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Evoluciono-ekoloski odgovori prirodnih populacija Iris pumila L. na eksperimentalno
povecanje temperature in situ

Sazetak

Globalno zagrevanje menja temperaturne uslove kojima su prirodne populacije biljaka bile
izloZene tokom svoje evolucione istorije, pri cemu fenotipska plasti¢nost predstavlja jedan od
klju¢nih mehanizama koji omoguc¢ava biljkama brz odgovor na takve promene. Cilj ove
doktorske disertacije bio je da se tokom dvogodiSnjeg in situ eksperimenta ispitaju fenotipski
odgovori dve prirodne populacije Iris pumila na ~1,5 °C povecanje temperature, ostvareno
pomoc¢u komora sa otvorenim vrhom, pri ¢emu su Kklonalne jedinke istih genotipova
istovremeno bile izloZene ambijentalnoj i poviSenoj temperaturi. Odgovor na zagrevanje
procenjivan je promenama anatomsko-morfoloskih (SLA, LDMC, SLWC, LT, SD i SI) i
biohemijskih (Hsp17.6, Hsp70, Hsp101, APX, CAT i SOD) osobina lista, fenologije cvetanja,
reproduktivnog uspeha, fenotipske selekcije i integracije osobina. PoviSena temperatura
povecala je SLA, a smanjila LDMC, SLWC i LT, a isti smer odgovora utvrden je i u kontrolisanom
ex situ eksperimentu. Relativne koli¢ine svih Hsp bile su vece na poviSenoj temperaturi, dok se
relativne koli¢ine antioksidativnih enzima nisu statisticki znacajno razlikovale izmedu
temperaturnih tretmana. Ve¢ina osobina pokazala je sezonsko i medugodiSnje variranje, uz
slican obrazac u oba temperaturna tretmana. Populacione razlike bile su izraZenije za
biohemijske nego za anatomsko-morfoloSke osobine, ali se njihov prosean odgovor na
zagrevanje nije razlikovao. Najmanju plasticnost ispoljile su anatomsko-morfoloske osobine,
intermedijarnu antioksidativni enzimi, a najvecu Hsp, uz slicnu hijerarhiju sezonske
plasti¢nosti. Integracija osobina bila je najniza kod antioksidativnih enzima, viSa kod Hsp, a
najviSa kod anatomsko-morfoloSkih osobina, bez znacajne promene usled zagrevanja.
Zagrevanje je dovelo do ranijeg pocetka cvetanja, bez znacajne promene ukupne dinamike.
Prosecna apsolutna adaptivna vrednost bila je niZa pri poviSenoj temperaturi, ali bez statisticke
znacajnosti. Pri poviSenoj temperaturi, negativni selekcioni gradijenti za APX i SOD utvrdeni su
u jednoj populaciji, a pozitivan za CAT u drugoj, mada formalni testovi nisu potvrdili statisticki
znacajne razlike u selekcionim gradijentima izmedu populacija. U celini, rezultati ukazuju da se
odgovor I pumila na blago dugotrajno zagrevanje ispoljio kroz fenotipske promene, bez
znacajne promene apsolutne adaptivne vrednosti.

Kljucne reci: Iris pumila, globalno zagrevanje, fenotipska plasti¢nost, anatomsko-morfoloSke
osobine, Hsp, antioksidativni enzimi, fenologija cvetanja, fenotipska integracija, fenotipska
selekcija

Naucna oblast: Biologija

UZa naucna oblast: Evoluciona biologija



Evolutionary-ecological responses of natural populations of Iris pumila L. to
experimental warming in situ

Abstract

Global warming has been altering the thermal conditions to which natural plant populations
have been exposed throughout their evolutionary history. One of the key mechanisms enabling
plants to respond rapidly to such changes is phenotypic plasticity. The aim of this doctoral
dissertation was to examine, during a two-year in situ experiment, the phenotypic responses of
two natural populations of Iris pumila to an approximately 1.5 °C temperature increase using
open-top chambers, with clonal individuals of the same genotypes simultaneously exposed to
ambient and elevated temperatures. Responses to warming were assessed through changes in
morpho-anatomical (SLA, LDMC, SLWC, LT, SD and SI) and biochemical (Hsp17.6, Hsp70,
Hsp101, APX, CAT and SOD) leaf traits, flowering phenology, reproductive success, phenotypic
selection and trait integration. Elevated temperature increased SLA and decreased LDMC,
SLWC and LT, and the same directions of response were observed in a controlled ex situ
experiment. The relative abundances of all analysed Hsps were higher under elevated
temperature, whereas those of antioxidant enzymes did not differ significantly between
temperature treatments. Most traits exhibited seasonal and interannual variation, with similar
patterns in both temperature treatments. Population differences were more pronounced for
biochemical than for morpho-anatomical traits, but their average response to warming did not
differ between populations. Morpho-anatomical traits exhibited the lowest plasticity,
antioxidant enzymes an intermediate level and Hsps the highest plasticity, with a similar
hierarchy observed for seasonal plasticity. Phenotypic integration was lowest for antioxidant
enzymes, intermediate for Hsps and highest for morpho-anatomical traits, with no significant
change in response to warming. Warming resulted in an earlier flowering onset, without
significantly altered overall flowering dynamics. Mean absolute fitness was lower under
elevated temperature, but the difference was not statistically significant. Under elevated
temperature, negative selection gradients were detected for APX and SOD in one population
and a positive gradient for CAT in the other, although formal tests did not detect statistically
significant differences in selection gradients between populations. Overall, the results indicate
that the response of I. pumila to mild, long-term warming was expressed through phenotypic
changes without a significant change in absolute fitness.

Key words: Iris pumila, global warming, phenotypic plasticity, morpho-anatomical traits, Hsps,
antioxidant enzymes, flowering phenology, phenotypic integration, phenotypic selection

Scientific field: Biology

Specific scientific field: Evolutionary Biology
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1.UVOD

Prirodna staniSta organizama odlikuju se izraZenom prostornom i vremenskom
promenljivos¢u, pri ¢emu se pojedinacni abioticki i bioticki faktori razlikuju po intenzitetu i
dinamici delovanja. Ova sredinska heterogenost predstavlja okvir u kome se odvijaju Zivotni
procesi i oblikuju odgovori organizama na promene uslova sredine. Za organizme sa sesilnim
nacinom Zivota, kao Sto su biljke, sposobnost odgovora na promene uslova sredine predstavlja
jedan od osnovnih preduslova funkcionisanja i opstanka, budu¢i da nepovoljne promene u
neposrednom okruzZenju ne mogu izbec¢i aktivnim premeStanjem (Larcher, 2003; Sultan, 2000).
Globalno zagrevanje predstavlja jedan od najznacajnih savremenih izvora promena uslova
Zivotne sredine, jer menja temperaturne uslove i povecava ucestalost i intenzitet odstupanja od
temperaturnog optimuma, a time i verovatno¢u pojave temperaturnog stresa (IPCC, 2023;
Jump i Pefiuelas, 2005). Biljke na promene temperaturnih uslova odgovaraju nizom medusobno
povezanih procesa koji se odvijaju na razli¢itim nivoima bioloSke organizacije. Fenotipska
plasticnost omogucava promene fenotipske ekspresije osobina u zavisnosti od uslova sredine,
dok se na cCelijskom nivou aktiviraju razli¢iti zastitni mehanizmi, ukljucujuéi sintezu proteina
toplotnog stresa i regulaciju redoks homeostaze putem antioksidativnog sistema (Feder i
Hofmann, 1999; Wahid i sar., 2007; Suzuki i Mittler, 2006; Jagadish i sar.,2021). Odgovor biljaka
na povecanje temperature moze se ispoljiti na razli¢itim nivoima fenotipa i ne mora biti jednak
za sve osobine niti imati iste posledice po funkcionisanje i reproduktivni uspeh. Zbog toga
razumevanje odgovora na globalno zagrevanje zahteva istovremeno razmatranje promena
pojedinac¢nih osobina, njihove plasti¢nosti i medusobne povezanosti, kao i mogucih posledica
tih promena po reprodukciju i adaptivnu vrednost.

1.1. Uticaj globalnog zagrevanja na biljni svet

Tokom istorije Zivota na Zemlji klimatski uslovi su se prirodno menjali, ali se od pocetka
industrijske ere tempo tih promena znacajno ubrzao usled porasta antropogenog uticaja na
zivotnu sredinu (IPCC, 2023). U tom kontekstu, globalno zagrevanje predstavlja jedan od
kljucnih ¢inilaca koji danas oblikuju uslove Zivota na Zemlji. [ako se pojmovi klimatske promene
i globalno zagrevanje Cesto koriste kao sinonimi, oni ne oznacavaju istu pojavu. Klimatske
promene obuhvataju dugoro¢ne promene prosecnih meteoroloskih obrazaca koji odreduju
klimu na lokalnom, regionalnom i globalnom nivou, dok se globalno zagrevanje specifi¢no
odnosi na porast prosecne globalne povrSinske temperature Zemlje, prvenstveno usled
povecanja koncentracije gasova sa efektom staklene baste u atmosferi (NASA, 2024). U okviru
klimatskih promena, globalno zagrevanje predstavlja jedan od najznacajnih faktora koji uticu
na biljni svet, budu¢i da povisSene temperature menjaju klju¢ne fizioloSke procese i mogu imati
stimulativne, ali i ogranicavajuce efekte na rastenje i razvice biljaka, u zavisnosti od intenziteta
i trajanja promena, kao i od karakteristika stanista (Chen i sar., 2025; Lippmann i sar., 2019;
Pahadi i sar., 2025).

U odnosu na predindustrijski period, prose¢na godiSnja povrsinska temperatura Zemlje porasla
je za 1,15 °C, pri ¢emu je zagrevanje izraZenije na kopnu (1,65 °C) nego nad okeanima (0,93 °C)
(IPCC, 2023). U pojedinim regionima porast temperature znatno premasuje globalni prosek, pri
¢emu se procenjuje da se Arktik u periodu od 1979. do 2021. godine zagrevao skoro Cetiri puta
brze od ostatka planete (Rantanen i sar., 2022). lako su globalni napori usmereni ka
ograni¢avanju porasta temperature na manje od 1,5 °C, najnovije procene ukazuju na to da je
ostvarenje tog cilja malo verovatno, dok je scenario porasta temperature za viSe od 3 °C do kraja
veka izgledniji (Liu i Raftery, 2021; Ripple i sar., 2022; Suarez-Eiroa i sar., 2024). Dugorocne
klimatske projekcije ukazuju na to da bi se globalno zagrevanje moglo nastaviti i nakon 2100.
godine, ¢ak i u scenarijima umerenog smanjenja emisije gasova sa efektom staklene baSte, pri
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¢emu se najveci porast temperature ocekuje nad kopnom, narocito u polarnim regionima (Lyon
i sar,, 2021). Dalje povecanje temperature verovatno ¢e dovesti do ¢eS¢ih i intenzivnijih
toplotnih talasa, promena u raspodeli padavina i vece ucestalosti prirodnih nepogoda,
ukljucujuci suse, poplave i oluje (IPCC, 2021; Jagadish i sar, 2021; IPCC, 2023). Pored toga,
globalno zagrevanje menja temperaturni rezim tokom vegetacione sezone, ukljucujuci porast
prose¢nih temperatura, kao i promene u dnevnom i sezonskom variranju. U umerenim
regionima, narocCito na veé¢im nadmorskim visinama, o¢ekuje se produZavanje vegetacione
sezone, dok ¢e se u suSnim i tropskim oblastima ona skracivati usled toplotnog stresa i suse
(Jagadishisar., 2021; IPCC, 2023).

Globalno zagrevanje predstavlja znacajnu pretnju proizvodnji hrane. Utvrdeno je da se sa
porastom globalne temperature za 1 °C, prosecni prinosi Cetiri glavne poljoprivredne kulture
smanjuju: pSenice za 6 %, pirinca za 3,2 %, kukuruza za 7,4 % a soje za 3,1 % (Zhao i sar., 2017;
Kan i sar., 2023).

Prirodni ekosistemi ve¢ trpe posledice antropogeno izazvanog globalnog zagrevanja, koje se
ispoljavaju kroz promene u funkcionisanju ekosistema, smanjenje biodiverziteta i izumiranje
vrsta (Catullo i sar., 2019). ZabeleZena su pomeranja areala rasprostranjenja vrsta, promene u
sastavu bioloskih zajednica, kao i promene u fenologiji, morfologiji i fiziologiji brojnih grupa
organizama, ukljuCujuc¢i biljne i Zivotinjske vrste u kopnenim, slatkovodnim i morskim
ekosistemima (Parmesan, 2006; Franks i sar., 2014; Pecli sar., 2017; Catullo i sar., 2019). Pored
toga, narusavanje biotickih interakcija, poput odnosa predator-plen i biljka-oprasivac, postaje
sve izraZenije usled razliCitih fizioloSkih i fenoloskih odgovora vrsta na porast temperature
(Parmesan, 2006; Franks i sar., 2014; Piao i sar., 2019). Tokom proteklih decenija, jedan od
najuocljivijih obrazaca fenoloskih promena kod biljaka jeste raniji pocetak prole¢nih razvojnih
faza, odnosno ranije cvetanje i formiranje listova, zabeleZen Sirom Evrope, Severne Amerike i
istocne Azije, kako putem satelitskih posmatranja tako i eksperimentalnim istrazivanjima (Piao
i sar., 2019). Ove promene ukazuju na to da posledice globalnog zagrevanja nisu iskljucivo
predmet teorijskih predvidanja, ve¢ da sada dovode do merljivog naruSavanja funkcionisanja
prirodnih ekosistema, sa sve izraZenijim posledicama po opstanak vrsta. U skladu sa tim,
Warren i saradnici (2018) su, poredeci scenarije porasta temperature od 1,5 °Ci 2 °C u odnosu
na predindustrijski nivo, pokazali da bi ogranicavanje globalnog zagrevanja na 1,5 °C znacajno
smanjilo udeo vrsta koje bi izgubile viSe od polovine svog areala rasprostranjenja, i to za do
50 % kod biljaka i Zivotinja, odnosno za ¢ak 66 % kod insekata. Prema globalnoj meta-analizi
koja je obuhvatila 131 studiju (Urban, 2015), rizik od izumiranja vrsta raste eksponencijalno sa
porastom temperature: zagrevanje od 2 °C moglo bi da ugrozi oko 5 % vrsta, dok bi porast
temperature od 4 °C mogao dovesti do nestanka ¢ak 16 % svih savremenih vrsta. Kao
najugroZzeniji regioni izdvajaju se Juzna Amerika, Australija i Novi Zeland, gde bi izumiranje
moglo zahvatiti ¢ak jednu petinu vrsta, dok su Severna Amerika i Evropa podrucja sa najmanjim
predvidenim rizikom (Urban, 2015).

Globalno zagrevanje moZe dovesti do izumiranja biljnih vrsta direktnim i indirektnim
mehanizmima. Direktni mehanizmi podrazumevaju porast temperature iznad fizioloske
tolerancije vrste (Cahill i sar., 2013), pri ¢emu su posebno ugroZene biljke sa uskim rasponom
termotolerancije, narocito u regionima u kojima je povecanje temperature znatno vece od
globalnog proseka. Indirektni mehanizmi ukljuCuju skracenje perioda aktivnosti usled
nepovoljnih temperaturnih uslova, porast energetskih troskova odrZavanja, povecanje
uCestalosti i intenziteta ekstremnih klimatskih dogadaja, izraZenije sezonske temperaturne
oscilacije, neusaglaSenost izmedu temperaturnih uslova i fotoperioda, kao i fenolosku
neusaglasenost izmedu biljaka i njihovih oprasivaca (Cahill i sar., 2013; Franks i sar., 2014;
Catullo i sar., 2019). Podaci dobijeni primenom razlic¢itih modela i eksperimentalnih pristupa
ukazuju na to da i relativno mali porast proseCne globalne temperature moZe imati
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nesrazmerno velike posledice po biodiverzitet i stabilnost ekosistema (Urban, 2015; Warren i
sar., 2018; IPCC, 2023). Na nivou pojedinacnih organizama, ovi efekti ispoljavaju se kroz
promene u osnovnim fizioloSkim procesima koji uti¢u na rastenje, razvoj i reproduktivni uspeh
(Wahid i sar., 2007; Raza i sar., 2019). Kod biljaka, stres izazvan poviSenom temperaturom
dovodi do smanjenja efikasnosti fotosinteze, povecanja transpiracije i destabilizacije ¢elijskih
membrana, $to za posledicu ima naruSavanje vodnog i energetskog balansa (Raza i sar., 2019;
Kan i sar, 2023; Rammal i sar., 2025). Pored toga, globalno zagrevanje remeti fizioloSku
ravnotezu biljaka, povecava njihovu osetljivost na patogene i dovodi do promena u fenologiji,
morfologiji, fiziologiji i ukupnoj produktivnosti (Jagadish i sar., 2021; Kan i sar., 2023; Chen i
sar., 2025).

Da bi opstale u izmenjenim sredinskim uslovima, prirodne populacije biljaka mogu koristiti tri
strategije, koje se medusobno ne iskljucuju: (1) migraciju putem disperzije semena u podrucja
sa povoljnijim uslovima, (2) adaptaciju delovanjem prirodne selekcije ili (3) fenotipsku
plasti¢nost (Nicotra i sar.,, 2010). S obzirom na to da temperatura predstavlja jedan od
najznacajnijih stresnih faktora, razumevanje nacina na koji biljke percipiraju temperaturne
promene i odgovaraju na njih klju¢no je za predvidanje njihovog funkcionisanja i opstanka u
uslovima globalnog zagrevanja.

1.2. Stres i odgovori biljaka na sredinski stres

1.2.1. Heterogenost Zivotne sredine

Prirodna stani$ta biljaka odlikuju se izraZenom prostornom i vremenskom heterogenoscu
abiotickih i biotickih cinilaca, usled ¢ega su resursi i drugi sredinski faktori neujednaceno
rasporedeni i variraju u intenzitetu i trajanju (Wiens, 1976; Kotliar i Wiens, 1990; Stuefer, 1996;
Larcher, 2003; Nicotra i sar., 2010; Suzuki i sar., 2014). S obzirom na to da su biljke sesilni
organizmi, njihova sposobnost da percipiraju heterogenost sredine i da na nju odgovore
predstavlja vazan preduslov opstanka (Stuefer, 1996; Nicotra i sar., 2010; Suzuki i sar., 2014).
Stoga heterogenost staniSta predstavlja vazan ekoloSki kontekst u kojem se oblikuju
kratkoroc¢ni (ekoloski) i dugoroc¢ni (evolucioni) odgovori biljaka (Stuefer, 1996).

Heterogenost Zivotne sredine podrazumeva da se uslovi mogu razlikovati po skali, stepenu
kontrasta, prostornoj kovarijansi resursa i predvidljivosti promena, pri cemu se takvo variranje
moZe ispoljavati u prostoru, vremenu ili u obe dimenzije istovremeno (Wiens, 1976; Kotliar i
Wiens, 1990; Stuefer, 1996). Vazno je naglasiti da se ovi aspekti ne ispoljavaju izolovano, vec
su u medusobnoj interakciji: svaki od njih moZe omoguciti odredene odgovore biljaka, ali i
nametnuti odredena ogranicenja, tako da se spektar mogucih odgovora formira njihovim
kombinovanim delovanjem (Kotliar i Wiens, 1990; Stuefer, 1996). Skala heterogenosti
oznacava veli¢inu prostora ili vremensko trajanje u okviru kojih sredinski faktori zadrzavaju
relativno stabilan kvalitet (Wiens, 1976; Stuefer, 1996). Pri tome je vazno razlikovati
strukturnu heterogenost, koja se odnosi na objektivno prostorno-vremensko variranje uslova,
od funkcionalne heterogenosti, koja obuhvata samo one razlike koje su bioloski relevantne i
koje dati organizam moZe da registruje (Stuefer, 1996; Baythavong i Stanton, 2010). Vremenska
heterogenost mozZe biti unutar-generacijska, ukoliko se fluktuacije sredinskih faktora odvijaju
tokom Zivotnog ciklusa jedinke, ili medu-generacijska, kada se promene odvijaju u periodu
duZem od generacijskog vremena vrste (Kotliar i Wiens, 1990; Stuefer, 1996). Sredinska
heterogenost moZe se definisati kao variranje sredinskih faktora i dostupnosti resursa u
razliCitim delovima prostora koje organizam nastanjuje. Kada je sredinsko variranje, u odnosu
na veli¢inu i disperzionu sposobnost jedinki, grubo granulisano (engl. coarse-grained), odnosno
kada organizmi provode znatno viSe vremena u jednom nego u drugim staniStima, teorijski se
ocekuje formiranje konstitutivnih ili lokalno adaptiranih fenotipova, odnosno specijalizacija
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(Stuefer, 1996; Banta i sar., 2007; Hamann i sar., 2016; De Villemereuil i sar., 2018). Nasuprot
tome, ukoliko je sredinsko variranje fino granulisano (engl. fine-grained), odnosno ukoliko
jedinke koriste sredinske resurse proporcionalno njihovoj prostorno-vremenskoj
zastupljenosti u datom stanistu, oCekuje se evolucija adaptivne fenotipske plasticnosti koja
omogucava uskladivanje fenotipa sa promenama u mikrookruzenju (Stuefer, 1996; Baythavong
i Stanton, 2010; Baythavong, 2011; Hamannisar., 2017; Henn i sar., 2018). Kontrast predstavlja
stepen razlike izmedu susednih delova stanista i, zajedno sa skalom, utice na to da li ¢e
sredinsko variranje dati organizam funkcionalno prepoznati i da li ¢e ono izazvati odgovor
(Kotliar i Wiens, 1990; Stuefer, 1996). Prostorna kovarijansa oznacava nacin na koji su razliciti
resursi, poput vode, nutrijenata i svetlosti, rasporedeni u prostoru. Kada se razlic¢iti resursi
prostorno preklapaju (pozitivna kovarijansa), povoljnija mikrostaniSta mogu biti jasnije
definisana u prostoru, Sto moZe olaksati istovremeno koriS¢enje viSe resursa; nasuprot tome,
njihovo prostorno iskljucivanje (negativna kovarijansa) moZe otezati takvo uskladeno
koriS¢enje resursa i zahtevati strategije poput specijalizacije ili razmene resursa unutar klona
(Stuefer, 1996). Posebno sloZzen aspekt heterogenosti Zivotne sredine predstavlja
predvidljivost sredinskih promena, koja znacajno utice na evoluciju odgovora organizama na
heterogenost (Stuefer, 1996; Valladares i sar., 2007; Reed i sar., 2010; Simons, 2011). Kada se
faktori sredine menjaju na relativno predvidiv nacin, na primer usled sezonskih promena
temperature ili vlaZnosti, sredinski signali su pouzdaniji, pa selekcija favorizuje razvoj
adaptivne fenotipske plasti¢nosti (Scheiner, 1993; Stuefer, 1996; Ghalambor i sar., 2007; Reed
i sar,, 2010). Nasuprot tome, u uslovima niske predvidljivosti, kada se intenzitet i trajanje
promena teSko mogu anticipirati, selekcija najc¢eS¢e favorizuje generalizaciju, odnosno
formiranje intermedijarnih i robusnih fenotipova sa smanjenom plasti¢noscu, ¢ime se umanjuje
rizik od maladaptivnih odgovora na nepouzdane sredinske signale (Stuefer, 1996; Nicotrai sar.,
2010).

Izbor izmedu specijalizacije, generalizacije i fenotipske plasti¢nosti u velikoj meri zavisi od
medudejstva razlicitih aspekata heterogenosti, pre svega skale, kontrasta i predvidljivosti, Sto
u datom ekoloskom kontekstu odreduje koji tipovi odgovora biljaka mogu biti funkcionalno
odrZivi (Stuefer, 1996). Nacin na koji biljke registruju i odgovaraju na heterogenost Zivotne
sredine ne zavisi samo od prisustva razli¢itih faktora, ve¢ i od njihove prostorne raspodele,
intenziteta i trajanja. Medutim, kada jedan ili viSe sredinskih faktora svojom jainom i trajanjem
narusSe fizioloSku ravnotezu biljaka, heterogenost poprima stresni karakter, Sto predstavlja
poseban izazov u prirodnim ekosistemima (Larcher, 2003; Valladares i sar., 2007; Nicotrai sar.,
2010).

1.2.2. Pojam i tipovi stresa

Proucavanje odgovora organizma i populacija na sredinski stres predstavlja poseban
konceptualni izazov zbog viSeznacnosti samog pojma stres. Jedan od najznacajnih autora u
istoriji proucavanja stresa i utemeljiva¢ modernog koncepta stresa, Selye (1973) istakao je da
»,Svako zna sta je stres, a opet niko zaista ne zna sta on jeste”, ukazujuc¢i na paradoks termina koji
je opSteprihvacen, ali razliCito definisan u zavisnosti od konteksta u kome se upotrebljava. Isti
autor definiSe stres kao ,nespecificni odgovor organizma na svaki zahtev koji se pred njega
postavi“, naglasavajuci da razliciti stresori mogu pokrenuti zajednicke, opste fizioloSke reakcije.
Tumacenje stresa zavisi ne samo od istrazivacke discipline, ve¢ i od nivoa bioloSke organizacije
na kojem se proucava, od molekularnog i fizioloSkog do organizamskog i populacionog (Bijlsma
i Loeschcke, 2005). U savremenoj bioloskoj literaturi termin stres Cesto se koristi i za spoljasnji
faktor koji deluje na organizam i za odgovor organizma na to delovanje. Zbog toga je potrebno
razlikovati pojam stresor, kao sredinske komponente, od stresnog odgovora, odnosno skupa
fizioloskih i biohemijskih promena koje prate izlaganje stresoru, kao bioloske komponente
(Lichtenthaler, 1996, 1998; Bijlsma i Loeschcke, 2005; Kranner i sar., 2010).
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U fizioloSkom kontekstu, stres se najceS¢e posmatra kao skup fizioloskih i biohemijskih
odgovora jedinke na delovanje sredinskih stresora, pri cemu se njegovi efekti procenjuju na
osnovu promena u performansi organizma (Levitt, 1980; Lichtenthaler, 1988, 1996, 1998;
Larcher, 2003; Mittler, 2006). Iako se stres najceS¢e smatra negativnim fenomenom, njegovi
efekti mogu biti i korisni, u zavisnosti od intenziteta i trajanja delovanja stresora. U tom smislu
razlikuju se eustres, koji oznacava stres niskog do umerenog intenziteta i aktivira signalne
puteve i odbrambene mehanizme bez trajnih oStecenja, i distres, koji nastaje kada intenzitet ili
trajanje stresora premaSe kompenzacione kapacitete organizma i dovedu do smanjene
funkcionalne stabilnosti i oSte¢enja (Lichtenthaler, 1988, 1996, 1998; Zhou i Wang, 2023; Berni
i sar., 2024). Kumulativni efekat delovanja stresora moZe se opisati pojmom doza stresa (engl.
stress dose), koja predstavlja proizvod intenziteta i trajanja delovanja stresora i omogucava
procenu praga, specificnog za tip stresora i organizam, iznad kojeg eustres prelazi u distres
(Lichtenthaler, 1996, 1998; Georgieva i Vassileva, 2023). Tako, kratkotrajno izlaganje stresoru
niskog intenziteta moZze izazvati slab ili izostajuci odgovor, dok dugotrajno delovanje c¢ak i
blagih stresora moZe dovesti do hroni¢nog stresa i postepenih fizioloSkih promena. Nasuprot
tome, kratkotrajni stres visokog intenziteta, odnosno akutni stres, izaziva brze i izraZene
fizioloske reakcije, tako da stres slicnog intenziteta, ali razli¢itog trajanja, moZe pokrenuti
kvalitativno razlicite biljne odgovore (Levitt, 1980; Larcher, 2003; Lai i He, 2016; Samat i sar,
2025).

U evolucionom kontekstu, stres se posmatra kao selekcioni faktor koji moZe pokrenuti
adaptivne evolucione promene u populacijama izloZzenim promenljivoj Zivotnoj sredini. U tom
okviru, stres se definiSe kao ishod interakcije stresora i odgovora organizma, pri ¢emu isti
intenzitet stresora moZe imati razlicite posledice u zavisnosti od fizioloskog stanja i adaptivnog
potencijala organizma (Hoffmann i Parsons, 1991; Bijlsma i Loeschcke, 2005; Zhou i Wang,
2023). U praksi, stres se Cesto povezuje sa uslovima u kojima intenzitet i trajanje delovanja
stresora smanjuju adaptivnu vrednost organizma, ograni¢avajuéi njegovo prezivljavanje i/ili
reprodukciju. Zbog toga izlaganje ekstremnim ili novim uslovima cesto deluje kao snaZan
selekcioni filter (Bijlsma i Loeschcke, 2005). Empirijsku potvrdu ovakvog delovanja stresa
pruzaju i eksperimenti u kojima su prirodne linije vrste Arabidopsis thaliana pokazale znacajne
razlike u preZivljavanju i reprodukciji u kontrastnim klimatskim uslovima (Exposito-Alonso i
sar., 2019). Ipak, nije svako smanjenje adaptivne vrednosti nuzno posledica stresa, niti svaki
stres mora dovesti do njenog smanjenja. Mnoge promene u metabolizmu, rastenju ili
fizioloSkim aktivnostima biljaka predstavljaju uobicajene odgovore na svakodnevne ili
sezonske promene uslova sredine, pa granica izmedu uobicajenog variranja sredinskih uslova
i stresnog delovanja nije oStro odredena i Cesto se procenjuje tek na osnovu posledica po
preZzivljavanje i reprodukciju (Lichtenthaler, 1998; Bijlsma i Loeschcke, 2005).

Sredinski stres moze nastati delovanjem razlicitih abiotickih i biotickih stresora iz Zivotne
sredine. AbiotiCki stresori obuhvataju odstupanja nezivih faktora sredine, kao S$to su
temperatura, svetlost, salinitet, dostupnost nutrijenata i vlaZnost zemljista, od njihovih
optimalnih vrednosti, kao i prisustvo zagadujucih supstanci u vodi, vazduhu i zemljiStu. Bioticki
stresori odnose se na interakcije izmedu organizama, ukljucuju¢i predatorstvo, herbivoriju,
parazitizam, patogenost i kompeticiju (Suzuki i sar., 2014; Pandey i sar., 2017; Nawaz i sar.,
2023; Du i sar., 2024). Abioticki i bioticki stresori mogu delovati nezavisno ili medusobno
interagovati. Efekat stresa procenjuje se u odnosu na organizam na koji deluje, zbog Cega stres
ima i unutrasnju, geneticku komponentu (Bijlsma i Loeschcke, 2005). Geneticki stres moZze
nastati usled smanjene geneticke varijabilnosti, inbridinga ili akumulacije Stetnih mutacija,
¢ime se smanjuje adaptivni potencijal populacije (Bijlsma i sar., 2000). Zbog toga kombinovano
delovanje sredinskog i genetickog stresa moze imati posebno izrazene posledice, jer geneticki
osiromasene populacije Cesto pokazuju vecu osetljivost na abioticke i bioticke stresore, Sto
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moZe dovesti do znacajnog smanjenja adaptivne vrednosti (Keller i sar.,, 2002; Bijlsma i
Loeschcke, 2005; Cheptou i Donohue, 2011).

U prirodnim uslovima, biljke su najcesce izloZene istovremenom delovanju viSe stresora, a
globalno zagrevanje dodatno povecava ucestalost i intenzitet kombinovanih stresnih faktora
(Suzuki i sar., 2014; Zandalinas i Mittler, 2022). Efekti kombinovanih stresora mogu biti
aditivni, sinergisticki ili antagonisticki, pri cemu ishod zavisi od trajanja i intenziteta delovanja,
redosleda izlaganja, tipa tkiva, razvojne faze i biljne vrste (Dietz, 2021; Zandalinas i Mittler,
2022). Aditivni efekat podrazumeva odsustvo interakcije izmedu stresora, tako da je ukupni
odgovor biljke priblizno jednak zbiru efekata pojedinacnih stresora (Zandalinas i Mittler,
2022). Sinergisticki efekat nastaje kada kombinovano delovanje stresora izaziva intenzivniji
odgovor od ocekivanog zbira njihovih pojedinacnih efekata. Tako je, na primer, kod duvana
pokazano da zajednicko delovanje poviSene temperature i suSe izaziva intenzivniji oksidativni
stres i veca oSteCenja fotosintetskog aparata, nego svaki od ovih stresora pojedina¢no (Rizhsky
i sar., 2002; Zandalinas i Mittler, 2022). Nasuprot tome, antagonisticki efekat javlja se kada je
ukupni uticaj kombinovanih stresora manji od ocekivanog zbira pojedina¢nih efekata
(Zandalinas i Mittler, 2022). To ilustruje primer eksperimenta na jagodi, kod koje umeren vodni
deficit povecava otpornost na niske temperature, smanjujuci rizik od formiranja leda u ¢elijama
(Rajashekar i Panda 2014).

Stres tako predstavlja vazan faktor koji oblikuje fizioloSke odgovore jedinki i moZe usmeravati
evolucione procese u populacijama izloZenim promenljivoj Zivotnoj sredini (Bijlsma i
Loeschcke, 2005; Dietz, 2021; Zhou i Wang, 2023). Sposobnost biljaka da prepoznaju stresore i
integriSu odgovore na njihovo kombinovano delovanje predstavlja osnovu otpornosti i
dugorocnog opstanka u uslovima ubrzanih klimatskih promena.

1.2.3. Termalno okruZenje biljaka i temperaturni stres

Temperatura predstavlja jedan od najvaznijih abiotickih faktora za Zive organizme, jer utice na
gotovo sve bioloske procese: menja fluidnost ¢elijskih membrana, stabilnost proteina, aktivnost
enzima, brzinu hemijskih reakcija, viskoznost ¢elijskih te¢nosti i difuziju razliCitih molekula
kroz njih. Zbog toga je rasprostranjenost organizama u velikoj meri odredena njihovom
temperaturnom tolerancijom, pa se u tom pogledu razlikuju organizmi prilagodeni visokim
(termofili), umerenim (mezofili) i niskim temperaturama (psihrofili) (Zrébek-Sokolnik, 2012).
Raspon temperatura u biosferi izuzetno je Sirok, od priblizno -94 °C na Antarktiku do preko
+400 °C u hidrotermalnim izvorima na dnu okeana, ali su granice u kojima organizmi mogu da
opstanu i ostvare kompletan Zivotni ciklus znatno uZe, i kre¢u se od oko -20°C do +122 °C
(Clarke, 2014; Nievola i sar., 2017). Biljke su ogranitene na jo$ uZi temperaturni opseg,
priblizno od -10 °C do +60 °C, ¢ije granice odreduju temperatura smrzavanja unutarcelijske
tec¢nosti i temperatura denaturacije proteina (Clarke, 2014; Nievola i sar., 2017). Optimalni
temperaturni opseg za vecinu visih biljaka iznosi 10-30 °C, dok se osnovne fizioloSke funkcije
mogu odrZavati u Sirem intervalu, od 0 °C do 40 °C (Fitter i Hay, 2002; Nievola i sar., 2017). Za
razliku od homeotermnih Zivotinja, biljke ne poseduju aktivnhe mehanizme za odrZavanje
stabilne temperature u Celijama i tkivima, zbog Cega promene temperature spoljasSnje sredine
snazno uticu na njihov metabolizam, rastenje i razvoj (Fitter i Hay, 2002). Procesi rastenja i
razvica zasnivaju se na brojnim biohemijskim reakcijama, koje su u razli¢itom stepenu osetljive
na temperaturu (Slika 1.2.1) (Penfield, 2008; Zrébek-Sokolnik, 2012; Nievola i sar., 2017).



Termalno okruZenje biljaka moZe se opisati kao sloZen i dinami¢an mozaik fluktuirajucih
temperatura vazduha i zemljiSta, pri ¢emu razli¢iti organi mogu biti izloZeni razli¢itim
obrascima temperaturnih promena. Na primer, temperatura lista u datom trenutku zavisi od
viSe faktora koji odreduju koli¢inu presretnutog suncevog zracenja i razmenu energije sa
spoljasnjom sredinom. Medu njima su dnevne i sezonske promene temperature, kratkotrajne
meteoroloske prilike, kao $to su oblac¢nost, brzina vetra i poreklo vazdusne mase, poloZaj lista
(listovi sunca i listovi senke) kao i njegova udaljenost od povrsSine zemljista (Fitter i Hay, 2002;
O’sullivan i sar., 2017). Zbog kombinovanog delovanja ovih faktora, temperatura lista Cesto
moZe biti viSa od temperature okolnog vazduha (O’sullivan i sar., 2017), i varirati u kratkom
vremenskom periodu ¢ak i do 20 °C, usled naizmeni¢nog zagrevanja i hladenja (McClung i
Davis, 2010). Pored toga, razlicite biljne vrste, kao i razlic¢iti organi i tkiva iste biljke, mogu imati
razlic¢ite temperaturne zahteve u zavisnosti od fizioloSkog procesa ili ontogenetske faze (Fitter
i Hay, 2002; Penfield, 2008).

Slika 1.2.1. Sematski prikaz
temperaturnih opsega
glavnih opisanih odgovora
biljaka na  temperaturu
sredine
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Biljke pokazuju Sirok spektar odgovora na temperaturne promene u svom okruzenju. Neki od
ovih odgovora su brzi, dok drugi zavise od integracije temperaturnih signala tokom duZeg
perioda, tako da fenoloski dogadaji poput prekida faze mirovanja pupoljaka ili cvetanja
indukovanog vernalizacijom, Cesto zavise od akumulirane temperature u prethodnoj sezoni
(Penfield, 2008 Piao i sar., 2019). Ovakvi odgovori, koji zavise od prethodnih temperatrnih
uslova, mogu se posmatrati kao razvojno-fenoloSka komponenta sredinske (ekoloske)
memorije, koja podrazumeva da raniji stimulusi ili stresori oblikuju kasnije razvojne i fizioloske
odgovore biljaka (Amasino, 2004; Auge i sar., 2023). Mehanizmi koji stoje u osnovi ovog
»,pamcenja” ukljucuju promene u ekspresiji gena, epigeneticke modifikacije, signalne i
metabolicke puteve, kao i procese stabilizacije proteina i odrZzavanja proteinske homeostaze
(Hilker i sar., 2016; Auge i sar., 2023; Zhang i sar., 2026). Takvo ,pamcenje“ podrazumeva da
efekat prethodnog signala ili stresora moze trajati i nakon inicijalnog odgovora, uticu¢i na
kasnije razvojne faze ili fizioloske odgovore, a u pojedinim slucajevima i na fenotip naredne
generacije, pri ¢emu se kapacitet i trajanje zadrZavanja informacije mogu znacajno varirati
(Hilker i sar., 2016; Auge i sar., 2023).

Za biljne vrste i niske i visoke temperature mogu predstavljati stresne faktore, dovodeci do
stresa izazvanog hladno¢om (engl. chilling stress) ili smrzavanjem (engl. freezing stress),
odnosno toplotnog stresa (engl. heat stress) (Zrobek-Sokolnik, 2012). Opstanak biljaka i

7



njihova sposobnost adaptivhog odgovora zavise od pouzdane percepcije i pravilne
interpretacije signala iz promenljive Zivotne sredine (Bigot i sar., 2018). Pokazano je da biljke
mogu detektovati i reagovati na temperaturne promene reda veli¢ine 1 °C (Jung i sar., 2016;
Kan i sar., 2023). Zbog toga je pravilna percepcija i niskih i visokih temperatura od klju¢nog
znacaja za uskladivanje razvojnih i fizioloskih odgovora (Penfield, 2008). U uslovima globalnog
zagrevanja moze se povecati verovatnoca neusaglaSenih temperaturnih signala, Sto moze
dovesti do maladaptivnih odgovora, na primer neodgovaraju¢eg vremena pocetka cvetanja u
odnosu na fazu zivotnog ciklusa ili ekologiju vrste (Nicotra i sar., 2010).

Ne dovodi svako povecéanje temperature nuzno do Stetnih posledica po biljku, ve¢ njegov efekat
zavisi od intenziteta, trajanja i brzine porasta temperature (Zrébek-Sokolnik, 2012; Jagadish i
sar.,, 2021). Blago poviSene temperature mogu pokrenuti termomorfogenezu, adaptivni
razvojni odgovor koji omogucava prilagodavanje supraoptimalnim uslovima, odnosno
umereno poviSenim temperaturama koje jos nisu dovoljno visoke da izazovu toplotni stres
(Casal i Balasubramanian, 2019; Ding i sar., 2020; Ludwig i sar, 2021; Kan i sar., 2023; Kerbler
i Wigge, 2023). U tom smislu, termomorfogeneza obuhvata morfoloSke promene kao Sto su
izduZivanje stabljike, hipokotila, lisnih drski i korenova, promena ugla listova i smanjenje lisne
povrSine, ¢ime se povecava efikasnost hladenja i sniZava temperatura tkiva (Casal i
Balasubramanian, 2019; Ludwig i sar., 2021; Kan i sar., 2023). Nasuprot tome, toplotni stres
nastaje kada temperatura premasi fizioloski prag tolerancije vrste, Sto dovodi do naruSavanja
homeostaze, ukljuCuju¢i metabolicku neravnoteZzu i inhibiciju rastenja, pri ¢emu intenzitet
odgovora zavisi od vrste, genotipa, razvojne faze i tipa tkiva (Ahmad i Prasad, 2012;
Hasanuzzaman i sar., 2013; Jagadish i sar., 2021; Kan i sar., 2023; Samat i sar., 2025). Granica
izmedu blago poviSene temperature i toplotnog stresa nije univerzalna, ve¢ zavisi od vrste,
ekotipa kao i adaptivnog kapaciteta biljke. Tako se kod model organizma Arabidopsis thaliana
temperature do priblizno 27 °C smatraju umerenim i mogu pokrenuti termomorfogenezu, dok
kod pirinc¢a gornja granica moZe biti oko 34 °C (Ding i sar., 2020; Kan i sar., 2023). Najosetljivije
faze Zivotnog ciklusa biljaka na visoke temperature jesu rani stadijum sadnice i reproduktivni
period, narocito gametogeneza i cvetanje (Jagadish i sar., 2021). Toplotni stres razlicito utice
na stabilnost proteina, lipidnih membrana, nukleinskih kiselina (DNK i RNK) i citoskeletnih
struktura, aistovremeno menja efikasnost enzimskih reakcija u ¢eliji, dovodeci do metabolicke
neravnoteze (McClung i Davis, 2010; Calixto, 2025; Samat i sar., 2025). PoviSene temperature
takode mogu povecati osetljivost biljaka na patogene (Kumar i Mukhopadhyay, 2025). U
ekstremnim uslovima dolazi do ¢elijskog oStecenja ili Celijske smrti, Sto moZe izazvati kolaps
tkiva ili organa, a u krajnjem sluc¢aju i smrt organizma (Ahuja i sar., 2010). Metabolicka
neravnoteZa izazvana toplotnim stresom pracena je akumulacijom reaktivnih kiseoni¢nih vrsta
(ROS, engl. Reactive Oxygen Species) i razvojem sekundarnog oksidativnog stresa
(Hasanuzzaman i sar., 2013; Mittler, 2006, 2017).

Biljke poseduju mehanizme percepcije temperature koji omogucavaju detekciju i najmanjih
promena u toplotnom okruzenju. Ovi signali aktiviraju sloZene mreZe transdukcije koje dovode
do promena u ekspresiji gena, metabolizmu i razvoju (Mittler i sar., 2012; Jungi sar., 2016; Ding
i sar., 2020; Calixto, 2025). Efikasnost koordinacije ovih mreZa i reprogramiranja Celijskih
procesa odreduje da li ¢e biljka uspeti da odrZi homeostazu, razvije otpornost ili ¢e podleci
stresu. U skladu s tim, biljke su razvile razli¢ite strategije i mehanizme za uspostavljanje ove
ravnoteZe, od morfoloskih prilagodavanja do molekularnih odgovora koji im omogucavaju
opstanak u promenljivim uslovima sredine.

1.2.4. Odgovori biljaka na abioticke stresore

Tokom svog Zivotnog ciklusa one su neprestano izloZene razli¢itim stresorima, koji mogu
delovati pojedinacno ili zdruZeno (Suzuki i sar., 2014; Zandalinas i Mittler, 2022). Na
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fizioloSkom nivou, odgovori biljaka na stres mogu se svrstati u dve osnovne strategije:
strategiju bega od promene (engl. escape) i strategiju otpornosti na promenu (engl. resistance)
(Levitt, 1980; Shaar-Moshe i sar., 2019). Strategija bega podrazumeva izbegavanje izlaganja
stresu kroz promene u fenologiji, rastenju i razvicu, tako da se osetljive faze Zivotnog ciklusa
odvijaju u povoljnim uslovima, dok se nepovoljni periodi premosc¢uju stanjem smanjene
metabolicke aktivnosti ili dormancije (Volaire, 2018; Shaar-Moshe i sar., 2019; Ludwig i sar.,
2021). Tako biljke mogu skratiti Zivotni ciklus i zavrsiti razvice pre nastupanja nepovoljnih
uslova, ¢ime “izbegavaju” suSu ili temperaturni stres (Franksisar., 2014; Volaire, 2018; Ludwig
i sar., 2021). Otpornost na stres obuhvata mehanizme izbegavanja (engl. avoidance) i
tolerancije (engl. tolerance) (Shaar-Moshe i sar., 2019). Mehanizmi izbegavanja podrazumevaju
razliCite anatomske, morfoloske, fizioloSke i biohemijske promene koje sprecavaju ili smanjuju
delovanje stresora, ¢esto uz redukciju metabolicke aktivnosti (Lambers i Oliveira, 2019; Ludwig
i sar., 2021). Iako se u literaturi strategije bega i izbegavanja ponekad objedinjuju, njihovo
razdvajanje ima jasnu mehanisticku osnovu: beg sprecava izlaganje stresu, dok izbegavanje
deluje u njegovom prisustvu (Volaire, 2018). Mehanizmi tolerancije omogucavaju odrzavanje
osnovnih fizioloSkih funkcija i strukturne stabilnosti uprkos delovanju stresora, uz ograniceno
narusavanje funkcija i moguénost obnove oStecenja. Tolerancija moZe biti bazalna, kao rezultat
adaptacije, ili stecena, kroz aklimaciju i aklimatizaciju (Sung i sar., 2003; Lambers i Oliveira,
2019; Calixto, 2025). StecCena tolerancija nastaje kao posledica prethodne izloZenosti blagim
stresnim uslovima (engl. priming), pri ¢emu takva izloZenost povecava otpornost na kasnije,
intenzivnije stresove (Baurle, 2016; Chopra i sar., 2025). Tolerantne biljke odrZavaju celijsku
homeostazu zahvaljuju¢i metabolickoj plasti¢nosti, stabilizaciji proteina i membrana, kao i
aktivaciji molekularnih odbrambenih sistema (Ludwig i sar., 2021; Shaar-Moshe i sar., 2019).
Stepen termotolerancije zavisi od vrste, ali i od doba dana, sezone, tkiva i razvojne faze
(Dickinson i sar., 2018; Grossman, 2023). Mehanizmi izbegavanja i tolerancije nisu medusobno
iskljucivi i mogu se kombinovati u zavisnosti od intenziteta i trajanja stresnih uslova (Lambers
i Oliveira, 2019). Efikasnost ovih strategija zavisi i od vremenske skale stresa, jer kratkotrajni i
dugotrajni stres izazivaju kvalitativno razli¢ite odgovore. U tom smislu razlikuju se trenutni
odgovor na stres, aklimacija /aklimatizacija i adaptacija (Slika 1.2.2).

