednom stanovistu, fenotipska plasti¢nost je kvantitativha osobina odredenog
organizma koja je kodirana delom genoma, i kao takva moze da evoluira pod
delovanjem prirodne selekcije (Scheiner, 1993; de Jong, 2005). Prema drugom
stanovistu, fenotipska plasti¢cnost se smatra razvojnim mehanizmom koji
olaksava evoluciju (West-Eberhard, 2003). To je inherentno svojstvo fenotipa
tokom razvoja i za evolutivne procese podjednako je vazna kao i selekcija. Posto
fenotipska plasti¢nost obuhvata raznovrsne adaptivne i neadaptivne odgovore
organizama na sredinska variranja, ne postoji jedinstven konceptualni okvir
koji predvida sve moguce uloge fenotipske plasti¢nosti na evoluciju organizma
(de Jong, 2005; Ghalambor i sar, 2007).

Fenotipska plasticnost je jedan od mehanizama kojim se sesilni
organizmi usaglaSavaju sa promenljivim uslovima Zivotne sredine
(de Jong, 2005; Valladares, 2007). Sposobnost promene fenotipa omogucuje
razli¢itim genotipovima da razviju isti, funkcionalno-odgovaraju¢i fenotip
(genotipska konvergencija) u odnosu na date ekoloske uslove, ili da isti genotip
formira razlic¢ite fenotipove u razli¢itim ekoloskim sredinama (Sultan i Bazzaz,
1993; Tuci¢ i sar, 1998; Ackerly i sar, 2000). Ako u odredenoj ekoloskoj sredini
fenotipska vrednost neke osobine ima ve¢u adaptivnu vrednost u odnosu na
druge fenotipove, takva plasticnost se smatra adaptivhom (Sultan, 1995).
Fenotipsko variranje koje isti genotip moZe da ispolji u razli¢itim ekoloskim
sredinama moze biti posledica aktivne (anticipatorne) plasti¢nosti, koja se javlja

kao odgovor na ocekivane (npr. sezonske) promene u Zivotnoj sredini ili
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pasivne plasti¢nosti koja je posledica razvojnih ograni¢enja izazvanih niskom
zastupljenoscu resursa (Sultan, 2000; Pigliucci, 2001).

Posto je u prirodi svetlost jedan od prostorno i vremenski
najvarijabilnijih abiotickih faktora Zzivotne sredine i, istovremeno, jedan od
najvaznijih sredinskih resursa, opravdano je ocekivati da ¢e fenotipska
plasti¢nost izazvana fluktuacijama svetlosti obuhvati sve aspekte biljnog
fenotipa, od morfologije i anatomije, do fiziologije i biohemije (Sultan i
Bazzaz, 1993; Valladares i Pearcy, 1998; Valladares i sar, 2005; Evans i
Poorter, 2001; Avramov i sar, 2007). Medutim, od svih functionalnih modula
koji ¢ine biljni organizam, najizraZzenija je plasticnost osobina lista -
fotosintetickog organa biljke (Sultan i Bazzaz, 1993; Nicotra i sar, 1997; Tuci¢ i
sar, 1998; Oguchi i sar, 2003). Ukoliko je indukovana razli¢itim sredinskim
uslovima, plasti¢nost lista moze da bude posledica odgovora na fino
granulisanu sredinu, odnosno male promene Zivotne sredine, kao $to je npr.
sezonsko variranje abiotic¢kih ¢inilaca (Winn, 1999).

U ovoj studiji ispitivana je fenotipska plasti¢nost morfolosko-fizioloskih i
biohemijskih osobina lista I. pumila izazvana sezonskim promenama svetlosnih
uslova u istom staniStu (vremenska heterogenost) i/ili razli¢itim svetlosnim
uslovima koji su preovladavali na otvorenom prostoru i u vegetacionoj senci
(prostorna heterogenost). Kao $to se i ocekivalo, najvece vrednosti indeksa
plasti¢nosti, PI, kako za vremensku tako i za prostornu plasti¢nost, utvrdene su
za fiziolosko-biohemijske osobine, kao Sto su enzimski i neenzimski
antioksidanti i fotostinteticki pigmenati, u poredenju sa ostalim osobinama
lista. Indeksi plasti¢nosti za morfolosko-anatomske osobine i fizioloske osobine
vezane za sadrzaj vode u listu imali su nizu vrednost u obe populacije u odnosu
na plasti¢nost antioksidanata i fotosintetickih pigmenata. Poredenjem vrednosti
indeksa plasti¢nosti izmedu proleca i leta (PIp.L) i leta i jeseni (PI.j) utvrdeno je
da se veli¢ina plasti¢nosti analiziranih osobina menjala kako izmedu
posmatranih sezona, tako i izmedu populacija. Prose¢na sezonske plasti¢nost

dinskih i Sumskih genotipova razlikovala se za morfolosko-anatomske osobine i
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fizioloske osobine vezane za sadrzaj vode u listu, dok variranje veli¢ine
plasti¢nosti za aktivnost i koli¢inu antioksidanata nije uocena. Ovi rezultati su u
saglasnosti sa istrazivanjima koja su pokazala da je za toleranciju ekoloskih
uslova senke vaznija plasticnost na morfoloskom nivou, dok je fizioloska
plasti¢nost klju¢na za prezivljavanje na otvorenim stanistima (Valladares, 2003).
Fenotipska plasti¢nost neke osobina moZe da se graficki prikaze kao
norma reakcije. Dok se fenotipska plasti¢nost definise kao sposobnost odredenog
genotipa da promeni fenotip pri promeni uslova zivotne sredine - iako promena
fenotipa moze i da izostane, norma reakcije je opseg fenotipova koji moze da
ostvari odredeni genotip u varijabilnoj Zzivotnoj sredini (Pigliucci, 2001).
Plasti¢nost odredene fenotipske osobine u nekoj ekoloskoj sredini definisace se
kao adaptivna plasti¢nost ukoliko su pravac i smer promene date osobine
istovetni sa prvcem i smerom fenotipske selekcije koja deluje na tu osobinu pod
datim ekoloskim okolnostima tokom iste generacije. Razlika u nagibima normi
reakcija izmedu populacija za neku osobinu interpretira se kao geneticka
varijabilnost u njihovoj plasti¢nosti, koja omogucéava populacijama da
evoluiraju ka optimalnom fenotipu u svakoj ekoloskoj sredini (Dudley, 2004).
Veoma je teSko utvrditi da li je neka osobina adaptivna ili je njena
plasti¢nost pasivha promena izazvana stresnim uslovima, ograni¢enim
pristupom resursima ili korelisano$¢u sa osobinom na koju posmatrani faktor
sredine ima uticaj. Istrazivanja sezonske plasti¢nosti veli¢ine, debljine lista i
gustine stoma kod vrste Dicerandra linearifolia nisu utvrdila njen adaptivan
karakter (Winn, 1999). Prisustvo neadaptivnog sezonskog variranja osobina
lista moguce je usled slabog efekta na adaptivhu vrednost ili nepostojanja
selekcije na individue kod kojih ove osobine variraju (Winn, 1999). U slucaju I.
pumila, iako postoje naznake da je sezonska plasti¢nost strukturnih i fizioloskih
osobina (ukljucujudi i fotosinteticke pigmente) adaptivna, za konacan zakljuc¢ak
o uticaju na adaptivnu vrednost neophodna su dalja istraZivanja. Postojanje
sezonske dinamike fenotipske plasti¢nosti potvrduje da, iako je plasti¢nost

svojstvo genotipa, ekspresija osobina se odvija na nivou poluautonomnih
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modula i moZe se razlikovati izmedu modula iste biljke (Preston i Ackerly,
2004; De Kroon i sar, 2005).

Fenotipska plasticnost genotipova I. pumila na svetlosne uslove stanista
izmerena je i tokom letnjeg perioda, pomocu recipro¢no-transplantacionog
eksperimenta. Plastinost genotipova iz populacija Dina i Suma, koja je
izazvana svetloséu, pokazala je slican obrazac kao i plasti¢nost izazvana
sezonskom dinamikom. Vrednosti PI, kod genotipova obe populacije, bile su
najvece za antioksidante i fotosinteticke pigmente, dok su najnize vrednosti
izmerene za morfoloske i fizioloSke osobine. Statisticki znacajna medu-
populaciona razlika u plasti¢nosti utvrdena je samo za koli¢inu fenola i koli¢inu
suve materije lista (LDMC). Recipro¢no-transplantacionim eksperimentom
utvrdeno je odsustvo geneticke diferencijacije za sve funkcionalne osobine lista
izmedu I. pumila iz populacija Dina i Suma. Ovaj rezultat se moZe objasniti
pojavom da adaptivna fenotipska plasti¢nost strukturnih i fiziloskih osobina
lista omogucava efikasno prilagodavanje 1. pumila uslovima alternativnih
svetlosnih stani$ta, onemogucavajuc¢i delovanje direkcione selekcije koja bi
dovela do lokalnih adaptacija ove dve populacije (Ghalambor i sar, 2007).