Trenutni odgovor na stres predstavlja neposredni negativni efekat stresora na fizioloSke
procese i javlja se u rasponu od nekoliko sekundi do nekoliko dana, ¢esto pracen opsStim
smanjenjem metabolicke aktivnosti (Lambers i Oliveira, 2019). Ukoliko biljka ne poseduje
adekvatne mehanizme tolerancije, moZe do¢i do akutnih oStecenja, ubrzane senescencije i smrti
(Lichtenthaler, 1998). Kod tolerantnih biljaka dolazi do aklimatizacije (Lambers i Oliveira,
2019), odnosno do skupa morfoloskih i fizioloSkih modifikacija koje ublazavaju inicijalne
negativne efekte stresa. Dok se aklimatizacija odnosi na odgovore biljaka u prirodnim uslovima,
gde istovremeno varira viSe faktora sredine (Smith i Dukes, 2013; Lambers i Oliveira, 2019),
aklimacija podrazumeva odgovore u eksperimentalno kontrolisanim uslovima (Kleine i sar.,
2021). Tokom oba procesa, koji se odvijaju u rasponu od nekoliko dana do nekoliko nedelja,
dolazi do sloZenih promena u hormonskoj regulaciji, sintezi odbrambenih molekula, ekspresiji
gena, aktivnosti enzima i regulaciji signalnih puteva i transkripcionih faktora (Larkindale i
Vierling, 2008; Wani i sar., 2016; Lambers i Oliveira, 2019; Singh i sar., 2020; Devireddy i sar.,
2021; Kleineisar., 2021; Waadti sar., 2022). Ovi molekularni i fiziolosSki odgovori predstavljaju
osnovu promena u rastenju, razvoju i morfologiji cele biljke (Lambers i Oliveira, 2019).
Aklimatizacija i aklimacija na stres predstavljaju plasticne odgovore koji se odvijaju tokom
zivota jedinke, odnosno unutar jedne generacije. Za razliku od njih, adaptacija predstavlja
evolucioni odgovor na nivou populacije, koji nastaje kao rezultat promena u genetickoj



strukturi populacije pod delovanjem prirodne selekcije i ostvaruje se tokom viSegeneracija,
odnosno na evolucionoj vremenskoj skali (Lambers i Oliveira, 2019; Kristensen i sar., 2020).

Populacije

Kompenzaciona
homeostaza

Promena bioloskog procesa

Min - Dan Dan- Mesec Mesec-Godina Generacije Evoluciono vreme

Slika 1.2.2. Tipi¢an vremenski tok odgovora biljaka na sredinskKi stres

Neposredan odgovor biljaka na sredinski stres ogleda se u smanjenju intenziteta fizioloske
aktivnosti. Tokom aklimacije/aklimatizacije, jedinke delimi¢no kompenzuju uticaj stresa, tako da se
nivo aktivnosti postepeno vraca ka kontrolnom nivou. Tokom evolucionog vremena populacije se
adaptiraju na sredinski stres, Sto dovodi do dodatnog poveéanja nivoa aktivnosti ka nivou
nestresiranih, neadaptiranih biljaka. Ukupno poveéanje aktivnosti koje proizilazi iz
aklimacije/aklimatizacije i adaptacije predstavlja aktivnost insitu u prirodnim populacijama i
odrazava ukupnu homeostatsku kompenzaciju kao odgovor na sredinski stres (preuzeto i
modifikovano prema: Lambers i Oliveira, 2019).

U kontekstu globalnog zagrevanja, dugorocni opstanak biljaka zavisi od procesa koji deluju na
razlic¢itim bioloskim nivoima i odvijaju se na razli¢itim vremenskim skalama. U tom smislu
razlikuju se tri osnovne strategije koje se medusobno ne iskljucuju: pomeranje areala
rasprostranjenja ka staniStima sa povoljnijim uslovima, geneticka adaptacija i fenotipska
plasti¢nost (Nicotra i sar., 2010; Franks i sar., 2014; Catullo i sar., 2019). Pomeranje areala
rasprostranjenja koje se kod biljaka ostvaruje rasejavanjem semena, Cesto je ograniceno
prostornim dometomrasejavanja, fragmentacijom stanista, dugim generacijskim periodom, kao
i mogucom neusaglaseno$cu sa drugim abiotickim i bioti¢kim faktorima, kao Sto su fotoperiod
i opraSivaci. Zbog toga se smatra da je kod mnogih biljnih vrsta verovatno¢a dovoljno
brzogpomeranja areala koja bi omogucila pracenje savremenih temperaturnih promena,
relativno mala (Jump i Pefiuelas, 2005; Franks i sar., 2014; Scheiner i sar., 2020). Geneticka
adaptacija omogucava dugoroc¢no prilagodavanje populacija novim uslovima, ali zahteva vise
generacija i zavisi od niza populacionih parametara, ukljucujuc¢i veli¢cinu populacije, nivo
genetiCke varijabilnosti, protok gena i konzistentnost selekcionog pritiska (Chevin i sar., 2013;
Catullo i sar., 2019). Stoga prisustvo geneticke varijabilnosti u osobinama povezanim sa
temperaturom u prirodnim populacijama ne znaci nuzno da ¢e do adaptacije zaista i do¢i, niti
da ¢e njena stopa biti uskladena sa prognoziranom stopom promene Zivotne sredine usled
globalnog zagrevanja (Jump i Pefiuelas, 2005). Pored toga, adaptivni odgovor na brze promene
sredine moZe zahtevati istovremenu evoluciju veceg broja osobina, pri ¢emu korelacije medu
njima mogu ograniciti pravac i brzinu odgovora. Uprkos visokom nivou variranja u
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pojedina¢nim kvantitativnim osobinama, vrste mozda nece biti sposobne da adaptivno
odgovore na selekcioni pritisak sredine (Jump i Pefiuelas, 2005; Hoffmann i Sgro, 2011; Kelly,
2019). U okolnostima u kojima su promene sredinskih faktora brze od stope evolucionih
promena, fenotipska plasti¢nost predstavlja kljucni mehanizam koji omogucava brze, cesto
reverzibilne promene fenotipa unutar jedne generacije, Cime biljke mogu ocCuvati
funkcionalnost i adaptivnu vrednost u promenjenim uslovima (Nicotra i sar., 2010; Scheiner i
sar., 2020). Ukoliko su plasticni odgovori adaptivni, oni mogu ublaZiti negativne efekte
globalnog zagrevanja, smanjiti rizik od lokalnog izumiranja i potencijalno obezbediti vreme za
kasniju geneticku adaptaciju (Nicotrai sar., 2010; Franks i sar., 2014). U tom smislu, fenotipska
plasti¢nost se sve CeS¢e prepoznaje kao jedan od klju¢nih mehanizama kojima se biljne
populacije suocavaju sa ubrzanim globalnim zagrevanjem.

1.3. Fenotipska plasticnost

1.3.1. Definicija i osnovne karakteristike fenotipske plasti¢nosti

Fenotipska plasti¢nost predstavlja sposobnost jednog genotipa da ispolji razlicite fenotipove u
razli¢itim uslovima Zivotne sredine (West-Eberhard, 1989). To podrazumeva da ¢ak i relativno
male razlike u abiotickim i biotickim faktorima Zivotne sredine mogu izazvati fenotipske
promene na razli¢itim nivoima bioloSke organizacije, ukljucuju¢i promene u anatomiji,
morfologiji, fiziologiji, razvi¢u, alokaciji resursa, fenologiji i ponasSanju, koje mogu uticati na
preZivljavanje i reprodukciju organizama (Nicotra i sar., 2010; Forsman, 2014; Schneider,
2022). Iako se cesto navodi da kod biljaka morfoloske i fizioloSke osobine ispoljavaju ve¢i nivo
fenotipske plasti¢nosti, a kod Zivotinja osobine ponaSanja, ova podela nije apsolutna, ve¢ zavisi
od vrste, osobine i ekoloskog konteksta (Stojkovi¢ i Tuci¢, 2012). Fenotipska plasti¢nost nije
opsta odlika genotipa ili organizma, ve¢ je specificna za odredenu osobinu ili funkcionalni skup
osobina i ispoljava se kao odgovor na ispitivane uslove Zivotne sredine (Nicotra i sar., 2010).
Prisustvo i nivo fenotipske plasticnosti odredene osobine nalaze se pod genetickom kontrolom
i mogu varirati medu osobinama, jedinkama i populacijama (Jump i Pefiuelas, 2005). Iako
nijedan genotip nije potpuno neplastican, fenotipska plasti¢nost nije neogranicena, pa isti
genotip ne ispoljava plasti¢nost za svaku osobinu u svim uslovima Zivotne sredine (Nijhout,
2003; Schneider, 2022). Za opisivanje fenotipskih odgovora istog genotipa u razliCitim
uslovima Zivotne sredine koristi se pojam norme reakcije, koji predstavlja skup svih fenotipova
koje taj genotip moZe ispoljiti u razli¢itim sredinskim uslovima (Sultan, 1987). Najjednostavniji
nacin prikazivanja fenotipskog odgovora jednog genotipa na razlic¢ite uslove Zivotne sredine
jeste dijagram normi reakcije. Takav dijagram omogucava da se utvrdi da li medu posmatranim
genotipovima postoje fenotipska plasti¢nost, geneti¢ka varijabilnost za ispitivanu osobinu i
interakcija izmedu genotipa i sredine, odnosno varijabilnost u fenotipskoj plasti¢nosti.
Fenotipska plasti¢nost se ispoljava kao promena vrednosti osobine, odnosno nagiba norme
reakcije, izmedu dve sredine, geneticka varijabilnost kao razlika u vrednosti iste osobine medu
genotipovima u istoj sredini, dok se interakcija izmedu genotipa i sredine prepoznaje po
neparalelnim normama reakcije, Sto ukazuje na to da se genotipovi razlikuju u nacinu na koji
registruju i obraduju sredinske signale (Sultan, 1987; Nicotra i sar., 2010; Stojkovi¢ i Tucic,
2012) (Slika 1.3.1).

Postoji viSe karakteristika na osnovu kojih se moZe opisati specifican plasti¢ni odgovor. Aktivna
plasti¢nost podrazumeva promene u metabolickim putevima, ekspresiji regulatornih gena ili
tokovima razvi¢a kao odgovor na sredinski signal, dok je pasivna plasticnost posledica
ogranicenosti resursa, alometrijskih odnosa ili ontogenetskih procesa (Forsman, 2014;
Schneider, 2022). Neki oblici fenotipske plasti¢nosti predstavljaju brze i reverzibilne odgovore,
odnosno fenotipsku fleksibilnost, koja se moze ispoljavati tokom Citavog Zivota organizma i
zavisi od konteksta Zivotne sredine. Nasuprot tome, pojedini oblici fenotipske plasti¢nosti
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nastaju u interakciji razvojnog programa i uslova Zivotne sredine i predstavljaju primer
ireverzibilne plasti¢nosti (Stojkovi¢ i Tuci¢, 2012). Pod terminom razvojna plasticnost
podrazumevaju se ireverzibilne varijacije u osobinama nastale kao rezultat sredinski
indukovanih modifikacija rastenja i razvica, koje, nakon Sto su indukovane, ostaju fiksirane cak
i kada odgovarajuci signal viSe nije prisutan u Zivotnoj sredini (Forsman, 2014).

1 Slika 1.3.1. Norme reakcije tri genotipa za
ispitivanu osobinu u dve razlicite sredine

Na x-osi prikazane su dve sredine (A i B), a na y-osi

su paralelne, Sto ukazuje na isti pravac i opseg
fenotipske plasti¢nosti, dok norma reakcije genotipa 1
nije paralelna sa ostalima, Sto ukazuje na postojanje
geneticke varijabilnosti u plasticnosti izmedu
genotipova 1 i 2, kao i izmedu 1 i 3)(preuzeto i
prevedeno iz: Nicotra i sar., 2010).

._% fenotipske vrednosti ispitivane osobine za tri
o 2 genotipa (1-3). Sva tri genotipa ispoljavaju fenotipsku
2 plasti¢nost, ali u razli¢itom stepenu: genotip 1 najvecu
3 3 a genotip 3 najmanju. Norme reakcije genotipova 21i 3
§
=

>
os}

Sredina

U zavisnosti od uticaja koji fenotipska plasticnost ima na adaptivnu vrednost jedinke, razlikuju
se adaptivna, neutralna i maladaptivna fenotipska plasticnost. Adaptivna plasti¢nost dovodi do
formiranja fenotipa koji je bliZi optimumu u datoj sredini, neutralna nema merljiv uticaj na
adaptivnu vrednost jedinke, dok maladaptivna dovodi do formiranja fenotipa koji je udaljeniji
od optimuma u datoj sredini (Slika 1.3.2) (Nicotra i sar., 2010; Stojkovic¢ i Tuci¢, 2012).

Slika 1.3.2. Procena adaptivne vrednosti
plasti¢nog odgovora.

Adaptivan Regresija mere plasti¢nosti na prose¢nu adaptivnu

vrednost pokazuje da odnos izmedu plasti¢nosti i

adaptivne vrednosti moZe biti adaptivan,
Neutralan neutralan ili maladaptivan (preuzeto i prevedeno
iz: Nicotra i sar., 2010).

Adaptivna vrednost

Maladaptivan

Niska Visoka
Plasti¢nost

Adaptivna vrednost plasticnog odgovora zavisi od ispitivane sredine, posmatrane osobine i
njenih interakcija sa drugim osobinama (Schneider, 2022). Budu¢i da organizmi raspolazu
ograni¢enim resursima, razliiti fizioloSki i razvojni procesi Cesto se nalaze u odnosu
uzajamnog ogranicavanja (engl. trade-off), jer zahtevaju iste energetske i materijalne resurse
unutar jedne jedinke (Stearns, 1989; DeWitt i sar., 1998). Zbog toga sposobnost organizma da
plasti¢no odgovori na variranja uslova Zivotne sredine nije neogranicena (DeWitt i sar., 1998;
Van Kleunen i Fischer, 2005; Valladares i sar., 2007). Naime, odgovor plasticnog genotipa
zahteva ukljucivanje veceg broja elemenata u molekularne, biohemijske, razvojne i fizioloske
puteve, a samim tim i veéi utroSak materije, energije i vremena nego odgovor fiksnog,

12



neplasti¢nog, genotipa (DeWitt i sar., 1998; Valladares i sar., 2007; Stojkovi¢ i Tuci¢, 2012). Ovi
dodatni zahtevi ukazuju na to da fenotipska plasticnost moZe biti pra¢ena odredenim
troSkovima, odnosno cenom plasticnosti. Cena fenotipske plasti¢nosti definiSe se kao smanjenje
adaptivne vrednosti plasticnog genotipa u odnosu na neplasti¢an genotip koji u istoj sredini
ostvaruje isti prosecan fenotip (DeWitt i sar.,, 1998). Razlikuje se najmanje pet tipova cene
plasticnosti: cena produkcije, odnosno izgradnje odredene strukture ili osobine, cena
odrzavanja plasti¢nosti, cena prikupljanja informacija iz sredine, cena nestabilnosti razvic¢a i
geneticka cena, povezana sa pleiotropijom, epistazom ili vezano$¢u gena (DeWitt i sar., 1998;
Valladares i sar., 2007). Ogranicenja fenotipske plasti¢nosti odnose se na bioloSke i ekoloske
faktore koji smanjuju ili ograni¢avaju opseg mogucih fenotipskih promena koje jedan genotip
moZe ostvariti u razli¢itim uslovima Zivotne sredine (DeWitt i sar., 1998; Van Kleunen i Fischer,
2005; Valladares i sar., 2007). U ogranicCenja fenotipske plasti¢nosti ubrajaju se pouzdanost
informacija, odnosno sredinskih signala o promenama u sredini, ka$njenje izmedu promene
sredine i fenotipskog odgovora, kao i ogranicenja razvojnog opsega (DeWitt i sar., 1998;
Valladaresisar., 2007). UopSteno posmatrano, selekcija favorizuje plasti¢nost kada su promene
Zivotne sredine cCeste, kada ista osobina ima razliCite optimalne vrednosti u razli¢itim
sredinskim uslovima, kada su dostupni pouzdani signali promena u lokalnoj sredini i kada
korist plastitnosti, odnosno povecavanje adaptivne vrednosti, nadmasuje njenu cenu
(Ehrenreich i Pfennig, 2016). Uzajamna ogranicenja, cena plasti¢nosti, kanalisanost razvica i
adaptivna vrednost plasticnog odgovora u odredenoj Zivotnoj sredini predstavljaju razloge
zbog kojih ne postoji ,,Darvinov demon®- organizam generalista, sposoban da u svim staniStima,
nezavisno od abiotickih i biotickih faktora, ostvaruje neograni¢enbroj potomaka i poseduje
beskonacno dug Zivotni vek (Stojkovi¢ i Tuci¢, 2012).

1.3.2. Geneticka osnova fenotipske plasticnosti

Plasticnost odredene osobine predstavlja posebnu osobinu organizma sa sopstvenom
genetickom osnovom, koja je delimi¢no nezavisna od geneticke osnove same posmatrane
osobine. Dakle, selekcija deluje i na osobinu koja se prati i na samu normu reakcije, odnosno na
oblik i opseg sredinski indukovanog plasti¢nog odgovora (Stojkovic¢ i Tuci¢, 2012; Cooper i sar.,
2022). U odgovoru na promene u Zivotnoj sredini, regulatorni geni ukljuceni u ispoljavanje
fenotipske plasti¢nosti odredene osobine reguliSu ekspresiju gena koji neposredno odreduju
stanje same osobine, odnosno strukturnih gena (Stojkovi¢ i Tuci¢, 2012). Varijabilnost
regulatornih gena, kao i njihov poloZaj u mreZi regulatornih interakcija, podlozni su delovanju
prirodne selekcije nezavisno od evolucionih promena same osobine, odnosno gena koji
neposredno odreduju njeno ispoljavanje. Sa druge strane, fenotipska promena osobine
uslovljena faktorima sredine podrazumeva promene u ekspresiji gena koji leZe u osnovi date
osobine, kako u kvantitativnom, tako i u kvalitativnom smislu. Iako je plasti¢nost delimi¢no
nezavisna od same osobine za koju je definisana, evolucija osobine i njena plasti¢nost
predstavljaju kompleksno povezane fenomene koji koevoluiraju u populacijama Kkoje
naseljavaju prostorno i vremenski heterogenu zivotnu sredinu (Stojkovi¢ i Tuci¢, 2012;
Goldstein i Ehrenreich, 2021). Jedno od uocenih pravila u koevoluciji osobine i njene
plasticnosti je DZinks-Konolijevo pravilo (engl. Jinks-Connolly rule), prema kojem osobine koje
su sinergisticki selektovane ispoljavaju vecu plasti¢nost od osobina koje su antagonisticki
selektovane, pri cemu se sinergisticka selekcija odvija u istom smeru kao i plasti¢ni odgovor u
datoj sredini, a antagonisticka u smeru suprotnom od njega (Jinks i Connolly, 1973, 1975;
Falconer, 1990; Stojkovi¢ i Tuci¢, 2012).
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Molekularna biologija nastoji da rasvetli geneticku osnovu fenotipske plasti¢nosti analizom
molekulskih puteva signalne transdukecije ukljucenih u svaki konkretan tip plasti¢cnog odgovora
(Ehrenreich i Pfennig, 2016). Da bi se pokrenuo plasti¢ni odgovor na promenu signala iz Zivotne
sredine, bilo spoljasnje ili unutrasnje prirode, organizam mora taj signal da detektuje, integrise
i na njega odgovori, pri cemu se aktiviraju razli¢iti molekularni putevi povezani sa plasticnim
promenama na nivou organizma (Aubin-Horth i Renn, 2009). Odgovor zapocinju sistemi koji
detektuju sredinski signal i prosleduju ga u unutrasnjost bioloSke strukture, gde on zatim
pokrece biohemijski odgovor koji znacajno menja celijske aktivnosti i dovodi do promena u
nivou transkripcije gena. Te promene mogu obuhvatiti izmenu funkcije enzima u signalnim
kaskadama molekularnih puteva, promene afiniteta i mesta vezivanja transkripcionih faktora
za cis- i trans- regulatorne sekvence, aktivaciju transpozona, epigeneticke promene koje uticu
na transkripcionu aktivnost, kao i postranslacione modifikacije sintetisanih proteina. Kao
krajnji ishod ovih procesa dolazi do promene obrasca genske ekspresije i formiranja novog
fenotipa (Aubin-Horth i Renn, 2009; Nicotra i sar., 2010; Stojkovi¢ i Tuci¢, 2012). Najvece
promene u ekspresiji gena nastaju usled promena u vezivanju transkripcionih faktora na
promotor i druge regulatorne elemente, Sto dovodi do aktivacije razli¢itih gena i moZe
rezultirati nastankom novog fenotipa (Slika 1.3.3) (Nijhout, 2003; Aubin-Horth i Renn, 2009;
Y. _ Ehrenreich i Pfennig, 2016). Odvijanje ovih

Plasticni genotip . procesa u realnim bioloskim sistemima

veoma je sloZeno i teSko za pracenje
— (Ehrenreich i Pfennig, 2016). Sredinski
\ stimulus moZe izazvati promene na svim

nivoima regulacije genske ekspresije, Sto
dodatno povecava sloZenost proucavanja

—] mehanizama plasticnosti. Na primer,

| strukturne promene u cis- i trans-
’ regulatornim  sekvencama, uslovljene
) sredinskim signalom, mogu znacajno

promeniti afinitet vezivanja
> \ transkripcionih faktora za DNK, ¢ime uticu

na ekspresiju jednog, ali ¢esto i veceg broja

gena. Ako se ima u vidu da ve¢ na ovom
— . / nivou regulacije ucestvuje veliki broj
razli¢itih molekula sa diferencijalnom

J osetljivoS¢u na sredinske stimuluse, a da

tome treba dodati i druge nivoe regulacije,
Slika 1.3.3. Modularna ekspresija gena kao Sto je, na primer, regulacija genske
zavisna od signala iz sredine ekspresije nekodiraju¢im RNK
molekulima, postaje jasno  koliko
molekularna mreZa pokrenuta sredinskim

Predacka sredina

Nova sredina

U novoj sredini aktivacija senzornog puta pokrece

dodatni modul ekspresije gena, $to dovodi do ) NN .
formirani : v stimulusom moZe biti sloZena (Ehrenreich
ormiranja novog fenotipa u odnosu na predacku

sredinu (preuzeto i modifikovano prema: i Pfennig, 2016). Dakle, varijabilnost u
Ehrenreich i Pfennig 2016). plasticnosti neke osobine rezultat je

interakcije genotipa i sredine, odnosno
medudejstva sredinskih signala i svih skupova genskih lokusa koji reaguju na Zivotnu sredinu
individue, pri ¢emu njihovi efekti mogu biti aditivni ili epistaticki (Goldstein i Ehrenreich,
2021).

Jo$ jedan vazan nivo regulacije fenotipske plasti¢nosti jeste epigeneticki nivo. Razliciti sredinski
faktori mogu indukovati promene u obrascima metilacije DNK, organizaciji hromatina,
aktivnosti nekodiraju¢ih RNK i transkripcionoj aktivaciji transpozona (Stojkovi¢ i Tuci¢, 2012).
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Epigeneticka informacija, preko kontrole razvojnih procesa i fenotipske plasti¢nosti, ucestvuje
u adaptivnim odgovorima na sredinski stres. U stresnim uslovima dolazi do promena u
ekspresiji gena koji kodiraju epigeneticke regulatore, kao Sto su DNK metilaze, DNK demetilaze
i histon demetilaze, S$to dovodi do remodelovanja i reprogramiranja epigenoma u celini
(Galluscii sar., 2017).

lako je mehanizam formiranja plasti¢nog fenotipa u osnovi slican kod svih organizama, buduci
da ukljucuje iste grupe gena koje uti¢u na ekspresiju homeoticnih gena, kao i homologe gena
koji kodiraju histone, izmedu biljaka i Zivotinja ipak postoje fundamentalne razlike koje
prvenstveno proisticu iz njihovog razliitog nacina Zivota. Za biljke je prilagodavanje
promenama Zivotne sredine posebno izazovno zbog sesilnog nacina Zivota i odsustva nervne
transmisije signala (Lachowiec i sar., 2016). Pored toga, u mnogim staniStima prostorno-
vremensko variranje sredinskih faktora ima finu granulaciju, tako da se razli¢iti organi biljke
mogu nalaziti u razli¢itim mikrosredinama (De Kroon i sar., 2005). Biljke su ove izazove
prevazisSle zahvaljuju¢i otvorenom razvi¢u i modularnoj organizaciji organa, pa i Citavog
organizma. Time je omoguceno lokalno ispoljavanje fenotipske plasticnosti, na nivou
pojedina¢nih modula. U ovom kontekstu, moduli predstavljaju poluautonomne strukturne i/ili
funkcionalne komponente, kao Sto su listovi, korenovi, cvetovi ili pojedinacni meristemi (De
Kroon i sar., 2005; Schneider, 2022). Zbog modularne organizacije, odgovor biljke na okolinu
moZe se posmatrati kao zbir odgovora pojedinacnih modula na lokalne uslove, kao i efekata
njihovih medusobnih interakcija koje proistiCu iz integracije. Moduli mogu biti medusobno
povezani u razli¢itom stepenu, a komunikacija izmedu njih, na primer putem hormona, moze
uticati na nivo ispoljene plasti¢nosti: s jedne strane, moZe povecati ili smanjiti plasticnost
pojedinacnog modula, a s druge strane moZe menjati razlike izmedu integrisanih modula
izloZenih razli¢itim mikrosredinskim uticajima (De Kroon i sar., 2005).

1.3.3. Evolucija fenotipske plasticnosti

Izmenjeni uslovi Zivotne sredine, poput onih nastalih usled globalnog zagrevanja, mogu dovesti
ne samo do promena srednjih vrednosti osobina, odnosno plasti¢nosti odgovora, vec¢ i do
evolucije same plasti¢nosti. Tokom vremena, osobine mogu postajati manje ili viSe plasti¢ne, u
zavisnosti od pravca i intenziteta selekcionih pritisaka, kao i od strukture i predvidljivosti
sredinskog variranja (Franks i sar., 2014; Kelly, 2019; Stollewerk i sar., 2025). Ukoliko se
geneticki razlic¢ite jedinke u populaciji razlikuju i u osetljivosti i/ili na¢inu odgovora na faktore
Zivotne sredine, variranje sredinskih faktora moZe dovesti do razlika u nivou geneticke i
fenotipske varijabilnosti ispitivane osobine u populaciji (Stojkovi¢ i Tuci¢, 2012; Stollewerk i
sar., 2025). Sirok raspon variranja u ispoljavanju osobina unutar vrste moZe nastati kao rezultat
istorijskih demografskih procesa, ali i prostorne i vremenske heterogenosti stanista, koji vrse
razlicite selekcione pritiske u razli¢itim delovima areala vrste (Cooper i sar., 2022). Tokom
vremena, subpopulacije mogu postati geneticki i fenotipski divergentne usled delovanja
genetickog drifta, protoka gena, mutacija i prirodne selekcije. Budu¢i da prirodna selekcija
deluje i na samu osobinu i na njenu fenotipsku plasti¢nost, promenljivost u jacini i smeru
selekcionih pritisaka moZe stvarati mozaik srednjih vrednosti osobine i njene plasti¢nosti
Sirom areala vrste (Kelly, 2019; Cooper i sar., 2022). Zbog toga adaptivna evolucija
individualnih osobina i evolucija njihove plasticnosti mogu na razli¢ite nacine uticati na
opstanak populacije u promenljivoj sredini, jer oba procesa menjaju opseg fenotipova koje
populacija moZe da ispolji (Kelly, 2019a).

Savremeni teorijski i empirijski radovi ukazuju na to da evolucija fenotipske plasticnosti u
velikoj meri zavisi od obrasca sredinskog variranja. OCekuje se da ¢e plasti¢nost biti izraZenija
u heterogenim i relativno predvidljivim sredinama, u kojima sredinski signali pouzdano
najavljuju promenu uslova, dok u homogenim ili nepredvidljivim sredinama moze do¢i do
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njenog smanjenja usled troSkova odrzavanja plasti¢nosti ili pojave maladaptivnih odgovora
(DeWitt i sar., 1998; Lande, 2009; Stollewerk i sar., 2025). U uslovima ekstremnih klimatskih
dogadaja, koji izlaze iz opsega istorijskog variranja, predvida se i moguc¢nost brze evolucije
plasti¢nosti, jer povecana plasti¢nost moze pribliziti fenotip novom selekcionom optimumu i
time povecati verovatnocu opstanka populacije (Lande, 2009; Franks i sar., 2014; Kelly, 2019).
Medutim, ovakav scenario zavisi od oblika normi reakcije, geneticke varijanse i kovarijanse
osobina, kao i od medusobne povezanosti plasticnih odgovora viSe osobina koje zajedno
odreduju adaptivnu vrednost u novoj sredini (Cooper i sar., 2022; Gdmez i sar., 2025). Takode,
iako se plastitnost ¢esto proucava na pojedinacnim osobinama, vrste u prirodi na promene
Zivotne sredine najc¢eSCe odgovaraju istovremenom fenotipskom plasti¢no$¢u viSe osobina.
Zbog toga plasti¢nost jedne osobine moZe uticati na plasticnost druge, menjajuci optimalni
multivarijatni plasti¢ni odgovor i adaptivnu vrednost u novoj sredini (Nielsen i Papaj, 2022).
Korelacije izmedu plastiCnosti razlic¢itih osobina mogu ograniciti evoluciju plasti¢nosti, Sto
moZe rezultovati odredenim fenotipskim strategijama ili reSenjima. Svi ovi procesi zajedno
generiSu heterogeni pejzaZz u kome selekcioni gradijenti mogu dovesti do znacajnih razlika u
plasti¢nosti duz gradijenta sredinskih uslova (Cooper i sar., 2022).

Kao evolucioni odgovor na sredinski indukovanu fenotipsku promenu moZze se javiti proces
naslednih promena poznat kao geneticka akomodacija. Ona podrazumeva da je osobina
inicijalno bila plasti¢na i da je prirodna selekcija delovala na njenu normu reakcije (Stojkovic i
Tuci¢, 2012). Geneticka akomodacija moZe se definisati kao evolucioni mehanizam kojim novi
fenotipovi, nastali promenama unutrasnje sredine, tj. genetickim promenama, ili spoljasnje
sredine, tj. delovanjem sredinskih faktora, putem niza kvantitativno-genetickih promena
postaju adaptivni (West-Eberhard, 2020). Geneticka asimilacija predstavlja specifican oblik
geneticke akomodacije u kom osobina koja je prvobitno reagovala na sredinske uticaje,
odnosno bila plasti¢na, gubi ekolosku osetljivost i postaje fiksirana i konstitutivno ispoljena u
populaciji, nezavisno od daljih promena uslova Zivotne sredine (Lande, 2009; Ehrenreich i
Pfennig, 2016; Kelly, 2019).

[ako je danas jasno da fenotipska plasti¢nost i njena evolucija imaju klju¢nu ulogu u odgovoru
biljaka na globalno zagrevanje i njegove posledice, kvantitativna predvidanja brzine i obima tih
odgovora u prirodnim populacijama i dalje predstavljaju veliki izazov (Franks i sar., 2014;
Merild i Hendry, 2014; Nicotrai sar., 2010). U novijoj literaturi naglasava se da plasti¢cnost moze
omoguciti kratkoro¢no prilagodavanje promenljivim uslovima, ali da njena efikasnost i
adaptivna vrednost zavise od genetickog variranja, predvidljivosti sredine i interakcija izmedu
viSe osobina (Bonamour i sar., 2019; Laitinen, 2024; Stollewerk i sar., 2025). Cak i kada su
plasti¢ni ili evolucioni odgovori prisutni, oni ne moraju biti dovoljno brzi ni dovoljno izraZeni
da u potpunosti prate promene sredinskih uslova, Sto moZe dovesti do neuskladenosti izmedu
fenotipa i sredine i ugroziti dugoroc¢nu stabilnost populacija, uz povecan rizik od smanjenja
adaptivne vrednosti ili lokalnog izumiranja (Jump i Pefiuelas, 2005; Chown i sar., 2010; Franks
i sar., 2014; Merild i Hendry, 2014; Stollewerk i sar., 2025).

1.4. Fenotipska integracija

U bioloskim sistemima osobine organizma ne funkcioniSu izolovano, ve¢ su medusobno
povezane razli¢itim razvojnim, funkcionalnim i geneticki uslovljenim odnosima (Klingenberg,
2008; Armbruster i sar., 2014; Klingenberg, 2014; Schneider, 2022). Fenotipski odgovor
organizma na promene Zzivotne sredine stoga ukljucuje uskladene promene veceg broja
medusobno povezanih osobina. Razumevanje koordinisanosti i medusobne povezanosti grupa
osobina u odgovoru na sredinske promene zasniva se na konceptima modularnosti i fenotipske
integracije (Schlichting i Pigliucci, 1998; Pigliucci, 2003; Armbruster i sar., 2014; Klingenberg,
2014). Modularnost podrazumeva postojanje relativno autonomnih skupova medusobno
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povezanih osobina, odnosno modula, koji odreduju specifi¢nu strukturu, proces ili put (Murren,
2002; Klingenberg, 2008; Murren, 2012). Fenotipska integracija, s druge strane, opisuje
obrazac i jaCinu povezanosti, odnosno kovarijacije, izmedu osobina, kako unutar pojedinac¢nih
modula, tako i izmedu razli¢itih modula organizma (Murren, 2002; Pigliucci, 2003; Klingenberg,
2008; Armbruster i sar., 2014; Stotz i sar., 2025). Na osnovu funkcionalne povezanosti, osobine
organizma mogu se posmatrati kao integrisane, odnosno uzajamno visoko korelisane, ili
neintegrisane, odnosno funkcionalno i razvojno nezavisne (Wagner, 2001; Pigliucci, 2003;
Armbruster i sar., 2014). Fenotipska integracija predstavlja dinamicno svojstvo fenotipa, jer se
obrasci odnosa izmedu osobina mogu menjati tokom razvica i u zavisnosti od sredinskih uslova
(Murren, 2002; Armbruster i sar., 2014).

Stepen fenotipske integracije moZe imati znacajne ekoloSke i evolucione posledice, jer
kovarijacije izmedu osobina mogu obezbediti koordinisan odgovor sloZenog fenotipa na
selekcione pritiske, ali istovremeno mogu umanjiti nezavisnu varijaciju pojedinacnih osobina.
Na osnovu ovog teorijskog okvira dugo je postojala hipoteza da visok stepen integracije izmedu
osobina unutar modula moZe ograniciti opseg fenotipskih promena pojedina¢nih osobina, a
time i njihov plasti¢ni odgovor na promene sredine (Schlichting i Pigliucci, 1998; Pigliucci,
2003; Gianoli i Palacio-Lopez, 2009; Armbruster i sar., 2014; Damian i sar., 2020). Medutim,
rezultati eksperimentalnih istrazivanja nisu jednoznacni. Mali broj studija eksplicitno je
potvrdio negativnu povezanost izmedu fenotipske integracije i fenotipske plasti¢nosti (Gianoli
i Palacio-Lopez, 2009; Yang i sar., 2024), dok su druge pokazale neutralan ili pozitivan odnos
izmedu ovih svojstava (Zimmermann i sar., 2016; Matesanz i sar., 2021; Oyanoghafo i sar.,
2023; He i sar., 2024; Stotz i sar., 2025). Na primer, Matesanz i saradnici (2021) nisu pronasli
dokaze da fenotipska integracija predstavlja unutrasSnje ograni¢enje obima plasti¢nosti
osobina, ve¢ su pokazali da razlike u plasticnim odgovorima medu osobinama mogu biti
pracene reorganizacijom obrazaca njihove kovarijacije izmedu sredina. U skladu s tim, Stotz i
saradnici (2025) su, na osnovu meta-analize koja je obuhvatala 156 studija slucaja, zakljucili da
jaCe integrisane osobine nisu nuZno manje plasti¢ne, ali da vec¢a integracija moZe biti povezana
sa manjom varijabilno$¢u plasticnih odgovora medu osobinama, $to se ispoljava kao veca
korelisanost, odnosno koordinisanost plasti¢nih odgovora. Pored toga, u uslovima stresa nije
uocen konzistentan obrazac promena fenotipske integracije (Stotz i sar., 2025). Razumevanje
promena plasti¢nosti osobina, njihove integracije i njihovog medusobnog odnosa u odgovoru
na poviSenu temperaturu zahteva paZljivo osmiSljene eksperimentalne pristupe. Izbor
eksperimentalnog rezima, pre svega u pogledu intenziteta i trajanja temperaturne promene,
odreduje koje tipove biljnih odgovora je moguce kvantifikovati u kontrolisanim ili prirodnim
uslovima.

1.5. Eksperimentalni pristupi u izucavanju biljnih odgovora na
poviSenu temperaturu

lako se poviSena temperatura Cesto posmatra kao jedinstven abioticki stresor, odgovori biljaka
na njen porast obuhvataju razlicite tipove molekularnih i fizioloSkih odgovora, koji zavise od
intenziteta i dinamike temperaturne promene. Umereno ili postepeno zagrevanje moZe
indukovati termomorfogenetske, regulatorne i metabolicke odgovore, dok nagle ili intenzivne
temperaturne promene dovode do aktivacije odgovora na toplotni Sok (HSR, engl. Heat Shock
Response), kao specificnog zaStitnog mehanizma celije (Kan i sar., 2023). S obzirom na to da ne
postoji jasna temperaturna granica izmedu ovih tipova odgovora, pojam toplotnog stresa u
biljnoj fiziologiji nije jednoznacno definisan i u literaturi se koristi za oznacCavanje razliCitih
eksperimentalnih rezima koji se medusobno razlikuju pre svega po trajanju izlaganja i veli¢ini
temperaturne promene kojoj je biljka izloZzena (Wahid i sar., 2007; Geange i sar., 2021; Jagadish
i sar,, 2021). Razlike u ovim parametrima dovode do kvalitativno i kvantitativno razliCitih
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biljnih odgovora, zbog ¢ega izbor eksperimentalnog pristupa predstavlja vazan konceptualni
okvir koji odreduje koji nivoi organizacije i koji mehanizmi odgovora mogu biti obuhvaéeni. Na
nivou eksperimentalnog dizajna, intenzitet i trajanje temperaturnog stresa najceS¢e su u
inverznom odnosu, tako da kratkotrajni tretmani obi¢no podrazumevaju vise temperature, dok
su dugotrajniji tretmani najCeSCe povezani sa blazim porastom temperature (Colombo i
Timmer, 1992; Nuttall i sar., 2018). U skladu sa tim, u literaturi se razlikuju tri osnovna tipa
ekperimenata manipulacije temperaturom: toplotni Sok, toplotni talasi i eksperimenti
zagrevanja (Jagadish i sar., 2021) (Slika 1.5.1).

A. Kontrolni tretman
== = (Globalno zagrevanje
— = Toplotni talas
i ===== Toplotni Sok
N
7
© ]
L Iy
5 I
o A / oA N
: I\ AR EA
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E el A
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B. Globalno Toplotni talas Toplotni $ok

zagrevanje a

Slika 1.5.1. Tipovi ekspeirmenata manipulacije temperaturom kod biljaka

(A.) Konceptualni prikaz razlika u trajanju i intenzitetu temperaturnih promena u ekperimentima
toplotnog Soka, toplotnih talasa i zagrevanja u odnosu na kontrolni tretman; u scenarijima toplotnog
Soka i toplotnih talasa prikazani su i periodi oporavka, kada se temperatura vraca na kontrolni nivo.
(B.) Temperature koje biljka dozivljava u razli¢itim tipovima eksperimenata manipulacije
temperaturom oznacene su razli¢itim bojama:plava - optimalna, narandzasta - umereno poviSena,
crvena - jako poviSena (Preuzeto i prevedeno: Jagadish i sar., 2021).
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Toplotni Sok predstavlja kratkotrajno izlaganje biljaka, u trajanju od nekoliko minuta do
nekoliko sati, temperaturama koje su za 20 °C ili viSe iznad optimalne temperature potrebne za
rastenje i razvice odredene vrste (Jagadish i sar., 2021). Eksperimenti toplotnog Soka
predstavljaju najc¢es$¢i oblik proucavanja toplotnog stresa kod gajenih i divljih vrsta (Geange i
sar., 2021). Ovom vrstom stresa prvenstveno se bave molekularna istrazivanja, u kojima se
ispituju rani odgovori biljaka, poput brze sinteze proteina toplotnog stresa (Hsp, engl. Heat
shock proteins), koja pocinje ve¢ nekoliko minuta nakon detekcije stresora (Yadav i sar., 2020).
U velikom broju studija ovog tipa pojam toplotnog stresa prakticno je izjednacen sa toplotnim
Sokom, Sto je vazno imati u vidu prilikom uporedivanja rezultata razlicitih istrazivanja (Mittler
isar., 2012; Geange i sar., 2021). Pored Hsp, u eksperimentima toplotnog Soka ¢esto se ispituju
i mehanizmi percepcije temperaturnih promena, kao i rani odgovori biljaka na oksidativni
stres, ukljucujuci stabilnost ¢elijskih membrana i promene u aktivnosti antioksidativnih enzima
(Suzuki i Mittler, 2006; Wahid i sar., 2007; Kan i sar., 2023). [ako eksperimenti toplotnog Soka
nisu ekoloski realisti¢ni, oni pruzaju vazne uvide u mehanizme detekcije temperaturnog signala
i procese koji leZe u osnovi razvoja tolerancije biljaka na akutni toplotni stres (Jagadish i sar.,
2021).

U eksperimentima toplotnog talasa, biljke se izlaZu temperaturama vazduha koje su za 5-10 °C
viSe od optimalne temperature za rastenje, u trajanju od nekoliko sati do nekoliko dana, ¢esto
uz ponavljanje toplotnog stresa nakon perioda oporavka (Jagadish i sar., 2021). Ovakvi
eksperimenti omogucavaju uvid u odgovore biljaka tokom klju¢nih faza razvi¢a, kao $to su
cvetanje (Prasad i Jagadish, 2015) i sazrevanje semena (Impa i sar., 2021). Iako su ekoloski
jednog abiotickog faktora, bez istovremenih promena drugih sredinskih uslova, poput
dostupnosti vode ili intenziteta zracenja, koje u prirodnim uslovima cesto prate toplotne talase
(De Boeck i sar., 2010; Impa i sar., 2021). Uprkos tome, ovakvi pristupi imaju poseban znacaj,
jer omogucavaju proucavanje uticaja ekstremnih temperaturnih dogadaja, cije posledice po
Zive organizme mogu biti snaZnije i neposrednije od onih izazvanih postepenim promenama
prosecnih klimatskih uslova (Jentsch i sar., 2007; Teskey i sar., 2015).

U eksperimentima zagrevanja, biljke se izlazu poviSenim temperaturama tokom perioda od
nekoliko nedelja do nekoliko godina, a pokad i tokom citavog Zivotnog ciklusa, pri ¢emu je
porast temperature vazduha relativno mali i naj¢eSce se kre¢e u rasponu od 2 °C do 6 °C
(Jagadishi sar., 2021). Ovakav stepen zagrevanja uspostavlja umerene, hroni¢ne temperaturne
uslove koji omogucavaju aklimaciju/aklimatizaciju i razvoj ste¢ene termotolerancije na
temperaturama iznad optimalnih, ali ispod onih koje izazivaju ozbiljnija oStecenja cCelijskih
struktura (Wabhid i sar., 2007; Mittler i sar., 2012; Roth i sar., 2015). Eksperimenti zagrevanja
prvenstveno su usmereni na razumevanje nacina na koji se biljke prilagodavaju porastu
temperature povezanom sa globalnim zagrevanjem, pri ¢emu se vecina studija fokusira na
rastenje, opsSte stanje biljaka i njihove ekofizioloske odgovore (Jagadish i sar., 2021). Analize
dosadasnje literature ukazuju na to da su, za razliku od kratkotrajnih studija toplotnog Soka, u
dugotrajnim eksperimentima zagrevanja molekularni, biohemijski i metabolicki odgovori
znatno rede obuhvaceni, Sto otezava direktno poredenje rezultata dobijenih primenom ova dva
tipa eksperimentalnih pristupa. lako se razliCiti eksperimentalni pristupi manipulaciji
temperaturom razlikuju po trajanju, intenzitetu i stepenu ekoloSke realisti¢nosti, mnogi
mehanizmi biljnog odgovora na poviSenu temperaturu zajednicki su razli¢itim tipovima
temperaturnog stresa, pri ¢emu se sli¢ni signalni putevi aktiviraju u razli¢itim vremenskim
okvirima (Jagadish i sar., 2021). Budu¢i da se adaptivni odgovori biljaka na poviSenu
temperaturu formiraju kroz procese koji se odvijaju na viSe vremenskih skala, integracija
molekularnih, biohemijskih i fizioloSkih podataka predstavlja klju¢ni korak ka razumevanju
kapaciteta biljaka za aklimaciju/aklimatizaciju i adaptaciju na temperaturne promene, kao i ka
pouzdanijem predvidanju njihovih odgovora na posledice globalnog zagrevanja (Jagadish i sar.,
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2021). U tom kontekstu, novija istraZivanja sve ¢eS¢e nastoje da povezu odgovore biljaka na
dugotrajno zagrevanje sa mehanizmima identifikovanim u eksperimentima toplotnog Soka,
iako su takvi integrativni pristupi i dalje relativno retki u poredenju sa klasicnim ekofizioloSkim
analizama (Glaubitz i sar., 2017; Davies i sar., 2018; Wang i sar., 2020; Pineda i sar., 2024; Min
isar., 2025).