Do najdrasti¢nije promene izmedu sezonske plasti¢nosti i one koja je
uzrokovana stanisStem, kod I. pumila, doslo je na nivou morfolosko-anatomskih
osobina lista, narocito za specificnu povrsinu lista. Vrednosti indeksa
plasti¢nosti za SLA, listova obe populacije, bili su tri puta veéi u recipro¢no-
transplantacionom eksperimentu, nego $to su se menjali tokom sezona. To
ukazuje na adaptivan karakter ove funkcionalne osobine lista na prilagodavanje
I. pumila svetlosnim uslovima sredina, $to je u saglasnosti sa rezultatima
eksperimenta Avramov i sar (2007). Brojni primeri iz literature potvrduju da
adaptivni karakter neke osobine podjednako zavisi od posmatrane vrste kao i
od uslova stanista. Veli¢ina lista je bila adaptivan karakteristika biljke Cakile
edentula na staniStima sa razli¢itim intenzitetima svetlosti (Dudley, 1996), ali ne i
biljke Impatiens capensis, kos koje je bila samo funkcionalna osobina povezana sa

veli¢inom biljke, posmatrano na stanistima sa razli¢itom gustinom biljaka
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(Dudley i Schmitt, 1996). Biljka Convonvulus chilensis, u odnosu na stanista sa
razli¢itom koli¢inom vode, adaptivnu plasti¢nost ispoljila je samo za gustinu
trihoma lista, ali ne i za veli¢inu lista, SLA i oblik lista (Gianoli i
Gonzales-Teuber, 2005). U slucaju Geranium carolinianum, plasti¢nost
morfoloskih osobina lista koje omogucavaju sakupljanje svetlosti pokazala je
adaptivan karakter, u odnosu na otvoreno i Sumsko staniste, dok je za
plasti¢nost duZinu internodija utvrdeno postojanje cene plasticnosti (Bell i
Galloway, 2008).

I pasivna i adaptivna fenotipska plasticnost od velikog su ekoloskog
znacaja zbog uticaja koji imaju na uspeh i distribuciju organizama u Zzivotnoj
sredini. Medutim, samo adaptivna plastitnost omogucava individualnim
genotipovima da uspedno rastu i razmnozavaju se u razli¢itim sredinama bez
potrebe za lokalnim adaptacijama (Sultan, 2003). Osim u slucaju obligatnih
biljaka sunca ili senke, poznato je da fenotipska plasticnost moze biljkama da
omogudi znatno $iri opseg stanista duz svetlosnog gradijenta (Sultan i sar, 1998;
Valladares, 2003). I. pumila je biljka stepskih, otvorenih stanista. Na osnovu
prikazanih rezultata mozemo zakljuciti da je fenotipska plasti¢nost, koja ovoj
biljci obezbeduje uspesno prilagodavanje sezonskim promenam uslova stanista,
omogucdila i naseljavanje stanista sa izmenjenim svetlosnim uslovima, kao $to je

Sumska senka nastala antropogenim dejstvom.
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5.3.2 Integrisani fenotip - odgovor na sredinski stres

Teorijski ocekuje se da ¢e optimalna reakcija biljke na heterogene uslove
stanista biti formiranje fenotipa koji je funkcionalno najpodesniji za specifiénu
kombinaciju sredinskih faktora u svakom stanistu. Stoga je za uspe$no
funkcionisanje slozenog fenotipa, koga c¢ini veliki broj razli¢itih osobina,
neophodno da su sve osobine ¢vrsto medusobno povezane (geneticki,
ontogenetski, funkcionalno) (Schlichting, 1989b; Pigliucci i Preston, 2004;
Murren, 2012).

Biljke su modularni biololoski sistemi, i odgovori pojedina¢nih modula
(list, cvet, koren) na sredinske uslove, iako mogu da budu razli¢iti, nisu u
potpunosti nezavisni (Armbruster i sar, 2004; Klingenberg, 2008; Murren, 2012).
Pojedina¢ne fenotipske osobine, koje ¢ine funkcionalnu jedinicu biljke, u
jednom staniStu mogu ispoljiti visok stepen integracije, dok pod drugim
sredinskim uslovima mogu biti slabo korelisane (Schlichting, 1989b).
Fenotipska integracija je vazan bioloski fenomen koji proistice iz genetickih,
razvojnih i funkcionalnih odnosa izmedu funkcionalnih osobina organizma.
Posto na stepen fenotipske integracije uti¢u uslovi Zivotne sredine, kao i u
slucaju fenotipske plasti¢nosti, njihovo poznavanje je neophodno da bi se
razumela evolucija slozenog fenotipa (Pigliucci i Kolodynska, 2002; Murren i
sar, 2002). Fenotipska integracija se izrazava kao obrazac korelacija ili
kovarijacija osobina odredenog organizma.

U ovoj studiji, veli¢ina, kao i znak korelacija izmedu analiziranih
fenotipskih osobina lista I. pumila poreklom iz dve prirodne populacije, jedne sa
otvorenog stanista a druge iz senke, ispoljavali su razli¢ite sezonske i
populacione obrazace. Poznato je da razlike u veli¢ini korelacija mogu da budu
posledica razli¢itog intenziteta selekcije na posmatrane osobine, dok razlike u
njihovom znaku odrazavaju promenu u smeru selekcije na ove osobine
(Schlichting, 1989b). Pozitivne korelacije izmedu para osobina ukazuju na
preklapanje genetickih osnova ovih osobina, dok negativan znak ukazuje na

uzajamno geneticko ograni¢avanje (eng. trade-off) izmedu para posmatranih
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osobina (Falconer i Mackay, 1996, Murren, 2002). Visoke vrednosti koeficijenata
korelacije, kako pozitivnih, tako i negativnih, predstavljaju geneticko
ogranicenje za nezavisnu evoluciju posmatranih osobina (Falconer i Mackay,
1996; Nicotra i sar, 1997; Murren, 2002). Nasuprot tome, odsustvo korelacija
izmedu osobina omogucava nezavisan odgovor osobina na fluktuacije
sredinskih faktora, kao i njihovu nezavisnu evoluciju. Na osnovu svega
navedenog, moze se zakljuc¢iti da obrazac korelacija, kao i njihova veli¢ina i
znak, imaju znacajnu ulogu u evoluciji pojedina¢nih osobina biljke, kao i njenih
modula.

Posto plasti¢nost individualne osobine moze da se ispolji ili kao direktan
odgovor na sredinske uslove ili indirektno, usled korelisanosti neke osobine sa
osobinom na koju sredinski uslovi deluju, vazno je utvrditi u kojoj meri su
odabrane funkcionalno povezane osobine lista I. pumila uzajamno korelisane, i
da li se stepen integrisanosti menja u uslovima sresa. U naSem istrazivanju
utvrdili smo da je tokom cele vegetacione sezone broj korelacija izmedu
fenotipskih osobina lista bio ve¢i kod I. pumila sa otvorenog stanista nego kod
biljaka koje su rasle u sumskoj senci. Isto tako, utvrdeno je postojanje sezonske
dinamike obrazaca korelacija, odnosno plasticnosti integracije, pri ¢emu je
najvec¢i broj korelacija bio uofen u najnepovoljnijem, letnjem periodu, kod
biljaka obe populacije I. pumila. Veci broj korelacija ukazuje na vecu fenotipsku
integraciju funkcionalno povezanih osobina ili modula. Analizom asocijacije
izmedu svih ispitivanih osobina lista, uo¢eno je da su broj i jacina korelacija bili
najveci u grupi osobina koje ¢ine antioksidanti, kao i u grupi osobina vezanih za
fotosinteticke pigmente, $to navodi na zakljuc¢ak da bi se ove dve grupe osobina
mogle tretirati kao posebni moduli unutar lista. IstraZivanja plasti¢nosti i
plasti¢nosti integracije na vrstama roda Amficarpaea (Callahan i Waller, 2000) i
Brassica (Murren i sar, 2002) pokazala su da se obrasci plasti¢nosti osobina i
plasti¢nosti integracije ne mogu predvideti niti na osnovu sli¢nosti stanista ni
na osnovu geneticke sli¢nosti. Rezultati ovih autora sugeriSu da evolucija

fenotipske integracije moze da zavisi i od zajednickih ekoloskih uslova i/ili
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evolucione istorije, ali da njihov efekat mozZe biti potpuno razli¢it kod razlic¢itih
taksona.

Analiza stepena integracije u okviru funkcionalnih grupa osobina lista
koris¢enjem relativne varijanse sopstvene vrednosti, rVE, pokazala je slabo
izrazenu fenotipsku integraciju. Visoka integrisanost uocena je samo za grupu
fotosintetickih pigmenata u listu klonova iz obe populacije, tokom cele
vegetacione sezone. Poredenjem korelacionih matrica fotosintetickih pigmenata
utvrdena je statisticki signifikantna nepodudarnost izmedu biljaka iz populacije
Dina i biljaka iz populacije Suma. Visok nivo integrisanosti ove grupe osobina
vaznih za proces fotosinteze ukazuje da I. pumila na promene svetlosnih uslova
sredine odgovara istovremeno i plasti¢no i veoma uskladeno.

Poredenjem broja korelacija fenotipskih osobina lista I. pumila u
recipro¢no-transplantacionom eksperimentu pokazalo se da biljke iz populacije
Dina i na otvorenom i na zasenc¢enom stanistu imaju veci broj korelacija nego
biljke Sumske populacije. Testiranje integrisanosti plasti¢nosti lista (modula)
pokazalo je da su se listovi I. pumila iz obe populacije odlikovali sli¢nim nivoom
integracije (13 signifikantnih korelacija u populaciji Dina i 14 u populaciji
Suma), §to je i potvrdeno koriéenjem Mantel-ovog testa, koji je pokazao visok
stepen podudarnosti obrazaca korelacionih matrica plastiénosti osobina
(r=0.571, P = 0.0001). Stoga moZemo zakljuciti da je nivo integracije plasti¢nosti
osobina lista bio slican kod biljaka iz obe populacije. Iako se smatra da
fenotipska integracija moze predstavljati ograni¢enje fenotipske plasti¢nosti
(Valladares i sar, 2007; Gianol i Palacio-Lopez, 2009), potpuno odsustvo
korelisanosti izmedu indeksa plasti¢nosti i indeksa integracije kod biljaka
I. pumila nije potvrdilo ovu pretpostavku.

Dosadasnji literaturni podaci su veoma razli¢iti kada je u pitanju
ekspresija fenotipskih (prose¢ne vrednosti) osobina, njihova plasti¢nosti, i
medusobna korelisanost u razli¢itim ekoloskim sredinama. Kod nekih biljnih
vrsta je uoceno da se pod uticajem stanista menjala prose¢na vrednosti osobina i

njihova kovarijansa (Schlichting, 1989b; Callahan i Waller 2000; Pigliucci, 2002;
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Tonsor i Scheiner 2007; Brock i Weinig 2007), dok se kod drugih vrsta menjala
veli¢ina prose¢ne vrednosti osobine, ali je struktura kovarijanse ostajala
konstantna (Pigliucci i Kolodynska 2002; Kolodynska i Pigliucci 2003; Mallit i
sar, 2010). Veza izmedu fenotipske integracije i intenziteta sredinskog stresa
uocena je u vise studija (Schlichting, 1989b; Waitt i Levin, 1993; Kawano i Hara,
1995; Gianoli, 2004). Sa porastom intenziteta stresa dolazi do povecanja
integrisanosti funkcionalno povezanih osobina ili modula. Medutim, iako
postoje primeri da integacija doprinosi povecanju adaptivne vrednosti biljke,
njen ekoloski znacaj do sada je potvrden samo za morfoloske osobine cveta,
odnosno reproduktivni modul biljaka (Schlichting i Pigliucci, 1998; Pigliucci,
2002).
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6 ZAKLJUCCI

Prac¢enjem sezonskog variranja morfolosko-anatomskih, fizioloskih i
biohemijskih osobina lista u populacijama I. pumila iz razli¢itih svetlosnih
stanista, kao i fenotipske ekspresije ovih grupa osobina kod nativnih i stranih
genotipova na otvorenom i zasencenom stanistu, odnosno kod istih genotipova
u domacem i stranom stanistu dosli smo do sledec¢ih zaklju¢aka:

e sezonske promene abiotickih uslova stani$ta uticale su na aktivnost
antioksidativnih enzima SOD, APX, CAT, GR i POD, kao i na koli¢inu
neenzimskih antioksidanata fenolnih jedinjenja i antocijana u obe prirodne
populacije, Dini i Sumi;

e tokom cele vegetacione sezone (prolece, leto i jesen), nije doslo do
promene u broju izoformi SOD, APX i CAT u ekstraktima lista iz populacija
Dina i Suma, veé samo u njihovoj aktivnosti;

¢ u letnjem periodu, obrazac izoformi CAT se razlikovao izmedu
populacija sa otvorenog u odnosu na zasenceno staniste; nasuprot tome, kod
nativnih i transplantiranih genotipova na otvorenom stanistu identifikovana je
jedna izoforma smanjene aktivnosti, otporna na fotoinhibiciju, dok su kod
biljaka sa zasen¢enog stanista detektovane dve izoforme znatno vece aktivnosti,
jedna vece, a druga manje molekulske mase od one sa otvorenog stanista;

¢ svetlosni uslovi staniSta uticali su na aktivnost antioksidativnih enzima
APX, CAT i GR, kao i na koli¢inu neenzimskih antioksidanata, fenolnih
jedinjenja i antocijana, u listu 1. pumila; uticaj stanista nije utvrden na aktivnost
enzima SOD i POD;

¢ varijaranje morfolosko-anatomskih i fizioloskih osobina (SLA, SD,
LDMC, RWC, SU, LWC, koli¢ina fotosintetickih pigmenata) zavisilo je od
sezonskih promena abioti¢kih uslova staniSta u obe prirodne populacije;

¢ svetlosni uslovi stanista su statisticki znac¢ajno uticali na variranje veéine

morfolisko-anatomskih i fizioloskih osobina lista (SLA, LDMC, SU, LWC), kako
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kod biljaka iz populacija Dina, tako i kod onih iz populacije Suma, sa izuzetkom
SD, RWC i koli¢ine fotosintetickih pigmenata;

e antioksidativni enzimi su ispoljili najve¢u plasti¢cnost u odnosu na
sezonske promene uslova stanista kod biljaka iz obe populacije; osim u slucaju
POD, prose¢ni indeksi plasti¢nosti nisu se razlikovali izmedu populacija Dina i
Suma;

¢ odgovor morfolosko-anatomskih i fizioloskih osobina lista na sezonske
promene abiotic¢kih uslova stanista bio je manje plasti¢an, u odnosu na odgovor
antioksidanata, ali su se prose¢ne vrednosti plasti¢nosti ovih osobina statisticki
znacajno razlikovale izmedu populacija Dina i Suma;

¢ tokom cele vegetacione sezone (proleca, leta i jeseni) biljke koje su rasle
na otvorenom stanistu ispoljile su vedi stepen fenotipske integracije izmedu
funkcionalno povezanih osobina lista u poredenju sa biljkama koje su rasle u
Sumskoj senci;

¢ veli¢ina indeksa fenotipske integracije funkcionalno povezanih osobina
lista nije ispoljavala sezonsku dinamiku ni u jednoj od analiziranih populacija;
najvece vrednosti indeksa integracije procenjene su izmedu koli¢ina
fotosintetickih pigmenata kod biljaka iz obe populacije; integrisanost u okviru
morfolosko-anatomskih, fizioloskih i biohemijskih grupa osobina lista I. pumila
bila je niska i nije zavisila od stanista biljke;

Testiranjem hipoteza o lokalnim adaptacijama I. pumila na svetlosne
uslove stani$ta koris¢enjem recipro¢no-transplantacionog eksperimenta u
prirodi utvrdeno je da:

® je kriterijum ,kod kuce vs. van kuce” ispunjen, odnosno, svetlosni uslovi
staniSta imali su zanacajan efekat na vecinu posmatranih biohemijskih,
fizioloskih i morfolosko-anatomskih osobina lista genotipova I. pumila iz
populacija Dina i Suma;

e kriterijum ,domaci vs. strani” nije ispunjen, jer evoluciona istorija
populacija nije imala znacajan efekat na vedinu posmatranih fenotipskih

osobina, izuzev indikatora oksidativnog stresa, koji su uvek imali vece
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vrednosti u listovima genotipova populacije Dina, nezavisno od svetlosnih
uslova stanista, kao i APX, SOD i GR, ¢ija je specifi¢na aktivnost bila veca;

e odsustvo geneticke diferencijacije izmedu populacije Dina i Suma u
odnosu na ispitivane osobine lista ukazuje da sli¢ne fenotipske vrednosti
ispoljene kod genotipova poreklom iz razli¢itih svetlosnih sredina predstavljaju
adaptivnu fenotipsku plasti¢nost, koja doprinosi boljoj performansi, a time i

prezivljavanju kod I. pumila izlozenih visokom intenzitetu abiotickog stresa.
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8 PRILOZI