Dodatna razlika izmedu eksperimentalnih pristupa u proucavanju biljnih odgovora na poviSenu
temperaturu odnosi se na stepen kontrole sredinskih faktora i o¢uvanosti prirodnog ekoloskog
konteksta tokom izvodenja eksperimenta. U tom smislu, istraZivanja se mogu sprovoditi kao
ex situ eksperimenti, u kojima se biljke gaje u kontrolisanim uslovima van prirodnog stanista,
ili kao in situ eksperimenti, koji se izvode direktno u prirodnom okruzenju biljaka (Poorter i
sar., 2012; Jacobs i Latimer, 2012; De Boeck i Nijs, 2017). Ex situ eksperimenti se najcesce
sprovode u staklenicima, komorama za gajenje biljaka ili laboratorijama, gde je moguce
precizno manipulisati pojedina¢nim sredinskim faktorima i obezbediti visoku ponovljivost
eksperimentalnih uslova (Jacobs i Latimer, 2012; Poorter i sar., 2012). Medutim, ovakvi
pristupi Cesto ne obuhvataju prirodnu prostornu i vremensku varijabilnost sredine i mogu
ukljucivati uslove koji se znacajno razlikuju od onih u prirodnom stanistu, Sto moZe ograniciti
ekolosku relevantnost dobijenih rezultata i dovesti do pojave artefaktnih odgovora koji se ne
javljaju u prirodi (Jacobs i Latimer, 2012; Poorter i sar., 2012). Nasuprot tome, in situ
eksperimenti omogucavaju ispitivanje biljnih odgovora u kompleksnim i promenljivim
uslovima prirodnog staniSta, odnosno u realnom ekoloSkom kontekstu. Ipak, ovi pristupi
ograniceni su manjim stepenom Kkontrole sredinskih faktora, izraZenijim uticajem
nekontrolisanih varijabli, oteZanim razdvajanjem efekata pojedina¢nih stresora usled
kovariranja faktora u prirodi, kao i pove¢anim rizikom od oSte¢enja eksperimentalne postavke
(Jacobs i Latimer, 2012; Poorteri sar., 2012; De Boeck i Nijs, 2017). Zbog toga se ex situ i in situ
pristupi u savremenim istraZivanjima globalnog zagrevanja posmatraju kao komplementarni,
pri ¢emu njihova kombinacija omogucava potpunije razumevanje biljnih odgovora na poviSenu
temperaturu (Jacobs i Latimer, 2012; Jagadish i sar., 2021).

U okviru in situ eksperimentalnih postupaka manipulacije temperaturom razlikuju se aktivni i
pasivni pristupi. Aktivni sistemi direktno kontroliSu protok energije, na primer primenom
elektricnih grejnih kablova, cevi zagrejanih fluidom, infracrvenih grejaca ili koriS¢enjem
zatvorenih eksperimentalnih postavki, kao Sto su mali kontrolisani staklenici, dok se pasivni
sistemi zasnivaju na akumulaciji solarne energije, kao Sto je slucaj sa pokrivac¢ima tla,
plasti¢nim staklenicima i komorama otvorenog vrha (Marion i sar., 1997). Komore otvorenog
vrha (OTC, engl. Open-Top Chamber) predstavljaju jedan od najceSce koriS¢enih metoda za
manipulaciju temperaturom u prirodnim uslovima (Molau i Mglgaard, 1996; Marion i sar.,
1997). OTC-i su poluotvorene konstrukcije, najcesce cilindri¢nog ili poligonalnog oblika, koje
omogucavaju pasivno zagrevanje vazduha, a time i biljaka, unutar komore, usled smanjenog
gubitka toplote i izmenjene razmene energije sa okolinom, pri ¢emu je istovremeno ocuvan
direktan kontakt sa spoljasnjim uslovima sredine (Marion i sar., 1997). Ovaj tip komora
prvobitno je razvijen u okviru medunarodne ITEX inicijative (engl. International Tundra
Experiment) za proucavanje efekata klimatskog zagrevanja u ekosistemima tundre, ali je kasnije
Siroko primenjen i u drugim prirodnim sistemima, ukljucuju¢i livadske, stepske, alpske i
subarkticke zajednice (Molau i Mglgaard, 1996; Arfti sar., 1999; Hollister i sar., 2023). OTC-i se
mogu razlikovati po dimenzijama, broju stranica i koriS¢enim materijalima, ali im je zajednicko
to da omogucavaju umereno pasivno povecanje temperature, najces¢e u rasponu od 1 °C do
2 °Ciznad ambijentalnih uslova, pri ¢emu stepen zagrevanja zavisi od lokalne klime i sezonskih
uslova (Marion i sar., 1997; Hollister i Webber, 2000). Njihova osnovna prednost ogleda se u
mogucnosti dugotrajnog izvodenja eksperimenata direktno u prirodnom staniStu, uz nisku
cenu i jednostavnu terensku postavku, bez potrebe za aktivnim izvorima energije, Sto
omogucava proucavanje biljnih odgovora u ekoloski realisticnom kontekstu uz relativno mali

20



broj eksperimentalnih artefakata (Molau i Mglgaard, 1996; Marionisar., 1997; Arfti sar., 1999).
[stovremeno, poznato je da OTC-i, pored temperature, mogu u odredenoj meri uticati i na druge
mikroklimatske faktore, ukljuc¢ujuci smanjenje brzine vetra, promene u vlaznosti vazduha i/ili
zemljista, kao i modifikaciju svetlosnih uslova, Sto moZe oteZzati razdvajanje direktnih efekata
temperature od prate¢ih promena sredine (Marionisar., 1997; De Boecki Nijs, 2017). Medutim,
pazljivim dizajnom eksperimenta i paralelnim merenjem relevantnih mikroklimatskih
parametara, ovi sporedni efekti mogu se kontrolisati ili svesti na minimum, ¢ime se pouzdanost
interpretacije temperaturnih efekata znacajno povecava (Hollister i sar., 2023). Uprkos ovim
ogranicenjima, OTC-i se i dalje smatraju jednim od klju¢nih alata za proucavanje efekata
dugotrajnog umerenog zagrevanja na biljke i biljne zajednice, naroCito u istrazivanjima
usmerenim ka razumevanju biljnih odgovora na globalno zagrevanje u prirodnim uslovima
(Arftisar., 1999; De Boeck i Nijs, 2017; Hollister i sar., 2023).

1.6. Anatomsko-morfolosko-fizioloske osobine lista

Pojava istraZivackih pristupa koji polaze od osobine kao osnovne jedinice analize (engl. trait-
based approaches) znacajno je oblikovala oblast savremene ekologije biljake, narocito u
istraZivanjima koja se odnose na distribuciju vrsta, populacionu dinamiku, funkcionisanje
ekosistema i odgovore organizama na promene uslova Zivotne sredine (Cadotte i sar., 2015;
Laughlin i Messier, 2015; Moles, 2018; Dawson i sar., 2021; Li i Prentice, 2024; Liu i sar., 2024).
U okviru ovih istrazivanja paznja je usmerena na merljive funkcionalne karakteristike biljaka,
kao Sto su povrsina lista, visina biljke ili masa semena, umesto isklju¢ivo na taksonomski
identitet vrsta, kako bi se objasnile ekoloske strategije biljaka, obrasci organizacije zajednica i
funkcionisanje ekosistema. Ovakav pristup omogucava izvodenje Sirih generalizacija u
razli¢itim sredinskim kontekstima, jer povezuje osobine organizama sa njihovim odgovorima
na uslove sredine i procesima funkcionisanja ekosistema. Ipak, uprkos Sirokoj primeni ovih
pristupa, definisanje pojmova osobina i funkcionalna osobina u literaturi nije u potpunosti
usaglaSeno, jer ih razliCiti autori koriste u razli¢itim kontekstima i u okviru razli¢itih nivoa
bioloSke organizacije (Dawson i sar., 2021). Nacelno, termin osobina (engl. trait) moze se
definisati kao svaka morfoloska, fizioloSka ili fenoloSka karakteristika merljiva na nivou
jedinke, od celijskog nivoa do nivoa celog organizma, ¢ije odredivanje ne zahteva informacije o
spoljasnjoj sredini niti o viSim nivoima organizacije, kao Sto su populacija, zajednica ili
ekosistem (Violle i sar., 2007; Dawson i sar., 2021). Ovakvo koncipiranje osobine omogucava
jasno razgranicavanje osobine jedinke od pojava i svojstava vezanih za viSe nivoe bioloSke
organizacije ili sredinski kontekst (Violle i sar., 2007; Dawson i sar., 2021). Pri tome je vaZno
razlikovati osobinu kao koncept od njene konkretne vrednosti (engl. trait value), koja mozZe
varirati izmedu jedinki iste vrste duZ sredinskih gradijenata ili tokom vremena, ¢ime se
naglasava znacaj varijabilnosti osobina unutar i izmedu vrsta (Violle i sar., 2007).

U funkcionalnoj ekologiji biljaka, razvijen je koncept ,spektra ekonomije listova“(LES, engl. Leaf
Economic Spectrum), koji opisuje globalni spektar koordinisanih osobina listova povezanih sa
razliitim strategijama koriS¢enja resursa, od ,brzih", koje se odlikuju visokim stopama rasta i
kratkim Zivotnim vekom listova, do ,sporih“ koje karakteriSu veéa ulaganja u o¢uvanje resursa
i duzi zivotni vek (Wright i sar., 2004; Reich, 2014). Osobine koje se koriste u okviru ovog
koncepta relativno su jednostavne za merenje, uporedive izmedu populacija i vrsta i ekoloski
relevantne, jer odraZavaju nacine na koje biljke usvajaju, koriste i cuvaju resurse (Violle i sar.,
2007; Reich, 2014). Ipak, iako se vecina ovih karakteristika u literaturi cesto svrstava u
funkcionalne osobine, one ne odraZzavaju nuzno isti nivo fizioloSkih procesa niti imaju jednaku
interpretativnu vrednost. Zbog toga su u savremenim istraZivanjima predloZene detaljnije
klasifikacije tipova osobina. U tom kontekstu, Kassout i saradnici (2019) razlikuju funkcionalne
i mehanisticke osobine. Funkcionalne osobine opisuju opSte strategije biljke povezane sa
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rastenjem, razvojem i prezivljavanjem, dok mehanisticke osobine neposrednije odrazavaju
konkretne fizioloske procese koji odreduju nacin usvajanja i koriS¢enja resursa (Kassout i sar.,
2019). Ovakva klasifikacija omogucava integraciju morfoloskih i fizioloSkih podataka i moze
doprineti potpunijem razumevanju strategija biljaka u promenljivim uslovima sredine.

1.6.1. Specificna povrsina lista (SLA)

Specificna povrSina lista (SLA, engl. Specific Leaf Area), predstavlja odnos projektovane
povrsine lista i njegove suve mase i izrazava koli¢inu fotosintetske povrsine koju biljka dobija
po jedinici uloZenih resursa u izgradnju lista (Wilson i sar., 1999; Poorter i sar., 2009; Pérez-
Harguindeguy i sar., 2016; Pavanetto i sar., 2024; Yan i sar., 2025). Ova osobina odrazava odnos
izmedu ulaganja u izgradnju lista i dobijene fotosintetske povrSine, zbog Cega se smatra jednim
od klju¢nih pokazatelja strategije koriS¢enja resursa kod biljaka (Garnier i sar., 2001; Wright i
sar., 2004; Reich, 2014). Visoke vrednosti SLA karakteristi¢ne su za tanke listove sa manjim
strukturnim ulaganjima, visokim fotosintetskim kapacitetom, ve¢im sadrzajem azota, manjom
otpornoscu na herbivore i relativno kratkim Zivotnim vekom, $to odgovara strategiji akvizicije
resursa u sredinama bogatim resursima. Nasuprot tome, niske vrednosti SLA povezane su sa
debljim listovima, ve¢im strukturnim ulaganjima, niZim fotosintetskim stopama i duZim
Zivotnim vekom, Sto je karakteristi¢no za konzervativniju strategiju koris¢enja resursa (Reich i
sar., 1997; Wright i sar., 2004; Poorter i sar., 2009; Reich, 2014; Shi i sar., 2024). VaZno je imati
u vidu da se SLA menja i unutar jedinke, u zavisnosti od starosti lista i njegove pozicije na biljci,
zbog Cega je za poredenja neophodno standardizovano uzorkovanje (Rawson i sar., 1987).

SLA je izrazito osetljiva na promene sredinskih faktora i menja se u odgovoru na razlic¢ite uslove
sredine, ukljucujué¢i intenzitet svetlosti, dostupnost vode, koncentraciju CO, u atmosferi,
koncentraciju ozona, plodnost zemljiSta i dostupnost hranljivih materija (Larigauderie i sar.,
1988; Witkowski i Lamont, 1991; Wilson i sar., 1999; Meziane, 2001; Li i sar., 2005; Bussotti,
2008; Vuleta i sar., 2011; ManitaSevi¢ Jovanovic i sar., 2014; Rosbakh i sar., 2015; Pavanetto i
sar., 2024). Odgovor SLA na poviSenu temperaturu nije jednoznacan i ¢esto zavisi od interakcije
temperature sa drugim sredinskim faktorima, kao Sto su dostupnost vode ili svetlosti (Rosbakh
i sar.,, 2015). Zbog relativno jednostavnog merenja i velike ekoloSke informativnosti, SLA se
Siroko koristi kao indikator funkcionalnih odgovora biljaka i biljnih zajednica na klimatske
promene i stresne uslove (Liu i sar., 2023; Pérez-Harguindeguy i sar., 2016; Sun i sar., 2026).

1.6.2. SadrZaj suve materije u listu (LDMC)

SadrZaj suve materije u listu (LDMC, engl. Leaf Dry Matter Content), predstavlja odnos suve
mase lista i njegove sveZe, odnosno vodom zasi¢ene mase. Ova osobina smatra se vaznom
funkcionalnom osobinom, jer je povezana sa sadrZajem proteina u listu i zapreminom
citoplazme u celijama lista, te odrazava i strukturne karakteristike lista (Garnier i Laurent,
1994; Niemann i sar., 1992; Wilson i sar., 1999). Listovi sa viSim vrednostima LDMC imaju
kompaktniju gradu i manje meducelijskih prostora, Sto usporava difuziju gasova kroz tkivo i
povezano je sa smanjenom transpiracijom i sporijim prometom materije. Nasuprot tome,
listove sa niZim vrednostima LDMC karakteriSu ve¢i sadrzaj vode i intenzivnija razmena gasova
(Baribault i sar., 2010; Suter i Edwards, 2013). LDMC je naj¢eS¢e negativno povezan sa SLA
(Wright i sar., 2004; Siefert i Ritchie, 2016), pa se njihova kombinacija cesto koristi kao
pokazatelj odnosa izmedu brzog iskoriS¢avanja resursa i njihovog dugorolnijeg ocuvanja
(Reich, 2014). Za razliku od SLA, LDMC varira nezavisno od debljine lista (LT), ali je snazno
povezan sa dostupnos$c¢u resursa i relativnom stopom rasta (Shipley, 1995; Wilson i sar., 1999;
Rochei sar., 2004; Weiher i sar., 1999; Garnier i sar., 2004; Fortunel i sar., 2009). ViSe vrednosti
LDMC povezane su sa duZim Zivotnim vekom lista i niZom potencijalnom relativnom stopom
rasta (Ryser, 1996; Wilson i sar., 1999), dok se nize vrednosti ceS¢e dovode u vezu sa viSom
stopom fotosinteze i brzim rastom u uslovima vece dostupnosti resursa (Pietsch i sar., 2014;
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Gong i Gao, 2019). Vrednosti LDMC povecavaju se u uslovima suse, $to se povezuje sa ve¢im
stepenom konzervacije resursa i ve¢om otpornoscu na vodni deficit (Smarti sar., 2017). Odnos
izmedu LDMC i temperature je sloZen i u velikoj meri varira izmedu razliCitih vrsta i ekosistema
(Durui sar., 2008; Liancourt i sar., 2015; Niklas i sar., 2023).

1.6.3. Specific¢ni sadrzaj vode u listu (SLWC)

Specifi¢ni sadrzaj vode u listu (SLWC, engl. Specific Leaf Water Content), predstavlja razliku
izmedu sveZe i suve mase lista podeljenu sa povrSinom lista. SLWC je vaZna mehanisticka
osobina lista koja odrazava hidrataciono stanje lisnog tkiva i time pruza uvid u fizioloski status
biljke (Kassout i sar., 2019; Wang i sar., 2022). S obzirom na to da voda ima klju¢nu ulogu u
biohemijskim reakcijama i metaboli¢ckim procesima, njen sadrZaj u listu direktno utice na
fotosintetsku aktivnost, rastenje i ukupnu produktivnost biljke (Anderson-Teixeiraisar., 2011;
Huang i sar., 2020). Na nivou lista, SLWC je povezan i sa drugim funkcionalnim osobinama,
ukljucujuci SLA i stopu fotosinteze (Vendramini i sar., 2002). Istovremeno, povezan je i sa
strukturnim osobinama lista, pozitivno sa debljinom lista (LT), a negativno sa gustinom tkiva,
jer raspodela vode izmedu ¢elijskog zida i citoplazmatskog prostora odrazava nacin izgradnje
lisnog tkiva (Garnier i Laurent, 1994; Pérez-Harguindeguy i sar., 2016).

SLWC je pod snaznim uticajem klimatskih faktora, narocito temperature i dostupnosti vode, pa
njegove vrednosti variraju duz klimatskih gradijenata. lako se u optimalnim uslovima izmedu
temperature i SLWC moZe uociti pozitivan odnos, njegov smer i intenzitet zavise od toga u kojoj
meri je efekat temperature modifikovan dostupnoséu vode i drugim sredinskim faktorima
(Wang i sar., 2022). Zbog svoje uloge u termoregulaciji lista i odrzavanju asimilacije ugljenika,
SLWC predstavlja vazan pokazatelj fizioloskih ogranic¢enja biljaka, ali i njihove sposobnosti
aklimacije/aklimatizacije na poviSenu temperaturu i promene u dostupnosti vode.

1.6.4. Debljina lista (LT)

Debljina lista, (LT, engl. Leaf Thickness), predstavlja mehanisticku osobinu lista koja odrazava
anatomske i fizioloSke karakteristike lisnog tkiva i povezana je sa strategijama usvajanja i
koriSc¢enja resursa kod biljaka. LT uti¢e na koli¢inu apsorbovane svetlosti i brzinu difuzije CO,
kroz mezofil, a time i na fotosintetsku efikasnost i metabolicku aktivnost lista (Agusti i sar.,,
1994; Syvertsen i sar., 1995). Tanji listovi obi¢no su povezani sa brzim rastom i efikasnijim
usvajanjem resursa, dok deblji listovi doprinose vecoj dugovecnostii otpornosti na stres, ali su
Cesto povezani sa sporijim rastom (Reich, 2014). Deblji listovi ¢esto imaju viSe Celijskih slojeva
i kompaktniju gradu, Sto moZe povecati otpornost na stresne uslove, ali istovremeno ograniciti
brzinu razmene gasova i fotosintetski kapacitet (Niinemets, 2001; Poorter i sar., 2009). Uo¢ena
je negativna povezanost izmedu LT i stope fotosinteze (Garnier i sar., 1999; Enriquez i Sand-
Jensen, 2003), kao i izmedu LT i relativne stope rasta (Poorter i sar., 1990; Nielsen i sar., 1996),
zbog Cega se LT cesto koristi kao indikator strategije oCuvanja resursa i potencijalne
produktivnosti biljke (Diaz i sar., 2004; White i Montes-R, 2005). U uslovima poviSene
temperature moZe do¢i do smanjenja vrednosti LT usled pojaCane transpiracije i ograni¢ene
¢elijske ekspanzije, Sto moZe rezultovati formiranjem tanjih listova (Leigh i sar., 2017; Wright i
sar., 2017).

1.6.5. Gustina stoma (SD) i Indeks stoma (SI)

Gustina stoma (SD, engl. Stomatal Density), predstavlja broj stoma po jedinici povrSine lista i
smatra se mehanistickom osobinom koja odraZzava anatomski potencijal lista za razmenu
gasova i transpiraciju (Franks i Beerling, 2009; Lawson i Blatt, 2014; Pérez-Harguindeguy i sar.,
2016). Indeks stoma, (SI, engl. Stomatal Index), definiSe se kao odnos broja stoma i ukupnog
broja epidermalnih ¢elija i predstavlja meru udela epidermalnih ¢elija diferenciranih u stome
(Ferris i sar., 2001; Luomala i sar., 2005; Liu i sar., 2024). Na vrednosti SD uti¢u promene stope
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ekspanzije epidermalnih celija i povrsine lista, dok je SI u manjoj meri pod uticajem promena
velicine epidermalnih Celija, jer predstavlja relativni odnos stoma i ukupnog broja
epidermalnih celija (Liu i sar., 2024). SD odreduje maksimalni difuzioni kapacitet za CO; i
vodenu paru po jedinici povrSine lista, dok SI pruZza uvid u regulatorne mehanizme
diferencijacije stoma. lako obe osobine odraZavaju kapacitet razmene gasova, nijedna ne
predstavlja direktnu meru stvarne fotosintetske ili transpiracione aktivnosti, budu¢i da te
aktivnosti zavise i od dinamicke regulacije otvaranja i zatvaranja stoma (Lawson i Blatt, 2014;
Franksisar., 2017; Liu i sar., 2024).

Vrednosti SD i SI menjaju se sa promenama temperature, ali njthov odgovor nije jednoznacan.
Smer i intenzitet tih promena zavise od vrste, razvojnog stadijuma, trajanja i intenziteta
zagrevanja, kao i od interakcije temperature sa vodnim i svetlosnim reZimom, pa se efekti
temperature na ove osobine ne mogu generalizovati bez razmatranja Sireg ekoloskog konteksta
(Zhengisar., 2013; Wu i sar., 2018).

1.6.6. RGB Indeks procene sadrzaja hlorofila (I1)

Indeks 11 predstavlja vegetacioni indeks zasnovan na RGB analizi, koji omogucava
nedestruktivnu procenu sadrzaja hlorofila u listu. Ovaj indeks obrnuto je proporcionalan
koncentraciji hlorofila, tako da viSe vrednosti 11 ukazuju na niZi sadrZaj hlorofila, i obrnuto
(Sanchez-Sastre i sar., 2020). S obzirom na to da je hlorofil klju¢ni fotosintetski pigment koji
omogucava apsorpciju svetlosne energije i njenu konverziju u hemijsku energiju u obliku ATP-
aiNADPH-a, a time i sintezu organskih molekula tokom fotosinteze (Baker i Habershon, 2017;
Hu i sar., 2021; Moustakas, 2021), sadrzaj hlorofila ¢esto se koristi kao fizioloski indikator
promena u sredini, odnosno kao pokazatelj stresa (Croftisar., 2017). Brojni abioticki i bioticki
stresori, ukljuCujuc¢i poviSenu temperaturu, susu, visok intenzitet svetlosti, salinitet, nutritivni
deficit, kao i patogene i herbivore, mogu uticati na ravnotezu izmedu biosinteze i razgradnje
hlorofila, ¢cime menjaju njegovu koncentraciju i posledicno uti¢u na fotosintetsku efikasnost
(Penuelas i sar., 1998; Murchie i Lawson, 2013; Crofti sar., 2017).

PoviSena temperatura moZe ubrzati razgradnju hlorofila i destabilizovati fotosintetski aparat,
Sto se kod mnogih vrsta ispoljava smanjenjem fotosintetske efikasnosti (Penuelas i sar., 1998;
Li i sar, 2018). Medutim, smer i intenzitet promena sadrZaja hlorofila zavise od vrste,
intenziteta i trajanja temperaturnog stresa, kao i od pratecih sredinskih uslova, pa se u
pojedinim  sluCajevima  smanjenje  sadrzaja  hlorofila tumac¢i i kao deo
aklimacionog/aklimatizacinog odgovora kojim se ogranicava apsorpcija svetlosti i smanjuje
rizik od fotooksidativnih oStecenja tokom izlaganja visokim temperaturama (Cutolo i sar.,
2023).

1.7. Proteini toplotnog stresa

1.7.1. Opste karakteristike, podela i pregled funkcija

Odgovor na toplotni Sok, (HSR, engl. Heat Shock Response), prvi je opisao italijanski genetiCar
Feruco Ritoza (ita. Ferruccio Ritossa) (Ritossa, 1962; De Maio i sar., 2012). Proucavajuci
politene hromozome pljuvacnih Zlezda vrste vinske musSice Drosophila busckii, uocio je da
izlaganje poviSenoj temperaturi dovodi do pojave karakteristicnih ispupcenja (engl. puffs) u
pojedinim hromozomskim regionima, koja predstavljaju mesta pojacane transkripcione
aktivnosti. Na osnovu ovih zapazanja pretpostavio je da celije kao odgovor na poviSenu
temperaturu zapocinju sintezu dotad nepoznatih molekula (Ritossa, 1962). Dvanaest godina
kasnije identifikovani su proteini toplotnog stresa, (Hsp, engl. Heat shock proteins), Cija je
sinteza dovedena u vezu sa navedenim transkripcionim promenama (Tissiéres i sar., 1974).
Danas je poznato da ekspresiju Hsp ne indukuje iskljuc¢ivo poviSena temperatura, vec¢ i Sirok
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spektar abiotickih i biotickih stresora, ukljuc¢ujuci oksidativni stres, dehidrataciju, salinitet, UV
zracenje i patogene (Feder i Hofmann, 1999; Al-Whaibi, 2011; De Maioisar., 2012; Ul Haq i sar.,
2019; Yurina, 2023). Zbog toga se Hsp smatraju vaznom komponentom celijskog odbrambenog
sistema u uslovima stresa. Medutim, brojni Hsp prisutni su i u fizioloSkim uslovima (Welch,
1992; Park i Seo, 2015), Sto ukazuje na to da termin Hsp obuhvata funkcionalno veoma
raznovrsnu grupu proteina (Parki Seo, 2015).

Sinteza Hsp predstavlja jedan od evoluciono najkonzervisanijih mehanizama zaStite kod Zivih
organizama. Geni koji kodiraju ove proteine univerzalno su zastupljeni i pokazuju mali stepen
variranja medu vrstama, Sto ukazuje na njihovu znacajnu evolucionu ulogu u zastiti Celije, kako
tokom trajanja stresa, tako i nakon njegovog prestanka (Lindquist, 1986; Feder i Hofmann,
1999). Takode se smatra da je struktura Hsp spada medu najoCuvanije proteinske strukture u
zivom svetu (Welch, 1992).

Na funkcionalnom nivou, brojni Hsp doprinose odrzavanju proteinske homeostaze, odnosno
proteostaze, funkcioniSu¢i kao pratioci proteina, tj. molekularni Saperoni. Vezujuci se za
nestabilne konformacije drugih proteina, oni omogucéavaju da novosintetisani polipeptidi
dostignu stabilnu trodimenzionalnu strukturu. Pored toga, sprecavaju pogresno savijanje i
agregaciju proteina, olak$avaju njihovo pravilno savijanje i sklapanje proteinskih kompleksa,
uCestvuju u translokaciji proteina kroz membrane i njihovom usmeravanju u odgovarajuce
¢elijske odeljke, doprinose reaktivaciji agregiranih proteina, kao i kontroli kvaliteta proteina
usmeravanjem nepovratno oSte¢enih supstrata ka degradaciji (Hendrick i Hartl, 1993; Ellis,
1998; Forreiter i Nover, 1998; Rosenzweig i sar., 2019; Waters i Vierling, 2020; Kumar i sar.,
2020). Molekularni Saperoni ne nose strukturnu informaciju neophodnu za pravilno savijanje
proteina. Njihovo delovanje zasniva se na selektivnom prepoznavanju i privremenom vezivanju
izloZzenih hidrofobnih regiona nestabilnih polipeptida, ¢ime se sprecavaju neproduktivne
interakcije i formiranje nefunkcionalnih agregata, bilo direktnim vezivanjem za ocuvane
domene nascentnih ili delimi¢no denaturisanih proteina, bilo obezbedivanjem unutrasnjeg
prostora u sopstvenoj trodimenzionalnoj strukturi, u kojem se odvija spontano savijanje
proteina (Hendrick i Hartl, 1993; Ellis, 1998; Kim i sar., 2013). Iako se u literaturi termini Hsp i
molekularni Saperoni cesto upotrebljavaju kao sinonimi, njihovo znacCenje nije potpuno
podudarno, buduc¢i da postoje Saperoni koji ne pripadaju Hsp, kao i Hsp bez klasi¢ne Saperonske
funkcije (Finka i sar., 2011).

Najve¢i deo regulacije sinteze Hsp odvija se na nivou transkripcije, posredstvom
transkripcionih faktora, (HSF, engl. Heat Shock transcription Factors), koji se vezuju za
specifine cis-regulatorne elemente u promotorima hsp gena, poznate kao elementi toplotnog
Soka, (HSE, engl. Heat Shock Elements). Ovi elementi, poznati i kao Pelhamovi (engl. Pelham)
blokovi, sastoje se od promenljivog broja ponovaka konsenzusne sekvence 5’-
CnnGAAnnTTCnnG-3’ (Pelham, 1982; Wu, 1984; Ohama i sar., 2017). U fizioloSkim uslovima,
HSF-ovi se nalaze u citosolu u neaktivnom ili slabo aktivnhom stanju, sa niskim afinitetom prema
DNK, najc¢es¢e u formi monomera koji ostvaruju kratkotrajne interakcije sa Hsp40, Hsp70 i
Hsp90. U uslovima stresa, prelaze u aktivnu formu oligomerizacijom u trimere, akumuliraju se
u jedru i vezuju za HSE, ¢ime pokrecu ili pojac¢avaju transkripciju hsp gena i drugih komponenti
odgovora na toplotni stres. Tokom faze prigusivanja, odnosno atenuacije, aktivnost HSF-ova se
smanjuje kako bi se sprecila prekomerna ekspresija Hsp, nakon ¢ega se vracaju u neaktivno
stanje u citosol (Wu, 1984; Cotto i sar., 1996; Scharf i sar., 2012; Ohama i sar., 2017; Bakery i
sar., 2024). Aktivnost HSF-ova strogo je i dinamic¢no regulisana: brza aktivacija neophodna je
za preZzivljavanje Celije, dok je pravovremeno priguSivanje odgovora vazno za njen oporavak
(Bakery i sar., 2024). Biljke poseduju narocito brojnu i raznovrsnu familiju HSF-ova, ¢iji se
¢lanovi razlikuju po strukturi, obrascu ekspresije i funkciji, te ¢ine deo sloZenog signalnog
sistema odgovora ne samo na visoku temperaturu vec i na druge stresore (Ohama i sar., 2017;
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Andrasi i sar., 2021; Bakery i sar., 2024). Pored transkripcione regulacije, ekspresija Hsp
kontroliSe se i na posttranskripcionom i posttranslacionom nivou (Guerra i sar., 2015).

Nomenklatura Hsp zasniva se na njihovoj molekulskoj masi, izrazenoj u kilodaltonima (kDa), a
kod biljaka se razlikuje pet glavnih familija: Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60 i sHsp (Gupta i sar.,
2010). Ove familije razlikuju se po strukturi funkcionalnih domena, unutaréelijskoj lokalizaciji
i specificnim ulogama u odrZavanju proteostaze, a njihovo koordinisano delovanje klju¢no je za
ocuvanje Celijske homeostaze kako u fizioloSkim uslovima, tako i tokom stresa. Intenzitet i
obrazac indukcije pojedinih ¢lanova Hsp familija pri istom nivou toplotnog stresa znacajno se
razlikuju medu organizmima. Tako kod biljaka dominira sinteza malih Hsp i Hsp101, dok kod
vrsta roda Drosophila preovladuje ekspresija Hsp70 (Gurley, 2000; Kumar i sar., 2020; Waters
i Vierling, 2020). Pored toga, ¢ak i unutar iste vrste, termotolerantni genotipovi cesto
ispoljavaju jacu ili dugotrajniju indukciju Hsp transkripata i/ili proteina kao odgovor na
poviSenu temperaturu nego osetljivi genotipovi (Qin i sar., 2008; Bita i sar., 2011; Fernandez-
Crespoisar., 2022).

1.7.2. Hsp101

Hsp101 je citosolni predstavnik familije Hsp100/ClpB (AAA+ proteini), Cije je osnovno svojstvo
disagregazna aktivnost, odnosno sposobnost razdvajanja proteinskih agregata nastalih tokom
toplotnog stresa, ¢ime se omogucava povratak proteina u funkcionalno stanje (Queitsch i sar.,
2000; Hong i Vierling, 2001; Al-Whaibi, 2011; Mogkisar., 2018; Kumari sar., 2020). Strukturno,
Hsp101/ClpB je veliki ATP-zavisni protein sa dva nukleotid-vezuju¢a domena i izraZenim
srediS$njim regionom znacajnim za interakciju sa drugim Hsp. Ovaj protein funkcionise kao
prstenasti heksamer kroz koji se, uz utroSak ATP-a, provlaci razvijeni polipeptidni lanac, Sto
omogucava razdvajanje proteinskih agregata (Lee i sar., 2006; Mogk i sar., 2018; Kumar i sar.,
2020). Tipicni supstrati Hsp101 jesu proteini koji su tokom stresa delimi¢no odvijeni i/ili se
nalaze u proteinskim agregatima. Svoju disagregaznu aktivnost Hsp101l ostvaruje u
koordinaciji sa sistemom Hsp70/Hsp40 i malim Hsp, ¢ime se obezbeduje efikasna reaktivacija
agregiranih proteina (Lee i sar., 2006; Kumar i sar., 2020; Waters i Vierling, 2020). U
optimalnim uslovima rastenja, koli¢ina Hsp101 u vegetativnim organima moZe biti veoma niska
i tesSko se detektuje standardnim biohemijskim metodama, dok se pri porastu temperature za
nekoliko stepeni iznad optimuma ekspresija Hsp101 brzo i snazno indukuje, a nivo proteina
dodatno raste sa intenzitetom toplotnog stresa (Young i sar., 2001; Tonsor i sar., 2008; Mishra
i Grover, 2019). Pokazano je da je Hsp101 esencijalan i za bazalnu i za steCenu termotoleranciju
(Queitschisar., 2000; Hong i Vierling, 2001; Mishra i Grover, 2016). Pored uloge u odgovoru na
stres, utvrdeno je da Hsp101 moZe imati funkcije i u fizioloSkim uslovima, na primer u
podsticanju pocetka cvetanja (Qin i sar., 2021).

1.7.3. Hsp70

Familija Hsp70 predstavlja jednu od evoluciono najstarijih i najkonzervisanijih grupa
molekularnih Saperona, prisutnu kod prokariota i eukariota, a kod biljaka obuhvata ve¢i broj
izoformi koje se razlikuju prema unutarcelijskoj lokalizaciji i obrascu ekspresije (Sung i sar.,
2001; Wang i sar., 2004; Usman i sar., 2017). U biljkama se razlikuju konstitutivne (Hsc70) i
inducibilne izoforme, pri ¢emu konstitutivne ucestvuju u bazalnom odrZavanju proteostaze,
dok se inducibilne forme znatno akumuliraju tokom toplotnog i drugih stresova (Vierling, 1991;
Sung i sar., 2001). Biljni Hsp70 lokalizovani su u citosolu i jedru, ali i u mitohondrijama,
plastidima i endoplazmati¢cnom retikulumu, gde ucestvuju u pravilnom savijanju proteina,
sklapanju proteinskih kompleksa i transportu polipeptida kroz membrane (Boston i sar., 1996;
Sung i sar., 2001; Su i Li, 2008).
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Strukturno, Hsp70 su proteini mase oko 70 kDa i sastoje se od N-terminalnog ATP-vezujuceg
domena i C-terminalnog domena za vezivanje supstrata, ¢ija se konformacija menja u zavisnosti
od ciklusa vezivanja i hidrolize ATP-a (Mayer i Bukau, 2005; Rosenzweig i sar., 2019). Hsp70
prepoznaju kratke hidrofobne sekvence izloZene na novosintetisanim ili delimi¢no odvijenim
proteinima i, u saradnji sa koSaperonima iz porodice Hsp40/Dnaj, omogucavaju njihovo
pravilno savijanje i spreCavaju agregaciju (Fourie i sar., 1994; Mayer i Bukau, 2005).

Tokom toplotnog i drugih abiotickih stresova, Hsp70 se medu prvima indukuju u okviru
Saperonske mreZe i deluju koordinisano sa Hsp90, malim Hsps i sistemom Hsp101/ClpB u
ocuvanju stabilnosti proteoma i oporavku cCelije nakon stresa (Kotak i sar., 2007; Bita i Gerats,
2013; Waters i Vierling, 2020). Povecana akumulacija Hsp70 povezuje se sa razvojem bazalne
i steCene termotolerancije, a termotolerantni genotipovi Cesto ispoljavaju jacu ili stabilniju
indukciju Hsp70 pri poviSenim temperaturama (Feder i Hofmann, 1999; Zhang i sar,, 2005; Su
i Li, 2008; Zhang i sar., 2010; Bita i Gerats, 2013). Zahvaljuju¢i centralnoj ulozi u Saperonskoj
mreZi, Hsp70 predstavljaju vaznu komponentu cCelijskog odgovora na temperaturni stres, jer
povezuju procese savijanja, transporta i reaktivacije proteina u jedinstven proteostatski sistem.

1.7.4. Hsp17.6

Familiju malih Hsp (sHsp/Hsp20) ¢ine brojni i strukturno raznovrsni proteini prisutni u gotovo
svim unutarcelijskim odeljcima biljnih ¢éelija. Kod angiospermi se razlikuje jedanaest klasa sHsp
gena, pri cemu neke biljne vrste poseduju vise od 20 pojedinac¢nih sHsp, Sto ukazuje na njihovu
veliku raznovrsnost u odnosu na druge eukariote. Lokalizovani su, u citosolu, jedru,
mitohondrijama, hloroplastima i endoplazmati¢cnom retikulumu (Waters i Vierling, 2020).
Organelarni sHsp su svojstveni biljkama, dok su medu ostalim organizmima gotovo svi sHsp
citosolni ili jedarni proteini. Izuzetak predstavlja rod Drosophila, kod koga je opisan specifican
sHsp lokalizovan u mitohondrijama (Santhanagopalan i sar., 2015). Osnovnu strukturnu
jedinicu sHsp ¢ini monomer molekulske mase 12-42 kDa, pri ¢emu je ve¢ina biljnih sHsp mase
od 15 do 22 kDa, zbog Cega se ova familija ¢esto oznacava i kao Hsp20 proteini (Waters, 2013).
Monomeri sadrze konzervisani a-Kristalinski domen, okruZen varijabilnim N-terminalnim
regionom i kratkim C-terminalnim repom (De Jong i sar., 1998; Waters, 2013). U Cceliji
funkcioniSu kao dinamic¢ni oligomeri, najéeS¢e gradeni od 12 ili viSe podjedinica, ¢ija se
organizacija menja u zavisnosti od sredinskih uslova, ¢cime se omogucava izlaganje hidrofobnih
povrsina za vezivanje destabilizovanih proteina (Mogk i sar., 2019).

Hsp17.6 je citosolni predstavnik ove familije koji deluje kao ATP-nezavisni molekularni
Saperon sa holdaznom funkcijom (engl. holdase). Tokom toplotnog i drugih abiotickih stresova,
ovaj protein se brzo akumulira i vezuje za delimi¢no odvijene proteine, sprecavajuci njihovu
nepovratnu agregaciju i odrzavajudi ih u stanju pogodnom za naknadno pravilno savijanje
(Waters i Vierling, 2020). U fazi oporavka, komplekse sHsp-supstrat dalje obraduju ATP-zavisni
sistemi Hsp70/Hsp40 i Hsp101/ClpB, ¢ime se omogucava ponovno uspostavljanje funkcije
proteina. Pokazano je da povecana ekspresija Hsp17.6 doprinosi vecoj osmotoleranciji (Sun i
sar., 2001), kao i da ucestvuje u odgovoru na oksidativni stres i H,0,-signalizaciji tokom
toplotnog stresa (Volkov i sar., 2006). Hsp17.6 ima vaZznu ulogu u aklimaciji/aklimatizaciji na
toplotni stres. [ako je kod pojedinih vrsta, kao Sto su citrusi, pokazano da Hsp17.6 nije centralni
regulator dugotrajne aklimacije/aklimatizacije na visoke temperature (Balfagén i sar., 2018),
dostupni podaci ukazuju na to da ovaj protein ima znacajnu ulogu u ranoj fazi odgovora na stres
i stabilizaciji proteina pri naglim temperaturnim promenama (Waters i Vierling, 2020;
Yamaguchi i sar., 2021).
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1.8. Antioksidativna zastita: enzimski mehanizmi

1.8.1. Reaktivne vrste kiseonika (ROS) i njihova uloga

Reaktivne vrste kiseonika (ROS, engl. Reactive Oxigen Species), obuhvataju delimitno
redukovane ili ekscitovane forme kiseonika, odnosno, molekule koji su energetski reaktivniji
od atmosferskog kiseonika (02) (Mittler, 2002; Abouzari i Fakheri, 2015; Mittler, 2017). ROS su
neizbeZni produkti aerobnog metabolizma i kod biljaka nastaju prvenstveno u hloroplastima,
mitohondrijama i peroksizomima, ali i u drugim celijskim odeljcima putem prenosa energije na
molekulski kiseonik ili njegovom parcijalnom redukcijom usled prenosa elektrona (
Karuppanapandian i sar., 2011; Mittler, 2017; Waszczak i sar. 2018). ROS nastaju fizickom ili
hemijskom aktivacijom molekulskog kiseonika: njegovom ekscitacijom formira se singletni
kiseonik (102), dok tokom sukcesivnih monovalentnih redukcija nastaju superoksid anjon
radikal (O2*), vodonik peroksid (H,0;) i hidroksil radikal (OH*) (Mgller i sar., 2007;
Karuppanapandian i sar., 2011). Ove vrste medusobno se razlikuju po reaktivnosti, stabilnosti,
mestu nastanka i prostornom dometu delovanja unutar ¢elije (Das i Roychoudhury, 2014;
Abouzari i Fakheri, 2015; Mittler, 2017). Produkcija ROS-a neizbeZna je posledica prenosa
elektrona u aerobnim uslovima, tokom fotosinteze, fotorespiracije i aktivnosti razlicitih enzima
(Mgller i sar., 2007; Garg i Manchanda, 2009; Mittler, 2017). Povecana aktivnost mitohondrija,
peroksizoma, lipoksigenaza, NADPH oksidaza i citohroma P450, kao i smanjena aktivnost
antioksidativnih enzima, doprinose povecanoj produkciji i akumulaciji ROS-a u biljnoj ¢eliji
(Abouzari i Fakheri, 2015; Medina i sar, 2021). Akumulacija ROS-a u razli¢itim
koncentracijama i u razlic¢itim ¢elijskim odeljcima dovodi do formiranja specificnih obrazaca
njihove raspodele, odnosno ,,ROS potpisa“, koji omogucéavaju razlikovanje pojedinih ¢elijskih
odeljaka i menjaju se u zavisnosti od razvojnog stadijuma i nivoa stresa (Medina i sar., 2021). U
optimalnim uslovima koncentracija ROS-a je relativno niska, dok se u uslovima abiotickog i
biotickog stresa znacajno povecava (Suzuki i Mittler, 2006; Suzuki i sar., 2014; Abouzari i
Fakheri, 2015; Mittler, 2017; Waszczak i sar., 2018; Hasanuzzaman i sar., 2020; Samat i sar.,
2025). Iako su dugo smatrane iskljucivo Stetnim nusproduktima metabolizma, danas je dobro
poznato da ROS imaju i vaznu ulogu kao signalni molekuli (Mittler i sar., 2022).

Pretpostavlja se da je prvobitna signalna uloga ROS-a bila u detekciji Stetnih nivoa
atmosferskog kiseonika i pracenju razli¢itih metabolickih procesa, ali su oni tokom evolucije
postali uklju¢eni u regulaciju gotovo svih aspekata Zivota kod biljaka, Zivotinja i vecine
eukariota (Mittler i sar., 2011). Razli¢ite ROS vrste imaju vaznu ulogu u brojnim aspektima
rastenja i razvica biljaka, ukljucujuci regulaciju cCelijskog ciklusa, programiranu celijsku smrt,
hormonsku signalizaciju, remodelovanje ¢elijskog zida, pokrete stoma, klijanje semena, rast
korenskih dlaka, gravitropski rast korena, razvice polenske cevi, oplodenje, razvic¢e ploda i
senescenciju (Garg i Manchanda, 2009; Sierla i sar., 2016; Singh i sar., 2016; Mittler, 2017;
Huang i sar., 2019). Pored toga, ROS imaju znacajnu ulogu u pokretanju i regulaciji odgovora
biljaka na abioticke i bioticke stresore. U ranim fazama stresnog odgovora, kontrolisano
povecanje njihove koncentracije deluje kao signalni mehanizam koji aktivira odbrambene i
aklimacione/aklimatizacione procese, dok u kasnijim fazama prekomerna akumulacija ROS-a
dovodi do sekundarnog oksidativnog stresa i cCelijskih oStecenja (Garg i Manchanda, 2009;
Mittler, 2017; Waszczak i sar., 2018; Medinai sar., 2021; Mittler i sar., 2022). Nivo ROS-a u ¢eliji
zavisi od ravnoteZe izmedu njihove produkcije i uklanjanja. Mitller (2017) je ove nivoe podelio
u tri koncentraciona raspona (Slika 1.8.1).

Niske koncentracije ROS-a u biljnoj ¢eliji imaju signalnu ulogu i u¢estvuju u regulaciji celijske
proliferacije i diferencijacije. Bazalni nivo ROS-a omogucava €eliji kontrolu brojnih procesa, kao
Sto su proliferacija Celija, rastenje i razvic¢e biljnih tkiva, regulacija metabolickih puteva i
programirana celijska smrt (Mittler i sar.,, 2011; Abouzari i Fakheri, 2015; Mittler, 2017).
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Nasuprot tome, pri prekomernoj akumulaciji ROS-a dolazi do oksidativnog stresa, pri cemu ROS
ispoljavaju citotoksi¢no dejstvo (Mittler, 2017). U visokim koncentracijama ROS ostecuju
Celijske membrane, oksiduju proteine i lipide, smanjuju enzimsku aktivnost, oStecuju DNK,
mogu narusiti strukturu i funkciju novosintetisanih proteina i, u krajnjem ishodu, biti letalni za
biljnu Celiju (Abouzari i Fakheri, 2015; Mittler, 2017; Hasanuzzaman i sar., 2020; Medina i sar.,
2021).
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Slika 1.8.1. Uloga ROS u biljnoj ¢eliji pri razli¢itim koncentracijama

(A.) Efekat razli¢itih koncentracija ROS-a na regulaciju razlic¢itih ¢elijskih procesa. ROS i redoks
signalizacija odvijaju se unutar definisanog opsega koncentracija ROS-a: preniski nivoi ROS-a imaju
citostaticko dejstvo, a previsoki nivoi ROS-a su citotoksi¢ni. Zbog toga je bazalni nivo ROS-a
neophodan za pravilnu ROS i redoks signalizaciju u Celiji, a odrzava se ravnotezom izmedu produkcije
i uklanjanja ROS-a.; (B.) Zavisnost ¢elijskih funkcija i vijabilnosti od koncentracije ROS-a. Zvonasta
kriva prikazuje zavisnost odrzavanja pravilnog odvijanja ¢elijskih procesa od porasta koncentracije
ROS-a. Metabolizam biljke u fizioloSkim uslovima zahteva optimalan ospeg koncentracija ROS-a, koji
biljci omogucavaju da ostvari maksimalan rast i razvojni potencijal (Preuzeto i prevedeno: Mitller,
2017).

Zbog dualne prirode ROS-a, koji mogu delovati i kao Stetni, toksi¢ni molekul i kao korisni
signalni molekuli, njihova koncentracija u ¢eliji mora biti strogo regulisana (Suzuki i Mittler,
2006; Abouzari i Fakheri, 2015). Da bi odrzale redoks homeostazu i sprecile prekomernu
akumulaciju ROS-a, biljke su razvile sloZen sistem antioksidativne zastite koji obuhvata
enzimske i neenzimske komponente. Medu najvaznijim enzimskim komponentama ovog
sistema izdvajaju se superoksid dismutaze (SOD), askorbat peroksidaze (APX) i katalaze (CAT),
dok neenzimsku komponentu antioksidativne zaStite pre svega Cine askorbinska kiselina i
glutation, a znacajnu ulogu imaju i a-tokoferol, karotenoidi i flavonoidi (Mittler, 2002; Gill i
Tuteja, 2010; Abouzari i Fakheri, 2015; Hasanuzzaman i sar., 2020).

1.8.2. Superoksid dismutaza (SOD)

Enzimi superoksid dismutaze (SOD, EC 1.15.1.1) smatraju se prvom linijom odbrane od ROS-a
nastalih usled abiotickog stresa (Gill i sar., 2015). Obuhvataju grupu multimernih metaloenzima
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koji imaju centralnu ulogu u metabolizmu superoksid anjon radikala, katalizuju¢i njegovu
dismutaciju do vodonik peroksida i kiseonika, prema jednacini (Gill i Tuteja, 2010):

02+ - 02+ 2H* - 2H202 + O2

Uklanjanjem superoksid anjon radikala, ovi enzimi smanjuju moguénost nastanka visoko
toksi¢nog hidroksil radikala u Haber-Vajsovoj i Fentonovoj reakciji, koje su katalizovane jonima
metala (Mittler, 2002; Gill i Tuteja, 2010; Gill i sar., 2015). Prema metalnom kofaktoru
prisutnom u aktivnhom centru, kod visih biljka razlikuju se tri tipa superoksid dismutaza:
Cu/ZnSOD, FeSOD i MnSOD (Gill i sar., 2015). Cu/ZnSOD su najzastupljenija klasa biljnih SOD,
prisutne su u obliku monomera, homodimera i homotetramera i lokalizovane su u citoplazmi,
hloroplastima, peroksizomima i jedru (Kanematsu i Asada, 1989; Alscher, 2002; Gill i sar.,
2015). FeSOD su kod visih biljaka uglavnom aktivne kao homotetrameri, primarno su
lokalizovane u hloroplastima, ali se mogu naci i u peroksizomima i apoplastu (Corpas i sar.,
2006; Gill i sar., 2015). Kod visih biljaka MnSOD su u formi homotetramera i lokalizovane su u
mitohondrijama (Corpas i sar., 2006; Gill i sar., 2015; Schmidt i Husted, 2019). Geni za sve tri
forme SOD nalaze se u jedarnom genomu, dok se transport proteina u odgovarajuce celijske
odeljke odvija posredstvom signalnih sekvenci (Alscher, 2002; Gill i sar., 2015). Smatra se da
MnSOD i FeSOD poti¢u od zajednickog predackog enzima i da predstavljaju evoluciono starije
forme u odnosu na Cu/ZnSOD, koja je evoluirala nezavisno (Smith i Doolittle, 1992). Zbog
univerzalne rasprostranjenosti medu aerobnim organizmima, SOD se smatraju klju¢nim
komponentama u odgovoru na primarni i sekundarni oksidativni stres (Alscher, 2002; Del Rio
i sar., 2018; Hasanuzzaman i sar., 2020).

Antioksidativna uloga SOD potvrdena je u odgovoru biljaka na razli¢ite abioticke stresore,
ukljucujuci teSke metale, salinitet, suSu, temperaturne ekstreme, oksidativni i fotooksidativni
stres (Mittova i sar., 2003; Myouga i sar., 2008; Fernandez-Ocana i sar., 2011; Bhaduri i Fulekar,
2012; Signorelli i sar., 2013; Shafi i sar,, 2015; Wang i sar., 2016; Del Rio i sar. 2018;
Hasanuzzaman i sar., 2020). Osim vaZne uloge u odgovoru na stres, SOD ucestvuju i u regulaciji
razvica biljaka, ukljuc¢ujuéi formiranje bo¢nih korenova, klijanje i cvetanje (Morgan i sar., 2008;
Myouga i sar., 2008; Dvorak i sar., 2021).

Kada je rec¢ o ulozi SOD u odgovoru biljaka na povisenu temperaturu, dostupni podaci ukazuju
na to da promene njihove aktivnosti nisu uniformne, ve¢ da u velikoj meri zavise od biljne vrste,
tipa tkiva, razvojnog stadijuma, kao i intenziteta i trajanja izlaganja poviSenoj temperaturi (Del
Rio i sar., 2018). U skladu s tim, u literaturi su opisani razli¢iti obrasci odgovora SOD tokom
toplotnog stresa, ukljucuju¢i odsustvo znacajnih promena aktivnosti (Jiang i Huang, 2001;
Snider i sar., 2009), njeno smanjenje (Camejo i sar., 2007; Djanaguiraman i sar., 2018; Lasorella
i sar., 2022) ili povecanje (Tsang i sar., 1991; Chaitanya i sar., 2002; Soengas i sar., 2018;
Fortunato i sar., 2023; Chen i sar., 2024).

1.8.3. Askorbat peroksidaza (APX)

Askorbat-peroksidaze (APX, EC 1.11.1.11) pripadaju klasi I superfamilije peroksidaza, sadrze
hem grupu kao kofaktor i predstavljaju kljune enzime za finu modulaciju celijskog nivoa
vodonik peroksida, kako tokom normalnog zZivotnog ciklusa biljke tako i u razli¢itim stresnim
uslovima (Shigeoka i sar., 2002; Mittler, 2006; Pandey i sar., 2017). Ovi enzimi katalizuju
redukciju H,0, uz koriS¢enje askorbata (Asc) kao specificnog donora elektrona, prema
jednacini:

H202 + Asc = 2H20 + DHA

pri ¢emu nastaju voda i monodehidroaskorbat (MDHA), koji se zatim moZe redukovati nazad u
askorbat ili spontano dismutovati do askorbata i dehidroaskorbata (DHA) (Shigeoka i sar.,
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2002). Stabilnost i aktivnost APX-a zavise od dostupnosti askorbata, pri ¢emu su hloroplastne
izoforme posebno osetljive na smanjenje njegove koncentracije, Sto moze dovesti do njihove
brze inaktivacije i posredno uticati na efikasnost fotosinteze u stresnim uslovima (Foyer i
Shigeoka, 2011). Ova osobina jasno razlikuje APX od drugih biljnih peroksidaza (Shigeokai sar.,
2002; Foyer i Shigeoka, 2011; Dvorak i sar., 2021).

U viSim biljkama prisutna je multigenska familija APX izoenzima, Cije se izoforme razlikuju po
unutarcelijskoj lokalizaciji i pokazuju razli¢ita strukturna i kineticka svojstva, ukljucujuci
molekulsku masu, optimalni pH, stabilnost, kataliticku efikasnost i supstratnu specifi¢nost
(Pandey i sar., 2017). Na osnovu unutarcelijske lokalizacije razlikuju se slobodne izoforme
askorbat peroksidaze prisutne u citosolu (cAPX), mitohondrijama (mitAPX) i stromi
hloroplasta (sAPX), kao i izoforme vezane za membrane peroksizoma i glioksizoma (mAPX) i
tilakoidnu membranu hloroplasta (tAPX) (Caverzan i sar., 2012).

APX predstavljaju jednu od centralnih komponenti antioksidativne mreZe jer, zahvaljujuci
visokom afinitetu prema H,0;, u¢estvuju u njegovom brzom uklanjanju u viSe unutarcelijskih
odeljaka i time doprinose odrzavanju redoks-homeostaze (S. Li, 2023). Utvrdeno je da se
aktivnost APX povecava u prisustvu drugih antioksidativnih enzima, poput SOD i GR, Sto
ukazuje na funkcionalnu povezanost razlic¢itih komponenti antioksidativnog sistema (Pandey i
sar.,, 2017). Kao esencijalni enzimi askorbat-glutation ciklusa, APX ucestvuju i u brojnim
prosecima rastenja i razvica biljaka, kao Sto su formiranje bo¢nih korenova, razvoj nodusa,
klijanje semena i programirana ¢elijska smrt (S. Li, 2023). Sirok spektar abiotic¢kih i bioti¢kih
faktora, ukljuc€ujuci susu, salinitet, temperaturne ekstreme, UV zracenje, teSke metale, infekcije
patogenima i fizicka oSteéenja, indukuje ekspresiju i menja aktivnost APX, (Rao i sar., 1996;
Mittler i sar., 1999; Wang i sar., 2005; An i sar., 2009; Bhaduri i Fulekar, 2012; Kausar i sar.,
2012; Pandey i sar., 2017). Intenzitet ovog odgovora zavisi od izoforme, njene unutarcelijske
lokalizacije, razvojnog stadijuma biljke, kao i intenziteta i trajanja stresora, pri ¢emu i ista vrsta
stresa moZe izazvati diferencijalnu regulaciju pojedinih izoformi u razlic¢itim Ccelijskim
odeljcima (Shigeoka i sar., 2002; Pandey i sar., 2017). Pokazano je i da APX imaju vaZnu ulogu
u aklimaciji biljaka na kombinovano delovanje poviSene temperature i suse (Rizhsky i sar.,
2002; Koussevitzky i sar., 2008; Zandalinas i sar., 2017; Balfagon i sar., 2018).

Kada se posmatra odgovor biljaka na poviSenu temperaturu, u velikom broju studija zabeleZeno
je povecanje aktivnostii/ili ekspresije APX (Shiisar., 2001; Chaitanyai sar., 2002; Koussevitzky
i sar,, 2008; Tang i sar., 2006; Almeselmani i sar., 2009; Zandalinas i sar., 2017; Balfagén i sar.,
2018). Medutim, intenzitet i smer ovog odgovora zavise od jacine i trajanja temperaturnog
stresa, pa su u pojedinim studijama zabeleZeni i drugaciji obrasci, uklju¢ujuéi odsustvo
promena aktivnosti ili njeno kratkotrajno smanjenje neposredno nakon izlaganja visokim
temperaturama (Vacca i sar., 2004; Kaushal i sar., 2011; Awasthi i sar., 2015). Pokazano je i da
pojedini transkripcioni faktori toplotnog Soka (HSFA2, HSFA4), pored regulacije ekspresije
Hsp, ucestvuju i u regulaciji ekspresije pojedinih izoformi APX tokom HSR odgovora (Scharf i
sar., 2012), Sto ukazuje na funkcionalnu povezanost Hsp i antioksidativnog sistema u okviru
jedinstvene mreZe odgovora na toplotni stres. Dodatno, novija istraZivanja pokazuju da
pojedine citosolne izoforme APX (AtAPX1 i OsAPX2), osim enzimske antioksidativne funkcije,
mogu ispoljavati i Saperonsku funkciju u stabilizaciji proteina (S. Li, 2023). Funkcija APX zavisi
od posttranslacionih modifikacija i strukturne konformacije. Pri tome dimeri preteZno
ispoljavaju antioksidativnu, a multimerni kompleksi Saperonsku funkciju; poviSena
temperatura moZe podsticati formiranje multimernih kompleksa i povecavati udeo APX sa
Saperonskom funkcijom (Kaur i sar., 2021).
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1.8.4. Katalaza (CAT)

Katalaze (CAT, EC 1.11.1.6) su tetramerni enzimi koji sadrZe hem kao kofaktor i katalizuju
razgradnju H202 do vode i kiseonika prema jednacini (Gill i Tuteja, 2010):

2H202 - 2H20 + Oz

CAT se izdvajaju od ostalih antioksidativnih enzima po tome Sto za ovu reakciju ne zahtevaju
spoljni redukuju¢i supstrat, odnosno dodatni donor elektrona (Willekens, 1997; Garg i
Manchanda, 2009; Gill i Tuteja, 2010; Das i Roychoudhury, 2014). Katalaze su preteZno
lokalizovane u peroksizomima, gde ucestvuju u regulaciji nivoa H,0, nastalog tokom
fotorespiracije, [3-oksidacije masnih kiselina i purinskog katabolizma, kao i u reakcijama
razli¢itih peroksizomalnih oksidaza. Na taj nacin imaju centralnu ulogu u odrZavanju celijske
redoks-ravnoteZe i regulaciji unutarcelijske i meducelijske signalizacije (Willekens, 1997; Gill i
Tuteja, 2010; Baker i sar., 2023). Pored toga, dokumentovano je prisustvo CAT i u citoplazmi i
mitohondrijama (Mhamdi i sar., 2010; Das i Roychoudhury, 2014; Sharma i Ahmad, 2014;
Verma i sar., 2023). lako CAT pokazuju relativno nizak afinitet prema H,0,, odlikuju se jednom
od najvisih brzina kataliticke reakcije medu enzimima, Sto im omogucava efikasno uklanjanje
velikih kolic¢ina H,0,, narocito u uslovima pojacanog oksidativnog stresa (Mittler, 2002; Gill i
Tuteja, 2010; Mhamdi i sar., 2010). Kod visih biljaka CAT su kodirane malom multigenskom
familijom, najces¢e sa tri gena kod monokotila, dok je usled razli¢itih transkripcionih i
posttranskripcionih modifikacija ukupan broj izoenzima vedi i zavisi od biljne vrste (Mhamdi i
sar., 2010; Das i Roychoudhury, 2014; Bakerisar., 2023; Verma i sar., 2023). Prema klasifikaciji
koju su predloZili Willekens i saradnici (1995), zasnovanoj na imenima cat gena kod duvana,
CAT klase I snazno su eksprimirane u fotosintetskim tkivima, CAT klase II povezane su sa
vaskularnim tkivima, dok se CAT Kklase III znac¢ajno eksprimiraju u semenu i reproduktivnim
tkivima. Iako nomenklatura pojedina¢nih gena varira izmedu biljnih vrsta, oCuvanost
funkcionalne specijalizacije i strukturna slicnost katalaza iste klase podrZavaju primenu ove
podele (Willekens i sar., 1995; Iwamoto i sar., 2000; Mhamdi i sar., 2010).

Pokazano je da kod biljaka dolazi do povecanja ekspresije i/ili promene aktivnosti CAT u
odgovoru na razliCite abioticke i bioticke faktore, kao Sto su salinitet, suSa, ekstremne
temperature, UV zraCenje, visok intenzitet svetlosti, stres izazvan teSkim metalima, visoka pH
vrednost zemljiSta, napad patogena, virusa i insekata (Su i sar., 2014; Vighi i sar., 2016;
Zandalinasisar., 2017). Pored uloge u detoksifikaciji ROS-a, CAT ucestvuju i u regulaciji redoks-
signalizacije i programirane Ccelijske smrti, ¢ime doprinose uskladivanju metabolickih i
razvojnih odgovora biljaka na promene sredine (Mittler, 2002; Baker i sar., 2023).

Kada je u pitanju odgovor biljaka na poviSenu temperaturu, promene aktivnosti i/ili ekspresije
CAT zavise od intenziteta i trajanja stresa, kao i od tolerancije biljne vrste na toplotni stres
(Hasanuzzaman i sar., 2020; Baker i sar., 2023). UopSteno, umereno povecanje temperature
dovodi do povecanja aktivnosti i/ili ekspresije CAT kao dela antioksidativnog odgovora i
uspostavljanja redoks-homeostaze (Dash i Mohanty, 2002; Li i sar., 2014; Ergin i sar., 2016;
Soengas i sar., 2018; Wang i sar., 2023), dok se aktivhost CAT smanjuje pri ekstremno
poviSenim temperaturama, koje dovode do oSteenja enzima i destabilizacije celijskog
metabolizma (Dash i Mohanty, 2002; Lii sar., 2014).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Fenotipska plasticnost predstavlja vaznu komponentu odgovora biljaka na promene uslova
Zivotne sredine, ali njen intenzitet i obrazac zavise od analizirane osobine, genotipa, populacije
i konkretnog sredinskog konteksta. Budu¢i da u prirodnim stanistima temperatura varira
zajedno sa drugim abioti¢kim faktorima, in situ eksperimenti omogucavaju da se fenotipski
odgovor na njeno povecanje sagleda u okviru prirodne prostorno-vremenske varijabilnosti
uslova sredine.

Opsti cilj ove doktorske disertacije bio je da se ispitaju fenotipski odgovori prirodnih populacija
Iris pumila na blago eksperimentalno povecanje temperature in situ, kroz analizu promena
anatomsko-morfoloskih i biohemijskih osobina lista, fenologije cvetanja i komponenti
reproduktivnog uspeha. Poseban akcenat stavljen je na analizu nivoa i vremenske dinamike
fenotipske plasti¢nosti osobina lista, kao i obrazaca njihove medusobne povezanosti i stepena
fenotipske integracije. Pored toga, u ex situ uslovima sa precizno kontrolisanom temperaturom
ispitano je da li se i u kojoj meri obrasci odgovora odabranih anatomsko-morfoloskih osobina
lista, utvrdeni in situ, ponavljaju pri blagom povecanju temperature.

U skladu sa opsStim ciljem, definisani su sledeci specifi¢ni ciljevi ove doktorske disertacije:

e Utvrdivanje uticaja eksperimentalnog in situ poveéanja temperature za prosec¢no 1,5° C na
fenotipsku ekspresiju anatomsko-morfoloskih i biohemijskih osobina lista I pumila.
Anatomsko-morfoloske osobine obuhvatale su SLA, LDMC, SLWC, LT, SD i SI, a biohemijske
relativnu koli¢inu proteina toplotnog stresa Hsp101, Hsp70 i Hsp17.6 i antioksidativnih
enzima SOD, APX i CAT.

e Utvrdivanje sezonske i medugodiSnje dinamike fenotipske ekspresije anatomsko-
morfoloskih i biohemijskih osobina lista I pumila u ambijentalnim i eksperimentalno
poviSenim temperaturnim uslovima.

e Utvrdivanje razlika u fenotipskom odgovoru anatomsko-morfoloskih i biohemijskih
osobina lista na eksperimentalno povecanje temperature izmedu dve prirodne populacije
L. pumila.

e Ispitivanje povezanosti mikroklimatskih faktora sa variranjem anatomsko-morfoloskih i
biohemijskih osobina lista I. pumila u ambijentalnim uslovima i pri eksperimentalnom
zagrevanju.

e Utvrdivanje uticaja blagog povecanja temperature na odabrane anatomsko-morfoloske
osobine lista I pumila u kontrolisanim ex situ uslovima i poredenje obrazaca njihovog
odgovora sa obrascima utvrdenim in situ.

e Utvrdivanje uticaja eksperimentalnog povecanja temperature na fenologiju cvetanja i
komponente reproduktivnog uspeha genotipova I. pumila i ispitivanje razlika u odgovoru
izmedu dve prirodne populacije.

e Utvrdivanje uticaja blagog povecanja temperature na apsolutnu adaptivhu vrednost
klonalnih genotipova I. pumila iz dve prirodne populacije i procena smera i intenziteta
fenotipske selekcije na biohemijske osobine lista u razli€itim temperaturnim uslovima.

e Kvantifikovanje nivoa i obrazaca fenotipske plasticnosti anatomsko-morfoloskih i
biohemijskih osobina lista u odgovoru na temperaturno i sezonsko variranje uslova sredine,
kao i utvrdivanje razlika u plasti¢nosti izmedu osobina, grupa funkcionalno povezanih
osobina, populacija i godina istraZivanja.
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e Utvrdivanje obrazaca medusobne povezanosti i stepena fenotipske integracije
funkcionalno povezanih osobina lista, kao i njihovih promena izmedu temperaturnih
tretmana i tokom eksperimentalnog perioda.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Opis stanista

Deliblatska peScara, najveca evropska kontinentalna peScara, nalazi se u juZznom Banatu,
izmedu reke Dunav i zapadnih padina Karpata, i pruZa se u pravcu jugoistok-severozapad
izmedu 44° 47'i 45° 02' severne geografske Sirine i 20° 55'i 21° 18" isto¢ne geografske duZine
(podaci dobijeni putem Google earth.com). PeScara predstavlja geomorfoloSku formaciju
eolskog porekla, elipsastog je oblika i zahvata povrsinu od oko 350 km?, duZine pribliZzno 35 km
i Sirine oko 15 km, sa prose¢cnom nadmorskom visinom od 138 m (Duci¢ i Milovanovi¢, 2004;
Kadovicisar., 2014). Osnovna karakteristika reljefa jesu pes¢ane dine, koje se pruzaju u pravcu
jugoistok-severozapad i mogu dostiéi duzinu i do 1 km (Cuk, 2019). Dine se sastoje od Zutog i
sivog peska, prekrivenog slojem lesno-humusnog zemljista (Duci¢ i Milovanovi¢, 2004; Pavlovic
i sar., 2017). Mikroreljef Deliblatske peSc¢are oblikovan je kretanjem slobodnog peska vejaca,
pri ¢emu je ovaj proces zaustavljen pre oko sto godina usled meliorativnih aktivnosti i
posumljavanja, koji su doveli do fiksiranja veéine slobodnog peska vegetacijom (Milenkovi¢ i
sar., 2018; Cuk, 2019). Deliblatsku pe$¢aru karakteri$u Cetiri vegetacijska tipa: pes$c¢arski,
stepski, Sumski i mocvarni, pri ¢emu je stepski najrasprostranjeniji (Slika 3.1.1) (Duci¢ i
Milovanovi¢, 2004).

Klima u Deliblatskoj pescari je
umereno-kontinentalna, uz izrazeno
mikroklimatsko variranje usled uticaja
kontinentalno-stepske, = crnomorsko-
mediteranske i karpatske klime (Ducic i
Radovanovic, 2005). Preplitanje
razli¢itih klimatskih uticaja doprinosi
formiranju specificnih mikroklimatskih
uslova u ovom podrucju. Oblast pescare
je generalno hladnija u odnosu na svoju
okolinu, dok prekrivenost dina
vegetacijom dodatno doprinosi
sniZzavanju = maksimalnih  dnevnih
temperatura tokom leta (Duci¢ i

Slika 3.1.1. Deliblatska pescara Milovanovic, 2004; Cuk, 2019).

Prikazan je stepski tip vegetacije, koji je Prema podacima meteoroloske stanice
najrasprostranjeniji u okviru ove geomorfoloske oblasti ~ Banatski Karlovac za period 1991-

2024, prosetna godiSnja temperatura
vazduha iznosila je 12,2 °C (RHMZ, 2025). Prose¢na godiSnja amplituda temperature vazduha
iznosila je 53 °C, pri emu je najhladniji mesec bio januar (0,9 °C), a najtoplji jul (22,7 °C)
(RHMZ, 2025). Apsolutna izmerena amplituda temperature vazduha premasuje 75 °C.
Apsloutna maksimalna temperatura vazduha (42,8 °C) zabeleZena je u Beloj Crkvi u julu 2007.
godine (RHMZ, 2025), dok je apsolutna minimalna temperatura vazduha (-32,8 °C) izmerena
na Flamundi u januaru 1963. godine (Duci¢ i Milovanovi¢, 2004).

Tokom vegetacionog perioda prosecne vrednosti temperature zemljista na dubini od 5-50 cm
kre¢u se od 17,8 °C do 20,9 °C (Cuk, 2019). Prose¢na godi$nja koli¢ina sun¢evog zracenja iznosi
2218 sati, a obla¢nost je manja nego u okolini i u proseku iznosi 90 obla¢nih dana godiSnje
(RHMZ, 2025).
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Zbog velike vodopropustljivosti zemljista, na podrucju Deliblatske peS¢are nema stalnih izvora
niti povrsinskih vodotokova. Atmosferske vode brzo poniru u niZe slojeve, zbog cega povrsinski
slojevi zemljiSta ostaju bez dovoljno vlage. Podzemne vode se nalaze na dubini od 2-10 m u
jugoisto¢nom, odnosno 100-150 m u severozapadnom delu peséare (Cuk i sar., 2023). Tokom
leta, zemljisSte se dodatno isuSuje usled duvanja koSave, a prosecna vlaznost zemljista na dubini
od 0,5 m iznosi svega 4 % (Ducic¢ i Radovanovi¢, 2005). Za period 1991-2024. godine, prose¢na
godiSnja koli¢ina padavina na meteoroloskoj stanici Banatski Karlovac iznosila je 617 mm
(RHMZ, 2025). Najveca koli¢ina padavina registrovana je u maju i junu, dok je najmanjau
februaru i martu, pri ¢emu je proleée kiSovitije od jeseni (Cuk, 2019; RHMZ, 2025).

Velika dnevno-noc¢na i sezonska kolebanja temperature, mrazevi koji pocinju u septembru i
traju do kasnog proleca, kao i koSava koja moZe dosti¢i brzinudo 180 km/h, predstavljaju
znaCajne odlike mikroklime Deliblatske peScare i limitirajuce faktore stanista (Duci¢ i
Milovanovié, 2004; Kadovié¢ i sar., 2016; Cuk, 2019).

Ekstremni ekoloski uslovi staniSta karakteristi¢ni za Deliblatsku pescaru uslovili su prisustvo
specificnog Zivog sveta, koji pretezno Cine vrste prilagodene stepskim i pesc¢arskim uslovima
(Cuk, 2019). Uredbom Vlade Republike Srbije iz 2002. godine, Deliblatska pe$¢ara je proglasena
za Specijalni rezervat prirode, zbog bogatstva i specificnosti biljnog i Zivotinjskog sveta,
ukljucujuci prisustvo retkih i zaSti¢enih vrsta ("Sluzbeni glasnik RS", br. 3/2002, 81/2008-5).

3.2. Ispitivana vrsta

Iris pumila L., patuljasta bradata perunika, pripada familiji Iridaceae. Ova viSegodisnja klonalna
biljka naseljava livadsko-stepske predele (red stepske vegetacije Festucetalia valesiacae) i
rasprostranjena je od Austrije na zapadu, preko centralne i jugoisto¢ne Evrope, do zapadnog
Sibira na istoku (Willner i sar., 2017; Cuk, 2019). U Srbiji se moZe naci pretezno u isto¢nim i
severnim oblastima, a nazastupljenija je u Deliblatskoj peScari, gde naseljava otvorena dinska,
kao i zasenCena Sumska staniSta (Stjepanovi¢-Veselici¢, 1953; Tuci¢ i sar., 1988). Prirodne
populacije I. pumila sastoje se od klonova karakteristi¢cnog kruznog oblika (Slika 3.2.1). Ovakva
prostorna  struktura posledica je
vegetativnog razmnoZavanja i nacina
grananjarizoma (podzemnih stabala), koje se
odvija bo¢no u odnosu na centralni
roditeljski izdanak. Na taj nacin nastaju grane
prvogreda (primarni segmenti), koje se dalje
granaju, Sto  rezultira  formiranjem
sekundarnih, tercijarnih i segmenata viSeg
reda (Tuci¢ i sar., 1989). Klonovi rastu
radijalno od centra ka periferiji, a gusto
pakovani rizomi, prosecne veliCine oko
2,5 cm, mogu ostati fizioloski povezani tokom
viSe godina. [zumiranjem strarijih segmenata
u centralnom delu klona formira se
karakteristican kruzni oblik. Pre¢nik klona
varira od 30-120 cm, a s obzirom na to da
godiSnji prirast klona iznosi priblizno 50 mm
(Tuci¢ i sar., 1989), na osnovu precnika
moguce je proceniti pribliznu starost klona.
Jedinka nastala vegetativnom reprodukcijom rizoma naziva se ramet, ona je geneticki identi¢na
materinskoj biljci i, u zavisnosti od starosti klona, moZe biti delimic¢no ili potpuno autonomna.

Prikaz karakteristicnog kruznog oblika klona
L pumila
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Pored vegetativnog, I. pumila se odlikuje i polnim na¢inom razmnoZavanja. Cvetanje se odvija
u rano prolece i traje nekoliko nedelja (Tuci¢ i sar., 1988). Pojedinacni, krupni, dvopolni cvetovi
izrazito su polimorfni u pogledu boje (bela, Zuta i razliCite nijanse plave i ljubicaste).
Polimorfizam boje cveta nastaje kao rezultat segregacije alela na ve¢em broju genskih lokusa,
Sto omogucava lako prepoznavanje klonalnih genotipova u prirodnim populacijama, budu¢i da
se razliciti cvetni fenotipovi mogu smatrati kao razliciti klonalni genotipovi (Tucic¢ i sar., 1988).
Ova vrsta je iskljucivo stranooplodna (Tarasjev, 2005) oprasuju je insekti, medu kojima su
najceSci oprasivaci iz rodova Bombus (bumbari), Apis (pCele), Halictus i Andrena (male solitarne
pcele) (Vuleta i sar., 2022). Plod je lokulicidna ¢aura sa zaSiljenim vrhom, koja pucanjem
oslobada nekoliko desetina krupnih semena u neposrednoj blizini maticne biljke.

I pumila je kserotermni relikt (Cuk, 2019) i nalazi se u Crvenoj knjizi flore Srbije (tom I -
preliminarna lista najugroZenijih biljaka) (Stevanovi¢ i sar., 1999). Vrsta je zaStiCena na
teritoriji Republike Srbije na osnovu Pravilnika o proglasenju i zaStiti strogo zaSti¢enih i
zaSti¢enih divljih vrsta bijaka, Zivotinja i gljiva (Prilog II - zasticene vrste) (,SluZbeni glasnik
RS br.5/2010).

Kao model organizam za ekoloSko-geneticka i evoluciona istrazivanja, I. pumila su pocetkom
osamdesetih godina XX veka uveli dr Branka Tuci¢ (Institut za bioloSka istrazivanja ,SiniSa
Stankovi¢“ Univerziteta u Beogradu) i prof. dr Vladimir Stevanovi¢ (BioloSki fakultet
Univerziteta u Beogradu) (Tarasjev i sar., 2012). ViSe od Cetrdeset godina istraZivanja na ovoj
vrsti pokazalo je da poseduje niz karakteristika koje je ¢ine pogodnim model organizmom.
Krupni dvopolnicvetovi omogucavaju lako kontrolisano opraSivanje, Sto je narocito pogodno za
istrazivanja genetickih, sredinskih i/ili materinskih efekata na ukupno fenotipsko variranje
(Tuci¢ i Avramov, 1996). Seme ove vrste pogodno je za formiranje banki semena (engl. seed
banks), jer su relativno stabilna za skladiStenje (da bi doslo do prekida dormancije semena
neophodan je tretman 96 % sumpornom kiselinom (Tuci¢ i Avramov, 1996)). Sa¢uvana semena
se mogu koristiti u tzv. studijama ,vaskrsenja“ (engl. resurection studies), koje omogucavaju
poredenje adaptivnih strategija predaka i potomaka u odgovoru na klimatske promene
(Tarasjev i sar., 2012; Franks i sar., 2014). U odnosu na druge vrste istog roda, prirodne
populacije I pumila odlikuju se visokim nivoom geneticke varijabilnosti Sto ovu vrstu cini
pogodnim modelom za populaciono-geneticka istrazivanja (Tuci¢ i sar., 1984). Vegetativno
razmnozavanje omogucava dobijanje velikog broja geneticki identi¢nih jedinki (rameta), Sto je
posebno pogodno za proucavanje uticaja sredinskih faktora na evoluciju anatomskih,
morfoloskih, fizioloSkih i biohemijskih osobina, kao i osobina Zivotne istorije (Tucic¢ i sar., 1990;
Manitasevi¢ i sar., 2007; Tuci¢ i Miljkovi¢, 2010; Vuleta i Tucic, 2009; ManitaSevi¢ Jovanovic i
sar., 2011). Sesilni nacin Zivota, kao i izraZena heterogenost mikrosredine koju I pumila
naseljava, omogucavaju ispitivanje odgovora vegetativnih i/ili repodutivnih organa na
mikrosredinske promene, ¢ime ova vrsta predstavlja adekvatan model za proucavanje
fenotipske plasti¢nosti (Tucic¢ i sar., 1998; Avramov i sar., 2007; Tuci¢ i sar., 2009; Manitasevi¢
Jovanovicisar., 2011, 2023; Vuleta i sar., 2016; HocCevar i sar., 2022, 2023, 2025).

Tokom svoje evolucione istorije, usled heterogenosti Zivotne sredine, I pumila je razvila
sposobnost detekcije promena sredinskih signala i formiranja funkcionalno adekvatnog
(adaptivnog) plasticnog odgovora u odnosu na razli¢ite aspekte svog fenotipa: biohemijskog,
fizioloSkog, anatomskog i morfoloskog (Tucic i sar., 1998, Tuci¢ i sar, 1999; ManitaSevic i sar.,
2007; ManitasSevic¢ Jovanovic i sar., 2023; HoCevar i sar., 2025).

37



3.3. EKksperimentalni dizajn

3.3.1. Eksperiment I: Eksperimentalno povecanje temperature in situ

U ovom eksperimentu kori$¢eni su klonalni genotipovi I. pumila iz dve prirodne populacije koje
naseljavaju otvorena dinska staniSta u Deliblatskoj pescari. Populacija 1 prostirala se padinom
jedne dine, dok je Populacija 2 nastanjivala vrh druge dine, pri ¢emu su populacije bile
medusobno udaljene 4 km. Eksperiment poveéanja temperature vazduha u prirodnim
uslovima, in situ, izveden je upotrebom komora sa otvorenim vrhom (OTC, engl. Open Top
Chamber), koje pasivnim zagrevanjem tj. ,zarobljavanjem* sunceve energije simuliraju uslove
globalnog zagrevanja (Slika 3.3.1). Za konstrukciju Cetvorostranih OTC-a (dimenzija 50 x 50 x
50 cm) formiran je ram od 4 metalna L-profila, oko koga je obmotana providna termalna folija.
Ova folija je na bazi etilen vinil acetata (Guarniflon S.p.a., Treviso, Italija) i ne utice na spektralni
sastav propustene svetlosti, tako da odnos crvene i tamno-crvene svetlosti (R:FR) unutar OTC-
a ostaje nepromenjen. OTC-i su postavljeni preko jedne polovine svakog od nasumicno
odabranih kruZnih klonova I pumila, dok je druga polovina ostala izloZena ambijentalnim
uslovima. Na ovaj nacin rameti istog klonalnog genotipa razvijali su se pod razli¢itim
temperaturnim uslovima, sa prose¢nom razlikom od 1,5 °C tokom cele godine.

Slika 3.3.1. Eksperimentalno zagrevanje in situ u prirodnim populacijama I. pumila

Na gornjoj fotografiji prikazane su komore otvorenog vrha (OTC) postavljene preko dela pojedinatnih
klonova I. pumila koji prirodno rastu na padini dine u Deliblatskoj peScari. Na donjim fotografijama
prikazani su izgled OTC-a iz neposredne blizine (levo) i polozaj OTC-a u odnosu na klon I pumila,
posmatran odozgo (desno).

U prolec¢e 2017. godine nasumicno je odabrano ukupno 68 velikih, kruznih klonova (po 34 u
svakoj populaciji) pri ¢emu je boja cveta koriS¢ena kao marker za razlikovanje klonalnih
genotipova (Tucic¢ i sar., 1988). Svaki klon obeleZen je drvenim koci¢em sa identifikacionom
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oznakom. Da bi se sprecilo meSanje sa susednim genotipovima, uklonjeni su svi cvetni rameti
drugacije boje cveta u okruZenju od 30 cm oko odabranog klona. U maju 2017. godine, OTC-i su
postavljeni preko polovine svakog odabranog klona, dok je druga polovina ostala netaknuta.
Tokom prolecaileta2018.i2019. godine sa rameta 45 velikih kruZznih klonova (24 u Populaciji
1 i 21 u Populaciji 2), izvan i unutar OTC-a, u obe populacije, uzorkovani su listovi za
biohemijske i anatomsko-morfoloSke analize. Uzorkovanje je obavljano tokom najtoplijeg dela
dana, u periodu od 103° do 1430 h. Prvi i drugi potpuno formiran najmladi list su odmah po
uzorkovanju pakovani u aluminijumsku foliju i zamrzavani u tecnom azotu i transportovani do
laboratorije, gde su Cuvani na temperaturi od -70°C do pripreme tkivnih ekstrakata za
biohemijske analize. Tre¢i potpuno formiran list je odmah po odsecanju, pakovan u plasti¢ne
bocice koje su zatim zaptivene parafilmom i potom transportovan na hladnom do laboratorije
gde je obavljeno merenje anatomsko-morfoloskih osobina lista. Treéi potpuno formiran list sa
drugog vegetativnog rameta istog klona, premazivan je bezbojnim lakom za nokte, a nakon
suSenja uzorkovan i u papirnoj kesi transportovan do laboratorije, gde je koris¢en za izradu
preparata otiska epidermisa. Skracenice i opis analiziranih osobina prikazani su u Tabeli 3.3.1.
Tokom 2019. godine, kod svih 68 odabranih klonova (34 po populaciji) pracene su fenologija
cvetanja i komponente reproduktivnog uspeha rameta razvijenih izvan i unutar OTC-a. Period
cvetanja trajao je od 28. marta do 12. aprila, ukupno 16 dana. Terenski obilasci obavljani su
svakog drugog dana. Prilikom svakog obilaska beleZeni su novootvoreni cvetovi za svaku
kombinaciju klona i temperaturnog tretmana, dok je za cvetove koji su se otvorili izmedu dva
uzastopna obilaska dan otvaranja procenjen na osnovu njihovog izgleda.OprasSenost cveta
utvrdivana je na osnovu prisustva polenovih zrna na zZigu tucka. Cvet je smatran opraSenim
kada su polenova zrna uo¢ena na Zigu najmanje jedne od tri grane tucka. Svaki evidentirani cvet
obeleZen je spajalicom postavljenom na list cvetnog rameta, ¢ime je omoguceno pracenje
sudbine pojedinacnih cvetova i njihovo povezivanje sa naknadno formiranim c¢aurama.
Formirane Caure sakupljane su u papirne kese i transportovane u laboratoriju, gde su suSene
na vazduhu. Za svaku ¢auru odreden je broj semena i njihova ukupna masa.

3.3.2. Eksperiment II: EKsperimentalno povecanje temperature ex situ

Kako bi se razdvojio uticaj temperature na odgovore biljaka od uticaja ostalih abiotickih faktora
koji se istovremeno javljaju u prirodnom okruZenju, postavljen je eksperiment u kontrolisanim
uslovima eksperimentalne sobe za gajenje biljaka. U eksperimentu su koriS¢ene jedinke
. pumila dobijene iz rizoma genotipova poreklom iz Deliblatske peScare, koje su prethodno viSe
godina gajene u eksperimentalnoj sobi za gajenje biljaka pri intenzitetu svetlosti od
110 pmol m-2 s-1, fotoperiodu od 16/8 h (dan/no¢) i ambijetalnoj temperaturi od 23/19 °C
(dan/no¢). Zalivanje je vrSeno jednom nedeljno rastvorom mikrobioloskog te¢nog dubriva
(Slavol, Agrounik, Simanovci, Srbija) u koncentraciji od 10 ml/I destilovane vode. Kako bi se
smanjio efekat poloZaja (korelacija genotip-sredina), biljke su rotirane dva puta nedeljno. Za
potrebe eksperimenta odabrano je 40 genotipova u istoj fazi razvi¢a, sa potpuno formiranim
najmladim listom. Osim na kontrolnoj temperaturi od 23/19 °C (dan/noc¢), oznacenoj kaoTk,
biljke su gajene i na temperaturi poviSenoj za 1 °C (24/20 °C, dan/no¢), oznacenoj kao Tp. Ovaj
temperaturni tretman odabran je tako da odgovara niZem projektovanom scenariju globalnog
zagrevanja tokom ovog veka (IPCC, 2021). Uzorkovanje najmladeg potpuno formiranog lista
obavljeno je jednom na obe temperature, Nakon prvog uzorkovanja, obavljenog na kontrolnoj
temperaturi, ambijentalna temperatura povecana je za 1°C, a po formiranju novih
listovaizvrSeno je drugo uzorkovanje. Na uzorkovanim listovima potom su merene anatomsko-
morfoloske osobine.
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Tabela 3.3.1. Opis skracenica ispitivanih osobina lista u ovoj studiji (Eksperimenti I i II)

Skracenica Pun naziv skracenice (jedinica mere) Eksperiment
APX Askorbat peroksidaza (Arbitrarna jedinica (AJ])) I
CAT Katalaza (Arbitrarna jedinica (A])) [
Hsp101 Protein toplotnog stresa, 101 kDa (Arbitrarna jedinica (A])) [
Hsp70 Protein toplotnog stresa, 70 kDa (Arbitrarna jedinica (A])) [
Hsp17.6 Protein toplotnog stresa, 17.6 kDa (Arbitrarna jedinica (A])) [
I RGB Indeks I; Il
LDMC Sadrzaj suve materije u listu ( gg1) [ill
LT Debljina lista [ill
MnSOD Mn-superoksid dismutaza (Arbitrarna jedinica (A])) I
SD Gustina stoma ( #/mmz2) [ill
SI Indeks stoma (%) I
SLA Specifi¢na povrsina lista (cm2 g1) [ill
SLWC Specifi¢ni sadrZaj vode u listu ( gcm-2) [ill
Cu/ZnSOD Cu/Zn-superoksid dismutaza (Arbitrarna jedinica (A])) I

3.4. Merenje abiotickih parametara stanista

Temperatura vazduha izvan i unutar OTC-a merena je koriS¢enjem data-logera - termometara
sa dve spoljasnje sonde (NTC senzori) (ThermaData® logger TB2F, Electronic Temperature
Instruments Ltd, UK). Sonde su postavljene na visini od 25 cm, u nivou listova I. pumila, jedna
izvan komore, a druga unutar nje. U svakoj populaciji postavljena su po tri data-logera, koji su
belezili temperaturu vazduha na svakih 30 min tokom celog eksperimentalnog perioda.

Radi procene mikroklimatskih uslova, pre uzorkovanja listova, u neposrednoj blizini odabranih
klonova, izvan i unutar svakog OTC-a, mereni su sledec¢i parametri sredine: (1) Fotosintetski
aktivna radijacija (PAR, engl. Photosynthetically Active Radiation, pymol m-2 s1), pomocu
»quantum“ senzora (LI-190SA, LI-COR, Inc., Linkoln, SAD); (2) Odnos crvene i tamno-crvene
svetlosti (R:FR), u visini listova, pomoc¢u R:FR senzora (Skye SKR-110, Skye Instruments Ltd.,
Povis, UK); (3) VlaZnost zemljista, na dubini od 5 cm, pomoc¢u ubodnog senzora za vlaznost
zemljista (ML3 ThetaProbe, Delta-T Devices Ltd., Kembridz, UK); (4) Temperatura zemljista, na
dubini od 5 cm, pomoc¢u ubodnog digitalnog termometra (SuperFast Thermapen, Electronic
Temperature Instruments Ltd., Worting, UK); (5) Temperatura vazduha na visini od 15 cm od
tla pomocu laserskog infracrvenog termometra (Crop TRAK, Spectrum Technologies, Inc.,
Plainfield, SAD) i (6) Temperatura lista pomocu istog laserskog infracrvenog termometra kojim
je merena i temperatura vazduha.

3.5. Merenje anatomsko-morfoloskih osobina lista

U okviru ove studije analizirane su sledece osobine: funkcionalne: specificna povrsina lista
(SLA, engl. Specific Leaf Area) i sadrZaj suve materije lista (LDMC, engl. Leaf Dry Matter Content);
i mehanisticke: specifi¢ni sadrZaj vode u listu (SLWC, engl. Specific Leaf Water Content), debljina
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lista (LT, engl. Leaf Thickness), gustina stoma (SD, engl. Stomatal Density), indeks stoma (SI,
engl. Stomatal Index) i RGB Indeks I1.

Za odredivanje anatomsko-morfoloskih osobina lista koris¢eni su zdravi, potpuno formirani
listovi. Nakon uzorkovanja i adekvatnog transporta do laboratorije, izmerena je sveZa masa
lista (LFM, engl. Leaf Fresh Mass), a listovi su zatim skenirani opti¢kim skenerom (HP Scan]et
3800; 600DPI). Zatim su listovi suSeni do konstantne mase u suSnici na 60 °C, nakon cega je
izmerena suva masa (LDM, engl. Leaf Dry Mass). Na osnovu digitalnih prikaza svezih listova
dobijenih skeniranjem odredena je povrsina lista (LA, engl. Leaf Area), u programu Image]
(National Institutes of Health, Merilend, SAD).

Specificna povrSina lista, SLA izracunata je kao koli¢nik projektovane povrSine svezeg lista i
njegove suve mase, i izraZena je u cm? g-1:

SLA = LA/LDM

Sadrzaj suve materije lista, LDMC odreden je kao koli¢nik suve i sveZe mase lista, i izrazen je u
ggh

LDMC = LDM/LFM

Specifi¢ni sadrZaj vode u listu, SLWC izracunat je kao razlika izmedu sveZe i suve mase lista
podeljena sa povrSinom lista, i izraZen u g cm:

SLWC = (LFM - LDM)/LA
Debljina lista, LT odredena je po uzoru na rad Vile i sar. (2005), prema formuli:
LT=1 /SLAx LDMC

Gustina stoma, SD odredena je mikroreljefnom metodom, po Hilu i Randallu (1984). Sredisnji
deo epidermisa adaksijalne povrSine svakog lista premazan je bezbojnim lakom za nokte u
duZini od oko 1 cm. Nakon suSenja, otisak epidermisa je skinut pomocu selotejp trake i zalepljen
na mikroskopsku plocicu. Preparati su posmatrani na svetlosnom mikroskopu sa kamerom
(Leica, Wetzlar, Nemacka), pri uvelicanju objektiva od 20x. Broj stoma (kao i broj epidermalnih
¢elija) odredivan je na 10 slucajno izabranih i fotografisanih mikroskopskih polja, pri cemu su
izbegavani ve¢i snopovi provodnih sudova, a u analizu su uklju¢ene samo potpuno vidljive
stome. PovrSina vidnog polja je iznosila 0,161 mmZ2. Gustina stoma izraZena je kao prosecan
broj stoma po mm?:

SD= broj stoma/mm?2

Gustina epidermalnih ¢elija, ECD (engl. Epidermal Cell Density) izraZena je kao prosecan broj
epidermalnih ¢elija po mm?2:

ECD=broj epidermalnih celija/mm?