PRILOG 1. Pearson-ovi koeficijenti korelacija i P vrednosti osobina lista I. pumila
tokom proleca (A), leta (B) i jeseni (C). U gornjoj polovini tabela su prikazane
vrednosti koeficijenata korelacija za osobine biljaka iz populacije Dina, a u
donjoj polovini su prikazane vrednosti koeficijenata korelacija za osobine
biljaka iz populacije Suma. Vrednosti statisti¢ki znacajnih koefcijenata korelacije
(P < 0.05) oznaceni su masnim slovima, dok su vrednosti koefcijenata korelacija
marginalne znacajnosti (0.05 < P < 0.10) oznacene kurzivom. Opis skracenica

naziva osobina je dat u Tabeli 3.2.1.
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A SOD | APX | CAT | GR | POD |[PHEN|ANTH|MDA | SLA | SD [LDMC|LWC| SU |RWC|Chla|Chlb| Cars
SOD 0.446 | 0.072 | 0429 [ 0.022 | 0.319 | 0.143 | 0.209 [-0.170 | 0.332 | 0.031 [-0.031[-0.258 [-0.259 | 0.164 [ 0.231 | 0.274
0.073 | 0.784 | 0.086 | 0.934 | 0.212 | 0.584 | 0420 | 0.514 | 0.193 | 0.905 | 0.905 | 0.318 | 0.316 | 0.529 | 0.373 | 0.288
APX 0.569 0.339 | 0.437 | 0.091 | 0.144 | 0.075 | 0.445 | -0.160 | 0.039 | -0.176 | 0.176 | 0.008 |-0.551 | 0.017 [-0.097 | 0.053
0.110 0.184 | 0.079 | 0.729 | 0.581 | 0.774 | 0.074 | 0.540 | 0.882 | 0.499 [ 0.499 | 0.977 | 0.022 | 0.948 | 0.711 | 0.841
CAT -0.616 | -0.037 0268 | 0.343 | 0.419 | 0.237 | 0515 | 0.376 | 0.241 | -0.048 | 0.048 |-0.220 | -0.015 | -0.200 | -0.175 | -0.158
0.077 | 0.925 0.298 | 0.177 | 0.094 | 0.360 | 0.034 | 0.137 | 0.352 | 0.855 [ 0.855 | 0.396 | 0.955 | 0.441 | 0.503 | 0.546
GR 0.280 |-0.178 | -0.581 -0.236 | -0.345 | 0.058 | -0.154 | -0.102 | -0.007 | -0.149 | 0.149 [-0.139 [-0.442 | -0.033 | -0.078 | -0.077
0466 | 0.647 | 0.101 0362 | 0.175 | 0.824 | 0554 | 0.698 | 0.978 | 0569 | 0.569 | 0.595 | 0.076 | 0.901 | 0.767 | 0.768
POD 0.677 | -0.467 | 0.585 | -0.400 0.493 | 0.615 | 0.530 | -0.325 | -0.013 | 0.099 |-0.099 [ 0.176 |-0.247 | 0.019 | 0.089 | 0.121
0.045 | 0.205 | 0.098 | 0.287 0.044 | 0.009 | 0.029 | 0.203 | 0.960 | 0.705 | 0.705 | 0.500 | 0.340 | 0.941 | 0.734 | 0.644
PHEN | 0399 | 0.162 | 0.726 | -0.376 | -0.024 -0.069 | 0.754 | -0.081 | 0.233 | 0.040 |[-0.040 | 0.092 [-0.255[-0.121 | 0.050 | 0.014
0.288 | 0.676 | 0.027 | 0.319 [ 0.951 0.793 | 0.001 | 0.757 | 0.367 | 0.878 | 0.878 | 0.724 | 0.323 | 0.643 | 0.849 | 0.957
ANTH | -0.381 | -0.006 | 0.403 | -0.439 | 0.436 | 0.325 0103 [-0179 | 0.220 | 0.218 [-0.218] 0.000 | 0.010 | 0.039 |-0.051 | 0.077
0312 | 0.988 | 0.283 | 0.238 | 0.240 | 0.393 0.694 | 0493 | 0.395 | 0.400 | 0.400 | 0.999 | 0.969 | 0.881 | 0.845 | 0.768
MDA | -0.720 | -0.014 | 0570 |-0.092 | 0.448 | 0.425 | 0.465 0.055 | -0.004 | -0.333 | 0.333 | 0.346 |-0.513 | 0.098 | 0.080 | 0.173
0.029 | 0973 | 0.109 | 0.814 | 0.227 | 0.255 | 0.207 0.834 | 0.987 | 0.191 |0.191 | 0.174 | 0.035 | 0.708 | 0.760 | 0.506
SLA 0393 | 0.001 | -0.333 | 0.214 | -0.455 | -0.049 | -0.206 | -0.280 0.125 | -0.508 | 0.508 |-0.034 | 0.085 | 0.005 | 0.062 |-0.089
0.295 | 0.999 | 0.381 | 0.581 | 0.219 | 0.900 | 0.595 | 0.465 0.633 | 0.037 [ 0.037 | 0.898 | 0.744 | 0.985 | 0.813 | 0.734
SD 0.020 | 0.256 | 0.204 | 0.104 | -0.270 | 0.596 | 0.207 | 0.044 |-0.375 -0.035 | 0.035 | 0.076 |-0.173 | -0.237 [ -0.129 | -0.196
0.960 | 0.506 | 0.599 | 0.790 | 0.483 | 0.090 | 0.593 | 0.910 | 0.320 0.895 | 0.895 | 0.772 | 0.508 | 0.359 | 0.621 | 0.451
LDMC | 0131 | 0.275 | -0.150 | -0.060 | -0.230 | -0.210 | -0.656 | -0.182 | -0.389 | -0.113 -1.000 [ -0.439 | 0.488 [ -0.252 [-0.251 [ -0.163
0.737 | 0.474 | 0.700 | 0.878 | 0.552 | 0.588 | 0.055 | 0.639 | 0.301 | 0.772 0.0001 | 0.078 | 0.047 | 0.330 | 0.331 | 0.532
LWC | -0.131 [-0.275 | 0.150 | 0.060 | 0.230 | 0.210 | 0.656 | 0.182 | 0.389 | 0.113 | -1.000 0.439 [ -0.488 | 0.252 | 0.251 | 0.163
0.737 | 0.474 | 0.700 | 0.878 | 0.552 | 0.588 | 0.055 | 0.639 | 0.301 | 0.772 | 0.0001 0.078 | 0.047 | 0.330 | 0.331 | 0.532
SU -0.180 | -0.081 | -0.050 | -0.191 | 0.346 | -0.041 | 0.744 | 0.113 |-0.320 | 0.293 | -0.512 | 0.512 -0.306 | 0.548 | 0.462 | 0515
0.642 | 0.836 | 0.899 | 0.623 | 0.362 | 0.917 | 0.022 | 0.772 | 0.401 | 0.445 | 0.159 [ 0.159 0.233 | 0.023 | 0.062 | 0.034
RWC 0526 | 0.180 | -0.706 | 0.024 | -0.468 | -0.605 | -0.597 | -0.621 | 0.280 | -0.499 | 0.594 |-0.594 |-0.295 0.073 | 0.064 | 0.050
0.146 | 0.643 | 0.034 | 0.952 | 0.204 | 0.085 | 0.089 | 0.074 | 0.465 | 0.171 | 0.092 | 0.092 | 0.441 0.782 | 0.809 | 0.849
Chl a 0.042 | 0462 | 0.009 | -0.207 | 0.311 |-0.200 | 0.411 | 0.245 [-0.608 | 0.175 | 0.082 |[-0.082| 0.627 [-0.091 0.924 | 0.980
0915 | 0.210 | 0.982 | 0594 | 0.416 | 0.606 | 0.271 | 0.525 | 0.082 | 0.652 | 0.833 | 0.833 | 0.071 | 0.815 0.0001 | 0.0001
Chlb | 0083 | 0407 [-0.09 |-0.133 | 0.296 | -0.295 | 0.484 | 0.228 | -0.492 | 0.098 | -0.058 | 0.058 | 0.698 | -0.083 | 0.977 0.924
0.831 | 0.277 | 0.805 | 0.733 | 0.440 | 0.442 | 0.187 | 0.555 | 0.178 | 0.801 | 0.882 | 0.882 | 0.037 | 0.833 | 0.0001 0.0001