Indeks stoma, SI izracunat je kao odnos gustine stoma i zbira gustine stoma i gustine
epidermalnih Celija, pomnoZen sa 100 i izraZzen u %:

SI= SD/(SD + ECD) x 100

Sadrzaj hlorofila u listovima procenjen je nedestruktivnom metodom, analizom intenziteta
zelene boje na digitalnim slikama skeniranih listova, primenom RGB modela u programu
Image]. RGB Indeks [1 odreden je po uzoru na rad Sanchez-Sastre i sar. (2020) prema formuli:

[1=R+G-2B
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gde R, G i B predstavljaju numericke vrednosti crvene (engl. Red), zelene (engl. Green) i plave
(engl. Blue) komponente svetlosti dobijene iz RGB digitalne slike lista. Validnost ovog pristupa
potvrdena je u pilot eksperimentu (Hocevar i sar., 2025) u kome je dokazana znacajna
negativna linearna korelacija izmedu indeks I1 i koncentracije hlorofila odredene standardnom
destruktivnom DMSO metodom (Wellburn, 1994).

3.6. Biohemijske metode

3.6.1. Priprema tkivnih ekstrakata

Listovi koriS¢eni za biohemijsku analizu Hsp i antioksidativnih enzima (Eksperiment I) ruc¢no
su usitnjeni, a zatim pulverizovani u avanu uz dodavanje te¢nog azota, do finog praha. Za svaki
od 30 analiziranih genotipova I pumila (15 po populaciji) u svakoj vremenskoj tacki
pripremljena su po dva uzorka: jedan od listova rameta koji su se razvijali izvan OTC-a, a drugi
od listova rameta koji su se razvijali unutar OTC-a (ukupno 240 uzoraka). Svaki uzorak
predstavljao je smeSu listova tri razlicita rameta istog genotipa. Dobijeni homogenat
sonifikovan je na ledu, u dve zapremine (w/v) 0,1 mol L-1 Tris pufera, pH 7,6 koji je sadrzavao
1 mmol L1 EDTA i1 mmol L1 DTT i 1 mmol L-1 PMSF. Sonifikacija je vrSena pri amplitudi od
30 %, Cetiri puta po 15 s, uz pauze od 30 s, koriS¢enjem ultrasoni¢nog procesora (LABSONIC M,
Sartorius AG, Gottingen, Nemacka). Nakon inkubacije na ledu uz mesanje, u trajanju od 10 min,
uzorci su centrifugirani dva puta (15 min, 12000 x g, 4 °C). Supernatant je potom zamrznut u
teCnom azotu i cuvan na temperaturi od -70 °C do daljeg koriSc¢enja.

3.6.2. Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija ukupnih proteina u uzorcima odredena je kolorimetrijskom metodom po
Spektor-u (1978), modifikovanoj za merenje u mikrotitar plotama od 96 mesta. Za
konstruisanje standardne krive koriS¢en je rastvor albumina iz govedeg seruma, BSA (engl.
Bovine Serum Albumin, Sigma Aldrich, UK), u opsegu koncentracija 15-250 pg/mL. Absorbanca
je merena na talasnoj duzZini od 595 nm, pomocu spektrofotometra Multiskan Spectrum
(Multiskan Spectrum, Thermo Electron Corporation, Vantaa, Finland).

3.6.3. Elektroforeza na SDS-poliakrilamidnom gelu (SDS- PAGE)

Uzorci ekstrakata lista pripremani su kuvanjem u jednakoj zapremini redukujuceg pufera za
pripremu uzoraka (0,125 M Tris, pH 6,95, 4 % SDS, 20 % glicerol, 10 % (-merkaptoetanol), u
trajanju od 5 min na 100 °C. Nakon dodavanja 5 % bromfenol plavog kao markera boje, uzorci
koji su sadrZzali 10 pg proteina nanosSeni su na poliakrilamidni gel, uporedo sa smeSom proteina
poznatih molekulskih masa (Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder, Thermo Fhisher
Scientific Inc., Waltham, MA, SAD). Proteini su razdvajani po molekulskoj masi denaturiSu¢om
poliakrilamidnom elektroforezom (SDS-PAGE) na diskontinuiranim gelovima: 5 % gelom za
koncetrovanje proteina i 7,5 % odnosno 12 % gelovima za razdvajanje proteina (Tabela 3.6.1).
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Tabela 3.6.1. Formulacije poliakrilamidnih gelova razli¢itih koncentracija koris¢enih za SDS-PAGE.

Gel za koncetrovanje Gel za razdvajanje
Koncentracija gela 5% 7,5 % 12 %
30 % Akrilamid 1,67 ml 3,5ml 5,6 ml
Pufer* 1,25 ml 3,5 ml 3,5 ml
10 % SDS 100 ul 140 ul 140 ul
0.2 MEDTA 100 ul 140 ul 140 ul
H-0 6,73 ml 6,65 ml 4,54 ml
10 % AMPS 157 ul 78,5 pl 78,5 pl
TEMED 17 ul 8,5 ul 8,5 ul

*Puferi za gel za koncetrovanje: 0,5 M Tris-HCl, pH 6,95; puferi za gel za razdvajanje: 1,5 M Tris-HCl, pH 8,95.

Elektorforeza je izvodena u aparaturi za vertikalnu elektroforezu Mini-Protean II
Electrophoresis Cell (Bio-Rad Labaratories, Hercules, Kalifornija, SAD) u puferu za rezervoare
(0,192 M glicin, 0,1 % SDS i 0,025 M Tris-HCl, pH8,3), na 4 °C, pri konstatnom naponu od 80 V
dok su se proteini nalazili u gelu za koncetrovanje, odnosno 120 V nakon prelaska proteina u
gel za razdvajanje.

3.6.4. Western blot

Nakon elektroforeze, izvrSen je prenos razdvojenih proteina na poliviniliden-difluoridne
(PVDF) membrane (Immobilon-P, Millipore, Burlington, MA, SAD), polusuvim transferom
pomocu aparature Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
SAD). Transfer je izvoden pri konstantnom naponu od 25 V i jacini struje do 1 A, u trajanju od
40 min, na sobnoj temperaturi. Neposredno pre transfera, gelovi i membrane ekvilibrisani su
inkubiranjem u puferu za transfer (0,025 M Tris, pH 8,3, 0,192 M glicin, 20 % metanol) u
trajanju od 20 min uz mesanje, na sobnoj temperaturi.

3.6.5. Detekcija proteina na membrani

Efikasnost transfera proveravana je bojenjem membrana rastvorom Ponceau S (0,1 % u 1 %
sircetnoj kiselini). Nakon toga su membrane snimane na aparatu iBright FL1500 Imaging
System (Thermo Fisher Scientific., Waltham, MA, SAD) radi kvantifikacije ukupnih proteina, a
zatim odbojavane destilovanom vodom. Nespecificno vezivanje antitela za membrane spreceno
je blokiranjem u 1 % rastvoru odmasc¢enog mleka u fosfatnom puferu (PBS, engl. Phosphate
Buffer Saline; 1,5 mM KH2PO4, 6,5 mM Na2HPO4, 2,7 mM KCl, 0,14 M NaCl, pH7,2) u trajanju od
60 min, uz mesanje, na sobnoj temperaturi. Zatim su membrane inkubirane sa odgovaraju¢im
rastvorima zecijih primarnih antitela (Tabela 3.6.2), 90 min, uz blago meSanje, na sobnoj
temperaturi. Nakon inkubacije sa primarnim antitelom, membrane su temeljno ispirane 0,1 %
rastvorom deterdZenta Tween 20 u PBS-u (PBS-T), pod vakuumom, koris¢enjem aparata SNAP
(Millipore, Burlington, MA, SAD). Potom su membrane inkubirane sa sekundarnim anti-zecjim
IgG antitelom, konjugovanim sa peroksidazom iz rena (1:20000, AS10667, Agrisera, Svedska),
u trajanju od 90 min, uz blago mesanje, na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega je usledilo ponovno
ispiranje PBS-T rastvorom na aparatu SNAP. Imunospecificne trake vizualizovane su
hemiluminiscentnom metodom, pri ¢emu je za pobudivanje aktivnosti peroksidaze koris¢en
1 % rastvor vodonik peroksida u luminolu. Imunoreakcija za svaki ciljni protein snimana je na
iBright-u. Nakon snimanja, membrane su inkubirane prvo u 10 % rastvoru za uklanjanje
vezanih antitela (Re-Blot Plus Mild Solution, Milipore, Burlington, MA, SAD) u trajanju od 20
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min, a zatim ispirane u PBS-u, dva puta po 10 min, uz jaCe meSanje, na sobnoj temperaturi. Tako
pripremljene membrane koriS¢ene su u narednom ciklusu imunodetekcije.

Tabela 3.6.2. Karakteristike primarnih antitela koriS¢enih za detekciju ciljnih proteina metodom
Western blot.

Cilini proteini Molekulska I:iziz::ielgjge Koncentracija gela Proizvodac
masa (kDa) antitela za razdvajanje (%) i katalogki broj

Hsp101 101 1:2000 7,5 Agrisera, AS07 253
Hsp70 70 1:1500 7,5 Agrisera, AS08 371
Hsp17.6 17,6 1:2000 12 Agrisera, AS07 254
CAT 55-57 1:1000 12 Agrisera, AS09 501
APX 25-38 1:2000 12 Agrisera, AS08 368
MnSOD 25 1:2000 7,5 Agrisera, AS09 524
Cu/ZnSOD 19-22 1:1000 12 Agrisera, AS06 170

3.6.6. Analiza imunospecifi¢nih traka

Relativna optic¢ka gustina (intenzitet) imunospecificnih traka, kao i intenzitet traka ukupnih
¢elijskih proteina bojenih Ponceau S bojom, odredivane su u softveru ImageQuant (verzija 5.2,
1999., Molecular dynamic, Sanvil, Kalifornija, SAD), u triplikatu, a rezultati su izraZeni u
arbitrarnim jedinicama (A]J). Kako bi se umanjio uticaj varijabilnosti samih tehnika
elektroforeze i Western blota i obezbedilo pouzdano poredenje intenziteta imunospecifi¢nih
traka izmedu razlic¢itih membrana, na svaki gel je, paralelno sa uzorcima, nanosena i interna
kontrola (IK). Interna kontrola je pripremljena kao smeSa svih ekstrakata koriS¢enih u
eksperimentu, i nanosena je u pet ponavljanja.

Za normalizaciju intenziteta traka primenjena su dva uzastopna koraka, sa ciljem eliminisanja
spoljasnjih izvora variranja i povecanja uporedivosti dobijenih rezultata. U prvom koraku,
intenzitet svake imunospecifi¢cne trake normalizovan je deljenjem sa prosetnom vrednosc¢u
intenziteta traka interne kontrole (IK) na istoj membrani. Na isti nain normalizovani su i
intenziteti traka ukupnih proteina bojenih Ponceau S bojom, tako $to je intenzitet trake ukupnih
proteina svakog uzorka podeljen sa prosecnim intenzitetom traka interne kontrole ukupnih
proteina na istoj membrani. Ovaj postupak omogucio je poredenje rezultata izmedu razlicitih
membrana i kompenzovao tehnicke razlike u efikasnosti transfera i vezivanja antitela.

U drugom koraku, izvrSena je dodatna normalizacija deljenjem vrednosti dobijene za
imunospecifi¢nu traku (normalizovane na IK) vrednoS$¢u dobijenom za ukupne proteine istog
uzorka (takode normalizovanom na IK). Na ovaj na¢in umanjene su greske koje mogu nastati
tokom odredivanja koncentracije proteina i prilikom nanosSenja uzoraka na gel. Dvostepena
normalizacija omogucdila je da se uocene razlike u intenzitetu imunospecifi¢nih traka pripisSu
iskljucivo razlikama u kolic¢ini ispitivanih proteina.

3.7. Statisticke metode za obradu podataka

Osnovni parametri deskriptivne statistike (aritmeticka sredina, standardna greSka, standardna
devijacija i koeficijent varijacije) izraCunati su za sve analizirane osobine u oba eksperimenta u
programskom okruZenju R, koriS¢enjem softvera RStudio (R verzija 4.5.1, RStudio verzija
2025.05.1, R Core Team 2025). Prisustvo odstupajucih (ekstremnih) vrednosti proveravano je
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izraCunavanjem z-vrednosti i modifikovanih z-vrednosti, uz dodatnu vizuelnu procenu pomocu
»,box plot“ dijagrama. Odluka o zameni ekstremnih vrednosti donosila se uzimajuéi u obzir
veli¢inu uzorka i stepen odstupanja u odnosu na ostale podatke unutar svake grupe. Odabrane
ekstremne vrednosti zamenjene su aritmetickom sredinom grupe (kada je potvrdena
normalnost raspodele), ili medijanom (kada pretpostavka normalnosti podataka nije
potvrdena). Pretpostavka normalnosti raspodele podataka proverenaje Sapiro-Vilk testom
(engl. Shapiro-Wilk), pozivanjem funkcije shapiro_test() iz paketa 'rstatix' (verzija 0.7.2,
Kassambara, 2023), kao i graficki koriS¢enjem Q-Q dijagrama.

3.7.1. Sezonska i godisnja dinamika anatomsko-morfoloskih i biohemijskih
osobina lista I. pumila u odgovoru na eksperimentalno povecanje
temperature in situ (Eksperiment I)

Zavisne varijable u ovom eksperimentu (Eksperiment I) bile su pojedinacne vrednosti
anatomsko-morfoloskih i biohemijskih osobina lista I. pumila, dobijene merenjem na istim
klonalnim genotipovima u dve temperaturne sredine (izvan i unutar OTC-a), u dve prirodne
populacije, tokom dve sezone (prolece i leto), i dve uzastopne godine (2018.1i 2019.). PoSto su
vrednosti analiziranih osobina viSe puta odredivane na istim biljkama tokom vremena,
eksperimentalni dizajn spada u dizajn ponovljenih merenja (engl. repeated measures). Prema
terminologiji ponovljenih merenja, individua na kojoj se vrSe merenja u vise vremenskih tacaka
i/ili sredinskih uslova oznacava se kao subjekat, faktori ¢iji nivoi obuhvataju nezavisne grupe
subjekata nazivaju se faktori izmedu subjekata (engl. between-subjects factors), dok se
vremenske tacke ili sredinski uslovi nazivaju ponovljeni faktori, odnosno faktori unutar
subjekta (engl. within-subject factors) (O’Brien i Kaiser, 1985; Von Ende, 2001). U ovom
eksperimentalnom dizajnu svaki klonalni genotip predstavljao je subjekat, temperaturni
tretman (T) i populacija (P) su predstavljali faktore izmedu subjektaa, a dok su sezona (S) i
godina (G) predstavljale faktore unutar subjekata. Kako bi se ispitala dinamika promena
osobina tokom vremena i razlike izmedu grupa (temperaturnih tretmana i populacija),
primenjena je analiza profila (engl. profile analysis), koriS¢enjem GLM procedure u statistickom
softveru SAS (SAS Institute 9.1.3, 2011). Ovaj pristup predstavlja proSirenu verziju
multivarijatne analize varijanse (MANOVA) za slucajeve sa ponovljenim merenjima i fokusira
se na analizu profila (tj. vektora) multivarijatnih podataka dobijenih viSestrukim merenjima
iste varijable kod istog subjekta u razli¢itim vremenskim tackama (Potvin i sar., 1990; Von
Ende, 2001; Bulut i Desjardins, 2020). U okviru ovog pristupa, ponovljena merenja na svakom
subjektu tretiraju se kao skup zavisnih varijabli. Analiza profila se zasniva na slede¢im
statistickim pretpostavkama: (1) zavisne varijable imaju viSedimenzionalno normalnu
raspodelu; (2) matrica varijanse i kovarijanse je homogena; (3) zavisne varijable su linearno
povezane (Von Ende, 2001; Bulut i Desjardins, 2020). Ova analiza omoguc¢ava uvid u to da li
razli¢ite grupe imaju slicne ili razli¢ite obrasce odgovora kroz vreme, pri ¢emu kvantifikuje
varijacije u nivou i obrascu odgovora. Prose¢na vrednost vektora ponovljenih merenja
predstavlja nivo profila odgovora, dok vektor odstupanja pojedinac¢nih vrednosti od prosecnog
nivoa opisuje obrazac profila odgovora (Bulut i Desjardins, 2020). Analiza profila testira tri
hipoteze: hipotezu ,paralelizma“, hipotezu ,nivoa“, i hipotezu ,jednoli¢nosti“ prose¢ne krive
odgovora.

Test ,paralelizma“ ispituje da li je obrazac promena kroz vreme isti u svim grupama. U slucaju
ovog eksperimentalnog dizajna, testira se da li je oblik prosecnog profila odgovora tokom
sezona i godina isti za ramete koji su se razvijali izvan i unutar OTC-a. Ova hipoteza se proverava
MANOVA-om i odgovara interakcijama faktora izmedu subjekta i faktora unutar subjekta (T x
S, TxGiTxSxG). Odbacivanje nulte hipoteze ukazuje na to da prosecni profili odgovora nisu
paralelni, tj. da se grupe razlikuju u obrascu promena kroz vreme. Ukoliko se hipoteza
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paralelizma odbaci, testiranje preostale dve hipoteze gubi interpretativnu validnost i ne
sprovodi se (Von Ende, 2001; Bulut i Desjardins, 2020).

Test ,nivoa“ ispituje da li grupe imaju isti prosecni nivo odgovora. U ovom eksperimentalnom
dizajnu, to znaci da li se rameti istog genotipa razlikuju u prosecnim vrednostima ispitivanih
osobina izmedu temperaturnih tretmana (izvan i unutar OTC-a), kao i da li postoji razlika
izmedu populacija. Ova hipoteza se testira univarijantnim testom i u praksi odgovara glavnim
efektima izmedu subjekata: tretmana (T) i populacije (P). Ukoliko je efekat faktora bilo kog od
ovih faktora znacajan, nulta hipoteza o jednakim nivoima se odbija za taj faktor.

Test ,jednoli¢nosti“ ispituje da li dolazi do promena kroz vreme, tj. da li su ponovljena merenja
unutar grupe na istom nivou. Konkretno, proverava se postojanje sezonske i/ili godiSnje
dinamike u prose¢nim vrednostima ispitivanih osobina. Ova hipoteza testira se MANOVA-om i
odgovara glavnim efektima faktora unutar subjekta: sezone (S) i godine (G). Odbacivanje
hipoteze o jednolicnosti ukazuje na postojanje znacajnih promena srednjih vrednosti tokom
vremena.

Kada su hipoteze o nivou i/ili jednoli¢nosti znacajne, analiza profila je dodatno proSirena
unapred definisanim kontrastima, kako bi se preciznije utvrdilo u kojim vremenskim
intervalima postoje razlike izmedu tretmana. Za svaki kontrast sprovedene su pojedinacne
ANOVA-e (F-testovi), pri ¢emu su kontrastne varijable dobijene transformacijom profila, kao
razlike izmedu susednih vremenskih taaka tj. izmedu proleca i leta u okviru svake godine (Von
Ende, 2001).

Za osobine kod kojh je odbacena hipoteza paralelizma, testovi nivoa i jednoli¢nosti (koji
pretpostavljaju paralelne profile odgovora) nisu dalje primenjivani. Umesto toga, sprovedene
su analize kontrasta u statistickom softveru SAS (SAS Institute 9.1.3, 2011) (izmedu subjekata
i unutar subjekata) kako bi se odvojeno procenili glavni efekti i izbegla njihova medusobna
interakcija. (Razlike izmedu temperaturnih tretmana u svakoj vremenskoj tacki (kontrasti
izmedu subjekata) testirane su koriS¢enjem GLM procedure, pri ¢emu je razlika izmedu rameta
izvan i unutar OTC-a definisana pomoc¢u CONTRAST i ESTIMATE naredbi (koeficijenti 1 i -1).
Razlike izmedu sezona unutar svakog tretmana (kontrasti unutar subjekata) analizirane su
koris¢enjem PROC MIXED procedure, pri ¢emu su razlike izmedu proleca i leta testirane
odvojeno za svaku godine i tretman, primenom LSMEANS naredbe uz opciju SLICE = treatment.

Kako bi se procenila povezanost izmedu merenih mikroklimatskih parametara i ispitivanih
osobina lista, primenjena je robusna regresiona analiza u programskom okruZenju R (RStudio).
Ovaj pristup ne zahteva pretpostavke o normalnosti raspodele podataka niti o homogenosti
varijanse, zbog Cega je pogodan za analizu bioloSkih podataka sa velikom varijabilnos¢u i
mogucim ekstremnim vrednostima. Robusna regresiona analiza izvedena je primenom funkcije
rim() iz paketa 'MASS' (Ripley i Venables, 2023), dok je znacajnost regresionih koeficijenata
testirana koriS¢enjem paketa 'Imtest’ (Hothorn i sar., 2022) i 'sandwich' (Zeileis i Lumley,
2004). Paket 'dplyr' (Wickham i Henry, 2023) koriS¢en je za obradu i filtriranje podataka.
Analize su sprovedene odvojeno za svaki temperaturni tretman (ambijentalna i poviSena
temperatura), kako bi se sagledale potencijalne razlike u odgovoru genotipova na lokalne
abioticke uslove. Nivo statisticke znacajnosti koeficijenata regresije (b) postavljen je na P <
0,05. U robusnim regresionim analizama kori$¢ena su dva seta prediktora, u zavisnosti od
analiziranih osobina lista. Prose¢na temperatura vazduha tokom razvica lista, ocitana sa data
logera (TVbL), koriS¢ena je kao prediktor za anatomsko-morfoloSke osobine lista, budu¢i da one
odraZavaju odgovor lista na uslove sredine tokom razvi¢a. Parametri sredine mereni
neposredno pre uzorkovanja, temperatura lista (TL), temperatura zemljiSta (Tz) i vlaZnost
zemljista (Vz), koriS¢eni su kao prediktori za biohemijske osobine, jer reflektuju kratkorocni
odgovor biljke na aktuelne mikroklimatske uslove.
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Za ispitivanje povezanosti analiziranih osobina lista primenjena je Pirsonova korelaciona
analiza koriS¢enjem funkcije cor() paketa 'stats' (R Core Team, 2025). Analize su sprovedene
posebno za svaki temperaturni tretman (ambijentalna i poviSena temperatura), kako bi se
sagledale razlike u obrascima meduzavisnosti osobina pod razli¢itim temperaturnim uslovima.
U okviru svakog tretmana, korelacije su odredene na celokupnom uzorku, kao i zasebno za
svaki termin uzorkovanja (prolece i leto, 2018. i 2019. godine), ¢ime je omogucen uvid u
sezonsku i godisnju dinamiku odnosa izmedu osobina. Pored toga, korelacije su analizirane i
unutar svake od tri grupe funkcionalno povezanih osobina (anatomsko-morfoloske osobine,
Hsp i antioksidativni enzimi), kako bi se procenio stepen unutrasnje povezanosti osobina u
okviru svakog funkcionalnog modula. Slicnost obrazaca korelacionih matrica izmedu
temperaturnih tretmana testirana je Mantelovim testom primenom funkcije mantel() iz paketa
'vegan' (Oksanen i sar., 2022).

3.7.2. 0dgovori anatomsko-morfoloskih osobina lista na eksperimentalno
povecanje temperature ex situ (Eksperiment II)

Zavisne varijable u ovom eksperimentu (Eksperiment II) predstavljale su pojedinacne
vrednosti anatomsko-morfolo$kih osobina lista genotipova I pumila gajenih u kontrolisanim
(ex situ) uslovima u dva razli¢ita temperaturna tretmana. Jednakost varijansi izmedu
temperaturnih tretmana proverena je F-testom koriS¢enjem paketa 'stats' (R Core Team, 2025).
S obzirom na to da su merenja osobina lista vrSena na istim genotipovima, uticaj temperature
na izucavane osobine procenjen je analizom varijanse sa ponovljenim merenjima (engl.
repeated measures ANOVA), koriS¢enjem odgovarajucih funkcija iz paketa 'stats'.

Povezanost izmedu analiziranih osobina lista I pumila u okviru svakog temperaturnog
tretmana procenjena je Pirsonovim Kkoeficijentom korelacije (r), koriS¢enjem funkcije cor() iz
paketa 'stats'. Razlicitost obrazaca korelacija izmedu temperaturnih tretmana testirana je
Mantelovim testom (homogenost korelacionih matrica).

Pored analize pojedinac¢nih osobina lista, dodatno su analizirane i funkcionalna i mehanisticka
kategorija osobina, posmatrane kao celine. U kategoriju funkcionalnih osobina ukljucene su
normalizovane vrednosti SLA i LDMC, dok su u kategoriju mehanistickih osobina ukljucene
normalizovane vrednosti SLWC, LT, SD, I1. Normalizacija je izvrSena min-max metodom, prema
formuli:

Xnorm = (X - Xmin) / (Xmax - Xmin)

gde je Xnorm normalizovana vrednost osobine, Xmin minimalna a Xmax maksimalna vrednost
te osobine. Nakon normalizacije pojedinacnih vrednosti, izracunata je prose¢na vrednost svih
osobina unutar svake kategorije za svaki genotip i svaki temperaturni tretman. Nad ovim
vrednostima sprovedene su iste statisticke analize kao i za pojedinacne osobine: F-test za
ispitivanje jednakost varijansi, analiza varijanse sa ponovljenim merenjima i Pirsonova
korelaciona analiza.

3.7.3. Analiza fenologije cvetanja i reproduktivnog uspeha I. pumila u
razli¢itim temperaturnim sredinama (Eksperiment I)

Fenologija cvetanja pracena je tokom proleéa 2019. godine u in situ ekperimentu. Za opis
promena fenologije cvetanja u odgovoru na povecanje temperature odredeni su ukupan broj
cvetova, broj cvetova po klonalnom genotipu, proporcija klonalnih genotipova koji su cvetali,
prosecan dan cvetanja, poCetak cvetanja (TO) i trajanje centralnog perioda cvetanja (T90-T10).
Ovi parametri odredeni su za svaki temperaturni tretman, za obe populacije zajedno kao i za
svaku populaciju zasebno. Prosecan dan cvetanja izraCunat je za svaku kombinaciju klonalnog
genotipa i temperaturnog tretmana (klon-tretman jedinicu) kao zbir proizvoda dana cvetanja
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i broja novootvorenih cvetova tog dana, podeljen ukupnim brojem cvetova te jedinice. Za svaku
klon-tretman jedinicu koja je cvetala izracunat je kumulativni procenat otvorenih cvetova po
danima tokom celog perioda cvetanja. T10 i T90 predstavljali su prve dane kada je dostignuto
najmanje 10 %, odnosno 90 % ukupnog broja cvetova date klon-tretman jedinice, dok je
trajanje centralnog perioda cvetanja izracunato kao razlika izmedu T90 i T10. Pocetak cvetanja
(TO) definisan je kao dan kada je zabeleZen prvi otvoreni cvet za svaku kombinaciju
temperaturnog tretmana i populacije.

Efekti temperaturnog tretmana (T), populacije (P) i njihove interakcije (T x P) na analizirane
parametre fenologije cvetanja (ukupan broj cvetova, verovatnocu cvetanja, prosecan dan
cvetanjaiT90-T10) ispitani su razli¢itim mesovitim modelima. U svim modelima, temperaturni
tretman, populacija i njihova interakcija ukljuceni su kao fiksni efekti, dok je identitet klonalnog
genotipa ukljuCen kao slucajni efekat, ¢ime je uzeta u obzir medusobna zavisnost podataka
dobijenih iz dve klon-tretman jedinica istog genotipa (Bolker i sar., 2009; Brooks i sar., 2017).

Za ispitivanje efekata na ukupan broj cvetova po klon-tretman jedinici i verovatnoc¢u cvetanja
primenjeni su generalizovani linearni meSoviti modeli (GLMM, engl. Generalized Linear Mixed
Models). GLMM omogucavaju analizu zavisnih promenljivih koje ne moraju imati normalnu
raspodelu, ukljuc¢ujuéi podatke izrazZene kao broj dogadaja (engl. count data) i binarne podatke,
uz istovremeno ukljuc¢ivanje fiksnih i sluc¢ajnih efekata (Bolker i sar., 2009). PoSto je broj
cvetova diskretna zavisna promenljiva izrazena celobrojnim vrednostima, za izbor
odgovarajuce raspodele fitovana su tri puna modela sa identicnom strukturom fiksnih i
slucajnih efekata, koji su se razlikovali samo prema pretpostavljenoj raspodeli: Poasonovoj,
negativno-binomnoj tipa 1 (NB1) i negativno-binomnoj tipa 2 (NB2). Modeli su uporedeni na
osnovu Akaikeovog informacionog kriterijuma, AIC (engl. Akaike Information Criterion), koji
omogucava poredenje konkurentnih modela uzimajuci u obzir njihovu prilagodenost podacima
i sloZenost (Akaike, 1974; Tredennick i sar., 2021). Najnizu AIC vrednost imao je model sa NB2
raspodelom (Poasonova: AIC = 673,96; NB1: AIC = 657,42; NB2: AIC = 654,81), pa je ova
raspodela kori$¢ena u daljoj analizi. Cvetanje je definisano kao binarna zavisna promenljiva (0
= klon-tretman jedinica nije cvetala; 1 = klon-tretman jedinica je cvetala), a efekti T, Pi T x P
ispitani su binomnim GLMM-om sa logit funkcijom veze, koja omogucava modelovanje
verovatnoce binarnog ishoda. GLMM-ovi za obe zavisne promenljive sprovedeni su na svih 136
klon-tretman jedinica.

Zaispitivanje efekata T, Pi T x P na prose€an dan cvetanja i trajanje centralnog perioda cvetanja
(T90-T10) primenjeni su linearni meSoviti modeli, (LMM, engl. linear mixed-effects models) sa
Gausovom raspodelom reziduala. LMM omogucavaju analizu kontinuiranih zavisnih
promenljivih uz istovremeno ukljucivanje fiksnih i slu¢ajnih efekata (Bates i sar., 2015). LMM-
ovi su sprovedeni samo na 108 klon-tretman jedinica koje su proizvele najmanje jedan cvet. Svi
navedeni GLMM i LMM modeli fitovani su funkcijom glimmTMB() iz paketa 'glmmTMB' (verzija
1.1.14; Brooks i sar., 2017). Za svaku analiziranu zavisnu promenljivu znacaj interakcije
temperaturnog tretmana i populacije (T x P) procenjen je testom odnosa verodostojnosti (LRT,
engl. likelihood-ratio test), poredenjem punog modela, koji je ukljuc¢ivao T, P i T x P efekte, sa
redukovanim modelom koji je sadrzao samo glavne efekte T i P. Puni modeli zadrZani su za
konac¢nu procenu efekata T i P. Za GLMM-e, puni i redukovani modeli fitovani su metodom
maksimalne verodostojnosti (ML, engl. maximum likelihood). Za LMM-e su puni i redukovani
modeli najpre fitovani ML metodom radi poredenja modela, a nakon testiranja interakcije puni
modeli ponovo su fitovani metodom ogranicene maksimalne verodostojnosti (REML, engl.
restricted maximum likelihood) radi kona¢ne procene parametara modela (Harville, 1977).

Efekti temperaturnog tretmana i populacije, kao i efekat temperaturnog tretmana unutar svake
populacije, procenjeni su iz punih modela pomocu funkcija emmeans() i contrast() iz paketa
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'emmeans’ (verzija 2.0.4; Lenth i Piaskowski, 2026). Efekat temperaturnog tretmana
predstavljao je poredenje eksperimentalno poviSene i ambijentalne temperature, prosecno za
obe populacije, dok je efekat populacije predstavljao poredenje Populacije 1 i Populacije 2,
prosecno za oba temperaturna tretmana. Za model ukupnog broja cvetova veliCina efekta
izraZena je kao odnos ocekivanih stopa (IRR, engl. incidence rate ratio), dok je za model
binarnog ishoda cvetanja izrazena kao odnos Sansi (OR, engl. odds ratio). Za proseCan dan
cvetanjaiT90-T10 efekti su izraZeni kao razlike modelovanih vrednosti (A), u danima. Za svaku
zavisnu promenljivu dodatno je procenjen efekat temperaturnog tretmana zasebno u Populaciji
1 i Populaciji 2. Za ova dva kontrasta P-vrednosti korigovane su Holmovom metodom pomocu
funkcije p.adjust() iz paketa 'stats'. Za sve procene efekata odredeni su 95 % intervali poverenja
na osnovu procenjenog efekta i njegove standardne greSke pomocu paketa 'emmeans’.
Adekvatnost modela proverena je analizom simuliranih reziduala (DHARMa, engl. residual
Diagnostics for HierARchical Models) pomocu paketa 'DHARMa' (verzija 0.5.0; Hartig, 2026), na
osnovu 1000 simulacija. Funkcijama testUniformity(), testDispersion() i testOutliers() provereni
su uniformnost raspodele reziduala, disperzija i prisustvo ekstremnih vrednosti. Za model
ukupnog broja cvetova funkcijom testZerolnflation() dodatno je provereno da li je broj nultih
vrednosti odstupao od ocekivanog prema modelu. Kod modela prosecnog dana cvetanja test
uniformnosti ukazao je na statisticki znacajno odstupanje (P = 0,024), zbog cega je sproveden
dodatni test kvantila pomoc¢u funkcije testQuantiles(), koji nije pokazao znacajno odstupanje
(P=0,117). Ostali dijagnosticki testovi nisu ukazali na statisticki znacajna odstupanja od
ocekivanja modela (P > 0,05), pa su konac¢ni modeli, na osnovu ukupne rezidualne dijagnostike,
ocenjeni kao adekvatni.

Za ispitivanje efekata temepraturnog tretmana i populacije na dnevnu dinamiku cvetanja
tokom c¢itavog perioda cvetanja primenjen je generalizovani aditivni meSoviti model (GAMM,
engl. Generalized Additive Mixed Model). GAMM je omogucio da se promena broja
novootvorenih cvetova tokom vremena modeluje kao glatka (engl. smooth) nelinearna funkcija,
Ciji je oblik procenjen na osnovu podataka pomocu regresionih splajnova (engl. regression
splines), odnosno glatkih funkcija sastavljenih od polinomskih delova koji su medusobno
spojeni, uz penalizaciju sloZenosti funkcije (Lin i Zhang, 1999; Wood, 2017). Ovaj pristup bio je
pogodan za analizirane podatke jer je zavisna promenljiva predstavljala dnevni broj
novootvorenih cvetova po klon-tretman jedinici, dinamika cvetanja tokom vremena bila je
nelinearna, a ponovljena dnevna opaZanja poticala su od istih klon-tretman jedinica (Lin i
Zhang, 1999; Pedersen i sar., 2019). Analiza je sprovedena na svih 2176 dnevnih opazanja (136
klon-tretman jedinica x 16 dana). Modeli su fitovani funkcijom gam() iz paketa 'mgcv’ (verzija
1.9-4; Wood, 2017). Za izbor odgovarajuce raspodele zavisne promenljive fitovana su dva puna
GAMM-a sa identicnom strukturom parametarskih, glatkih i slucajnih efekata, koji su se
razlikovali samo prema pretpostavljenoj raspodeli zavisne promenljive: Poasonovoj ili
negativno-binomnoj. Oba modela fitovana su metodom maksimalne verodostojnosti (ML) i
uporedena na osnovu AlIC vrednosti. Iako je Poasonov model imao nizu AIC vrednost (2022,67)
od negativno-binomnog modela (2036,49), analiza simuliranih reziduala pokazala je statisticki
znacajno odstupanje broja nultih vrednosti od ocekivanog prema Poasonovom modelu
(P <0,0001). Kod negativno-binomnog modela broj nultih vrednosti nije znacajno odstupao od
ocekivanog prema modelu (P = 0,916), pa je, na osnovu analize reziduala, negativno-binomna
raspodela koriS¢ena u daljoj analizi Konac¢ni puni model moZe se prikazati sledecom
jednacinom:

log(Wijkt)=Po + BrPi + BrTj + LrrPiTj + fi(t) + qij(t) + hijk(t) + bk + ut

gde je Wikt ocekivani broj novootvorenih cvetova genotipa k, iz populacije i, u temperaturnom
tretmanu j, tokom dana t; Parametar o predstavlja odse¢ak modela, dok su Bp, fri frrregresioni
koeficijenti populacije, temperaturnog tretmana i njihove interakcije; Pi i Tj predstavljaju
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odgovarajuce indikatorske promenljive populacije i temperaturnog tretmana; Glatka funkcija
fi(t) opisuje osnovnu vremensku dinamiku cvetanja specificnu za populaciju, dok glatka
funkcija gij(t) opisuje promenu oblika krive cvetanja povezanu sa temperaturnim tretmanom;
Slucajni efekti: hjjk(t) predstavlja slucajnu glatku vremensku putanju specifi¢nu za svaku klon-
tretman jedinicu, ¢ime su uzeta u obzir ponovljena dnevna opaZanja iste eksperimentalne
jedinice; bk je slucajni efekat klonalnog genotipa, kojim je uzeta u obzir povezanost dve klon-
tretman jedinice istog genotipa; u: je sluCajni efekat dana, zajednicki svim klon-tretman
jedinicama, kojim su obuhvacena odstupanja specificna za pojedine dane koja nisu opisana
glatkim vremenskim funkcijama. Struktura promene krive cvetanja usled temperaturnog
tretmana odredena je poredenjem tri negativno-binomna GAMM-a koji su se razlikovali prema
nacinu na koji je modelovan uticaj temperaturnog tretmana na oblik krive. U osnovnom modelu
nije bila ukljuena dodatna glatka funkcija temperaturnog tretmana, odnosno gij(t)=0, pa je
model omogucavao razlike izmedu tretmana u opStem nivou broja cvetova preko
parametarskih efekata, ali ne i razlike u obliku krive. U modelu sa zajednickom promenom usled
temperaturnog tretmana uvedena je dodatna glatka funkcija gii(t)=Tjg(t), ¢ime je omoguceno
da eksperimentalno poviSena temperatura menja oblik krive cvetanja na isti na¢in u obe
populacije. U punom modelu promena oblika krive cvetanja usled temperaturnog tretmana bila
je specificna za populaciju, gii(t)=Tjgi(t), ¢ime je omoguceno da efekat eksperimentalno
poviSene temperature na dnevnu dinamiku cvetanja ima razli¢it vremenski oblik u Populaciji 1
i Populaciji 2.

U svim glatkim funkcijama koje su opisivale vremensku dinamiku cvetanja i promenu krive
usled temperaturnog tretmana dimenzija baze bila je postavljena na k=12, dok je stvarna
sloZenost glatkih funkcija odredivana penalizacijom tokom fitovanja modela (Wood, 2017). Tri
navedena modela fitovana su metodom ML i uporedena na osnovu AIC vrednosti. Najnizu AIC
vrednost imao je puni model (AIC =2036,49), dok je model sa zajednickom tretmanskom
promenom imao sli¢nu podrsku (AIC = 2037,82; AAIC = 1,33), a osnovni model slabiju podrsku
(AIC = 2041,21; AAIC = 4,72). S obzirom na to da je jedno od centralnih bioloskih pitanja bilo da
li se odgovor dinamike cvetanja na poviSenu temperaturu razlikuje izmedu populacija, a dva
najbolje rangirana modela imala su slicnu AIK podrsku, za kona¢nu procenu zadrzan je puni
model. Time je omoguceno da promena krive usled temperaturnog tretmana bude specificna
za populaciju, umesto da se unapred pretpostavi isti oblik temperaturnog odgovora u obe
populacije. Nakon izbora strukture, puni model ponovo je fitovan metodom REML. U kona¢nom
modelu procenjena je statisticka znacajnost osnovnih glatkih funkcija dana cvetanja fi(t) i
glatkih funkcija promene usled temperaturnog tretmana specifi¢nih za populaciju gij (t).

Za procenu efekata temperature i populacije na ukupnu dinamiku cvetanja, pored testiranja
pojedinacnih glatkih ¢lanova, izvedeni su i kontrasti celih modelovanih krivih. Za svaku
kombinaciju populacije i temperaturnog tretmana procenjena je modelovana kriva na nivou
populacije (ukupno 4 krive), pri ¢emu su iz predikcija iskljuene individualne glatke putanje
klon-tretman jedinica i slucajni efekti klonalnog genotipa i dana. Kontrastima su ispitane
razlike izmedu modelovanih krivih: izmedu temperaturnih tretmana uz jednaku zastupljenost
obe populacije, izmedu populacija uz jednaku zastupljenost oba temperaturna tretmana,
izmedu temperaturnih tretmana unutar svake populacije zasebno, kao i razlika u odgovoru na
temperaturni tretman izmedu populacija (T x P). Kontrasti su formirani na skali linearnog
prediktora kona¢nog modela. Nesigurnost procenjenih kontrasta odredena je na osnovu 5000
simuliranih skupova koeficijenata iz multivarijatne normalne raspodele definisane
procenjenim koeficijentima modela i njihovom kovarijacionom matricom. Za svaki kontrast
izraCunato je maksimalno apsolutno standardizovano odstupanje izmedu poredenih krivih
tokom celog perioda cvetanja (Tmax), a P-vrednost procenjena je kao udeo simulacija u kojima
je simulirana vrednost Tmax bila jednaka ili ve¢a od opaZene. Adekvatnost konatnog modela
proverena je analizom simuliranih reziduala. Na osnovu 5000 simulacija, testovi uniformnosti,
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disperzije, uskladenosti broja nultih vrednosti sa ocekivanim prema modelu i prisustva
ekstremnih reziduala nisu pokazali statisticki znacajna odstupanja (sve P > 0,05). Na osnovu
ukupne dijagnostike reziduala, model je ocenjen kao adekvatan za analizu dnevne dinamike
cvetanja. Za graficki prikaz, modelovane krive prikazane su na nivou populacije i
temperaturnog tretmana, bez doprinosa individualnih glatkih putanja klon-tretman jedinica i
ostalih slucajnih ¢lanova modela, a 95 % intervali poverenja procenjeni su na osnovu 1000
simulacija koeficijenata kona¢nog modela. Za zajednicki prikaz obe populacije, modelovane
vrednosti Populacije 1 i Populacije 2 sabrane su unutar svake simulacije.

Reproduktivni uspeh na nivou pojedinacne Caure procenjen je na osnovu broja i ukupne mase
razvijenih semena. Analize su sprovedene na 123 pojedinacne ¢aure sa pouzdano utvrdenim
brojem i masom razvijenih semena, koje su poticale od 56 klon-tretman jedinica i 43 klonalna
genotipa. U oba modela, temperaturni tretman (T), populacija (P) i njihova interakcija (T x P)
ukljuceni su kao fiksni efekti, dok su identitet klonalnog genotipa i identitet klon-tretman
jedinice ukljuceni kao slucajni efekti, ¢ime je uzeta u obzir zavisnost opaZanja koja poticu od
istog klonalnog genotipa, kao i zavisnost podataka o ¢aurama iste klon-tretman jedinice. Za
ispitivanje efekata T, P i T x P na broj razvijenih semena po Cauri ispitani primenjen je GLMM.
Odgovarajuc¢a raspodela izabrana je poredenjem dva puna modela sa istom strukturom fiksnih
i slucajnih efekata, koji su se razlikovali samo prema pretpostavljenoj raspodeli: Poasonovoj i
NB2. Model sa NB2 raspodelom imao je znatno niZzu AIC vrednost (NB2: AIC =1021,61;
Poasonova: AIC = 1157,01), zbog cega je koriS¢en u daljoj analizi.

Efekti T, Pi T x P na ukupnu masu razvijenih semena po ¢auri ispitani su LMM-om sa Gausovom
raspodelom reziduala. Pocetni model pretpostavljao je jednaku rezidualnu varijansu u obe
populacije, dok je alternativni, heteroskedasticni model omogucavao razlic¢ite rezidualne
varijanse u Populaciji 1 i Populaciji 2. Alternativni model imao je nizu AIC vrednost (AIC =-
38,15) od modela sa zajednickom rezidualnom varijansom (AIC =-24,78), a njegovu bolju
prilagodenost podacima potvrdio je i test odnosa verodostojnosti, LRT (P < 0,001), zbog Cega je
ova struktura rezidualne varijanse zadrzana u kona¢nom modelu. Za obe zavisne promenljive
znacaj interakcije T x P procenjen je LRT-om, poredenjem punog modela sa odgovaraju¢im
redukovanim modelom bez interakcije, pri ¢emu su modeli fitovani metodom maksimalne
verodostojnosti (ML). Puni modeli zadrzani su za kona¢nu procenu efekata T i P, kao i efekta T
unutar svake populacije. Za LMM je, nakon poredenja punog i redukovanog modela, konacni
puni model ponovo fitovan metodom ograni¢ene maksimalne verodostojnosti (REML).

Efekti T i P, kao i efekat T unutar svake populacije, procenjeni su iz punih modela pomoc¢u
funkcija emmeans() i contrast() iz paketa 'emmeans'. Za broj razvijenih semena veli¢ina efekta
izraZena je kao odnos ocekivanog broja semena (IRR), dok je za ukupnu masu razvijenih
semena izrazena kao razlika modelovanih vrednosti (A), u gramima. Za dva kontrasta
temperaturnog tretmana unutar populacija, P-vrednosti korigovane su Holmovom metodom.
Za sve procene efekata odredeni su intervali poverenja od 95 %. Adekvatnost kona¢nih modela
proverena je analizom simuliranih reziduala, na osnovu 5000 simulacija. Na osnovu ukupne
dijagnostike reziduala oba modela su ocenjena kao adekvatna. Odnos izmedu broja i veli¢ine
semena ispitan je Spearmanovom korelacijom izmedu prosecnog broja semena po Cauri i
proseCne mase pojedinacnog semena. Za svaki klonalni genotip i temperaturni tretman
prethodno izracunate srednje vrednosti ovih osobina na nivou svih c¢aura sa izmerenim
semenom, a analize su sprovedene odvojeno za svaki temperaturni tretman, kako za obe
populacije zajedno, tako i za svaku populaciju zasebno.
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3.7.4. Procena adaptivne vrednosti i analiza fenotipske selekcije na
biohemijske osobine lista I. pumila u razli¢itim temperaturnim sredinama
(Eksperiment I)

Kao mera adaptivne vrednosti koriS¢en je broj semena po cvetnom rametu. Za svaku
kombinaciju klonalnog genotipa i temperaturnog tretmana (klon-tretman jedinicu), apsolutna
adaptivna vrednost (W) izraCunata je kao koli¢nik ukupnog broja razvijenih semena i ukupnog
broja cvetnih rameta. Klon-tretman jedinice koje su cvetale, ali nisu formirale seme, zadrzane
su u analizi sa vrednos¢éu W = 0, dok jedinice koje nisu cvetale nisu uklju¢ene u analizu. Analiza
apsolutne adaptivne vrednosti obuhvatila je 108 klon-tretman jedinica koje su cvetale tokom
2019. godine, odnosno 63 klonalna genotipa. U Populaciji 1, analizirano je 27 klon-tretman
jedinica izvan i 30 unutar OTC-a, a u Populaciji 2, 28 jedinica izvan i 23 unutar OTC-a. Efekti
temperaturnog tretmana, populacije i njihove interakcije na apsolutnu adaptivnu vrednost
ispitani su GLMM-om sa negativno-binomnom raspodelom tipa 2 (NB2Z) i logaritamskom
funkcijom veze. U ovom modelu, ukupan broj semena predstavljao je zavisnu promenljivu, dok
je logaritam broja cvetnih rameta ukljuc¢en kao korekcioni ¢lan sa koeficijentom fiksiranim na
1 (engl. offset). Na taj nacin procenjivana je produkcija semena po cvetnom rametu, uz
zadrZavanje raspodele odgovarajuce za podatke izraZene kao broj dogadaja (engl. count data).
Temperaturni tretman, populacija i njihova interakcija ukljuceni su kao fiksni efekti, dok je
identitet klonalnog genotipa ukljucen kao slucajni efekat, Cime je uzeta u obzir zavisnost
podataka dobijenih iz dve klon-tretman jedinice istog genotipa. Model je fitovan funkcijom
glmmTMB() iz paketa 'glmmTMB’, a statisticka znacajnost glavnih efekata i njihove interakcije
procenjena je Valdovim (engl. Wald) x? testom tipa III. Razlike izmedu temperaturnih tretmana
unutar svake populacije dodatno su procenjene kontrastima koriS¢enjem paketa ‘emmeans’, pri
¢emu su P-vrednosti za dva kontrasta korigovane Holmovom metodom.

Analiza fenotipske selekcije sprovedena je prema pristupu Landea i Arnolda (1983) regresijom
relativne adaptivne vrednosti na standardizovane vrednosti biohemijskih osobina. Relativna
adaptivna vrednost (wi) izracunata je posebno za svaku kombinaciju populacije i
temperaturnog tretmana, kao koli¢nik apsolutne adaptivne vrednosti pojedinacne klon-
tretman jedinice (Wi) i prosecne apsolutne adaptivne vrednosti svih jedinica uklju¢enih u
selekcionu analizu u istoj grupi (W):

wi= Wi/W

Na ovaj nacin prosecna relativna adaptivna vrednost unutar svake kombinacije populacije i
temperaturnog tretmana iznosila je 1.

Biohemijske osobine standardizovane su posebno unutar svake kombinacije populacije i
temperaturnog tretmana na srednju vrednost 0 i standardnu devijaciju 1:

zi= (xi-X) /sx

gde je xi vrednost osobine pojedinaCne Kklon-tretman jedinice, X srednja vrednost, a sx
standardna devijacija osobine unutar odgovarajuc¢e kombinacije populacije i temperaturnog
tretmana.

Za selekcione analize koriS¢ene su vrednosti biohemijskih osobina lista uzorkovanih u prolece
2019. godine (G2S1). Analiza je obuhvatila ukupno 49 klon-tretman jedinica koje su cvetale i
za koje su odredene vrednosti biohemijskih osobina. U Populaciji 1, analizirano je 12 klon-
tretman jedinica izvan i 14 unutar OTC-a, a u Populaciji 2, 12 jedinica izvan i 11 unutar OTC-a.
Pre selekcionih analza, vrednosti pojedina¢nih izoformi Hsp17.6, APX i SOD najpre su
normalizovane min-max metodom na celokupnom uzorku, a zatim sabrane kako bi se dobile
njihove objedinjene vrednosti. Za procenu linearne fenotipske selekcije na pojedinacne
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biohemijske osobine sprovedene su dve odvojene multivarijatne selekcione analize za svaku
kombinaciju populacije i temperaturnog tretmana. U prvi model istovremeno su ukljuceni
Hsp101, Hsp70 i ukupni Hsp17.6, dok su u drugi model uklju¢eni CAT, ukupni APX i ukupni
SOD. Parcijalni regresioni koeficijenti () predstavljali su linearne selekcione gradijente,
odnosno povezanost pojedinacne osobine sa relativnom adaptivnom vrednoS¢u kada su ostale
osobine ukljuene u isti model (Lande i Arnold, 1983). Multikolinearnost prediktora u
multivarijatnim modelima procenjena je na osnovu faktora inflacije varijanse (VIF, engl.
Variance Inflation Factor). Da bi se ispitalo da li se linearni selekcioni gradijenti za pojedina¢ne
Hsp proteine i antioksidativne enzime razlikuju izmedu populacija i temperaturnih tretmana,
sprovedena su dva odvojena linearna meSovita modela (LMM), jedan za Hsp, a drugi za
antioksidativne enzime. U oba modela, relativna adaptivna vrednost predstavljala je zavisnu
promenljivu, dok su populacija, temperaturni tretman, standardizovane biohemijske osobine i
interakcije svake osobine sa populacijom, temperaturnim tretmanom, ukljucujuci trostruku
interakciju osobina x populacija x temperaturni tretman, tretirani su kao fiksni efekti. Identitet
klonalnog genotipa predstavljao je slucajni efekat. Modeli su fitovani metodom ogranic¢ene
maksimalne verodostojnosti (REML), primenom funkcije Ime() iz paketa 'nlme’ (Pinheiro i sar.,
2026), a statisticka znacajnost interakcija procenjena je marginalnim F-testovima, pri cemu je
svaki interakcioni efekat testiran uz ostale ¢lanove zadrZane u modelu.

Pored pojedinacnih biohemijskih osobina, analizirane su i ukupne vrednosti Hsp i
antioksidativnih enzima. Za njihovo formiranje, Hsp101, Hsp70 i ukupni Hsp17.6, odnosno CAT,
ukupni APX i ukupni SOD normalizovani su min-max metodom na celokupnom uzorku, a zatim
sabrani kako bi se dobile ukupne vrednosti Hsp, odnosno, antioksidativnih enzima. Dobijene
ukupne vrednosti zatim su standardizovane unutar svake kombinacije populacije i
temperaturnog tretmana, na isti nacin kao pojedina¢ne osobine. Za ukupne vrednosti Hsp i
antioksidativnih enzima odvojeno su sprovedene univarijantne selekcione analize, u kojima je
relativna adaptivna vrednost regresirana na jednu standardizovanu osobinu. Dobijeni
regresioni koeficijent predstavljao je linearni selekcioni diferencijal (S) i opisivao ukupnu
linearnu povezanost analizirane osobine sa relativnom adaptivhom vredno$cu. Zatim je
sprovedena multivarijatna selekciona analiza, u kojoj su ukupne vrednosti Hsp i
antioksidativnih enzima istovremeno ukljucene kao prediktori, a njihovi parcijalni regresioni
koeficijenti predstavljali su linearne selekcione gradijente ([3).

Zbog relativno malog broja jedinica unutar pojedinatnih kombinacija populacije i
temperaturnog tretmana, nesigurnost procenjenih selekcionih diferencijala i gradijenata
procenjena je neparametarskim bootstrap postupkom sa 2000 ponavljanja (Efron i Tibshirani,
1993). U svakom bootstrap uzorku ponovo je izracunata relativna adaptivna vrednost, a
biohemijske osobine su ponovo standardizovane. Na osnovu bootstrap raspodela odredeni su
95 % intervali poverenja i P-vrednosti selekcionih koeficijenata.

3.7.5. Odredivanje indeksa fenotipske plasticnosti

Kvantifikovanje fenotipske plasti¢nosti analiziranih osobina izvrSeno je je izraCunavanjem
indeksa plasti¢nosti (PI) prema Valladares i sar. (2006), po formuli:

PI = |X1-X2|/(X1+X2)

gde X1 i X2 predstavljaju vrednosti date osobine istog genotipa u dva razlicita uslova. Indeks
plasti¢nosti racunat je: 1) izmedu dva temperaturna tretmana (PIr) i 2) izmedu dve sezone,
odnosno proleca i leta ( PIp-L). Vrednosti PI krecu se u rasponu od 0 (nepostojanje plasti¢nosti)
do 1 (maksimalna plasti¢nost), ¢ime se razlike izmedu uslova normalizuju i omogucava
poredenje osobina izraZenih u razli¢itim jedinicama i skalama. Da bi se utvrdilo da li se stepen
fenotipske plasticnosti u odgovoru na poviSenu temperaturu razlikuje izmedu analiziranih
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osobina, sprovedena je Fridmanova analiza varijanse nad vrednostima PIr KoriS¢enjem funkcije
friedman.test() iz paketa 'stats' (R Core Team, 2025). Kao post hoc test za poredenje vrednosti
Pl izmedu osobina, primenjen je Vilkoksonov test oznacenih rangova (engl. Wilcoxon sign rank
test), koris¢enjem funkcije pairwise.wilcox.test() iz paketa 'stats', uz argument paired = TRUE.
P-vrednosti su korigovane BendZamini-Hoc¢bergovom (engl. Benjamini-Hochberg), (BH)
metodom (p.adjust.method = "BH"), koja kontroliSe stopu laZno pozitivnih rezultata, (engl.
False Discovery Rate, FDR).

Razlike u vrednostima PIr izmedu proleca i leta testirane su Vilkoksonovim testom oznacenih
rangova koristec¢i wilcox.test() sa argumentom paired = TRUE, iz paketa 'stats' (R Core Team,
2025), odvojeno za svaku godinu u okviru svake populacije. Razlike u vrednostima PIr izmedu
populacija, za svaku kombinaciju sezone i godine (G1S1, G1S2, G251 i G2S2) testirane su Man-
Vitni-Vilkoksonovim testom (engl. Mann-Whitney Wilcoxon) koji se joS naziva i Vilkoksonov
test suma rangova (engl. Wilcoxon rank-sum test), primenom funkcije wilcox.test() bez
uparivanja (paired = FALSE), takode iz paketa 'stats’'.

Razlike u vrednostima PIp.. izmedu temperaturnih tretmana (izvan OTC-a i unutar OTC-a)
procenjene su Vilkoksonovim testom oznacenih rangova, odvojeno za svaku populaciju kao i
objedinjeno za obe populacije, zatim odvojeno za svaku godinu kao i objedinjeno za obe godine.
[sti test koriScCen je i za ispitivanje razlika u vrednostima PIp-L izmedu godina (2018. i 2019.)
unutar svakog temperaturnog tretmana, za svaku populaciju zasebno kao i za obe populacije
objedinjeno. Razlike izmedu populacija u sezonskoj plasti¢nosti (PIp-.) testirane su Man-Vitni-
Vilkoksonovim testom, u okviru svakog temperaturnog tretmana, zasebno za svaku godinu i za
obe godine objedinjeno.

S obzirom na to da su primenjeni neparametarski testovi ukljucivali viSestruka poredenja u
okviru svake analizirane osobine, P- vrednosti su korigovane BendZamini-HodZbergovom
procedurom odvojeno za svaku osobinu u okviru svakog testa.

Kako bi se ispitao stepen koordinacije fenotipskog odgovora analiziranih osobina na
temperaturni tretman, sprovedena je korelaciona analiza indeksa plasti¢nosti. U Eksperimentu
I, povezanost PI procenjena je Pirsonovim koeficijentom korelacije. Zbog odstupanja od
normalne raspodele PI vrednosti u Eksperimentu II, povezanost PI anatomsko-morfoloSkih
osobina procenjena je Spirmanovim koeficijentom korelacije primenom funkcije cor.test(),
metod = "spearman”, iz paketa 'stats' (R Core Team, 2025).

Dodatno, kako bi se ispitalo da li se sa porastom prose¢nog indeksa plasticnosti smanjuje
varijabilnost fenotipskog odgovora sprovedena je Spearmanova korelaciona analiza izmedu
vrednosti Plp.. i njihovih CV%. Za svaku pojedinacnu osobinu izra¢unate su prose¢na vrednost
PIp..i0odgovarajuca vrednost CV% odvojeno za svaki temperaturni tretman, populaciju i godinu,
¢ime je dobijeno osam parova vrednosti po osobini, odnosno cCetiri para u okviru svakog
temperaturnog tretmana. Dobijeni parovi vrednosti potom su, prema funkcionalnoj
povezanosti osobina, objedinjeni u grupe: anatomsko-morfoloSka i biohemijska: Hsp i
antioksidativni enzimi) Spearmanova korelaciona analiza izmedu prosecnih vrednosti Plp.L i
odgovarajucih vrednosti CV% sprovedena je odvojeno za svaku funkcionalnu grupu u okviru
svakog temperaturnog tretmana.

3.7.6. Odredivanje indeksa integracije

U cilju procene integracije funkcionalno povezanih osobina lista kod genotipova I pumila,
sprovedena je analiza glavnih komponenti (PCA, engl. Principal Component Analysis), na
korelacionim matricama analiziranih osobina. PCA je koriS¢ena za identifikovanje obrazaca
kovarijacije i proveru da li se osobine unutar iste funkcionalne grupe projektuju na iste glavne
komponente. Analiza je sprovedena na celokupomn uzorku, kao i odvojeno po temperaturnim
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tretmanima, radi procene stabilnosti obrazaca opterecenja glavih osa u razli¢itim uslovima.
Izvedena je u programskom R okruzenju koriS¢enjem funkcije prcomp() iz paketa 'stats' (R Core
Team, 2025).

Stepen integracije funkcionalno povezanih osobina kvantifikovan je pomocu relativne varijanse
sopstvenih vrednosti, rVE (Pavlicev i sar., 2009). Sopstvene vrednosti (A) dobijene su iz PCA
rezultata na korelacionim matricama, a rVE je definisana kao odnos varijanse sopstvenih
vrednosti i maksimalne moguce varijanse :

rVE = Var (1) / Varmax (A)

Za korelacione matrice maksimalna varijansa sopstvenih vrednosti iznosi (N-1), gde je N broj
analiziranih osobina, pa je rVE izraCunata prema formuli:

rVE=Var (A)/ (N-1)

Vrednosti rVE izraCunate su za svaku od grupa funkcionalno povezanih osobina lista
(anatomsko-morfoloske i biohemijske: Hsp i antioksidativni enzimi), posebno za ramete koji su
rasli u razli¢itim temperaturnim uslovima (izvan i unutar OTC-a) koriS¢enjem funkcija
prcomp() i var() iz paketa 'stats' (R Core Team, 2025). Time je omogucena procena da li
temperaturni tretman utiCe na stepen integracije, kao i da li se taj efekat menja u zavisnosti od
sezone i godine. Zbog toga su rVE vrednosti racunate za celokupan uzorak, kao i odvojeno za
svaku kombinaciju sezone i godine.

Intervali poverenja za rVE procenjeni su metodom bootstrap (10.000 ponavljanja), nezavisno
za svaki temperaturni tretman i svaku vremensku tacku. Posto je svaki genotip istovremeno
rastao u dve temperaturne sredine, razlike u rVE vrednostima izmedu temperaturnih tretmana
testirane su permutacionim testovima za uparene podatke (10000 permutacija), ¢ime je
procenjen uticaj temperaturnog tretmana na integraciju osobina na nivou ukupnog uzorka i
pojedinacnih vremenskih tacaka. Sve analize su sprovedene u R okruZenju, uz koriS¢enje
funkcija za permutacije i ponovna uzorkovanja, kao i paketa 'dplyr' i 'purrr’ za obradu i
organizaciju podataka (Wickham i sar., 2023; Wickham i Henry, 2023).

3.7.7. Graficki prikaz podataka

Za izradu grafickih prikaza koris¢eni su razliciti softverski alati, u zavisnosti od vrste analize i
tipa grafika. Grafici koji prikazuju norme reakcija i boks-plotovi koriS¢eni za prikaz indeksa
plasti¢nosti izradeni su u programu GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, SAD). U
programskom R okruZenju, u okviru softvera RStudio (R verzija 4.5.1, RStudio verzija
2025.05.1, R Core Team 2025), korisS¢en je paket 'corrplot’ (Wei i Simko, 2021) za izradu
toplotnih mapa korelacionih odnosa, dok je paket 'ggplot2' (Wickham i sar., 2023) korisS¢en za
prikaz procentualnih udela proteina i vizuelizaciju razlika u indeksu integracije (rVE). ZavrSna
graficka obrada i formatiranje figura izvrSeni su u programima Adobe Illustrator CC 2015
(Adobe, SAD), Adobe Photoshop CC 2015 (Adobe, SAD) i CoreIDRAW X8 2016 (Corel
Corporation, Kanada).
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4. REZULTATI

4.1. Vremenska dinamika fenotipskih odgovora anatomsko-
morfoloskih i biohemijskih osobina lista I. pumila na povecanje
temperature in situ

4.1.1. Abioticki uslovi stanista

Klimatski parametri koji ilustruju mikrosredinske uslove koji su vladali u okruzZenju svakog
klona u vreme uzorkovanja prikazani su u Tabeli 4.1.1. Merenje trenutne temperature povrsine
listova, vazduha i zemljiSta, kao i procenat vlage u zemljiStu, izvrSeno je neposredno pre
uzorkovanja, dok je merenje temperature vazduha data logerima, izvan i unutar OTC-a, vrSeno
na svakih 30 minuta tokom c¢itavog perioda razvica lista.

Prosecne vrednosti trenutne temperature vazduha (Tv) i zemljista (Tz) razlikovale su se izmedu
alternativnih temperaturnih stanista, izvan i unutar OTC-a. U obe sezone tokom dve godine,
prosecne vrednosti trenutne temperature vazduha bile su viSe, a prosetne vrednosti
temperature zemljiSta niZe unutar OTC-a, u odnosu na odgovarajuce vrednosti zabeleZene
izvan OTC-a. Sli¢no trenutnoj temperaturi vazduha (Tv), i prosefna vrednost temperature
vazduha ocitanih sa data logera (TvpL) bila je konstantno viSa unutar OTC-a nego izvan njih.
Takode, prosetna vrednost trenutne temperature lista (TL) konstantno je bila visa kod rameta
koji su se razvijali unutar OTC-a u odnosu na ramete Koji su se razvijali izvan njih, Sto je bilo u
skladu sa uofenim obrascem prosetnih vrednosti temperatura vazduha (Tv i TvoL).
Temperaturni trendovi uoCeni tokom celog eksperimentalnog perioda, tj. tokom dve sezone,
proleca i leta, i dve uzastopne godine, 2018. i 2019. bili su sli¢ni u obe prirodne populacije
I pumila. Prose¢na vrednost vlazZnosti zemljista, Vz (%), bila je relativno konstantna u okviru
svakog klona, bez obzira na to da li je u pitanju bio deo izvan odnosno unutar OTC-a (Tabeli
4.1.1).

Obrazac sezonskog variranja prosecnih vrednosti trenutne temperature vazduha i vlaZnosti
zemljiSta, izvan i unutar OTC-a, razlikovao se izmedu dve analizirane godine. Tokom 2018.
godine, prosecna vrednost temperature vazduha bila je viSa u prole¢e nego u leto, dok je tokom
2019. godine, prosetna vrednost temperature vazduha bila viSa u leto nego u prolece.
I[stovremeno, prosec¢na vrednost vlaznosti zemljista je tokom 2018. godine bila visa u leto nego
u prolece, a tokom 2019. godine u prolece nego u leto. Osim toga, prosetna vrednost trenutne
temperature vazduha izmerena tokom prole¢a 2018. godine bila je viSa od one izmerene u
prolec¢e 2019. godine, dok je prose¢na vrednost vlaznosti zemljiSta izmerena u prolec¢e 2018.
godine bila niZa od one izmerene u proleé¢e 2019. godine. Sto se ti¢e letnjih prose¢nih vrednosti
temperatura vazduha i vlaznosti zemljiSta, vazduh je bio topliji a zemljiste suvlje u leto 2019.
nego u leto 2018. godine. Sto se temperature zemljista ti¢e, prose¢ne vrednosti su uvek bile vise
u leto nego u prolece. Sumarno, klimatske uslove u Deliblatskoj pescari tokom 2018. godine
karakterisali su izuzetno suvo, toplo prolece i kiSovito leto, dok su 2019. godinu obelezili
kiSovito prolece i vruce, suvo leto. (Tabeli 4.1.1).
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Tabela 4.1.1. Mikroklimatski parametri (X *+ SE): trenutna temperatura vazduha (Ty), temperatura vazduha ocitana sa data logera (TvpL), trenutna
temperatura lista (TL), trenutna temperatura zemljiSta (Tz), trenutna vlazZnost zemljiSta (Vz), izmereni izvan i unutar OTC-a, tokom dve sezone (prolece i
leto) i dve uzastopne godine (2018.i2019) u dve prirodne populacije I. pumila u Deliblatkoj pes¢ari (Populacija 1, n = 24 i Populacija 2, n = 21). Statisticka
znacajnost razlika utvrdena je t-testom: ns- nije znacajno, *P < 0,05; ** P< 0,01; *** P < 0,001; **** P < 0,0001.

Godina 1 Godina 2

Mikroklimatski Proleée Leto Proleée Leto
parametrl Izvan Unutar p Izvan Unutar p Izvan Unutar p Izvan Unutar p

OTC-a OTC-a OTC-a OTC-a OTC-a OTC-a OTC-a OTC-a
Tv (°C)
Populacijal 323+£0,3 343+03 *** 294+01 29,702 ns 282%02 285+02 ns 322+03 33,5+0,3 Hk**
Populacija2 31,7+04 34104 *** 314+04 323204 ** 267+02 27,1+02 ns 315+03 32504
Obe populacije 320+04 342+04 *** 304+03 31,0+x03 *** 274+02 278+0,2 * 319+0,3 33,0+0,4
Tyoi (°C)
Populacijal 20,0+0,1 21,4+0,2 ** 269+02 27,7+02 ** 239+0,1 247+01 **** 264+01 285%0,2 ¥
Populacija2 199+0,1 21,0x0,1 ** 270+02 294+02 ** 207+x02 230+05 ** 281+02 294+04 **
Obe populacije 20,0+0,1 21,2+0,2 *** 270+02 285%02 ** 223+0,2 238+03 ** 272+02 29003 ¥
Tw (°C)
Populacijal 309+04 31,5+03 ns 294+05 30806 ** 272%05 282+04 * 329+0,3 33,603 *
Populacija2 31,3+0,7 31,7+06 ns 303+x04 31,704 * 274%04 275+04 ns 319+04 32605 **
Obe populacije 31,1+0,6 31,6+05 ns 298+05 31,3+0,5 * 27,3+05 278+04 ns 324+04 33104 *
Tz (°C)
Populacijal 18,0 £ 0,2 17,5+0,2 * 235+0,3 230+02 * 138+03 136%+03 ns 247%+03 248+03 ns
Populacija2 20,6 £0,3 19,3+0,3 *** 241+03 23,703 * 141+04 129%04 *** 241+04 238+0,3 ns
Obe populacije 19,3+0,3 184+0,3 *** 238+03 23403 *** 14,004 133+04 *** 244+04 243+03 ns
Vz (%)
Populacijal 50+0,1 48+0,1 ns 9,2+04 9,2+04 ns 8,5+0,3 8,6+0,3 ns 4,6+0,1 46+0,1 ns
Populacija2 53+0,3 54+03 ns 7,4+0,3 7,0+ 0,3 ns 8,8+0,3 8,5+0,3 ns 4,7+0,2 48+0,2 ns
Obe populacije 52+0,2 51+0,2 ns 83+04 8,1+04 ns 8,6+0,3 8,6+0,3 ns 4,6+0,2 4,7+0,2 ns
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4.1.2. Fenotipski odgovori funkcionalnih i mehanistickih osobina lista u
razli¢itim temperaturnim sredinama

Kako bi se ispitali fenotipski odgovori funkcionalnih i mehanisti¢kih osobina lista na povecanje
temperature, vrednosti SLA, LDMC, SLWC i LT odredivane su na istim klonalnim genotipovima
L. pumila iz dve prirodne populacije, koji su se razvijali izvan i unutar OTC-a tokom dve sezone
(proleceileto) i dve godine (2018.1i 2019.).

Proselne vrednosti (X) i odgovarajuce standardne greske (SE) za funkcionalne (SLA i LDMC) i
mehanisticke (SLWC i LT) osobine lista prikazane su u Tabeli 4.1.2. Kao Sto se moZe uociti,
vrednosti ispitivanih osobina lista menjale su se sa porastom temperature vazduha, a obrazac
njihovog variranja bio je specifi¢an za svaku osobinu. Posmatrajuci funkcionalne osobine lista,
tokom celog vegetacionog perioda u obe populacije prosecne vrednosti SLA bile su viSe (do
9 %) a prosecne vrednosti LDMC niZe (do 4 %) kod rameta koji su se razvijali unutar OTC-a, na
eksperimentalno poviSenoj temperaturi, u poredenju sa rametima istog klona koji su se
razvijali izvan OTC-a, na ambijentalnoj temperaturi. Kada su u pitanju mehanisticke osobine,
prosecne vrednosti SLWC i LT bile su niZe (do 8 % odnosno 9 %,) kod razvijali unutar OTC-a u
odnosu na one koji su se razvijali izvan OTC-a. Svi opisani obrasci promena bili su sli¢ni tokom
obe eksperimentalne godine (Slike 4.1.1, 4.1.2, 4.1.3. i 4.1.4; Tabele 4.1.2. i 4.1.6). Dodatno je
uoceno da se prosecne vrednosti funkcionalnih osobina (SLA i LDMC) nisu znacajno razlikovale
izmedu populacija, dok su prosecne vrednosti mehanistickih osobina (SLWC i LT) bile viSe kod
rameta iz Populacije 1 u poredenju sa rametima iz Populacije 2 (Tabele 4.1.2.1i 4.1.6).

Osim $to su analizirane pojedinacno, funkcionalne i mehanisticke osobine lista su analizirane i
na nivou kategorija kao celine (Slike 4.1.5. 1 4.1.6; Tabela 4.1.3). Utvrdeno je da su, nezavisno
od sezone i godine, prose¢ne vrednosti kategorije funkcionalnih osobina bile viSe (do 15 %)
dok su prosectne vrednosti kategorije mehanistickih osobina bile niZe (do 30 %) kod rameta
koji su se razvijali na poviSenoj temperaturi u odnosu na ramete koji su se razvijali na
ambijentalnoj temperaturi (Tabela 4.1.3). Dodatno, za obe kategorije osobina, nezavisno od
temperaturnog tretmana, uoceno je i sezonsko variranje koje je bilo suprotnog trenda. Tako su
prosecne vrednosti za kategoriju funkcionalnih osobina bile vise u leto nego u prolece, dok su
prosecne vrednosti za kategoriju mehanistickih osobina bile viSe u prolece nego u leto (Slike
4.1.5. i 4.1.6). Prosecne vrednosti kategorija osobina razlikovale su se izmedu populacija:
rameti iz Populacije 1 imali su viSe vrednosti mehanistickih osobina dok su rameti iz Populacije
2 imali viSe vrednosti funkcionalnih osobina (Slike 4.1.5.1i 4.1.6; Tabela 4.1.3).

Imajuci u vidu da su stome klju¢ni regulatori transpiracije i razmene gasova, i da njihova uloga
u termalnoj aklimatizaciji biljaka jos uvek nije u potpunosti razja$njena, u okviru mehanistickih
osobina dodatno su analizirani i morfoloski parametri stoma: gustina stoma (SD) i indeks stoma
(SI). Ove osobine pracene su kod 11 istih klonalnih genotipova I. pumila iz dve populacije, izvan
i unutar OTC-a, tokom proleca i leta 2019. godine. Reprezentativnhe mikrografije otisaka
epidermisa listova, na osnovu kojih su odredene vrednosti SD i SI, prikazane su na Slici 4.1.7,
dok su prosecne vrednosti (X), odgovarajuce standardne greske (SE) kao i koeficijenti varijacije
(CV%) prikazani u Tabeli 4.1.4.
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Tabela 4.1.2. Prose¢ne vrednosti (X + SE) anatomsko-morfolo$kih osobina lista genotipova I. pumila iz dve prirodne populacije u Deliblatskoj pe$cari
(Populacija 1, n = 24 i Populacija 2, n = 21), ispoljene tokom dve sezone (prolece i leto) i dve uzastopne godine (2018. i 2019), izvan i unutar OTC-a. Opis
skracdenica i jedinice dati su u Tabeli 3.3.1.

Godina 1 Godina 2
. Prolece Leto Prolece Leto
Osobine
lista Izvan Unutar Izvan Unutar Izvan Unutar Izvan Unutar
OTC-a OTC-a OTC-a OTC-a OTC-a OTC-a OTC-a OTC-a
X SE X SE X SE X SE X SE X SE X SE X SE
Populacija 1
SLA 164,97 2,65 177,78 2,36 151,03 1,85 157,75 1,84 144,12 1,79 155,52 243 157,56 2,46 178,83 2,49
LDMC 0,156 0,001 0,151 0,002 0,223 0,003 0,222 0,002 0,205 0,002 0,202 0,002 0,193 0,003 0,183 0,003
SLWC 0,033 0,001 0,032 0,001 0,024 0,001 0,022 0,001 0,027 0,001 0,026 0,001 0,026 0,001 0,026 0,001
LT 0,039 0,001 0,037 0,001 0,030 0,001 0,028 0,001 0,034 0,001 0,032 0,001 0,032 0,001 0,031 0,001
Populacija 2
SLA 176,3 4,22 186,06 2,70 152,17 3,30 163,25 3,14 144,6 2,62 160,23 2,79 166,87 3,19 168,60 3,58
LDMC 0,157 0,002 0,157 0,002 0,231 0,003 0,228 0,002 0,195 0,002 0,190 0,003 0,191 0,003 0,186 0,003
SLWC 0,030 0,001 0,029 0,001 0,022 0,001 0,021 0,001 0,029 0,001 0,026 0,001 0,026 0,001 0,025 0,001
LT 0,036 0,001 0,034 0,002 0,028 0,001 0,027 0,001 0,036 0,001 0,032 0,001 0,032 0,001 0,031 0,001
Obe populacije
SLA 170,26 2,54 181,64 2,14 151,56 1,81 160,32 1,79 144,34 1,53 157,72 1,85 161,92 2,08 174,06 2,25
LDMC 0,157 0,001 0,154 0,001 0,227 0,002 0,225 0,002 0,200 0,002 0,196 0,002 0,192 0,002 0,184 0,002
SLWC 0,032 0,001 0,030 0,001 0,023 0,001 0,022 0,001 0,028 0,001 0,026 0,001 0,026 0,001 0,026 0,001
LT 0,037 0,001 0,036 0,001 0,029 0,001 0,028 0,001 0,035 0,002 0,032 0,001 0,032 0,001 0,031 0,001
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Slika 4.1.1. Sezonsko variranje SLA I pumila u dve temperaturne sredine tokom dve uzastopne
godine, in situ.

(A.) Prikazane su norme reakcije pojedinac¢nih genotipova I pumila iz dve prirodne populacije u
Deliblatskoj pescari (Populacija 1 - puna linija; Populacija 2 -isprekidana linija), koji su se razvijali izvan
(zeleno) i unutar (crveno) OTC-a, tokom dve sezone i dve uzastopne godine; (B.) ProseCne norme
reakcije za Populaciju 1 i Populaciju 2; (C.) Prosecne norme reakcije za obe populacije zajedno.
S - sezona; G - godina. Opis skradenica i jedinice dati su u Tabeli 3.3.1.
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Slika 4.1.2. Sezonsko variranje LDMC L. pumila u dve temperaturne sredine tokom dve uzastopne
godine, in situ.

(A.) Prikazane su norme reakcije pojedinac¢nih genotipova I pumila iz dve prirodne populacije u
Deliblatskoj peScari (Populacija 1 - puna linija; Populacija 2 -isprekidana linija), koji su se razvijali izvan
(zeleno) i unutar (crveno) OTC-a, tokom dve sezone i dve uzastopne godine; (B.) Prosecne norme
reakcije za Populaciju 1 i Populaciju 2; (C.) Prosecne norme reakcije za obe populacije zajedno.
S - sezona; G - godina. Opis skracenica i jedinice dati su u Tabeli 3.3.1.
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Slika 4.1.3. Sezonsko variranje SLWC L. pumila u dve temperaturne sredine tokom dve uzastopne
godine, in situ.

(A.) Prikazane su norme reakcije pojedinacnih genotipova I pumila iz dve prirodne populacije u
Deliblatskoj peScari (Populacija 1 - puna linija; Populacija 2 -isprekidana linija), koji su se razvijali izvan
(zeleno) i unutar (crveno) OTC-a, tokom dve sezone i dve uzastopne godine; (B.) Prosecne norme
reakcije za Populaciju 1 i Populaciju 2; (C.) Prosecne norme reakcije za obe populacije zajedno.
S - sezona; G - godina. Opis skracenica i jedinice dati su u Tabeli 3.3.1.
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Slika 4.1.4. Sezonsko variranje LT I pumila u dve temperaturne sredine tokom dve uzastopne
godine, in situ.

(A.) Prikazane su norme reakcije pojedinac¢nih genotipova I pumila iz dve prirodne populacije u
Deliblatskoj pesc¢ari (Populacija 1 - puna linija; Populacija 2 -isprekidana linija), koji su se razvijali izvan
(zeleno) i unutar (crveno) OTC-a, tokom dve sezone i dve uzastopne godine; (B.) ProseCne norme
reakcije za Populaciju 1 i Populaciju 2; (C.) Prosecne norme reakcije za obe populacije zajedno.
S - sezona; G - godina. Opis skradenica i jedinice dati su u Tabeli 3.3.1.
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Tabela 4.1.3. Prose¢ne vrednosti (X = SE) funkcionalnih i mehanisti¢kih kategorija osobina lista klonalnih genotipova I. pumila iz dve prirodne populacije u
Deliblatskoj pesc¢ari (Populacija 1, n = 24 i Populacija 2, n = 21), ispoljene tokom dve sezone (prolece i leto) i dve uzastopne godine (2018. i 2019), izvan i

unutar OTC-a.

Godina 1 Godina 2
Prolece Leto Prolece Leto

Osobine lista Izvan Unutar Izvan Unutar Izvan Unutar Izvan Unutar

OTC-a OTC-a OTC-a OTC-a OTC-a OTC-a OTC-a OTC-a

X SE X SE X SE X SE X SE X SE X SE X SE
Populacija 1
Funkcionalne 0,304 0,014 0,351 0,011 0,491 0,013 0,528 0,011 0,396 0,007 0,427 0,010 0,430 0,017 0,454 0,022
Mehanisticke 0,543 0,024 0,476 0,019 0217 0,016 0,167 0,013 0,346 0,011 0,302 0,015 0,302 0,022 0,299 0,039
Populacija 2
Funkcionalne 0,375 0,019 0,397 0,014 0,551 0,019 0,562 0,017 0,363 0,012 0,427 0,016 0,433 0,019 0,449 0,020
Mehanisticke 0,434 0,027 0,400 0,021 0,151 0,023 0,133 0,019 0,404 0,019 0,310 0,024 0,306 0,028 0,287 0,028
Obe populacije
Funkcionalne 0,337 0,013 0372 0,009 0,519 0,012 0,544 0,010 0,381 0,007 0.427 0,009 0,431 0,013 0,452 0,015
Mehanisticke 0,492 0,020 0,440 0,015 0,186 0,014 0,151 0,012 0,373 0,012 0,306 0,013 0,303 0,017 0,293 0,024
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Slika 4.1.5. Variranje funkcionalnih osobina lista I. pumila u dve temperaturne sredine tokom
dve uzastopne godine, in situ.

(A.) Prikazane su norme reakcije pojedinacnih genotipova I pumila iz dve prirodne populacije u
Deliblatskoj peScari (Populacija 1 - puna linija; Populacija 2 -isprekidana linija), koji su se razvijali izvan
(zeleno) i unutar (crveno) OTC-a, tokom dve sezone i dve uzastopne godine; (B.) Prosecne norme
reakcije za Populaciju 1 i Populaciju 2; (C.) Prosecne norme reakcije za obe populacije zajedno.
S -sezona; G - godina.
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Slika 4.1.6. Variranje mehanistickih osobina lista I. pumila u dve temperaturne sredine tokom
dve uzastopne godine, in situ.

(A.) Prikazane su norme reakcije pojedinacnih genotipova I pumila iz dve prirodne populacije u
Deliblatskoj pescari (Populacija 1 - puna linija; Populacija 2 -isprekidana linija), koji su se razvijali izvan
(zeleno) i unutar (crveno) OTC-a, tokom dve sezone i dve uzastopne godine; (B.) ProseCne norme
reakcije za Populaciju 1 i Populaciju 2; (C.) Prosecne norme reakcije za obe populacije zajedno.
S - sezona; G - godina.
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Slika 4.1.7. Reprezentativne mikrografije otisaka epidermisa listova rameta I pumila,
razvijenih u dve razlic¢ite temperaturne sredine in situ.

Prikazane su mikrogafije otisaka epedermisa listova rameta istog klonalnog genotipa koji su se
razvijali izvan OTC-a u (A.) prolece i (B.) leto, odnosno unutar OTC-a u (C.) prolece i (D.) leto 2019.
godine.

Kao Sto se moZe videti, u obe populacije u prolece, prosec¢ne vrednosti SD su bile viSe kod
rameta koji su se razvijali izvan OTC-a u poredenju sa rametima istog klona koji su se razvijali
unutar OTC-a (Slika 4.1.8; Tabela 4.1.4). U leto je zabeleZen suprotan trend - prose¢ne vrednosti
SD bile su vise kod rameta razvijenih unutar OTC-a. Nezavisno od temperaturnog tretmana,
prosecne vrednosti SD opadale su od prole¢a ka letu (Slika 4.1.8; Tabela 4.1.4). Prosecne
vrednosti SD nisu se znacajno razlikovale izmedu populacija. Medutim, individualne razlike
izmedu genotipova, izrazene preko koeficijenta varijacije (CV%), bile su dosledno vece kod
rameta razvijenih na ambijentalnoj nego kod rameta razvijenih na poviSenoj temperaturi
(Tabela 4.1.4).

Za razliku od SD, indeks stoma (SI) je pokazivao suprotan obrazac sezonskih promena izmedu
temperaturnih sredina. U prolece su, prosecne vrednosti SI bile viSe kod rameta razvijenih na
poviSenoj temperaturi (unutar OTC-a), nego kod onih razvijenih na ambijentalnoj temperaturi.
U leto, prosecne vrednosti SI bile su niZe kod rameta unutar OTC-a u odnosu na one izvan njih.
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Tabela 4.1.4. Prose¢ne vrednosti (X + SE) i koeficijenti varijacije (CV%) morfolodkih parametara stoma, SD i SI, u listovima klonalnih genotipova I. pumila iz
dve prirodne populacije u Deliblatskoj pescari (Populacija 1, n=11 i Populacija 2, n = 11), ispoljene tokom dve sezone (prolece ileto) u drugoj godini
eksperimenta (2019), izvan i unutar OTC-a. Opis skraéenica i jedinice dati su u Tabeli 3.3.1.

Prolece Leto

Osobine lista Izvan OTC-a Unutar OTC-a Izvan OTC-a Unutar OTC-a

X SE CV% X SE CV% X SE CV% X SE CV%
Populacija 1
SD 77,36 3,19 13,70 70,89 2,77 12,98 70,61 3,21 15,01 71,11 2,25 10,51
SI 4961 0,49 3,29 4990 0,37 2,44 52,13 0,40 2,53 5191 0,42 2,72
Populacija 2
SD 78,69 3,59 15,12 70,83 3,23 15,11 68,93 3,58 17,27 70,05 1,98 9,39
SI 49,10 0,98 6,60 49,64 0,82 5,52 52,27 0,50 3,17 52,15 0,67 4,25
Obe populacije
SD 78,03 2,35 14,1 70,86 2,08 13,74 69,77 2,35 15,76 70,58 1,47 9,76
SI 4936 0,54 5,08 49,77 0.44 4,16 52,20 0,31 2,80 52,03 0,39 3,50
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Slika 4.1.8. Sezonsko variranje SD I pumila u dve temperaturne sredine tokom dve uzastopne
godine, in situ.

(A.) Prikazane su norme reakcije pojedinacnih genotipova I pumila iz dve prirodne populacije u
Deliblatskoj peScari (Populacija 1 - puna linija; Populacija 2 -isprekidana linija), koji su se razvijali izvan
(zeleno) i unutar (crveno) OTC-a, tokom dve sezone (prolece i leto); (B.) Prosene norme reakcije za
Populaciju 1 i Populaciju 2; (C.) Prose¢ne norme reakcije za obe populacije zajedno. Opis skracenica i
jedinice dati su u Tabeli 3.3.1.
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Slika 4.1.9. Sezonsko variranje SI I. pumila u dve temperaturne sredine tokom dve uzastopne
godine, in situ.

(A.) Prikazane su norme reakcije pojedinac¢nih genotipova I pumila iz dve prirodne populacije u
Deliblatskoj peScari (Populacija 1 - puna linija; Populacija 2 -isprekidana linija), koji su se razvijali izvan
(zeleno) i unutar (crveno) OTC-a, tokom dve sezone (prolece i leto); (B.) Prosecne norme reakcije za
Populaciju 1 i Populaciju 2; (C.) Prose¢ne norme reakcije za obe populacije zajedno. Opis skracenica i
jedinice dati su u Tabeli 3.3.1.
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Za razliku od SD, prosec¢ne vrednosti SI rasle su od prole¢a do leta u obe temperaturne sredine
(Slika 4.1.9; Tabela 4.1.4). Prosecne vrednosti SI nisu se znacajno razlikovale izmedu populacija
(Tabela 4.1.5). Koeficijenti varijacije (CV%) za SI pokazali su sloZeniji obrazac u poredenju sa
SD - u prolece su bili niZi kod rameta razvijenih unutar OTC-a u odnosu na one izvan njih, dok
je tokom leta uocen suprotan trend. Pored toga, vrednosti CV% za SI bile su u svim uslovima
niZze od onih za SD, $to ukazuje na manju individualnu varijabilnost i potencijalno vecu
stabilnost SI u odgovoru na temperaturne promene (Tabela 4.1.4).

Na Slikama 4.1.1, 4.1.2, 4.1.3, 4.1.4, prikazane su norme reakcija funkcionalnih i mehanistickih
osobina lista, pojedina¢nih genotipova iz obe populacije, ispoljenih izvan i unutar OTC-a, tokom
dve sezone i dve godine, zatim prose¢ne norme reakcije za svaku populaciju, kao i prosecne
norme reakcije za obe populacije. Prosecne norme reakcija bile su kose, Sto ukazuje na nac¢elnu
sposobnost genotipova da prilagode ekspresiju analiziranih osobina promenama u
ambijentalnoj temperaturi tj. da plasticno odgovore na povecanje temperature. Obrasci
odgovora bili su specifi¢ni kako za genotip tako i za svaku posmatranu osobinu (Slike 4.1.1. (A.),
4.1.2.(A),4.1.3.(A)i4.1.4. (A)). Saizuzetkom LT, prosecne norme reakcija svih ostalih osobina
lista bile su paralelene tokom celog vremenskog intervala. Prose¢ne norme reakcije za LT bile
su paralelne izmedu vremenskih tacaka G1S1 (prolece 2018) i G1S2 (leto 2018), a konvergirale
su u vremenskoj tacki G2S2 (Slika 4.1.4. (C.)).

Nivo norme reakcije, odnosno intenzitet fenotipskog odgovora, bio je specifican za svaku
analiziranu osobinu lista. Kada je re¢ o funkcionalnim osobinama, nivo prose¢nih normi
reakcija za SLA, za obe populacije, bio je viSi na poviSenoj temperaturi (unutar OTC-a) nego na
ambijentalnoj (izvan OTC-a) (Slika 4.1.1. (C.)). Nasuprot tome, nivo prose¢nih normi reakcija za
LDMC, bio je viSi na ambijentalnoj nego na poviSenoj temperaturi (Slika 4.1.2. (C.)). Kada je re¢
o mehanistickim osobinama, SLWC i LT, nivoi njihovih prose¢nih normi reakcija takode su bili
viSi na ambijentalnoj nego na poviSenoj temperaturi (Slike 4.1.3. (C.) i 4.1.4. (C.)).

Nivoi prose¢nih normi reakcije za SLA i LDMC nisu se razlikovali izmedu populacija (Slike 4.1.1.
(B.) i 4.1.2. (B.)), dok su nivoi prosec¢nih normi reakcije za SLWC i LT bili viSi kod rameta iz
Populacije 1 u poredenju sa onima iz Populacije 2 (Slike 4.1.3. (B.) i 4.1.4. (B.)).

Variranje u obliku i nivou normi reakcije pokazalo se specificnim kako u odnosu na osobinu
lista tako i na vremenski interval. Tako su, na primer, prosecni nivoi normi reakcije za SLA,
SLWC i LT opadali izmedu proleca i leta prve godine (vremenske tacke G1S1 i G152), dok su u
drugoj godini (vremenske tacke G2S1 i G2S2) rasli za SLA, a opadali za SLWC i LT. LDMC je bila
jedina osobina lista za koju su uoc¢eni rastuci nivoi prose¢nih normi reakcija izmedu vremenskih
tacaka G1S11i G1S2,iblago opadaju¢i izmedu vremenskih tacaka G2S1 i G2S2. Zanimljivo je da
se oblik prosecnih normi reakcija tokom vremena menjao: od konkavnog za SLA, preko
konveksnog za LDMC, do cik-cak oblika za SLWC i LT, u obe temperaturne sredine (Slike 4.1.1.
(C),4.1.2.(C),4.1.3. (C.)i4.1.4. (C)).

Na Slikama 4.1.5. i 4.1.6. prikazane su norme reakcije kategorija osobina (funkcionalnih i
mehanistic¢kih) pojedina¢nih genotipova iz obe populacije, ispoljenih izvan i unutar OTC-a,
tokom dve sezone i dve godine. Takode su prikazane prosefne norme reakcije za svaku
populaciju ponaosob, kao i prosecne norme reakcije za obe populacije objedinjeno. Prosecne
norme reakcije osobina po kategorijama bile su kose $to ukazuje da su one i kao katerogije
plasticno odgovarale na povecanje temperature (Slike 4.1.5. (C.) i 4.1.6. (C.)). Obrasci ovih
odgovora bili su specificni kako za genotip, tako i za svaku posmatranu kategoriju osobina
(Slike 4.1.5. (A.) i 4.1.6. (A.)). Prose¢ne norme reakcija obe kategorije osobina bile su paralelne
tokom celog vremenskog intervala, ali su se medusobno razlikovale po nivou. Nivo prosec¢nih
normi reakcije za kategoriju funkcionalnih osobina bio je viSi na poviSenoj nego na
ambijentalnoj temperaturi (Slika 4.1.5. (C.)), dok je nivo prose¢nih normi reakcije za kategoriju

71



mehanistickih osobina bio visi na ambijentalnoj u poredenju sa poviSenom temperaturom
(Slika 4.1.6. (C.)). Kada je rec o razlikama izmedu populacija, nivoi prosec¢nih normi reakcije
funkcionalnih osobina bili su niZi kod rameta Populacije 1 u poredenju sa rametima Populacije
2, tokom prve godine eksperimenta, dok je tokom druge godine bio ispoljen suprotan obrazac
(Slika 4.1.5. (B.)). Obrnut trend uocen je za kategoriju mehanistickih osobina: nivoi prosecnih
normi reakcije bili su visi kod rameta Populacije 1 nego kod rameta Populacije 2, tokom prve
godine, dok je tokom druge godine bio ispoljen suprotan obrazac (Slika 4.1.6. (B.)). Pored
navedenog, uoceno je da su prosecni nivoi normi reakcije funkcionalnih i mehanistickih
kategorija osobina zavisili i od vremenskog intervala. Tako su, za kategoriju funkcionalnih
osobina rasli, dok su za kategoriju mehanistickih osobina opadali izmedu prolec¢a i leta tokom
obe godine eksperimenta (Slike 4.1.5.1 4.1.2.6.). Sto se oblika prose¢nih normi reakcije ti¢e, obe
kategorije osobina ispoljile su cik-cak obrazac, u obe temperaturne sredine.