Cars 0125 | 0517 | -0.077 | -0.127 | 0.190 | -0.229 | 0.310 | 0.180 | -0.626 | 0.229 | 0.183 |-0.183 | 0.566 |-0.019 | 0.988 | 0.956
0.748 | 0.154 | 0.844 | 0.745 | 0.625 | 0.554 | 0.416 | 0.643 | 0.072 | 0553 | 0.637 | 0.637 | 0.112 | 0.962 |0.0001 | 0.0001
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B |SOD | APX | CAT | GR | POD [PHEN|ANTH|MDA | SLA | SD |[LDMC|LWC | SU |[RWC |Chla|Chlb| Cars
SOD 0.157 | 0.208 | 0.449 [ 0.056 |-0.114 | 0319 |-0.332] 0.150 | 0.155 | 0.212 [-0.212 | -0.309 [ -0.320 | 0.119 | 0.052 | -0.061
0547 | 0.423 | 0.070 | 0.832 | 0.664 | 0.212 | 0.192 | 0.566 | 0.551 | 0.414 | 0.414 | 0.228 | 0.211 | 0.650 | 0.842 | 0.815
APX 0.137 0.346 | 0554 | 0.391 |-0.337 | 0.360 | -0.252 | 0.568 | 0.220 | 0.100 | -0.100 | -0.534 | -0.039 | -0.227 | -0.260 | -0.243
0.627 0.173 | 0.021 | 0.121 | 0.186 | 0.156 | 0.329 | 0.017 | 0.396 | 0.703 | 0.703 | 0.027 | 0.881 | 0.381 | 0.314 | 0.347
CAT 0.219 | 0.609 0.389 | 0.497 | 0.200 | 0.412 |-0.002 | -0.132 | 0.320 | 0.447 [-0.447|-0292 | 0.148 | 0.309 | 0.241 | 0.308
0433 | 0.016 0.123 | 0.042 | 0.442 | 0.101 | 0993 | 0.614 | 0.211 | 0.072 | 0.072 | 0.256 | 0.571 | 0.228 | 0.351 | 0.229
GR 0.083 | 0571 | 0.761 0.244 [-0.259 | 0570 [-0.292 | 0.620 | 0.418 | 0.079 [-0.079 | -0.524 | -0.349 | -0.311 | -0.349 | -0.376
0.769 | 0.026 | 0.001 0.346 | 0.316 | 0.017 | 0.255 | 0.008 | 0.095 | 0.762 | 0.762 | 0.031 | 0.170 | 0.225 | 0.169 | 0.137
POD | 0.142 | 0.745 | 0.707 | 0.862 0.240 | 0.283 | 0.129 | -0.048 | 0.436 | 0.107 | -0.107 | -0.017 | 0.395 | 0.279 | 0.269 | 0.253
0.613 | 0.001 | 0.003 [<.0001 0.354 | 0.271 | 0.620 | 0.856 | 0.080 | 0.684 | 0.684 | 0.949 | 0.117 | 0.279 | 0.296 | 0.328
PHEN | 0262 | 0.678 | 0.361 | 0.429 | 0.414 0.210 | 0.747 | 0359 | 0.144 | -0.106 | 0.106 | 0.165 | -0.031 | 0.473 | 0.507 | 0.643
0.345 | 0.006 | 0.186 | 0.111 | 0.125 0.419 | 0.001 | 0.157 | 0582 | 0.685 | 0.685 | 0.527 | 0.907 | 0.055 | 0.038 | 0.005
ANTH | -0.051 [-0.131 | -0.039 [ -0.121 | -0.106 | -0.262 -0.029 | 0.360 | -0.029 | 0.232 |-0.232 [ -0.376 | -0.310 [ -0.099 | -0.115 [ -0.020
0.858 | 0.641 | 0.891 | 0.668 | 0.707 | 0.345 0911 | 0.156 | 0911 | 0371 | 0.371 | 0.137 | 0.226 | 0.706 | 0.659 | 0.940
MDA | 0.298 |-0.193 | -0.133 | -0.161 | -0.167 | 0.029 | -0.002 0298 | 0.237 | -0.016 | 0.016 | 0.053 | -0.017 | 0.121 | 0.148 | 0.292
0.280 | 0.491 | 0.637 | 0.568 | 0.552 | 0.917 | 0.995 0.246 | 0360 | 0.952 | 0.952 | 0.839 | 0.949 | 0.642 | 0.572 | 0.256
SLA 0112 | -0.445 | -0.208 | -0.576 | -0.556 | -0.378 | 0.008 | 0.284 0.008 | -0.057 | 0.057 | -0.633 | -0.333 | -0.614 | -0.621 | -0.606
0.692 | 0.097 | 0.457 | 0.025 | 0.031 | 0.165 | 0.976 | 0.305 0.975 | 0.828 | 0.828 | 0.006 | 0.191 | 0.009 | 0.008 | 0.010
SD -0.064 | -0.548 | -0.080 | -0.406 | -0.599 | -0.342 | -0.280 | -0.103 | 0.671 0321 | 0.321 | 0.068 | -0.180 | 0.079 | 0.074 | -0.009
0.822 | 0.035 | 0.776 | 0.134 | 0.018 | 0.212 | 0.312 | 0.715 | 0.006 0.209 | 0.209 | 0.795 | 0.489 | 0.763 | 0.777 | 0.972
LDMC | -0.029 | -0.243 | 0.004 | 0.031 | -0.247 | -0.063 | -0.127 | 0.502 | 0.168 | 0.170 -1.000 | -0.568 | 0.075 | -0.103 | -0.181 | -0.061
0.919 | 0.383 | 0.989 | 0.913 | 0.375 | 0.823 | 0.652 | 0.057 | 0.549 | 0.546 0.0001 | 0.018 | 0.775 | 0.694 | 0.488 | 0.816
LWC | 0.029 | 0.243 [ -0.004 | -0.031 | 0.247 | 0.063 | 0.127 |-0.502 | -0.168 | -0.170 | -1.000 0.568 | -0.075 | 0.103 | 0.181 | 0.061
0.919 | 0.383 | 0.989 | 0.913 | 0.375 | 0.823 | 0.652 | 0.057 | 0.549 | 0.546 | 0.0001 0.018 | 0.775 | 0.694 | 0.488 | 0.816
SU 0344 | 0.179 | 0.076 | 0.216 | 0.223 | 0.260 | -0.085 | -0.263 | -0.504 | -0.275 | -0.484 | 0.484 0.325 | 0.484 | 0.554 | 0.416
0.209 | 0.524 | 0.787 | 0.440 | 0.425 | 0.350 | 0.764 | 0.344 | 0.056 | 0.321 | 0.068 | 0.068 0.203 | 0.049 | 0.021 | 0.097
RWC |-0.234 | 0.167 | 0.073 [-0.077 [ -0.090 | 0.076 | -0.239 | 0.387 | 0.425 | 0.106 | 0.376 |-0.376 | -0.319 0.513 | 0.489 | 0.452
0.402 | 0.553 | 0.795 | 0.786 | 0.749 | 0.787 | 0.390 | 0.154 | 0.114 | 0.708 | 0.168 | 0.168 | 0.247 0.035 | 0.046 | 0.068
Chla | 0.038 | 0.215 | 0.278 | 0.491 | 0.622 | 0.152 | -0.304 | 0.072 | -0.254 | -0.247 | -0.435 | 0.435 | 0.219 | -0.033 0.992 | 0.926
0.892 | 0.443 | 0.316 | 0.063 | 0.013 | 0.588 | 0.271 | 0.799 | 0.361 | 0.375 | 0.105 | 0.105 | 0.432 | 0.907 0.0001 | 0.0001
Chlb |-0.003 | 0.207 | 0203 | 0.435 | 0.612 | 0.106 | -0.327 | 0.125 |-0.192 | -0.274 | -0.375 | 0.375 | 0.164 | 0.028 | 0.973 0.942
0.993 | 0.459 | 0.468 | 0.105 | 0.015 | 0.706 | 0.234 | 0.658 | 0.493 | 0.323 | 0.168 | 0.168 | 0.559 | 0.920 | 0.0001 0.0001
Cars 0.151 | 0.251 | 0.351 | 0.515 | 0.621 | 0.196 | -0.278 | 0.210 | -0.181 | -0.241 | -0.298 | 0.298 | 0.192 | 0.073 | 0.975 | 0.956
0.591 | 0.366 | 0.200 | 0.049 | 0.014 | 0.484 | 0.316 | 0.453 | 0519 | 0.388 | 0.281 | 0.281 | 0.492 | 0.797 | 0.0001 | 0.0001