Na Slikama 4.1.8. 1 4.1.9. prikazan je sezonski obrazac variranja SD i SI. Za obe osobine uocen je
sloZen obrazac normi reakcije, pri cemu su se krive pojedinih genotipova medusobno ukrstale.
Ovakav obrazac ukazuje da su se u razli¢itim sezonama menjale ne samo njihove fenotipske
vrednosti, ve¢ i rangovi genotipova, Sto sugeriSe postojanje geneticke varijabilnosti fenotipske
plasti¢nosti osobina stominog aparata. Takode, prosecne norme reakcije za SD i SI bile su
ukrsStene izmedu temperaturnih tretmana (Slike 4.1.8. (C.) i 4.1.9. (C.)), Sto ukazuje da efekat
temperaturnog tretmana zavisi od sezone (postoji znacajna interakcija izmedu tretmana i
sezone). Obrazac sezonskog variranja ove dve osobine bio je inverzan. U prolece, prosecne
norme reakcije za SD imale su viSe nivoe, a za SI niZe, kod rameta koji su se razvijali izvan OTC-
a u poredenju sa onima unutar OTC-a. Tokom leta zabeleZen je obrnut obrazac: nivoi prose¢nih
normi reakcije za SD bili su visi, a za SI nizi kod rameta izloZenih povisenoj temperaturi u
odnosu na one na abijentalnoj temperaturi (Slike 4.1.8. (C.) i 4.1.9. (C.)).

Rezultati analize varijanse ponovljenih merenja za SD i SI prikazani su u Tabeli 4.1.5. MozZe se
uociti da temperaturni tretman nije imao znacajan uticaj na vrednosti SD i SI (obe P > 0,05).
Medutim, znacajan efekat interakcije sezone i tretmana za SD (P = 0,0280) ukazuje da se uticaj
sezone na gustinu stoma razlikovao izmedu tretmana, odnosno da prosecne krive odgovora SD
nisu bile paralelene, ve¢ su pokazivale razliCite obrasce promene izmedu temperaturnih
tretmana. Efekat populacije nije bio znacajan (obe P > 0,05), Sto znaci da se populacije nisu
razlikovale u vrednostima SD i SI. Nasuprot tome, rezultati ukazuju na znacajan uticaj sezone
na obe osobine: SD (P=0,0193) i SI (P <0,0001), Sto potvrduje postojanje unutar-godisnje
promene u vrednostima SD i SI (Tabela 4.1.5).
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Tabela 4.1.5. Rezultati analize varijanse ponovljenih meranja (ANOVAR) za SD i SI. Prikazani su stepeni slobode (df), prosek kvadrata odstupanja od srednje
vrednosti ispitivanih osobina (MS), F-vrednosti i statisticka znacajnost (P). Opis skracenica i jedinice dati su u Tabeli 3.3.1.

A. Izmedu subjekata sD .

[zvor variranja df MS F P df MS F P
Tretman (T) 1 222,34 1,66 0,2054 1 0,31 0,07 0,7899
Populacija (P) 1 2,89 0,02 0,8840 1 0,20 0,05 0,8314
TxP 1 0,84 0,01 0,9374 1 0,17 0,04 0,8463
Greska 40 134,16 40 4,37

B, Unutar subjekata

Izvor variranja df MS F P df MS F P
Sezona (S) 1 400,48 5,95 0,0193 1 143,41 35,74 <,0001
TxS 1 349,84 5,20 0,0280 1 1,86 0,46 0,4997
PxS 1 22,17 0,33 0,5693 1 1,81 0,45 0,5050
TxPxS 1 5,54 0,08 0,7756 1 0,03 0,01 0,9307
Greska 40 67,32 40 4,01

73



4.1.3. Analiza profila odgovora funkcionalnih i mehanistickih osobina lista
na poviSenu temperaturu

Da bi se utvrdilo da li postoji znacajna razlika izmedu prosecnih profila odgovora biljaka koje
su se razvijale pod razli¢itim temperaturnim uslovima, primenili smo multivarijatnu analizu sa
ponavljanjima (analizu profila)), MANOVAR. Rezultati MANOVAR za funkcionalne i
mehanisti¢ke osobine lista genotipova I. pumila iz dve prirodne populacije, koji su se ravijali
izvan i unutar OTC-a, tokom proleca i leta dve uzastopne godine prikazani su u Tabeli 4.1.6.
Prvo je testirano da li su krive prose¢nih odgovora bile paralelne. Test paralelizma procenjuje
da li postoji znacajna interakcija izmedu glavnih efekata unutar subjekta (godina, sezona) i
temperaturnog tretmana. Kao Sto se iz Tabele 4.1.6. moZe videti, verovatnoce F-vrednosti
Wilksovog A testa za procenu efekta svih interakcija nisu bile statisticki znacajne (P > 0,05) Sto
je potvrdilo nultu hipotezu da su prosecni profili odgovora SLA, LDMC, SLWC i LT biljaka koje
su se razvijaleizvan i unutar OTC-a bili paralelni tokom vremena. S obzirom na to da su prosecni
profili odgovora ove dve grupe bili paralelni za svaku proucavanu osobinu, testirano je da li su
profili bili na jednakim nivoima (tj. da nije bilo razlike izmedu grupa). Ova hipoteza je odbacena
posto je pokazano da je efekat tretmana za sve Cetiri ispitivane osobine lista bio statisticki
znacajan (SLA, P <0,0001; LDMC, P =0,0058; SLWC, P=0,0007;i LT, P=0,0002; Tabeli 4.1.6),
Sto ukazuje da su nivoi ove dve grupe (rameti koji su se razvijali izvan i unutar OTC-a) bili
znacajno razli¢iti. Rameti koji su se razvijali unutar OTC-a imali su znacajno vece vrednosti SLA,
a manje vrednosti LDMC, SLWC i LT u odnosu na ramete koji su se razvijali izvan OTC-a (Slike
4.1.1,4.1.2,4.1.3,4.1.4; Tabela 4.1.2). Analiza efekta populacije pokazala je da su prosecni profili
odgovora izmedu populacija bili isti za funkcionalne osobine lista, SLA i LDMC (obe P> 0,05) a
razlic¢iti za mehanisticke osobine lista, SLWC (P =0,0063) i LT (P=0,0092) (Tabeli 4.1.6).
Rezultati testiranja hipoteze o jednoliCnosti uglavnom su pokazali statisti¢cki znacajne
verovatnoce F-vrednosti Wilksovog A za efekte: sezonu i godinu. Tako su na primer, LDMC,
SLWC i LT promenile svoje profile odgovora tokom sezona (sve P <0,0001), a SLA i LDMC
tokom godina (P <0,0001 i P<0,0474, redom). Medutim, odredene osobine su pokazale isti
prosecan odgovor na temperaturno variranje i to: funkcionalna osobina SLA tokom sezona
(P =0,1558), a mehanisti¢ke osobine SLWC i LT tokom godina (P =0,73381 P =0,9927, redom)
(Tabela 4.1.6).

Jednofaktorske ANOVA-e (F-testovi) za svaki od kontrasta glavnih faktora unutar subjekta,
odnosno sezone i godine, pokazale su da je, kada se prosetno posmatraju oba tretmana, doslo
do znacajnih promena u svim analiziranim osobinama listova tokom vremena (znacajan glavni
efekat za sve ANOVA testove; Tabela 4.1.7). Znacajan efekat tretmana (P = 0,0169) dobijen je
isklju¢ivo za LT u drugoj godini, Sto ukazuje da se prosecni profil odgovora izmedu dve grupe
razlikovao jedino u drugoj godini ponovljenih merenja (Tabela 4.1.7).

Rezultati MANOVAR za kategorije funkcionalnih i mehanisti¢kih osobina lista genotipova
I. pumila iz dve prirodne populacije, koji su se razvijali izvan i unutar OTC-a, tokom proleca i
leta dve uzastopne godine prikazani su u Tabeli 4.1.8. Jasno se moZe uociti da verovatnoce F-
vrednosti Wilksovog A testa za procenu efekta svih interakcija (test paralelizma) nisu bile
statisticki znacajne (P > 0,05), Sto podrzava nultu hipotezu da su prosecni profili odgovora
kategorija funkcionalnih i mehanistickih osobina rameta koji su se razvijali izvan i unutar OTC-
a bili paralelni tokom vremena. Posto je hipoteza paralelizma prihvacena, testirano je da li su
profili bili na jednakim nivoima. Ova hipoteza je odbacena poSto je pokazano da je efekat
tretmana za obe kategorije osobine lista bio statisticki znacajan (funkcionalne, P =0,0032;
mehanisticke, P=0,0071; Tabela 4.1.8). Dobijeni rezultati ukazuju da su nivoi dve grupe
(rameta koji su se razvijali izvan i unutar OTC-a) bili znacajno razli¢iti. Rameti unutar OTC-a
imali su znacajno viSe vrednosti funkcionalnih, a niZe vrednosti mehanistickih osobina u
poredenju sa rametima izvan OTC-a (Slike 4.1.5. 1 4.1.6; Tabela 4.1.8). Analiza efekta populacije
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pokazala je da su prosecni profili odgovora izmedu populacija bili znacajno razliciti za
kategoriju funkcionalnih osobina lista (P = 0,0376) dok su za kategoriju mehanistickih osobina
bili marginalno znacajni (P=0,0613) (Tabela 4.1.8). Rezultati testiranja hipoteze o
jednoli¢nosti uglavnom su pokazali statisticki znaCajne efekte sezone i godine. Na primer,
prosecni profili odgovora kategorije funkcionalnih osobina razlikovali su se izmedu sezona (P
< 0,0001) i godina (P = 0,0009), dok su se prosecni profili odgovora kategorije mehanistickih
osobina razlikovali samo izmedu sezona (P < 0,0001) (Tabela 4.1.8).

Rezultati jednofaktorskih ANOVA za svaki od kontrasta glavnih intra-subjektnih faktora
(sezona i godina) pokazali su da su, posmatrano prose¢no za oba tretmana, u obe kategorije
osobina zabeleZene znacajne promene tokom vremena (Tabela 4.1.9). Nasuprot tome, efekat
tretmana nije bio statisticki znacajan ni za jednu kategoriju, Sto ukazuje da su prosecni profili
odgovora obe kategorije osobina, ostali paralelni tokom obe godine.
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Tabela 4.1.6. Rezultati multivarijatne analize sa ponavljanjima (analiza profila) anatomsko-morfoloskih osobina lista. Predstavljene su F-vrednosti Wilks- ovog
A testa uz stepene slobode (df) i statisticku znacajnost (P). Opis skracenica i jedinice dati su u Tabeli 3.3.1.

SLA LDMC SLWC LT
A.Izmedu subjekata
Izvor variranja df F P df F P df F P df F P
Populacija (P) 1 3,73  0,0569 1 0,00 09539 1 7,84 0,0063 1 7,10  0,0092
Tretman (T) 1 32,70 10,0001 1 8,02 0,0058 1 12,42 0,0007 1 15,44 0,0002
PxT 1 0,78 0,3786 1 0,08 0,7819 1 0,33  0,5680 1 0,15 0,6966
Greska 86 86 86 86
B. Unutar subjekata
Izvor variranja Wilks' A F df P Wilks' A F df P Wilks' A F df P Wilks' A F df P
Godina (G) 06749 4143 1/86 10,0001 0,9550 4,05 1/86 0,0474 0,9999 0,00 1/86 0,9927 0,9986 0,12 1/86 0,7338
Sezona (S) 0,9761 2,05 1/86  0,1558 0,1180 643,01 1/86 0,0001 0,1543 471,19 1/86 10,0001 0,2034 33686 1/86 0,0001
GxS 0,2075 32841 1/86 10,0001 0,0609 1326,2 1/86 0,0001 0,2506 257,17 1/86 0,0001 0,3792 140,88 1/86 0,0001
PxG 0,9236 7,12 1/86 10,0091 0,7980 21,77 1/86 0,0001 0,6906 3852 1/86 0,0001 0,6831 3990 1/86 10,0001
PxS 0,9546 4,09 1/86 10,0462 0,8939 10,21 1/86 10,0020 0,9996 0,04 1/86 0,8516 0,9996 0,04 1/86 0,8508
PxGxS 0,9919 0,70 1/86 0,4046 0,9597 3,61 1/86 0,0607 0,9562 3,94 1/86 0,0504 0,9507 4,46 1/86 0,0377
TxG 0,9843 1,38 1/86  0,2442 09726 2,42 1/86 0,1234 0,9903 0,85 1/86 0,3603 0,9910 0,78 1/86 0,3785
TxS 0,9900 0,87 1/86 0,3538 0,9972 0,24 1/86 0,6266 0,9812 1,64 1/86 0,2031 0,9585 3,73 1/86  0,0569
TxGxS 0,9999 0,01 1/86  0,9290 0,9860 1,22 1/86 10,2724 0,9947 0,46 1/86 0,5002 0,9710 2,57 1/86 0,1124
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Tabela 4.1.7. Analiza varijanse na svakom od Kontrasta faktora unutar-subjekata (sezone) anatomsko-morfoloskih osobina lista SLA, LDMC, SLWC i LT.

Predstavljene su F-vrednosti Wilks-ovog A testa uz stepene slobode (df) i statisticku znacajnost (P). Opis skracenica i jedinice dati su u Tabeli 3.3.1.

SLA LDMC SLWC LT

Izvor variranja

df F P df F P df F P df F P
Godina 1 Kontrast: prolece - leto
Srednja vrednost 1 162,03 <,0001 1 2509,31 <,0001 1 718,92 <,0001 1 448,63 <,0001
Tretman 1 0,70 0,4054 1 0,27 0,6045 1 0,13 0,7195 1 0,08 0,7784
Greska 88 88 88 88
Godina 2 Kontrast: prolece - leto
Srednja vrednost 1 100,70 <,0001 1 26,17 <,0001 1 234,75 <,0001 1 27,43 <,0001
Tretmant 1 0,13 0,7180 1 0,99 0,3225 1 2,04 0,1569 1 593 0,0169
Greska 88 88 88 88
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Tabela 4.1.8. Rezultati multivarijatne analize sa ponavljanjima (analiza profila) funkcionalnih i mehansitickih kategorija osobina lista. Predstavljene su F-
vrednosti Wilks-ovog A testa uz stepene slobode (df) i statisticku znacajnost (P).

A. Izmedu subjekata Funkcionalne osobine Mehanisticke osobine
[zvor variranja df F P df F P
Populacija (P) 1 446 0,0376 1 3,60 0,0613
Tretman (T) 1 9,22 0,0032 1 7,60 0,0071
PxT 1 0,11 0,7444 1 0,00 0,9833
Greska 86 86

B. Unutar subjekata

[zvor variranja Wilks' A F df P Wilks' A F df P
Godina (G) 0,8793 11,8 1/86 0,0009 0,9977 0,19 1/86 0,6600
Sezona (S) 0,2365 277,63 1/86 <,0001 0,2210 303,13 1/86 <,0001
GxS 0,4499 105,14 1/86 <,0001 0,3486 160,68 1/86 <,0001
PxG 0,7944 22,26 1/86 <,0001 08169 19,27 1/86 <,0001
PxS 09997 0,02 1/86 0,8789 09997 0,02 1/86 10,8750
PxGxS 09886 099 1/86 0,3219 0,9563 393 1/86 10,0506
TxG 09987 0,11 1/86 10,7381 09998 0,02 1/86 10,8872
TxS 09764 2,08 1/86 0,1531 0,9582 3,75 1/86 0,0526
TxGxS 0,9952 041 1/86 10,5212 0,9877 1,07 1/86 0,3038
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Tabela 4.1.9. Analiza varijanse na svakom od odabranih kontrasta faktora unutar-subjekata (sezona i godina) funkcionalnih i mehanistickih kategorije
osobina lista. Predstavljene su F-vrednosti Wilks-ovog A testa uz stepene slobode (df) i statisticku znacajnost (P).

Funkcionalne osobine Mehanisticke osobine
[zvor variranja

df F P df F P
Godina 1 Kontrast: prolece - leto
Srednja vrednost 1 391,98 <,0001 1 524,42 <,0001
Tretman 1 0,30 0,5827 1 0,42 0,5169
Greska 88 88
Godina 2 Kontrast: prolece - leto
Srednja vrednost 1 15,40 0,0002 1 7,54 0,0073
Tretman 1 1,81 0,1816 1 3,72 0,0571
Greska 88 88
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4.1.4. Fenotipski odgovori koli¢ine proteina toplotnog stresa u razlicitim
temperaturnim sredinama

Radi procene uticaja povecanja temperature na akumulaciju proteina toplotnog stresa
(Hsp101, Hsp70 i Hspl7.6), analizirani su ukupni celijski ekstrakti listova, metodom
semikvantitativnog Western blota. Uzorkovanje listova istih klonalnih genotipova I pumila iz
dve prirodne populacije, koje su se razvijale izvan i unutar OTC-a, izvrseno je jednom u svakoj
sezoni (prolece i leto) tokom dve uzastopne godine (2018.12019.). Na Slici 4.1.10. prikazani su
reprezentativni rezultati Western blot analize Hsp. U listovima rameta iz obe populacije u obe
temperaturne sredine, tokom celog eksperimentalnog perioda detektovana je po jedna
imunospecificna traka za Hsp101 i Hsp70, i dve trake razli¢itih molekulskih masa za Hsp17.6
(Slika 4.1.10). Dve detektovane izoforme Hsp17.6, ¢ije su molekulske mase iznosile 16.4 kDa i
14.1 kDa, u ovim istrazivanjima oznacene su kao Hsp17.6a i Hsp17.6b, redom.

Prose¢ne vrednosti (X) i odgovarajuce standardne greSke (SE) za relativnu Kkoli¢inu proteina

Hsp101 —> ——— T—— - —
HSp70 —> — o —— — e — —
Hspl7.6a —» . B — L m— —
Hsp17.6b —» —— . B e - t
IK Izvan Unutar | IK Izvan Unutar IK |lzvan Unutar| IK |Izvan Unutar
OTC-a OTC-a OTC-a OTC-a OTC-a OTC-a 0TC-a OTC-a
G1S1 G1S2 G2S1 G2S2
(Prolec¢e 2018) (Leto 2018) (Proleée 2019) (Leto 2019)

Slika 4.1.10. Relativna koli¢ina proteina toplotnog stresa u listovima I pumila u dve
temperaturne sredine tokom dve sezone i dve uzastopne godine.

Prikazane su imunospecifi¢ne trake Hsp101, Hsp70 i Hsp17.6 u listovima I pumila razvijenih izvan i
unutar OTC-a, tokom proleca i leta2018.1 2019. godine. Za Hsp101 i Hsp70 detektovana je po jedna
traka, dok su za Hsp17.6 detektovane dve izoforme, Hsp17.6a i Hsp17.6b. IK - interna kontrola;
G - godina; S - sezona.

toplotnog stresa (Hsp101, Hsp70, Hsp17.6a i Hsp17.6b) u listovima I pumila prikazane su u
Tabeli 4.1.10. Tokom celog ekperimentalnog perioda, u obe populacije, zabeleZene su viSe
prosecne koli€ine svih ispitivanih Hsp u rametima koji su se razvijali unutar OTC-a u odnosu na
ramete Kkoji su se razvijali izvan OTC-a (do 77 % za Hsp101, 18 % za Hsp70, 57 % za Hsp17.6a
181 % za Hsp17.6b). Pored toga, relativna kolicina svih Hsp u obe godine bila je visa tokom leta
u poredenju sa prolecem, nezavisno od temperaturnih uslova pod kojima su se biljke razvijale.
Takode, prosecne vrednosti svih analiziranih Hsp bile su viSe u rametima Populacije 1 nego u
rametima Populacije 2 (Tabeli 4.1.10).
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Tabela 4.1.10. Prosec¢ne vrednosti (X + SE) relativnih koli¢ina proteina toplotnog stresa u listovima klonalnih genotipova I. pumila iz dve prirodne
populacije u Deliblatskoj peSc¢ari (Populacija 1, n = 15 i Populacija 2, n = 15) ispoljene tokom dve sezone (prolece i leto) i dve uzastopne godine (2018. i
2019), izvan i unutar OTC-a. Opis skracenica i jedinice dati su u Tabeli 3.3.1.

Godina 1 Godina 2
Proteini toplotnog Prolece Leto Prolece Leto
stresa Izvan Unutar Izvan Unutar [zvan Unutar Izvan Unutar
OTC-a OTC-a OTC-a OTC-a OTC-a OTC-a OTC-a OTC-a
X SE X SE X SE X SE X SE X SE X SE X SE
Populacija
Hsp101 1,63 0,38 2,51 0,52 1,69 0,23 2,28 0,17 0,51 0,13 0,61 0,17 1,15 0,21 1,86 0,33
Hsp70 0,87 0,09 1,01 0,08 1,19 0,05 1,27 0,05 0,66 0,07 0,64 0,10 1,13 0,10 1,28 0,08
Hspl7.6a 0,43 0,09 0,70 0,15 1,65 0,22 2,16 0,26 0,18 0,07 0,11 0,03 1,40 0,20 1,93 0,24
Hspl7.6b 0,59 0,16 1,11 0,23 1,34 0,17 1,51 0,12 0,20 0,07 0,24 0,09 2,23 0,32 2,80 0,31
Populacija 2
Hsp101 0,35 0,09 0,44 0,12 1,59 0,29 1,82 0,37 0,30 0,14 0,16 0,09 1,02 0,18 1,97 0,49
Hsp70 0,81 0,08 0,82 0,09 0,96 0,07 1,00 0,08 0,42 0,08 0,39 0,08 1,13 0,08 1,38 0,14
Hspl7.6a 0,13 0,05 0,18 0,05 0,94 0,12 1,33 0,15 0,12 0,03 0,08 0,02 1,33 0,21 2,08 0,26
Hspl17.6b 0,12 0,05 0,18 0,07 0,54 0,11 0,74 0,12 0,13 0,05 0,15 0,09 1,66 0,29 2,67 0,35
Obe populacije
Hsp101 0,99 0,22 1,47 0,33 1,64 0,18 2,05 0,21 0,41 0,10 0,39 0,10 1,08 0,14 1,91 0,29
Hsp70 0,84 0,06 0,92 0,06 1,08 0,05 1,14 0,05 0,54 0,06 0,52 0,07 1,13 0,07 1,33 0,08
Hsp17.6a 0,28 0,06 0,44 0,09 1,30 0,14 1,74 0,16 0,15 0,04 0,09 0,02 1,37 0,14 2,00 0,18
Hspl17.6b 0,36 0,10 0,65 0,15 0,94 0,12 1,12 0,11 0,17 0,04 0,20 0,06 1,95 0,22 2,74 0,23
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Na Slikama 4.1.11, 4.1.12, 4.1.13. i 4.1.14. prikazane su norme reakcije relativnih koli¢ina Hsp
pojedinac¢nih genotipova I. pumila iz obe populacije, koji su se razvijali izvan i unutar OTC-a
tokom dve sezone i dve godine, kao i prosecne norme reakcije za svaku populaciju ponaosob i
za obe populacije zajedno. Prosetne norme reakcije bile su kose, Sto ukazuje na nacelnu
sposobnost genotipova da plasticno odgovore na promenu temperature prilagodavanjem nivoa
Hsp. Obrazac variranja bio je specifican za genotip i svaki od ispitivanih Hsp (Slike 4.1.11. (A.),
4.1.12. (A.), 4.1.13. (A.)) i 4.1.14. (A.)). Prosecne norme reakcije za Hsp101 i Hsp70 bile su
paralelene izmedu temperaturnih tretmana tokomobe eksperimentalne godine. Suprotno
tome, prosecne norme reakcije obe izoforme Hp17.6 bile su paralene izmedu proleca i leta
2018. godine (tj. vremenskih tacaka G1S1 i G1S2), konvergirale su u tacki G251 (prolec¢e 2019),
a divergirale u tacki G2S2 (leto 2019) (Slike 4.1.11. (C.), 4.1.12. (C.), 4.1.13. (C.) i 4.1.14. (C.)).

Nivoi normi reakcije bili su specifi¢ni za svaki analizirani Hsp i populaciju. Za sve Hsp vrednosti
su bile vise kod rameta koji su se razvijali unutar nego izvan OTC-ova U poredenju populacija,
rameti Populacije 1 pokazali su viSe nivoe prose¢nih normi reakcije u odnosu na ramete
Populacije 2 (Slike 4.1.11. (B.), 4.1.12. (B.), 4.1.13. (B.) i 4.1.14. (B.)); Tabela 4.1.10).

Oblik normi reakcije varirao je kroz vreme. Nivoi prose¢nih normi svih Hsp rasli su izmedu
prolecaileta u obe godine, dok je njihov oblik imao cik-cak obrazac u obe temperaturne sredine
(Slike 4.1.11. (C.), 4.1.12. (C.), 4.1.13. (C.) i 4.1.14. (C.)).

Procentualna zastupljenost relativne koliCine pojedinac¢nih izoformi Hsp1l7.6 u rametima
genotipova I pumila iz obe populacije, koji su se razvijali izvan i unutar OTC-a, tokom proleca i
leta dve uzastopne godine prikazana je na Slici 4.1.15. Procentualni udeo relativne koli¢ine obe
izoforme bio je slican izmedu rameta koji su se razvijali na izvan I unutar OTC-a. Tokom celog
ekeprimentalnog perioda, u oba temperaturna tretmana, udeo izoforme Hsp17.6b bio je ve(i
od udela izoforme Hsp17.6a, osim u leto 2018. godine, kada je uocen inverzan trend, tj. veci
udeo Hsp17.6a.

Procentualna zastupljenost relativne koli¢ine Hsp101, Hsp70 i Hsp17.6 prikazana je na Slici
4.1.16. Procentualni udeo relativne koli¢ine ovih proteina bio je slican izmedu rameta koji su se
razvijali na ambijentalnoj i poviSenoj temperaturi. Nezavisno od temperaturnog tretmana,
tokom proleca obe godine Hsp70 je bio najzastupljeniji protein toplotnog stresa. Tokom leta, u
oba temperaturna tretmana, udeo Hsp70 se smanjivao, dok su se udeli Hsp17.6 i Hsp101
povecavali, pri Cemu je Hsp17.6 postajao dominantni protein. Ovi obrasci ukazuju na izrazenu
sezonsku promenu u relativnoj koli¢ini Hsp.
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Slika 4.1.11. Sezonsko variranje relativne kolicine Hsp101 u listu I. pumila u dve temperaturne
sredine tokom dve uzastopne godine, in situ.

(A.) Prikazane su norme reakcije pojedinacnih genotipova I pumila iz dve prirodne populacije u
Deliblatskoj pescari (Populacija 1 - puna linija; Populacija 2 -isprekidana linija), koji su se razvijali izvan
(zeleno) i unutar (crveno) OTC-a, tokom dve sezone i dve uzastopne godine; (B.) Prosecne norme
reakcije za Populaciju 1 i Populaciju 2; (C.) Prosecne norme reakcije za obe populacije zajedno.
S - sezona; G - godina. Relativna koli¢ina Hsp101 izraZena je u arbitrarnim jedinicama (A]).
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Slika 4.1.12. Sezonsko variranje relativne koli¢ine Hsp70 u listu I pumila u dve temperaturne
sredine tokom dve uzastopne godine, in situ.

(A.) Prikazane su norme reakcije pojedinacnih genotipova I pumila iz dve prirodne populacije u
Deliblatskoj pescari (Populacija 1 - puna linija; Populacija 2 -isprekidana linija), koji su se razvijali izvan
(zeleno) i unutar (crveno) OTC-a, tokom dve sezone i dve uzastopne godine; (B.) Prosecne norme
reakcije za Populaciju 1 i Populaciju 2; (C.) Prosecne norme reakcije za obe populacije zajedno.
S - sezona; G - godina. Relativna koli¢ina Hsp70 izraZena je u arbitrarnim jedinicama (A]).
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Slika 4.1.13. Sezonsko variranje relativne koli¢ine izoforme Hsp17.6a u listu I pumila u dve
temperaturne sredine tokom dve uzastopne godine, in situ.

(A.) Prikazane su norme reakcije pojedinacnih genotipova I pumila iz dve prirodne populacije u
Deliblatskoj pescari (Populacija 1 - puna linija; Populacija 2 -isprekidana linija), koji su se razvijali izvan
(zeleno) i unutar (crveno) OTC-a, tokom dve sezone i dve uzastopne godine; (B.) Prosecne norme
reakcije za Populaciju 1 i Populaciju 2; (C.) Prosecne norme reakcije za obe populacije zajedno.
S - sezona; G - godina. Relativna kolicina Hsp17.6a izrazena je u arbitrarnim jedinicama (A]).
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Slika 4.1.14. Sezonsko variranje relativne koliCine izoforme Hsp17.6b u listu I pumila u dve
temperaturne sredine tokom dve uzastopne godine, in situ.

(A.) Prikazane su norme reakcije pojedinacnih genotipova I pumila iz dve prirodne populacije u
Deliblatskoj pescari (Populacija 1 - puna linija; Populacija 2 -isprekidana linija), koji su se razvijali izvan
(zeleno) i unutar (crveno) OTC-a, tokom dve sezone i dve uzastopne godine; (B.) Prosecne norme
reakcije za Populaciju 1 i Populaciju 2; (C.) Prosecne norme reakcije za obe populacije zajedno.
S - sezona; G - godina. Relativna kolicina Hsp17.6b izraZena je u arbitrarnim jedinicama (A]).
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Slika 4.1.15. Procentualni udeo izoformi Hsp17.6 u ukupnoj relativnoj koli¢ini Hsp17.6 u
listovima 1. pumila.

Prikazani su procentualni udeli izoformi Hsp17.6a i Hsp17.6b u ukupnoj relativnoj koli¢ini Hsp17.6
u listu I pumila u dve temperaturne sredine: (A.) izvan OTC-a i (B.) unutar OTC-a, tokom dve sezone
i dve uzastopne godine. 1 Hsp17.6a  Hsp17.6b. G - godina; S - sezona.
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Slika 4.1.4.7. Procentualni udeo Hsp101, Hsp70 i Hsp17.6 u ukupnoj relativnoj koli¢ini
proteina toplotnog stresa u listovima 1. pumila.

Prikazani su procentualni udeli Hsp101, Hsp70 i Hsp17.6 u ukupnoj relativnoj koli¢ini Hsp u listu
I pumila u dve temperaturne sredine: (A.) izvan OTC-a i (B.) unutar OTC-a, tokom dve sezone i dve
uzastopne godine. M Hsp101 M Hsp70 1 Hsp17.6. G - godina; S - sezona.

4.1.5. Analiza profila odgovora proteina toplotnog stresa na poviSenu
temperaturu

Rezultati MANOVAR za koli¢inu proteina toplotnog stresa genotipova . pumila iz dve prirodne
populacije koji su se razvijali izvan i unutar OTC-a tokom proleca i leta dve uzastopne godine
prikazani su u Tabeli 4.1.11. Testovi paralelizma nisu pokazali statisticki znacajne efekte
interakcija za Hsp101 i Hsp70 (P > 0,05), Sto potvrduje nultu hipotezu da su oblici prosecnih
krivih odgovora za Hsp101 i Hsp70 bili paralelni izmedu tretmana tokom celog posmatranog
vremenskog intervala. Nasuprot tome, znacajne interakcije efekta tretmana i unutar-subjekta
uoCene su za obe izoforme Hap17.6: Hspl7.6a (T x S, P=0,0119) i Hsp17.6b (T x G x S,
P =0,0121), sto ukazuje na to da prosecni oblici krivih odgovora izmedu tretmana nisu bili
paralelni (Tabela 4.1.11). Zbog toga nije bilo neophodno sprovesti preostala dva testa za
izoforme Hsp17.6. Za Hsp101 i Hsp70 dodatno je ispitano da li su profili odgovora bili na istom
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nivou. Efekat tretmana bio je znacajan i za Hsp101 (P =0,0109) i za Hsp70 (P = 0,0433), Sto
ukazuje da su se prosecne vrednosti ovih proteina razlikovale izmedu temperaturnih sredina.
Tokom citavog perioda istrazivanja, rameti koji su se razvijali unutar OTC-a generalno su imali
vecu koli¢inu Hsp101 i Hsp70 u odnosu na ramete koji su se razvijali izvan OTC-a. Analiza
efekata populacije pokazala je da su se prosecni profili odgovora razlikovali izmedu populacija
za sve ispitivane Hsp (Hsp101, P = 0,0008; Hsp70, P = 0,0005; Hsp17.6a, P = 0,0021; Hsp17,6b,
P <0,0001). Testiranja hipoteze o jednolicnosti ukazalo je na statisticki znacajne F-vrednosti
Wilksovog A testa za glavne efekte sezone i godine. Profili odgovora Hsp101 i Hsp70 menjali su
se tokom sezona (obe P < 0,0001) i godina (Hsp101, P<0,0001; Hsp70, P=0,0063) (Tabela
4.1.11).

Jednofaktorske ANOVA-e za svaki od kontrasta glavnih faktora unutar subjekta, odnosno
sezone i godine, pokazale su da je, kada se prosetno posmatraju oba tretmana, doslo do
znacajnih promena u koli¢ini Hsp101 i Hsp70 tokom vremena (Tabela 4.1.12). Znacajan efekat
tretmana (P =0,0190) dobijen je isklju¢ivo za Hsp101, Sto ukazuje da se prosec¢ni profil
odgovora izmedu dve grupe razlikovao jedino u drugoj godini ponovljenih merenja (Tabela
4.1.12). Posto je za obe izofome Hsp17.6 odbacCena hipoteza paralelizma usled utvrdene
znacajne interakcije izmedu efekata unutar subjekata (sezona i godina) i tretmana, nije bilo
moguce primeniti testove nivoa i jednoli¢nosti koji pretpostavljaju paralelne profile odgovora.
Stoga su sprovedene dodatne analize unapred definisanih kontrasta: izmedu subjekata (razlike
izmedu tretmana u svakoj vremenskoj tacki) i unutar subjekata (razlike izmedu sezona unutar
svakog temperaturnog tretmana), kako bi se pojedinacno ispitali efekati i izbegla njihova
interakcija. Rezultati kontrasta izmedu subjekata pokazali su da je efekat tretmana za Hsp17.6a
bio statisticki znacajan tokom leta (2018. godina, P = 0,0413, 2019. godina, P = 0,0067), dok je
za Hsp17.6b znacajna razlika izmedu tretmana utvrdena iskljuc¢ivo u leto 2019. godine
(P=0,0155) (Tabela 4.1.13). Ovi rezultati ukazuju da je razlika u koli¢ini izoformi Hsp17.6
izmedu temperaturnih tretmana bila izraZenija tokom stresnijeg perioda godine- leta. Rezultati
kontrasta unutar subjekata pokazali su da su prosecne vrednosti obe izoforme znacajano
varirale izmedu sezona u oba temperaturna tretmana (Tabela 4.1.14). Ekspresija obe izoforme
Hsp17.6 povecavala se od proleca ka letu (negativne Est. vrednosti), i to u oba tretmana i obe
godine istrazivanja. Za Hsp17.6a, sve razlike bile su visoko znacajne (P < 0,0001), pri ¢emu su
procenjene sezonske razlike (Est. vrednosti) iznosile od -1,0 do -1,2 izvan OTC-a,i od -1,3 do -
1,9 unutar OTC-a, u zavisnosti od godine. Za Hsp17.6b, sezonske promene su tokom prve godine
bile manje izrazene (Est.=-0,48, P=0,0040 i Est.=-0,59, P=0,0184, za ambijentalnu i
poviSenu temperaturu, redom), dok su u drugoj godini bile znatno izraZenije (Est.=-1,78 i
Est. =-2,54; obe P < 0,0001, na ambijentalnoj i poviSenoj temperaturi, redom) (Tabela 4.1.14).
Najveci sezonski porast koli¢ine Hsp17.6 zabeleZen je za izoformu Hsp17.6b unutar OTC-a u
2019. godini (Est. =-2,54; P < 0,0001).
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Tabela 4.1.11. Rezultati multivarijatne analize sa ponavljanjima (analiza profila) relativnih koli¢ina proteina toplotnog stresa. Predstavljene su F-vrednosti

Wilks-ovog A testa uz stepene slobode (df) i statisticku znacajnost (P). Opis skracenica i jedinice dati su u Tabeli 3.3.1.

A. Izmedu subjekata Hsp101 Hsp70 Hsp17.6a Hsp17.6b

Izvor variranja df F P df F P df F P df F P
Populacija (P) 1 12,48 0,0008 1 13,64 0,0005 1 10,39 10,0021 1 21,81 <,0001
Tretman (T) 1 6,94 0,0109 1 4,28 0,0433 1 10,43 0,0021 1 10,00 10,0025
PxT 1 0,77  0,3827 1 0,08 0,7796 1 0,01  0,9045 1 0,00 0,9830
Gregka 56 56 56 56

B. Unutar subjekata

[zvor variranja Wilks' A F df P Wilks' A F df P Wilks' A F df P Wilks' A F df P
Godina (G) 0,7141 22,43 1/56 <,0001 0,8742 8,06 1/56 0,0063 0,9941 0,33 1/56  0,5652 0,6591 2896 1/56 <,0001
Sezona (8) 0,5625 43,56 1/56 <,0001 0,2636 156,48 1/56 <,0001 0,2112 209,17 1/56 <,0001 0,2411 176,28 1/56 <,0001
GxS 0,9467 316 1/56 0,0811 0,7370 19,99 1/56 <,0001 0,8383 10,80 1/56 0,0018 0,3718 94,61 1/56 <,0001
PxG 0,8415 10,55 1/56 0,0020 0,9769 1,32 1/56  0,2546 0,7230 21,46 1/56 <,0001 0,8712 8,28 1/56 0,0057
PxS 0,8358 11,00 1/56 0,0016 0,9779 1,27 1/56 0,2651 0,9909 0,51 1/56 0,4774 0,9862 0,78 1/56 0,3801
PxGxS 0,9371 376 1/56 0,0575 0,9307 4,17 1/56 0,0458 0,9445 3,29 1/56 0,0751 0,9952 0,27 1/56 0,6051
TxG 09996 0,02 1/56 0,8750 0,9990 0,06 1/56 0,8137 0,9996 0,02 1/56  0,8829 0,9846 0,87 1/56  0,3541
TxS 0,9612 226 1/56 0,1384 0,9670 1,91 1/56 0,1720 0,8923 6,76 1/56 0,0119 0,9555 2,61 1/56 0,1121
TxGxS 0,9533 2,74 1/56 0,1032 0,9767 1,33 1/56  0,2530 0,9518 2,84 1/56  0,0976 0,8927 6,73 1/56 0,0121
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Tabela 4.1.12. Analiza varijanse na svakom od odabranih kontrasta faktora unutar-subjekata (sezona i
godina) za Hsp70 i Hsp101. Predstavljene su F-vrednosti Wilks-ovog A testa, uz stepene slobode (df) i
statisti¢ku znacajnost (P). Opis skracenica i jedinice dati su u Tabeli 3.3.1.

Hsp101 Hsp70

Izvor variranja

df F P df F P
Godina 1 Kontrast: prolece - leto
Srednja vrednost 1 7,86 0,0069 1 16,33 0,0002
Tretman 1 0,02 0,8806 1 0,03 0,8695
Greska 58 58
Godina 2 Kontrast: prolece - leto
Srednja vrednost 1 39,44 <,0001 1 92,95 <,0001
Tretman 1 5,82 0,0190 1 2,39 0,1278
Greska 58 58

Tabela 4.1.13. Rezultati kontrasta faktora izmedu-subjekata (tretmana) u svakoj vremenskoj tacki
(godina i sezona) za Hsp17,6a i Hspl17,6b. Predstavljene su vrednosti procene razlika Est. (engl.
Estimate), standardna greska (SE), t vrednost i statisticka znacajnost (P) dobijene t-testom kontrasta.
Opis skracenica i jedinice dati su u Tabeli 3.3.1.

Hsp17.6a Hsp17.6b
Izvor variranja
Est. SE t P Est. SE t P
Kontrast: izvan OTC-a - unutar OTC-a

G1S1 0,1648 0,11 1,53 0,1307 0,2910 0,17 1,69 0,0973
G1S2 0,4484 0,22 2,09 0,0413 0,1841 0,17 1,12 0,2686
G2S1 -0,0594 0,04 -1,40 0,1665 0,0284 0,07 0,39 0,6996
G2S2 0,6350 0,23 2,81 0,0067 0,7904 0,32 2,49 0,0155
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Tabela 4.1.14. Rezultati kontrasta faktora unutar-subjekata (godina, sezona) za svaki tretman za
Hspl7.6a i Hsp17.6b. Predstavljene su vrednosti procene razlika Est. (engl. Estimate), standardna
greska (SE), t vrednost i statisticka znacajnost (P) dobijene t-testom kontrasta. Opis skracenicaijedinice
dati su u Tabeli 3.3.1.

Hsp17.6a Hsp17.6b
Izvor variranja
Est. SE t p Est. SE t P

Izvan OTC-a Kontrast: prolece-leto

Godinal -1,0179 0,17 -6,13  <,0001 -0,5859 0,20 -290 0,0040
Godina2 -1,2131 0,17 -7,30  <,0001 -1,7802 0,20 -8,82 <,0001
Unutar OTC-a Kontrast: prolece-leto

Godinal -1,3015 0,17 -7,83 <,0001 -0,4789 0,20 -2,37 0,0184
Godina2 -1,9075 0,17 -11,48 <,0001 -2,5421 0,20 -12,60 <,0001

4.1.6. Fenotipski odgovori koli¢ine antioksidativnih enzima u razlicitim
temperaturnim sredinama

U cilju ispitivanja uticaja poviSene temperature na koli¢inu antioksidativnih enzima (CAT, APX,
MnSOD i Cu/ZnSOD), analizirani su ukupni Celijski ekstrakti listova I pumila metodom
semikvantitativnhog Western blota. Uzorci listova istih klonalnih genotipova I pumila iz dve
prirodne populacije, koji su se razvijali izvan i unutar OTC-a, prikupljani su sezonski (prolece i
leto) tokom dve uzastopne godine (2018.12019.). Na Slici 4.1.17. prikazani su reprezentativni
rezultati Western blot analize za svaki od analiziranih antioksidativnih enzima. U listovima
rameta iz obe temperaturne sredine, u obe sezone i tokom obe godine, detektovana je po jedna
imunospecifi¢na traka za CAT i MnSOD, dve trake za APX, kao i tri trake razlicite molekulske
mase za Cu/ZnSOD (Sliak 4.1.17). U ovim istraZivanjima, identifikovane izoforme APX oznacene
su kao APXa (izoforma vece molekulske mase) i APXb (izoforma manje molekulske mase), dok
su izoforme Cu/ZnSOD obelezene kao Cu/ZnSODa, Cu/ZnSODb i Cu/ZnSODc, pri ¢emu
Cu/ZnSODa predstavlja izoformu najvece, a Cu/ZnSODc najmanje molekulske mase.

U Tabeli 4.1.15. prikazane su prosecne vrednosti (X) i odgovarajuce standardne greske (SE) za
relativnu koli¢inu antioksidativnih enzima: CAT, APXa, APXb, MnSOD, Cu/ZnSODa, Cu/ZnSODb,
Cu/ZnSODc u listovima rameta . pumila. Analiza dobijenih rezultata pokazala je da se prosecne
vrednosti svih ispitivanih antioksidativnih enzima nisu znacajno razlikovale izmedu rameta
koji su se razvijali unutar OTC-a i onih koji su se razvijali izvan njih. Ipak, uocene su razlike
izmedu populacija. Za vecinu antioksidativnih enzima prosecne vrednosti bile viSe u rametima
Populacije 1 u poredenju sa rametima Populacije 2. Izuzetak je predstavljao enzim Cu/ZnSODc,
Cije su prosecne vrednosti bile ve¢e kod rameta Populacije 2 u odnosu na Populaciju 1, dok se
vrednosti za Cu/ZnSODa nisu razlikovale izmedu populacija (Tabeli 4.1.15).
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Slika 4.1.17. Relativne koli¢ine antioksidativnih enzima CAT, MnSOD, APX i Cu/ZnSOD u listovima
L. pumila u dve temperaturne sredine tokom dve sezone i dve uzastopne godine.

Prikazane su imunospecificne trake CAT, MnSOD, APX i Cu/ZnSOD kod rameta I pumila razvijenih izvan i
unutar OTC-a, tokom prolecaileta 2018.i 2019. godine. Za CAT i MnSOD detektovana je po jedna traka, za
APX dve izoforme, APXa i APXb, a za Cu/ZnSOD tri izoforme, Cu/ZnSODa, Cu/ZnSODb i Cu/ZnSODc. IK -
interna kontrola; G - godina; S - sezona.

Na Slikama 4.1.18, 4.1.19, 4.1.20, 4.1.21, 4.1.22, 4.1.23. i 4.1.24. prikazane su norme rekacije
antioksidativnih enzima pojedinacnih genotipova I. pumila iz obe populacije, koji su se razvijali
izvan i unutar OTC-a tokom dve sezone i dve godine. Takode su prikazane prose¢ne norme
reakcije za svaku populaciju ponaosob, kao i prosecne norme reakcije za obe populacije
objedinjeno. Uporedna analiza pokazala je da su izmedu temperaturnih sredina prosecne
norme reakcije gotovo svih ispitivanih antioksidativnih enzima bile paralelne tokom
celokupnog eksperimentalnog perioda (Tabela 4.1.16). [zuzetak je predstavljala izoforma APXb
¢ije su prosetne norme reakcija divergirale u tacki G1S2, a zatim se ukrstale izmedu tacaka
G1S2 i G2S1, kao i izmedu tacaka G2S1 i G2S2 (Slika 4.1.20. (C.)).

Nivo norme reakcije bio je specifican za svaki antioksidativni enzim i za svaku populaciju. Nivoi
prosecnih normi reakcije za sve ispitivane antioksidativne enzime bili su sli¢ni izmedu dva
temperaturna tretmana. Medutim, uocene su razlike izmedu populacija u nivoima prosecnih
normi reakcija za sve analizirane enzime osim za izoformu Cu/ZnSODa (Tabela 4.1.16.). Nivoi
prosec¢nih normi reakcije za CAT, APXa, APXb, MnSOD i Cu/ZnSODb, bili su visi kod rameta
Populacije 1 u poredenju sa rametima Populacije 2, dok su nivoi prose¢nih normi reakcija za
Cu/ZnSO0Dc, bili visi kod rameta Populacije 2 u odnosu na Populaciju 1 (Slike 4.1.18. (B.), 4.1.19.
(B.), 4.1.20. (B.), 4.1.21. (B.), 4.1.22. (B.), 4.1.23. (B.) i 4.1.24. (B.); Tabela 4.1.15).