177



C |SOD | APX [ CAT | GR |POD | PHEN | ANTH | MDA | SLA | SD | LDMC [ LWC | SU [RWC | Chla | Chlb | Cars
SOD -0.218 [ -0.054 | 0.610 | 0.292 | -0.210 | -0.007 | -0.428 | 0.318 [-0.116 | -0.280 | 0.280 [-0.128 | -0.356 | -0.287 | -0.373 [-0.296
0.329 | 0.811 | 0.003 | 0.187 | 0.348 | 0.976 | 0.047 | 0.149 | 0.608 | 0.207 | 0.207 | 0.569 | 0.104 | 0.208 | 0.096 | 0.193
APX | 0278 0271 | 0.098 | 0.221 | -0.311 | -0.221 | -0.063 | 0.294 |-0.066 | -0.241 | 0.241 | 0.034 | 0.106 | 0.201 | 0.178 | 0.141
0.316 0.223 | 0.665 | 0.324 | 0159 [ 0323 | 0.780 [ 0.184 | 0.770 | 0.280 | 0.280 | 0.882 | 0.639 | 0.382 | 0.440 | 0.543
CAT |-0.430 [-0.069 -0.036 | 0.048 | -0.374 | 0177 | -0.224 [-0226 [-0217| 0337 |-0.337 |-0.141 | -0.023 | -0.085 | -0.048 |-0.056
0.110 | 0.808 0.874 | 0.834 | 0.086 | 0430 | 0315 | 0.313 [ 0333 | 0.126 | 0.126 | 0.532 | 0.920 | 0.713 | 0.837 | 0.808
GR [-0.232]0.224 [-0.102 0274 | -0.002 | 0.079 |-0279 [ 0.309 [-0.181| -0.148 | 0.148 [-0.166 | 0.023 | -0.376 | -0.449 [-0.413
0.406 | 0.423 | 0.716 0217 | 0994 | 0.728 | 0.209 | 0.162 | 0421 | 0512 [ 0.512 | 0.461 | 0.919 | 0.093 | 0.041 [ 0.063
POD |-0317 | 0.519 | -0.006 | 0.715 0.009 | 0126 |-0.198 | 0.069 |-0.058 | -0.400 | 0.400 | 0.338 [ -0.189 | -0.029 | -0.095 |-0.047
0.250 | 0.047 | 0.984 | 0.003 0967 | 0575 | 0376 | 0.760 | 0799 | 0.065 | 0.065 | 0.124 | 0.400 | 0.900 | 0.683 | 0.841
PHEN | 0.014 | 0.083 [ -0.188 | 0.185 | 0.082 0328 | 0579 [ 0.065 | 0.186 | -0.039 | 0.039 [-0.012| 0.182 | -0.186 | -0.180 [-0.158
0.959 | 0.768 | 0.502 | 0.510 | 0.772 0.136_| 0.005 | 0.773 | 0407 | 0.863 | 0.863 | 0.959 | 0.417 | 0.421 | 0.435 | 0.495
ANTH)/ -0.061 [-0.023 | 0.218 [-0.328 [ -0.305 | -0.107 0.191 [-0.061[-0225| 0230 |[-0.230 [-0.050 [ 0.215 | -0.125 | -0.142 [-0.136
0.830 | 0.934 | 0.434 | 0.233 | 0.269 | 0.703 0395 | 0.787 [ 0315 | 0.303 | 0.303 | 0.826 | 0.338 | 0.588 | 0.540 [ 0.557
MDA |-0.041 | 0.755 | 0.075 | 0.309 | 0.574 | 0542 | -0.111 0192 ] 0174 | -0.092 | 0.092 | 0.356 | 0.202 | 0.266 | 0.296 | 0.251
0.885 | 0.001 | 0.790 | 0.263 | 0.025 | 0.037 | 0.694 0392 | 0438 | 0.683 | 0.683 | 0.104 | 0.367 | 0.245 | 0.193 | 0.272
SLA | 0342 |-0.078| 0144 |-0.539 [-0.453 | -0.042 | 0.350 | -0.186 0123 | -0545 | 0545 [-0.320 | 0.166 | -0.204 | -0.275 [-0.234
0.212 | 0.781 | 0.608 | 0.038 | 0.090 | 0.882 | 0.201 | 0.508 0585 | 0.009 | 0.009 | 0.147 | 0.459 | 0.376 | 0.228 |0.308
SD 0.170 [-0.044 | 0.042 | 0.146 |-0.164 | 0500 | 0207 | 0.104 |-0.125 -0.006 | 0.006 |-0.151 [-0.271 | -0.112 | -0.153 |-0.147
0.544 | 0.875 | 0.882 | 0.604 | 0.560 | 0.058 | 0.459 | 0.713 | 0.656 0.980 | 0.980 | 0503 | 0.222 | 0.627 | 0.508 | 0.524
LDMC| -0.043 [ 0.176 [-0.276 | 0.335 | 0.072 | -0.149 | 0.135 | -0.088 [-0.189 | 0.326 -1.000 | -0.489 [ 0.229 | -0.064 | 0.050 [-0.063
0.878 | 0531 | 0.319 | 0.222 | 0.798 | 0596 | 0.631 | 0.755 | 0.501 | 0.235 0.0001 | 0.021 | 0.306 | 0.782 | 0.830 | 0.787
LWC | 0.043 [-0.176 | 0276 [-0.335 | -0.072 | 0.149 | -0.135 | 0.088 | 0.189 [-0.326 [ -1.000 0.489 [ -0.229 | 0.064 | -0.050 | 0.063
0.878 | 0.531 | 0.319 | 0.222 | 0.798 | 059 | 0.631 | 0.755 | 0.501 | 0.235 | 0.0001 0.021 | 0306 | 0.782 | 0.830 | 0.787
SU -0.413 [-0.051 [ 0.327 | 0.301 | 0.437 | 0108 | -0.305 | 0.364 |-0.486 [-0.230 | -0.459 | 0.459 0.059 | 0.559 | 0.495 [ 0.581
0.126 | 0.857 | 0.234 | 0.276 | 0.103 | 0.703 | 0.270 | 0.182 | 0.066 | 0.409 | 0.085 | 0.085 0.795 | 0.008 | 0.022 | 0.006
RWC |-0.202 [-0.466 | 0.306 |-0.359 | -0.387 | 0313 | 0.437 | -0.181 | 0.530 | 0.381 | -0.071 | 0.071 |-0.296 0416 | 0.418 | 0.373
0.469 | 0.080 | 0.268 | 0.188 | 0.154 | 0.256 | 0.103 | 0.519 | 0.042 | 0.161 | 0.801 | 0.801 | 0.284 0.061 | 0.059 | 0.096
Chla |-0298|0.125 [ 0225 [-0.100 | 0.222 | 0.247 | 0.038 | 0.471 | 0.088 | 0.004 | 0.004 | -0.004 | 0.293 | 0.294 0.913 | 0.646
0.281 | 0.658 | 0.419 | 0.724 | 0.426 | 0375 | 0.893 | 0.077 | 0.756 | 0.990 | 0.990 | 0.990 | 0.290 | 0.288 0.0001 | 0.001
Chlb |-0360|0.093 [ 0273 [ 0.014 [ 0.264 | 0280 | 0.142 | 0464 | 0.015 | 0.192 | 0.125 |-0.125 | 0.283 | 0.376 | 0.959 0.743
0.188 | 0.742 | 0324 | 0.961 | 0.342 | 0313 | 0.614 | 0.082 | 0.957 | 0492 | 0.657 | 0.657 | 0.308 | 0.167 | 0.0001 0.0001
Cars |-0.306 | 0.047 | 0.344 [-0.165 | 0.141 | 0.135 | 0.212 | 0.387 | 0.116 | 0.086 | 0.015 |-0.015 | 0.309 | 0.388 | 0.951 | 0.960
0.268 | 0.869 | 0.210 | 0.556 | 0.617 | 0.631 | 0.448 | 0.154 | 0.682 | 0.761 | 0.958 | 0.958 | 0.262 | 0.153 | 0.0001 | 0.0001
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PRILOG 2. Pearson-ovi koeficijenti korelacija i P vrednosti osobina lista
genotipova I. pumila poreklom iz populacija Dina i Suma koji su rasli na
otvorenom (A) i zasen¢enom (B) stanistu, u prirodi. U gornjoj polovini tabele su
prikazane vrednosti koeficijenata korelacija za osobine genotipova iz populacije
Dina, a u donjoj su prikazane vrednosti koeficijenata korelacija za osobine
genotipova iz populacije Suma. Vrednosti statisticki znacajnih koefcijenata
korelacije (P < 0.05) oznacdeni su masnim slovima, a vrednosti koefcijenata
korelacija marginalne znacajnosti (0.05 < P < 0.10) oznacene su kurzivom. Opis

skra¢enica naziva osobina je dat u Tabeli 3.2.1.
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A SOD | APX | CAT | GR | POD |PHEN|ANTH|MDA | SLA [LDMC|LWC | SU | Chla |Chlb | Cars
SOD 0.588 | 0.150 | 0.640 | -0.401 | -0.746 | -0.821 | -0.529 | 0.361 | -0.077 | 0.077 | -0.176 | -0.630 | -0.621 | -0.690
0.074 1 0.678 | 0.046 | 0.251 | 0.013 | 0.004 | 0.116 | 0.305 | 0.832 | 0.832 | 0.628 | 0.051 | 0.056 | 0.027
APX 0.091 -0.145 | 0.621 | -0.711 | -0.362 | -0.176 | -0.291 | 0.366 | -0.459 | 0.459 | -0.049 | -0.375 | -0.366 | -0.359
0.804 0.689 [ 0.056 | 0.021 | 0.304 | 0.627 | 0.414 | 0.298 | 0.182 | 0.182 | 0.892 | 0.286 | 0.299 | 0.308
CAT 0.096 | -0.024 -0.389 | -0.340 | -0.190 | -0.379 | -0.563 | -0.057 | -0.218 | 0.218 | 0.216 | -0.191 | -0.159 | -0.223
0.793 | 0.947 0.267 | 0.337 | 0.600 [ 0.280 | 0.090 | 0.876 | 0.545 | 0.545 | 0.548 [ 0.597 | 0.660 | 0.536
GR 0.120 | 0.808 | 0.358 -0.352 | -0.481 | -0.262 | -0.038 [ 0.135 | -0.154 | 0.154 | 0.059 [ -0.258 | -0.247 | -0.252
0.742 | 0.005 | 0.310 0.319 | 0.159 | 0.464 | 0916 | 0.710 | 0.670 | 0.670 | 0.872 | 0.472 | 0.492 | 0.483
POD -0.512 | 0.071 | 0.188 | 0.118 0.301 | 0.119 | 0.471 | -0.202 | 0.788 | -0.788 | -0.120 | 0.192 | 0.175 | 0.197
0.130 | 0.845 | 0.602 | 0.746 0399 | 0.744 | 0.169 | 0576 | 0.007 | 0.007 [ 0.741 | 0.596 | 0.630 [ 0.585
PHEN -0.650 | 0.386 | -0.422 | 0.332 | 0.386 0.812 | 0.203 | -0.738 | 0.037 | 0.150 | 0.464 | 0.794 | 0.796 | 0.860
0.042 | 0.270 | 0.225 | 0.349 | 0.270 0.004 | 0.574 | 0.015 | 0.920 | 0.679 | 0.177 | 0.006 | 0.006 | 0.001
ANTH |-0.829 | 0.061 |-0.072 | -0.178 | 0.410 | 0.510 0.552 | -0.415 | -0.150 | -0.037 | 0.316 | 0.891 | 0.886 | 0.907
0.003 | 0.867 | 0.844 | 0.623 | 0.239 | 0.132 0.098 | 0.233 | 0.679 | 0.920 | 0.374 | 0.001 | 0.001 [ 0.000
MDA -0.456 | -0.423 | 0.002 | -0.577 | -0.188 | -0.248 | 0.465 0.206 | 0.086 | -0.086 | -0.065 [ 0.187 | 0.197 | 0.284
0.186 | 0.224 | 0.995 | 0.081 | 0.602 | 0.489 [ 0.176 0.567 | 0.813 | 0.813 | 0.858 [ 0.604 | 0.586 | 0.427
SLA 0.124 | 0.149 | -0.513 | 0.249 | -0.300 | 0.378 | -0.462 | -0.363 -0.116 | 0.116 | -0.699 | -0.805 | -0.808 | -0.775
0.733 | 0.682 | 0.129 | 0.487 | 0.400 | 0.281 | 0.178 | 0.303 0.750 | 0.750 | 0.025 | 0.005 | 0.005 | 0.009
LDMC | -0.570 | -0.195 | -0.343 | -0.124 | 0.073 | 0.438 | 0.126 | 0.241 | 0.512 -1.000 | -0.427 | -0.022 | -0.043 | -0.051
0.085 | 0.589 | 0.331 | 0.733 | 0.841 | 0.206 | 0.728 | 0.503 | 0.131 0.0001 | 0.218 [ 0.952 | 0.907 | 0.888
LWC 0.570 | 0.195 | 0.343 | 0.124 | -0.073 | -0.126 | -0.438 | -0.241 | -0.512 | -1.000 0.427 | 0.022 | 0.043 | 0.051
0.085 | 0.589 | 0.331 | 0.733 | 0.841 | 0.728 | 0.206 | 0.503 | 0.131 | 0.0001 0.218 | 0.952 | 0.907 | 0.888
SU 0.222 | 0.082 | 0.507 | -0.023 | 0.064 | -0.446 | 0.236 | 0.124 | -0.872 | -0.837 | 0.837 0.518 | 0.550 | 0.540
0.538 | 0.823 | 0.135 | 0.950 | 0.861 | 0.197 | 0.513 | 0.734 | 0.001 | 0.003 | 0.003 0.126 | 0.099 | 0.107
Chl a -0.498 | -0.207 | 0.341 | -0.232 | 0.328 | 0.740 | 0.075 | 0.376 | -0.818 | -0.240 | 0.240 | 0.654 0.997 | 0.982
0.143 | 0.565 | 0.335 | 0.518 | 0.355 | 0.014 | 0.837 | 0.284 | 0.004 | 0.504 | 0.504 | 0.040 0.0001 | 0.0001
Chl b -0.377 | -0.223 | 0.391 | -0.236 | 0.296 | 0.683 | -0.009 | 0.317 | -0.819 | -0.400 | 0.400 | 0.733 | 0.944 0.987
0.283 | 0.535 | 0.264 | 0.512 | 0.407 | 0.029 | 0.981 | 0.373 | 0.004 | 0.252 | 0.252 | 0.016 | 0.0001 0.0001
Cars -0.489 | -0.092 | 0.178 [ -0.256 | 0.360 | 0.838 | 0.174 | 0.313 | -0.752 | -0.322 | 0.322 | 0.642 | 0.852 | 0.898
0.151 | 0.800 | 0.622 | 0.475 | 0.307 | 0.003 [ 0.630 [ 0.379 | 0.012 | 0.364 | 0.364 | 0.046 | 0.002 | 0.000
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B SOD | APX | CAT | GR | POD |PHEN|ANTH| MDA | SLA |[LDMC| LWC | SU | Chla | Chlb |Cars
SOD 0.327 | 0.524 | 0.295 | -0.087 | -0.369 | 0.299 | -0.109 | -0.692 [ 0.118 | -0.118 | 0.233 | 0.162 | 0.210 |0.147
0.356 [ 0.120 | 0.408 | 0.812 | 0.295 [ 0.401 | 0.764 | 0.027 | 0.746 | 0.746 | 0.517 [ 0.656 | 0.560 |0.685
APX 0.420 0.372 | 0.351 | 0.685 | 0.501 | -0.019 | -0.230 | -0.263 | 0.483 | -0.483 | 0.103 | 0.555 | 0.493 |0.603
0.228 0.290 | 0.320 | 0.029 | 0.141 | 0.958 [ 0.523 | 0.464 | 0.157 | 0.157 | 0.777 | 0.096 | 0.147 |0.065
CAT 0.176 | 0.179 0.551 | 0.164 | -0.169 | 0.604 | 0.029 | -0.116 | 0.166 | -0.166 | -0.049 | 0.613 | 0.638 |0.583
0.627 | 0.620 0.099 | 0.651 | 0.641 | 0.064 | 0.936 | 0.750 | 0.647 | 0.647 | 0.894 | 0.059 | 0.047 |0.077
GR 0.163 | -0.067 | 0.038 -0.209 | 0.212 | -0.179 | -0.418 | 0.223 [ -0.220 | 0.220 | 0.266 | 0.250 | 0.248 |0.215
0.652 | 0.854 | 0.918 0.563 | 0.557 | 0.621 | 0.229 | 0.535 | 0.542 | 0.542 | 0.458 | 0.486 | 0.489 |0.551
POD 0.771 | 0.210 | 0.284 | -0.163 0.510 | 0.285 | -0.147 | -0.110 | 0.742 | -0.742 | -0.290 | 0.581 | 0.551 |0.656
0.009 | 0.561 | 0.426 | 0.652 0.132 | 0424 | 0.686 | 0.762 | 0.014 | 0.014 | 0.416 | 0.078 | 0.099 |0.039
PHEN | -0.166 | 0.051 | 0.134 | -0.868 | 0.169 -0.361 | -0.630 | 0.327 | 0.191 | -0.075 | 0.121 | 0.564 | 0.628 [0.539
0.646 [ 0.888 | 0.712 | 0.001 | 0.642 0.306 | 0.051 | 0.357 | 0.598 | 0.837 | 0.739 | 0.089 | 0.052 ]0.108
ANTH | 0536 | 0.542 | 0.449 | -0.265 | 0.598 | 0.504 0.242 | -0.240 | 0.075 | -0.191 | -0.127 | 0.264 | 0.153 [0.328
0.110 | 0.106 | 0.193 | 0460 | 0.068 | 0.138 0.500 [ 0.505 | 0.837 [ 0.598 | 0.726 | 0.462 | 0.673 [0.355
MDA -0.348 | -0.079 | -0.285 | -0.622 | -0.068 | 0.502 | -0.214 0.036 | -0.026 | 0.026 | -0.429 | -0.277 | -0.259 [-0.304
0.325 [ 0.828 | 0.426 | 0.055 | 0.851 | 0.140 | 0.552 0921 | 0944 | 0944 | 0.217 | 0.438 | 0.469 |0.392
SLA -0.654 | -0.180 | -0.075 | 0.139 | -0.643 | -0.140 | -0.412 | 0.388 -0.223 | 0.223 | -0.416 | -0.256 | -0.298 [-0.249
0.040 | 0.618 | 0.838 | 0.702 | 0.045 | 0.699 | 0.237 | 0.268 0.535 | 0.535 [ 0.231 | 0.475 | 0.403 |0.488
LDMC | 0.209 | 0.051 | -0.037 | -0.132 | 0.500 | 0.008 | -0.155 | 0.432 | -0.274 -1.000 | -0.584 | 0.153 | 0.172 ]0.230
0.562 | 0.888 | 0.920 | 0.716 | 0.141 | 0.983 | 0.668 | 0.213 | 0.443 0.0001 | 0.076 | 0.672 | 0.635 |0.522
LWC -0.209 | -0.051 | 0.037 | 0.132 | -0.500 | 0.155 | -0.008 | -0.432 [ 0.274 | -1.000 0.584 | -0.153 | -0.172 |-0.230
0.562 | 0.888 | 0.920 | 0.716 | 0.141 | 0.668 | 0.983 | 0.213 | 0.443 | 0.0001 0.076 | 0.672 | 0.635 |0.522
SU 0.439 | 0.114 | 0.098 | -0.292 | 0.310 | 0.335 | 0.525 | -0.468 | -0.767 | -0.354 | 0.354 0.338 | 0.288 ]0.294
0.205 | 0.754 | 0.788 | 0413 | 0.384 | 0.343 | 0.119 | 0.172 | 0.010 | 0.316 | 0.316 0.339 | 0.420 |0.409
Chl a 0.345 | -0.098 | 0.288 | -0.287 | 0.376 | 0.407 | 0494 | 0.107 [ -0.434 | -0.004 [ 0.004 | 0.484 0.983 | 0.995
0.329 | 0.788 | 0.420 | 0.421 | 0.284 | 0.243 | 0.147 | 0.769 | 0.210 | 0.992 | 0.992 | 0.156 0.0001 | 0.000
Chl b 0.397 | -0.076 | 0.287 | -0.251 | 0.383 | 0.434 | 0464 | 0.042 [ -0.468 | -0.042 [ 0.042 | 0.533 | 0.996 0.971
0.257 | 0.834 | 0421 | 0.484 | 0.274 | 0.210 | 0.177 | 0.907 [ 0.173 | 0.907 [ 0.907 | 0.113 | 0.0001 0.000
Cars 0.395 | -0.028 | 0.258 | -0.324 | 0.390 | 0.453 | 0.515 | 0.093 | -0.482 [ -0.026 | 0.026 | 0.551 | 0.991 | 0.992
0.259 [ 0939 | 0472 | 0360 | 0.265 | 0.189 | 0.128 | 0.799 [ 0.159 | 0.943 [ 0.943 | 0.099 | 0.0001 | 0.0001

181



BIOGRAFIJA AUTORA

Ana Vuleta je rodena 03.05.1979. godine u Beogradu. Zavrsila je X
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Primenjena i eksperimentalna botanika, modul Fiziologija i molekularna
biologija biljaka.

Od 01.05.2005. godine zaposlena je u Odeljenju za evolucionu biologiju
Instituta za bioloska istraZivanja ,SiniSa Stankovi¢”, gde radi u zvanju
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2005-2006  ,Adaptacije u prirodnim i laboratorijskim populacijam”

(Program osnovnih istrazivanja MNZZS Ev. br.1570, rukovodilac

dr Branka Tucic);

2006-2010 ,Fizioloski i evolucioni aspekti stresnog odgovora u prirodnim
laboratorijskim populacijama” (Program osnovnih istrazivanja MNTR
Ev. br. 143033, rukovodilac dr Jelica Lazarevic);

2011- ,Evolucija u laboratoriji i adaptacije u prirodi” (Program osnovnih
istrazivanja MNP Ev. br.173007, rukovodilac dr Branka Tucic).
Dosadasnja naucno-istrazivacka aktivnost Ane Vulete odvijala se u

oblasti evolucione ekologije biljaka. Rezultate svojih istrazivanja prikazala je u

Sest nauc¢nih radova publikovanih u ¢asopisima od medunarodnog znacaja i tri

kongresna saopstenja na medunarodnim nau¢nim skupovima.



Mpwnor 1.

MU3jaBa o0 ayTopcTBY

MoTtnucanu-a AHa Bynerta
6poj ynuca ___ EA060009

UsjaBruyjem
[la je AOKTOpCKa AvucepTauuja nog HacrnosoM

EBonyLMoHa ekohuanonorja cTpeca: ynora eH3MMCKUX W HEEH3NUMCKNX aHTUOKCHAaHaTa
y NpupoAHWM nonynauujama /ris pumila L. (Iridaceae)

e  pesynTaT CONCTBEHOr UCTPaXMBAYKOr paaa,

e [a npeanoXeHa aucepTaumja y LenuHu HU y AenosumMa Huje Guna npeanoxera 3a
pobujare 6Guno koje AunnoMe npema CTYAWCKUM nporpamuma  Apyrux
BWCOKOLLIKOJICKUX YCTaHOBa,

e [a Cy pesynTaTth KOPEeKTHO HaBeaeH! 1

e [la HUCaM KpLUMO/na ayTopcka npaBa U KOPUCTWUO MHTENIeKTyanHy CBOjUHY ApYrux
nuua.

MoTnuc pokropaHaa

Y beorpapy, 14.3.2013.
Ape Punewa




MNpunor 2.

W3jaBa 0 UCTOBETHOCTM WITAMNAaHe U eNeKTpOoHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Wme v npesume aytopa AHa Byneta

Bpoj ynuca EA060009

Cryaujcky nporpam EkcriepuMeHTanHa U npuMer-eHa 6oTaHuka

Hacnos paaa EBonyuunoHa EKOQMSVIOJ'IOI'VIia cTpeca: ynora eH3uMCKux HEEeH3UMCKNX

aHTMOKCMAaHaTa Y NPUPOAHUM nonynauvjama Iris pumila L. (Iridaceae)
MexTop __ap Bpaxka Tyuuh u _gou. Ap Axeta Cabosrsesuh

MoTnucarn Ana Byneta

W3jaerbyjemM fa je TamnaHa Bepauja Mor AOKTOpPCKOr paja NCTOBETHA ENEeKTPOHCKO]
BEp3uj1 Kojy cam npeaao/na 3a objasrbusare Ha noprany OuruTanHor penosMTopujyma
Yuueepauteta y Georpany.

[losBorbaBam Aa ce objase Moji M4HKM MoAauM BesaHi 3a Aobujakbe akapaemckor 3akba
[OKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe U Npesume, roavHa U Mecto pofjiera u AaTym onb6paHe

paga.

OBv NVYHW Noaauy Mory ce o6jaBuTi Ha MpeXHUM cTpaHuLama gurutanHe oubnuoTeke, Y
eneKTPOHCKOM KaTanory 1y nybnukauvjama Yxusepauteta y Beorpaay.

MoTnuc agoKkTopaHaa

Y Beorpagay, 14.3.2013.

Ao Ebﬁeﬁa




Mpunor 3.

WUsjaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHusepauteTcky 6Gubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh® aa y Aurutantu
penoauTopujym YhusepauteTa y Beorpagy yHece Mmojy AOKTOPCKY AUCepTauujy noA
HacrnoBom:

EBonyuvoHa EKOQVBHOHOI'VI'IE cTpeca: yrnora eH3vMCKUX U HeEeH3UMCKUX aHTuokcuaaHata

y NpupoaH1M nonynauvjama Iris pumila L. (Iridaceae)

Koja je Mmoje ayTopcko aeno.

[lncepTauvjy ca CBUM Npunosvma npeaao/na cam y enekTpoHCKOM Gopmaty norofHoM 3a
TpajHO apxuBUpatse.

Mojy AOKTOPCKY AvcepTauujy noxpatseHy y JurutanHu penosutopujym YHuBepauTeTa Y
Beorpagy Mory Aa KopucTe CBU koju molTyjy oapeabe cagpxaHe y onabpaHom Tuny
nvueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4vo/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTOpPCTBO - HEKOMepLjarnHo
(3)AyTopcTBO — HekoMepLMjanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpPCTBO — HEKOMEpLMjanHo — AennUTh Nog NCTUM ycnosuma
5. AytopcTteBo — 6e3 npepaje
6. AyTopcTBO — AENUTI NOA UCTUM yCroBuMa

(Monnmo Aa 3a0KpyX1Te CaMo jeAHy OA LIECT NOHYREeHUX NuUeHLM, KpaTak onuc NUUeHUm
Jar je Ha nonefuHK NUCTa).

MoTnuc pokTopaHaa

Y Beorpaay, 14.3.2013.

Ao Boynduoy




B
AE W

OA CTpaHe ayTopa unu nanaou.a NWUeHUe U ako ce npepaaa p,MCTpMEympa noa MCTOM MU

cnMuHoM nuueHuom. OBa nuuUeHUa A03Borbasa komepuvjanty ynotpeby aena u npepaaa.

CnuuHa je codTBEPCKUM NULIEHLaMa, OAHOCHO NULIEHLIaMa OTBOPEHOr Koaa.