92



Oblik norme reakcije varirao je u zavisnosti od antioksidativnog enzima, njegove izoforme i
vremenskog intervala. Tako su, na primer, nivoi prosecnih normi reakcija za APXa, APXb,
MnSOD, Cu/ZnSODa i Cu/ZnSODb rasli izmedu proleca i leta prve godine. U drugoj godini
zabeleZen je rast nivoa prosecnih normi reakcije za APXb, MnSOD i Cu/ZnSODb izmedu proleca
i leta, dok su vrednosti za APXa i Cu/ZnSODa opadale. Nivoi prose¢nih normi reakcija za CAT i
Cu/ZnSODc opadali su izmedu proleca i leta prve godine, dok su u drugoj godini rasli za CAT, a
nastavili da opadaju za Cu/ZnSODc. Takode, oblik prose¢nih normi reakcije pokazao je
dinami¢ne promene tokom vremena: konkavan oblik za CAT, konveksan za APXa i Cu/ZnSODa,
dok su APXb, MnSOD i Cu/ZnSODc ispoljili cik-cak obrazac u obe temperaturne sredine (Slike
4.1.18.(C), 4.1.19. (C.), 4.1.20. (C.), 4.1.21. (C.), 4.1.22. (C.), 4.1.23. (C.) i 4.1.24. (C.)).

Procentualna zastupljenost relativne koli¢ine izoformi APX u rametima genotipova I. pumila iz
obe populacije, koji su se razvijali izvan i unutar OTC-a, tokom proleca i leta dve uzastopne
godine, prikazana je na Slici 4.1.25. Procentualni udeo relativne koli¢ine ove dve izoforme bio
je slican izmedu rameta koji su se razvijali izvan i unutar OTC-a. Tokom ¢itavog posmatranog
perioda, bez obzira na temperaturni tretman, izoforma APXb bila je zastupljenija od izoforme
APXa. Jedini izuzetak zabeleZen je u prole¢e druge godine, kada je uocen inverzan obrazac
zastupljenosti ovih izoformi.

Na Slici 4.1.26. prikazana je procentualna zastupljenost relativne koli¢ine tri izoforme
Cu/ZnSOD. Udeo sve tri izoforme u ukupnoj kolicini bio je slican izmedu rameta koji su se
razvijali izvan OTC-a i onih unutar OTC-a. Tokom celog perioda istraZivanja najzastupljenija je
bila izoforma Cu/ZnSODa, dok je Cu/ZnSODc imala najmanju zastupljenost. Za Cu/ZnSODc je
uoceno povecanje procentualnog udela tokom letnje sezone obe godine.

Procentualna zastupljenost relativne koli¢cine Cu/ZnSOD i MnSOD u ukupnoj koli¢ini SOD bila
je slicna izmedu rameta koji su se razvijali izvan i unutar OTC-a (Slika 4.1.27.). Bez obzira na
tretman, sezonu i godinu, Cu/ZnSOD je bio znatno zastupljeniji od MnSOD. Ipak, tokom letnjih
sezona primecen je blagi porast procentualnog udela MnSOD, narocito u 2019. godini.

Slika 4.1.28. prikazuje procentualnu zastupljenost relativne koli¢ine svih analiziranih
antioksidativnih enzima. Udeo ova Cetiri enzima bio je slian u rametima koji su se
razvijaliizvan I unutar OTC-a. Iako je zastupljenost enzima bila specificna za svaku vremensku
tacku, nije uoCena doslednost u obrascima ni u odnosu na sezonu ni u odnosu na godinu.
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Tabela 4.1.15. Prose¢ne vrednosti (X = SE) relativne koli¢ine antioksidativnih enzima u listovima klonalnih genotipova I. pumila iz dve prirodne populacije u
Deliblatskoj peScari (Populacija 1,n = 15i Populacija 2, n = 15), tokom dve sezone (prolece i leto) i dve uzastopne godine (2018.12019). Opis skracenicaijedinice
dati su u Tabeli 3.3.1.

Godina 1 Godina 2

Antioksidativni Prolece Leto Prolece Leto
enzimi [zvan Unutar [zvan Unutar Izvan Unutar [zvan Unutar

OTC-a OTC-a OTC-a OTC-a OTC-a OTC-a OTC-a OTC-a
Populacija 1 X SE X SE X SE X SE X SE X SE X SE X SE
CAT 1,69 0,16 1,68 0,19 0,89 0,17 0,81 0,15 1,22 0,17 1,63 0,22 1,59 0,30 1,77 0,30
APXa 0,84 0,14 0,88 0,11 0,92 0,11 1,03 0,11 1,22 0,10 1,48 0,12 1,32 0,10 1,33 0,13
APXb 1,07 0,06 1,01 0,06 1,13 0,05 1,19 0,06 0,93 0,05 0,88 0,04 1,41 0,08 1,47 0,10
MnSOD 1,09 0,07 1,02 0,06 1,17 0,06 1,19 0,06 1,01 0,10 0,97 0,09 1,26 0,05 1,20 0,09
Cu/ZnSODa 0,94 0,13 1,03 0,14 1,13 0,15 1,05 0,10 0,94 0,06 1,17 0,10 1,21 0,14 1,21 0,13
Cu/ZnSODb 0,75 0,10 1,01 0,14 0,79 0,07 0,81 0,10 0,96 0,09 1,12 0,13 1,55 0,10 1,69 0,17
Cu/ZnSODc 0,84 0,10 1,01 0,15 0,42 0,04 0,38 0,06 1,45 0,11 1,62 0,16 0,55 0,05 0,55 0,07
Populacija 2
CAT 1,12 0,10 1,41 0,11 0,48 0,08 0,66 0,09 1,06 0,10 1,18 0,12 1,12 0,17 1,37 0,25
APXa 0,76 0,06 0,61 0,05 0,79 0,08 0,90 0,15 1,08 0,11 1,18 0,10 1,20 0,08 1,25 0,10
APXb 0,97 0,04 0,99 0,04 0,98 0,06 1,04 0,09 0,76 0,07 0,64 0,07 1,20 0,09 1,31 0,11
MnSOD 0,85 0,07 0,90 0,09 0,77 0,05 0,83 0,09 0,51 0,06 0,52 0,06 1,38 0,08 1,45 0,10
Cu/ZnSODa 0,79 0,13 0,70 0,14 1,12 0,14 1,16 0,15 1,58 0,14 1,58 0,12 1,37 0,17 1,28 0,10
Cu/ZnSODb 0,36 0,07 0,41 0,10 0,65 0,12 0,59 0,10 1,13 0,16 0,96 0,12 1,08 0,13 1,06 0,12
Cu/ZnSODc 0,64 0,09 0,73 0,12 0,35 0,08 0,39 0,10 2,44 0,37 2,11 0,25 0,70 0,10 0,78 0,10
Obe populacije
CAT 1,40 0,11 1,54 0,11 0,69 0,10 0,73 0,09 1,14 0,10 1,41 0,13 1,35 0,18 1,57 0,20
APXa 0,80 0,08 0,74 0,06 0,85 0,07 0,96 0,09 1,15 0,07 1,33 0,08 1,26 0,06 1,29 0,08
APXb 1,02 0,04 1,00 0,04 1,06 0,04 1,12 0,06 0,85 0,04 0,76 0,05 1,30 0,06 1,39 0,07
MnSOD 0,97 0,05 0,96 0,05 0,97 0,05 1,01 0,06 0,76 0,07 0,75 0,07 1,32 0,05 1,33 0,07
Cu/ZnSODa 0,86 0,09 0,86 0,10 1,13 0,10 1,10 0,09 1,26 0,10 1,37 0,08 1,29 0,11 1,24 0,08
Cu/ZnSODb 0,56 0,07 0,71 0,10 0,72 0,07 0,70 0,07 1,05 0,09 1,04 0,09 1,32 0,09 1,38 0,12
Cu/ZnSODc 0,74 0,07 0,87 0,10 0,38 0,05 0,39 0,06 1,94 0,21 1,87 0,15 0,62 0,06 0,67 0,06
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Slika 4.1.18. Sezonsko variranje relativne koli¢ine CAT u listu I pumila u dve temperaturne
sredine tokom dve uzastopne godine, in situ.

(A.) Prikazane su norme reakcije pojedinacnih genotipova I pumila iz dve prirodne populacije u
Deliblatskoj pescari (Populacija 1 - puna linija; Populacija 2 -isprekidana linija), koji su se razvijali izvan
(zeleno) i unutar (crveno) OTC-a, tokom dve sezone i dve uzastopne godine; (B.) ProseCne norme
reakcije za Populaciju 1 i Populaciju 2; (C.) Prosecne norme reakcije za obe populacije zajedno.
S - sezona; G - godina. Relativna kolicina CAT izrazZena je u arbitrarnim jedinicama (A]).
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Slika 4.1.19. Sezonsko variranje relativne KkoliCine izoforme APXa u listu I pumila u dve
temperaturne sredine tokom dve uzastopne godine, in situ.

(A.) Prikazane su norme reakcije pojedinacnih genotipova I pumila iz dve prirodne populacije u
Deliblatskoj pescari (Populacija 1 - puna linija; Populacija 2 -isprekidana linija), koji su se razvijali izvan
(zeleno) i unutar (crveno) OTC-a, tokom dve sezone i dve uzastopne godine; (B.) Prosetne norme
reakcije za Populaciju 1 i Populaciju 2; (C.) Prosecne norme reakcije za obe populacije zajedno.
S - sezona; G - godina. Relativna koli¢ina APXa izraZena je u arbitrarnim jedinicama (A]).
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Slika 4.1.20. Sezonsko variranje relativne koli¢ine izoforme APXb u listu I pumila u dve
temperaturne sredine tokom dve uzastopne godine, in situ.

(A.) Prikazane su norme reakcije pojedinacnih genotipova I pumila iz dve prirodne populacije u
Deliblatskoj pescari (Populacija 1 - puna linija; Populacija 2 -isprekidana linija), koji su se razvijali izvan
(zeleno) i unutar (crveno) OTC-a, tokom dve sezone i dve uzastopne godine; (B.) Prosecne norme
reakcije za Populaciju 1 i Populaciju 2; (C.) Prosecne norme reakcije za obe populacije zajedno.
S - sezona; G - godina. Relativna kolicina APXb izraZena je u arbitrarnim jedinicama (A]).
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Slika 4.1.21. Sezonsko variranje relativne koli¢cine MnSOD u listu I. pumila u dve temperaturne
sredine tokom dve uzastopne godine, in situ.

(A.) Prikazane su norme reakcije pojedina¢nih genotipova I pumila iz dve prirodne populacije u
Deliblatskoj pescari (Populacija 1 - puna linija; Populacija 2 -isprekidana linija), koji su se razvijali izvan
(zeleno) i unutar (crveno) OTC-a, tokom dve sezone i dve uzastopne godine; (B.) Prosecne norme
reakcije za Populaciju 1 i Populaciju 2; (C.) Prosecne norme reakcije za obe populacije zajedno.
S - sezona; G - godina. Relativna koli¢cina MnSOD izraZena je u arbitrarnim jedinicama (A]).
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Slika 4.1.22. Sezonsko variranje relativne koli¢ine izoforme Cu/Zn SODa u listu I pumila u dve
temperaturne sredine tokom dve uzastopne godine, in situ.

(A.) Prikazane su norme reakcije pojedinacnih genotipova I pumila iz dve prirodne populacije u
Deliblatskoj pescari (Populacija 1 - puna linija; Populacija 2 -isprekidana linija), koji su se razvijali izvan
(zeleno) i unutar (crveno) OTC-a, tokom dve sezone i dve uzastopne godine; (B.) Prosecne norme
reakcije za Populaciju 1 i Populaciju 2; (C.) Prosecne norme reakcije za obe populacije zajedno.
S - sezona; G - godina. Relativna koli¢ina Cu/ZnSODa izraZena je u arbitrarnim jedinicama (A]).
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Slika 4.1.23. Sezonsko variranje relativne koli¢ine izoforme Cu/Zn SODDb u listu I pumila u dve
temperaturne sredine tokom dve uzastopne godine, in situ.

(A.) Prikazane su norme reakcije pojedinacnih genotipova I pumila iz dve prirodne populacije u
Deliblatskoj pescari (Populacija 1 - puna linija; Populacija 2 -isprekidana linija), koji su se razvijali izvan
(zeleno) i unutar (crveno) OTC-a, tokom dve sezone i dve uzastopne godine; (B.) Prosecne norme
reakcije za Populaciju 1 i Populaciju 2; (C.) Prosecne norme reakcije za obe populacije zajedno.
S - sezona; G - godina. Relativna koli¢ina Cu/ZnSODD izrazena je u arbitrarnim jedinicama (A]).
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Slika 4.1.24. Sezonsko variranje relativne koli¢ine izoforme Cu/Zn SODc u listu I. pumila u dve
temperaturne sredine tokom dve uzastopne godine, in situ.

(A.) Prikazane su norme reakcije pojedinacnih genotipova I pumila iz dve prirodne populacije u
Deliblatskoj pescari (Populacija 1 - puna linija; Populacija 2 -isprekidana linija), koji su se razvijali izvan
(zeleno) i unutar (crveno) OTC-a, tokom dve sezone i dve uzastopne godine; (B.) Prosecne norme
reakcije za Populaciju 1 i Populaciju 2; (C.) Prosecne norme reakcije za obe populacije zajedno.
S - sezona; G - godina. Relativna koli¢ina Cu/ZnSODc izrazena je u arbitrarnim jedinicama (A]).
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Slika 4.1.25. Procentualni udeo izoformi APX u ukupnoj relativnoj koli¢ini APX u listovima
L. pumila.
Prikazani su procentualni udeli izoformi APXa i APXb u ukupnoj relativnoj koli¢ini APX u listu

I pumila u dve temperaturne sredine: (A.) izvan OTC-a i (B.) unutar OTC-a, tokom dve sezone i dve
uzastopne godine. l APXa B APXb. G - godina; S - sezona.

100%-+ ]
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Cu/ZnSOD (%)

Slika 4.1.26. Procentualni udeo izoformi Cu/ZnSOD u ukupnoj relativnoj koli¢ini Cu/ZnSOD u
listovima I pumila.
Prikazani su procentualni udeli izoformi Cu/ZnSODa, Cu/ZnSODb i Cu/ZnSODc u ukupnoj relativnoj

koli¢ini Cu/ZnSOD u listu I. pumila u dve temperaturne sredine: (A.) izvan OTC-a i (B.) unutar OTC-
a, tokom dve sezone i dve uzastopne godine. M Cu/ZnSODa M Cu/ZnSODb = CuZnSODc. G - godina;

S - sezona.
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Slika 4.1.27. Procentualni udeo izoformi Cu/ZnSOD i MnSOD u ukupnoj relativnoj koli¢ini SOD
u listovima L. pumila.

Prikazani su procentualni udeli Cu/ZnSOD i MnSOD u ukupnoj relativnoj koli¢ini SOD u listu I. pumila
u dve temperaturne sredine: (A.) izvan OTC-a i (B.) unutar OTC-a, tokom dve sezone i dve uzastopne
godine. ™ Cu/ZnSOD M MnSOD. G - godina; S - sezona.
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Slika 4.1.28. Procentualni udeo pojedinacnih antioksidativnih enzima u njihovoj ukupnoj
relativnoj koli€ini u listovima I. pumila.

Prikazani su procentualni udeli Cu/ZnSOD, MnSOD, CAT i APX u ukupnoj relativnoj koli¢ini
antioksidativnih enzima u listu I. pumila u dve temperaturne sredine: (A.) izvan OTC-a i (B.) unutar
OTC-a, tokom dve sezone i dve uzastopne godine G. ¥ Cu/ZnSOD M MnSOD ' CAT M APX. G - godina;

S - sezona.

4.1.7. Analiza profila odgovora antioksidativnih enzima na poviSenu
temperaturu

Rezultati MANOVAR za koli¢ine antioksidativnih enzima u listovima genotipova I. pumila iz dve

prirodne populacije, koji su se razvijali izvan i unutar OTC-a, tokom prolec¢a i leta u periodu od

dve uzastopne godine prikazani su u Tabelama 4.1.16 i 4.1.17. Za vecinu antioksidativnih

enzima nisu utvrdeni statisticki znacajni efekti interakcija (Tabele 4.1.16 i 4.1.17) Sto ukazuje

na to da su prosecni profili odgovora rameta koji su se razvijali izvan i unutar OTC-a bili

paralelni tokom vremena. Jedini izuzetak predstavljala je izoforma APXb, ciji profili odgovora
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nisu bili paralelni izmedu temepraturnih tretmana (P = 0,0306) (Tabela 4.1.16), zbog cega nije
bilo neophodno sprovesti dodatne testove za ovu izoformu. Efekat temperaturnog tretmana
nije bio znacajan ni za jedan od preostalih ispitivanih antioksidativnih enzima (sve P > 0,05),
Sto ukazuje da su prosecne vrednosti CAT, APXa, MnSOD, Cu/ZnSODa, Cu/ZnSODb i Cu/ZnSODc
bile slicne kod rameta koji su se razvijali u razli€itim temperaturnim sredinama. Nasuprot tome,
efekat populacije bio je znacajan za sve enzime osim za Cu/ZnSODa (P = 0,1985; Tabele 4.1.16
i 4.1.17), sto potvrduje da se populacije medusobno razlikuju u prosecnim vrednostima CAT,
APXa, MnSOD, Cu/ZnSODb, Cu/ZnSODc. Rezultati testiranja hipoteze o jednoli¢nosti pokazali
su statisticki znacajne efekte sezone i godine. Konkretno, CAT, MnSOD, Cu/ZnSODb, Cu/ZnSODc
znacajno su menjali svoje profile odgovora u zavisnosti od sezone (P =0,0002, P=0,0320,
P<0,0001, P=0,0032 i P<0,0001, redom; Tabele 4.1.16 i 4.1.17). Dodatno, CAT, APXa,
Cu/ZnSODa, Cu/ZnSODb i Cu/ZnSODc znacajno su menjali svoje profile odgovora tokom
ispitivanih godina (P =0,0010, P <0,0001, P<0,0001, P<0,0001 i P<0,0001, redom; Tabele
4116 i 4.1.17). Ipak, odredeni antioksidativni enzimi pokazali su stabilan odgovor na
temperaturno variranje: Cu/ZnSODa tokom sezona (P=0,0584), a MnSOD tokom godina
(P=0,0927).

Testiranjem unapred definisanih kontrasta (prolece-leto), za svaku godinu, jednofaktorskim
ANOVA-ma, pokazano je da su prosecne vrednosti za oba tretmana bile znacajno razlicite: u obe
eksperimentalne godine za Cu/ZnSODc (oba P<0,0001), tokom prve godine za CAT
(P<0,0001) i Cu/ZnSODa (P =0,0014), te tokom druge godine za APXa (P < 0,0001), MnSOD
(P<0,0001) i Cu/ZnSODb (P<0,0015) (Tabele 4.1.18. i 4.1.19). Prosecni profili odgovora
izmedu tretmana nisu pokazali znacajne razlike ni za jedan analizirani antioksidativni enzim,
Sto je u skladu sa rezultatima analize profila (Tabele 4.1.16.1 4.1.17).

Posto je hipoteza paralelizma za APXb odbacena, sprovedene su dodatne analize unapred
definisanih kontrasta: izmedu subjekata (razlike izmedu tretmana u svakoj vremenskoj tacki) i
unutar subjekata (razlike izmedu sezona unutar svakog tretmana). Na ovaj nacin pojedinac¢no
su ispitani efekati, ¢ime je izbegnuta njihova interakcija. Rezultati kontrasta izmedu subjekata
pokazali su da ne postoji znacCajan efekat temperaturnog tretmana na koli¢inu APXb (sve
P >0,05; Tabela 4.1.20). Ovakav nalaz potvrduje da temperaturni tretman ne utice na koli¢inu
ovog enzima, Sto je u sladu sa rezultatima dobijenim za ostale antioksidativne enzime.

S druge strane, rezultati kontrasta unutar subjekata ukazuju na sezonsku dinamiku koli¢ine
APXb, koja je zavisila od godine, u oba temperaturna tretmana (Tabela 4.1.21). Tokom prve
godine eksperimenta nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu prolecaileta (P = 0,5881
izvan OTC-ai P = 0,1143, unutar OTC-a), dok je tokom druge godine detektovana jasna sezonska
promena. Relativna koli¢ina APXb znacajno je porasla od prole¢a do leta (Est. = -0,46 i Est. = -
0,62; obe P<0,0001 izvan i unutar OTC-a, redom). Ovi rezultati ukazuju na vremensku
specificnost odgovora APXb, odnosno na to da sezonske promene mogu modulirati njegovu
ekspresiju. Medutim, poSto ovaj obrazacnije bio konzistentan izmedu godina, interpretacija
APXb kao stabilnog markera sezonske plasti¢nosti ostaje ogranicena.
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Tabela 4.1.16. Rezultati multivarijatne analize sa ponavljanjima (analiza profila) za CAT, APXa i APXb. Predstavljene su F-vrednosti Wilks-ovog A testa uz
stepene slobode (df) i statisticku znacajnost (P). Opis skracenica i jedinice dati su u Tabeli 3.3.1.

A. Izmedu subjekata CAT APXa APXb

[zvor variranja df F P df F P df F P
Populacija (P) 1 8,05 0,0063 1 4,52 0,0380 1 14,74 0,0003
Tretman (T) 1 1,75 0,1906 1 0,79 0,3767 1 0,09 0,7623
PxT 1 0,11 10,7361 1 0,28 0,6019 1 0,03 0,8693
Greska 56 56 56

B. Unutar subjekata

[zvor variranja Wilks' A F df P Wilks' A F df P Wilks' A F df P
Godina (G) 08240 1196 1/56 0,0010 0,4329 73,35 1/56 <,0001 09891 062 1/56 0,4348
Sezona (S) 0,7802 15,77 1/56 0,0002 09205 484 1/56 10,0320 0,3016 129,67 1/56 <,0001
GxS 0,5429 47,14 1/56 <,0001 09752 1,42 1/56 10,2382 0,5779 4091 1/56 <,0001
PxG 0,9997 0,02 1/56 0,9005 0,9999 0,00 1/56 0,9444 09727 157 1/56 0,2148
PxS 1,0000 0,00 1/56 0,9666 09812 1,07 1/56 10,3043 09923 043 1/56 0,5125
PxGxS 09836 093 1/56 0,3385 09956 0,25 1/56 10,6222 09916 048 1/56 0,4931
TxG 09846 0,88 1/56 10,3529 09887 0,64 1/56 0,4261 09980 0,11 1/56 0,7410
TxS 0,9955 0,25 1/56 0,6178 09998 0,01 1/56 0,9227 09192 492 1/56 10,0306
TxGxS 09996 0,02 1/56 0,8804 09439 3,33 1/56 0,0734 09931 0,39 1/56 0,5341
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Tabela 4.1.17. Rezultati multivarijatne analize sa ponavljanjima (analiza profila) za MnSOD, Cu/ZnSODa, Cu/ZnSODb i Cu/ZnSODc. Predstavljene su F-

vrednosti Wilks-ovog A testa uz stepene slobode (df) i statisticku znacajnost (P). Opis skracenica i jedinice dati su u Tabeli 3.3.1.

A.Izmedu subjekata

Izvor variranja

Populacija (P)
Tretman (T)
PxT

Greska

B. Unutar subjekata

Izvor variranja

Godina (G)
Sezona (S)
GxS

PxG

PxS
PxGxS
TxG

TxS
TxGxS

MnSOD Cu/ZnSODa Cu/ZnSODb Cu/ZnSODc

df F P df F P df F P df F P

1 30,42 <,0001 1 1,69 10,1985 1 18,71 <,0001 1 4,09 0,0480

1 0,02 09022 1 0,02 0,8955 1 045 0,5029 1 0,10 10,7537

1 1,22 0,2740 1 0,30 10,5885 1 1,87 0,1773 1 044 0,5102

56 56 56 56
Wilks' A F df P Wilks' A F df P Wilks' A F df P Wilks' A F df P
09503 293 1/56 0,0927 0,6920 2492 1/56 <,0001 0,3663 96,89 1/56 <,0001 0,3596 99,72 1/56 <,0001
04133 7948 1/56 <,0001 09375 3,73 1/56 0,0584 08552 9,48 1/56 0,0032 0,3169 120,71 1/56 <,0001
0,5687 42,47 1/56 <,0001 08829 743 1/56 10,0085 08923 6,76 1/56 0,0119 0,5576 44,43 1/56 <,0001
09375 3,74 1/56 0,0583 0,8250 11,88 1/56 10,0011 09929 040 1/56 10,5301 0,7425 19,43 1/56 <,0001
08265 11,76 1/56 0,0011 09939 034 1/56 0,5615 09839 092 1/56 10,3429 0,9782 1,25 1/56 0,2686
0,6875 2545 1/56 <,0001 08505 9,84 1/56 10,0027 0,6909 25,06 1/56 <,0001 0,8600 911 1/56 0,0038
09990 0,06 1/56 10,8096 09975 0,14 1/56 10,7072 09974 015 1/56 10,7018 0,9930 040 1/56 0,5318
09944 031 1/56 10,5781 09869 0,74 1/56 10,3929 09967 0,18 1/56 10,6698 1,0000 0,00 1/56 09764
09995 0,03 1/56 0,8614 09930 040 1/56 10,5313 09662 196 1/56 10,1674 0,9831 096 1/56 10,3311
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Tabela 4.1.18. Analiza varijanse na svakom od odabranih kontrasta faktora unutar-subjekata (sezona i
godina) za CAT i APXa. Predstavljene su F-vrednosti Wilks-ovog A testa uz stepene slobode (df) i
statisti¢ku znacajnost (P). Opis skracenica i jedinice dati su u Tabeli 3.3.1.

CAT APXa

Izvor variranja

df F P df F P
Godina 1 Kontrast: prolece - leto
Srednja vrednost 1 105,07 <,0001 1 3,91 0,0528
Tretman 1 0,40 0,5307 1 0,94 0,3364
Greska 58 58
Godina 2 Kontrast: prolece - leto
Srednja vrednost 1 2,42 0,1255 1 115,52 <,0001
Tretman 1 0,05 0,8275 1 2,71 0,1051
Greska 58 58
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Tabela 4.1.19. Analiza varijanse na svakom od odabranih kontrasta faktora unutar-subjekata (sezona i godina) za MnSOD, Cu/ZnSODa, Cu/ZnSODb i
Cu/ZnSODc. Predstavljene su F-vrednosti Wilks-ovog A testa uz stepene slobode (df) i statisticku znacajnost (P). Opis skracenica i jedinice dati su u Tabeli
3.3.1.

MnSOD Cu/ZnSODa Cu/ZnSODb Cu/ZnSODc

Izvor variranja

df F P df F p df F p df F P
Godina 1 Kontrast: prolece - leto
Srednja vrednost 1 0,28 0,5992 1 11,22 0,0014 1 1,35 0,2498 1 46,12 <,0001
Tretman 1 0,31 0,5826 1 0,02 0,8868 1 1,67 0,2012 1 1,07 0,3055
Greska 58 58 58 58
Godina 2 Kontrast: prolece - leto
Srednja vrednost 1 61,14 <,0001 1 0,34 0,5604 1 11,12 0,0015 1 93,34 <,0001
Tretman 1 0,02 0,8771 1 0,95 0,3334 1 0,14 0,7102 1 0,21 0,6501
Greska 58 58 58 58
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Tabela 4.1.20. Rezultati kontrasta faktora izmedu-subjekata (tretmana) u svakoj vremenskoj tacki
(godina i sezona) za APXb. Predstavljene su vrednosti procene razlika Est. (engl. Estimate), standardna
greska (SE), t vrednost i statisticka znacajnost (P) dobijene t-testom kontrasta. Opis skracenicaijedinice
dati su u Tabeli 3.3.1.

APXb
Izvor variranja
Est. SE t P
Kontrast: izvan OTC-a - unutar OTC-a

G1S1 -0,0136 0,05 -0,26 0,7940
G1S2 0,0612 0,07 0,88 0,3841
G2S1 -0,0830 0,06 -1,31 0,1969
G2S2 0,0829 0,10 0,87 0,3856

Tabela 4.1.21. Rezultati kontrasta faktora unutar-subjekata (godina, sezona) za svaki tretman za APXb.
Predstavljene su vrednosti procene razlika Est. (engl. Estimate), standardna greska (SE), t vrednost i
statisti¢ka znacajnost (P) dobijene t-testom kontrasta. Opis skracenica i jedinice dati su u Tabeli 3.3.1.

APXb
Izvor variranja
Est. SE t P

Izvan OTC-a Kontrast: prolece-leto

Godinal -0,0389 0,07 -0,54 0,5881
Godina2 -0,4585 0,07 -6,39 <,0001
Unutar OTC-a Kontrast: prolece-leto

Godinal -0,1138 0,07 -1,59 0,1143
GodinaZ2 -0,6244 0,07 -8,70 <,0001
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Na Slici 4.1.29. prikazano je sezonsko variranje procentualne zastupljenosti Hsp i
antioksidativnih enzima tokom dve sezone i dve godine, u okviru dva temperaturna tretmana.
Udeo ovih proteina bio je slican kod rameta koji su se razvijali izvan i unutar OTC-a. Tokom svih
sezona relativni udeo antioksidativnih enzima bio je ve¢i od udela Hsp, dok je u letnjim
sezonama zabeleZeno povecanje relativnog udela Hsp. Ova promena moZe odraZavati poveanu
potrebu za o¢uvanjem funkcionalnosti proteina tokom perioda intenzivnijeg temperaturnog
stresa.

A. B.
75%- . 1

50%- -

25%- &

Hsp-ovi i antioksidativni
enzimi (%)

0%- .
G151 G1S2 G251 G2S2 G1S1 G1S2 G251 G252

Slika 4.1.29. Procentualni udeo proteina toplotnog stresa i antioksidativnih enzima u njihovoj
ukupnoj relativnoj koli¢ini u listovima I. pumila.

Prikazani su procentualni udeli proteina toplotnog stresa (Hsp) i antioksidativnih enzima u listu
I pumila u dve temperaturne sredine: (A.) izvan OTC-a i (B.) unutar OTC-a, tokom dve sezone i dve
uzastopne godine. M Hsp @ Antioksidativni enzimi. G - godina; S - sezona.

4.1.8. Uticaj mikroklimatskih parametara na anatomsko-morfoloske i
biohemijske osobine lista 1. pumila

Kako bi se procenila povezanost izmedu mikroklimatskih uslova i ispitivanih anatomsko-
morfoloskih i biohemijskih osobina lista I. pumila, primenjena je robusna regresiona analiza.
PoSto je poznato da sredinski uslovi tokom razvi¢a lista oblikuju njegove anatomsko-
morfoloSke osobine, u ovim istraZivanjima analizirana je zavisnost SLA, LDMC, SLWC i LT od
prosecnih temperatura vazduha zabeleZenih od pocetka razvica lista do trenutka uzorkovanja
(TvoL). Regresiona analiza utvrdila je znacajnu pozitivnu vezu izmedu LDMC i TvpL tokom celog
eksperimentalnog perioda, u oba temperaturna tretmana (b = 0,0063 izvan OTC-aib = 0,0057
unutar OTC-a, obe P <0,0001). Nasuprot tome, znacajna negativna povezanost utvrdena je
izmedu LT i Tvp. (b=-0,0010 i b =-0,0009, obe P <0,0001), kao i izmedu SLWC i TvpL (b = -
0,0011 i b = -0,0009, obe P<0,0001), nezavisno od temperaturnog tretmana. Ovi rezultati
ukazuju da porast prose¢ne temperature vazduha tokom razvica lista dovodi do povecanja
sadrZaja suve materije, uz istovremeno smanjenje debljine lista i sadrZaja vode. Za razliku od
ostalih analiziranih anatomsko-morfoloSkih osobina lista, za SLA nije utvrdena statisticki
znacajna povezanost sa TvpL ni u jednom od temperaturnih tretmana.

Za razliku od anatomsko-morfoloskih osobina koje predstavljaju dugorocan, integrisan
odgovor lista na uslove sredine tokom njegovog razvica, biohemijske osobine, poput relativne
koli¢ine Hsp i antioksidativnih enzima, odraZavaju kratkoro¢an odgovor lista i brzo se menjaju
usled promena sredinskih faktora. Zbog toga je ispitivana njihova povezanost savrednostima
abiotickih parametara u trenutku uzorkovanja listova (T, Tz i Vz) tokom celog
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eksperimentalnog perioda. Utvdena je znacajna pozitivna povezanost izmedu TL i relativne
kolicine Hsp70, Hspl7.6a i Hsp17.6b u oba temperaturna tretmana (Hsp70: b =0,0456,
P=0,00171b=0,0694, P<0,0001; Hsp17.6a: b=0,1038, P=0,0001 i b=0,1454, P<0,0001;
Hsp17.6b: b=0,1291, P=0,0004 i b=0,1922, P=0,0004, izvan i unutar OTC-a). Suprotno
tome, znacajna pozitivna veza izmedu T i relativne koli¢ine Hsp101 utvrdena je iskljucivo kod
biljaka razvijenih na poviSenoj temperaturi (unutar OTC-a) (b=0,1197, P<0,0001). Ovi
rezultati ukazuju na to da se relativna koli¢ina Hsp povecava sa porastom temperature lista,
dok izostanak znacajne veze izmedu TL i Hsp101 u ambijentalnim uslovima (izvan OTC-a) moZe
ukazivati na visi temperaturni prag njegove aktivacije u odnosu na ostale Saperone.

Znacajna pozitivna veza utvrdena je izmedu TL i APXb (b =0,0332 izvan OTC-a i b =0,0396
unutar OTC-a, obe P < 0,0001) kao i izmedu TL i MnSOD (b =0,0413, P=0,0017 izvan OTC-a i
b =0,0316, P=0,0048, unutar OTC-a). Nasuprot tome utvrdena je negativna veza Tv i izoforme
Cu/ZnS0ODc, u oba temperaturna tretmana (b = - 0,0950, P=0,0006ib =-0,1167, P < 0,0001).
Regresiona analiza nije pokazala statisticki znacajnu vezu izmedu TL i ostalih analiziranih
antioksidativnih enzima (CAT, APXa, Cu/ZnSODa, Cu/ZnSODb), ni u jednom od temperaturnih
tretmana. RazliCiti obrasci i smerovi asocijacije izmedu TL i koli¢ine antioksidativnih enzima
ukazuju na specifian temperaturni odgovor enzimskih komponenti antioksidativnog sistema
u listovima 1. pumila.

Posmatrajudi uticaj temperature zemljiSta (Tz), utvrdena je znacajna pozitivna veza izmedu Tz
i svih ispitivanih Hsp u oba temperaturna tretmana (Hsp101: b =0,0676 i b = 0,1254; Hsp70:
b=0,04911b=0,0607; Hspl7.6a: b=0,0994 i b =0,1509; Hsp17.6b: b=0,1027 i b = 0,1545,
izvan i unutar OTC-a, sve P<0,0001). Ovi rezultati sugeriSu da relativna koli¢ina Hsp u
listovima raste sa porastom temperature zemljiSta, pri ¢emu je ovaj odgovor izraZeniji pod
uslovima eksperimentalno poviSene temperature. Sli¢no, znacajna pozitivna veza utvrdena je
izmedu Tz i APXb, kao i izmedu Tz i MnSOD (APXb: b=0,0310ib =0,0431, izvan i unutar OTC-
a, obe P<0,0001; MnSOD: b=0,03111i b =0,0342, obe P <0,0001). Nasuprot tome, Tz je bila
negativno povezana sa koli¢inom Cu/ZnSODc i CAT i to sa Cu/ZnSODc u oba temperaturna
tretmana (b =-0,0963 i b =-0,0994 obe P < 0,0001), a sa CAT samo na poviSenoj temperaturi
(unutar OTC-a) (b =-0,0291, P =0,0470). Robusna regresiona analiza nije pokazala znacajnu
vezu izmedu Tz i ostalih ispitivanih antioksidativnih enzima (APXa, Cu/ZnSODa, Cu/ZnSODb)
ni u jednom temperaturnom tretmanu (sve P> 0,05). Ovi rezultati sugeriSu da su visoke
temperature lista i zemljiSta tokom leta doprinele povecanju relativne kolicne APXb i MnSOD, i
smanjenju relativne koli¢ine Cu/ZnSODc (Tabela 4.1.15).

Sto se ti¢e vlaznosti zemlji$ta (Vz), utvrdena je znac¢ajna negativna veza izmedu Vz i Hsp70 u
oba temperaturna tretmana (b =- 0,0507, P=0,0148,i b =-0,0606, P = 0,0082, izvan i unutar
OTC-a, redom), i izmedu Vz i Hsp17.6b (b =-0,1254, P=0,0021,i b =-0,2259, obe P <0,0001)
Negativna veza izmedu Vz i koli¢ine Hsp17.6a bila je znaCajna samo na poviSenoj temperaturi
(unutar OTC-a) (b=-0,1108, P=0,0126), dok je na ambijentalnoj temperaturi (izvan OTC-a)
bila marginalno znacajna (b =-0,0653, P = 0,0566). Veza izmedu Vz i koli¢ine Hsp101 nije bila
znacajna ni u jednom temperaturnom tretmanu. Ovi rezultati ukazuju da smanjena vlaZnost
zemljista doprinosi povecanju Hsp70 i Hsp17.6b, dok povecanje Hsp17.6a u primeceno pri
poviSenoj temperaturi sugeriSe meduzavisnost temperature i vlaznosti zemljiSta u regulaciji
eksperesije ovog Saperona. Negativna veza sa Vz utvrdena je za APXb (b =-0,0435, P =0,0007
ib=-0,0403, P=0,0105) i MnSOD (b =-0,0636, P=0,0003 i b=-0,0407, P =0,0386), u oba
temperaturna tretmana. Za CAT ova negativna povezanost bila je znacajna izvan OTC-a (b = -
0,0813, P=0,0025), a marginalno znacajna unutar OTC-a (b=-0,0621, P=0,0577). Veza
izmedu Vz i ostalih analiziranih antioksidativnih enzima (APXa, Cu/ZnSODa, Cu/ZnSODb,
Cu/ZnS0Dc) nije bila znacajna ni u jednom od temperaturnih tretmana.
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4.2. Fenotipski odgovori funkcionalnih i mehanistickih osobina
lista I. pumila na povecanje ambijentalne temperature ex situ

4.2.1. Variranje funkcionalnih i mehanistickih osobina lista u odnosu na
temperaturu

U cilju procene fenotipskih odgovora funkcionalnih i mehanistickih osobina lista na porast
temperature, vrednosti SLA, LDMC, SLWC, LT, SD i 1 su odredene kod istih genotipova I. pumila
koji su gajeni ex situ, na dve razli¢ite temperature - kontrolnoj i povisenoj za 1 °C. Prosec¢ne
vrednosti (X), odgovarajuc¢e standardne greSke (SE) i Kkoeficijenti varijacije (CV%) za
funkcionalne (SLA, LDMC) i mehanisticke (SLWC, LT, SD, I1) osobine lista prikazane su u Tabeli
4.2.1. Kao Sto se moze primetiti, prosecne vrednosti svih analiziranih osobina lista menjale su
se sa promenom temperature vazduha. Kada su u pitanju funkcionalne osobine lista, prose¢na
vrednost SLA bila je viSa (do 9 %) a prosecna vrednost LDMC niZa (oko 3 %) za listove koji su
se razvijali na poviSenoj temperaturi u poredenju sa listovima istih genotipova koji su se
razvijali na kontrolnoj temperaturi. Sto se ti¢e mehanisti¢kih osobina lista, prose¢ne vrednosti
SLWC i LT su opadale sa porastom temperature (oko 6 %), dok su vrednosti SD i I1 rasle (i to
do 23 %, odnosno cak 67 %). (Tabela 4.2.1; Slika 4.2.1). Rezultati analize varijanse sa
ponovljenim merenjima potvrdili su da su uocene promene sa poveanjem temperature bile
statisticki znacajne (Tabela 4.2.2). Za mehanisticke osobine utvrden je visok nivo statisticke
znacajnosti (P < 0,0001), dok su za funkcionalne osobine te razlike bile izrazito znacajne za SLA
(P <0,0001), a blizu praga znacajnosti za LDMC (P = 0,0335).

Tabela 4.2.1. Prose¢ne vrednosti (X + SE) i koeficijenti varijacije (CV%) funkcionalnih i mehanisti¢kih
osobina lista istih klonalnih genotipova I pumila (N=40) gajenih na dve temperature, kontrolnoj i
poviSenoj (za 1 °C), ex situ. Opis skracenica i jedinice dati su u Tabeli 3.3.1.

Kontrolna temperatura (Tk) PoviSena temperatura (Tp)

Osobine lista — —
X SE CV% X SE CV%

Funkcionalne
SLA 186,4 3,5 11,9 202,3 2,8 8,7
LDMC 0,2066 0,0026 7,9 0,2014 0,0016 4,9
Mehanisticke
SLWC 0,0209 0,0003 9,3 0,0197 0,0003 9,4
LT 0,0263 0,0004 9,2 0,0247 0,0004 9,0
SD 72,8 1,2 10,6 89,5 1,6 11,6
1 21,3 1,5 443 35,5 2,6 47,1

Na Slici 4.2.1. prikazane su norme reakcije funkcionalnih i mehanistic¢kih osobina lista ispoljene
na kontrolnoj i poviSenoj temperaturi. Kao $to se moZe videti, prose¢ne norme reakcije bile su
relativno strme, Sto ukazuje na sposobnost vrste I. pumila da prilagodi morfologiju i fiziologiju
lista temperaturnim uslovima. Obrazac prose¢nih normi reakcije pokazao se specificnim za
svaku osobinu. Tako su, prosecne norme reakcije za SLA, SD i I1 ispoljile rastuéi trend sa
porastom temperature, dok su norme reakcije za LDMC, SLWCi LT imale opadajuci trend (Slika
4.2.1.). Norme reakcije pojedina¢nih genotipova pokazale su sloZen obrazac, pri ¢emu su se
norme nekih genotipova ukrstale, Sto ukazuje na to da su se, osim fenotipskih vrednosti, menjali
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i relativni rangovi osobina pri razli¢itim temperaturama. Dodatno, uocen je trend
konvergencije normi reakcije za LDMC i I1. Norme reakcije za LDMC konvergirale su ka jednoj
vrednosti na poviSenoj temperaturi dok su se na kontrolnoj temperaturi njihove fenotipske
vrednosti viSe razlikovale. Nasuprot tome, norme reakcije za 11 konvergirale su ka jednoj
vrednosti na kontrolnoj temperaturi, dok su na poviSenoj temperaturi divergirale (Slika 4.2.1).

Individualno variranje genotipova I pumila, izraZzeno preko koeficijenta varijacije (CV%),
zavisilo je od posmatrane osobine i temperature (Tabela 4.2.1). Generalno, funkcionalne
osobine lista ispoljile su manje variranje u poredenju sa mehanistickim osobinama. Osim toga,
funkcionalne osobine su imale ve¢i CV% na kontrolnoj temperaturi, dok su mehanisticke
osobine imale ve¢i CV% na poviSenoj temperaturi. Najvece vrednosti CV% zabeleZene su za I1
(44,3 % na kontrolnoj i 47,1 % na poviSenoj temperaturi) a najniZze za LDMC (7,9 % na
kontrolnoj i 4,9 % na poviSenoj temperaturi) (Tabela 4.2.1). [ako su vrednosti CV% za SLA,
LDMC i LT bile vece na kontrolnoj, a za SLWC, SD i I; na poviSenoj temperaturi, rezultati F-testa
za jednakost varijansi pokazali su statisticki znacajne razlike izmedu temperaturnih tretmana
samo za LDMC (F=2,67,P=0,0028)il, (F=0,32, P=0,0006).

Tabela 4.2.2. Rezultati analize varijanse ponovljenih meranja (ANOVAR) funkcionalnih i mehanistickih
osobina lista. Prikazani su stepeni slobode (df), prosek kvadrata odstupanja od srednje vrednosti
ispitivanih osobina (MS), F-vrednosti i statisticka znacajnost (P). Opis skracenica i jedinice dati su u
Tabeli 3.3.1.

Tretman Greska
Osobine lista
df MS F P df MS

Funkcionalne

SLA 1 5055,72 24,63 <,0001 39 205,23
LDMC 1 0,0006 486 0,0335 39 0,0001
Mehanisticke

SLWC 1 0,00002 18,95 <,0001 39 0,0000
LT 1 0,0001 25,37 <,0001 39 0,0000
SD 1 5589,68 83,89 <,0001 39 66,63
RGB indeks I 1 4004,45 45,14 <,0001 39 88,71
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Slika 4.2.1. Variranje funkcionalnih i mehanistickih osobina lista klonalnih genotipova
L. pumila u dve razlicite temeraturne sredine ex situ

Prikazane su norme reakcije pojedinacnih klonalnih genotipova I pumila (N = 40; tanke linije) na
kontrolnoj (Tx) i poviSenoj (Tr) temperaturi. Prosecne norme reakcije prikazane su debljim linijama.
(A.) Funkcionalne osobine lista: SLA i LDMC; (B.) Mehanisticke osobine lista: SLWC, LT, SD i RGB
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Osim Sto su analizirane pojedinacno, funkcionalne i mehanisticke osobine lista su dodatno
analizirane i kao celovite kategorije. U Tabeli 4.2.3. prikazane su prose¢ne vrednosti (X),
odgovarajuce standardne greske (SE) i koeficijenti varijacije (CV%) za svaku od analiziranih
kategorija osobina. ZapaZa se da su prosecne vrednosti obe kategorije osobina bile vise (do 8 %
za funkcionale, odnosno 14 % za mehanisticke) kod rameta koji su se razvijali na poviSenoj
temperaturi u poredenju sa onima koji su se razvijali na kontrolnoj temperaturi (Tabela 4.2.3;
Slika 4.2.2). Rezultati analize varijanse sa ponovljenim merenjima potvrdili su da su ove razlike
bile statisticki znacajne (P = 0,0456 i P = 0,0018, redom; Tabela 4.2.4).

Tabela 4.2.3. Prosec¢ne vrednosti (X = SE) i koeficijenti varijacije (CV%) funkcionalnih i mehanisti¢kih
kategorija osobina lista istih klonalnih genotipova I pumila (n = 40), gajenih na dve temperature,
kontrolnoj i povisenoj (za 1 °C), ex situ.

Kontrolna temperatura (Tx) PoviSena temperatura (Tp)
Kategorija osobina X SE CV% X SE CV%
Funkcionalna 0,4334 0,02 22,9 0,4693 0,02 21,5
Mehanisticka 0,3914 0,02 23,6 0,4469 0,02 23,9

Na Slici 4.2.2. prikazane su norme reakcije funkcionalnih i mehanistickih kategorija osobina
lista pojedinacnih genotipova I. pumila ispoljene na kontrolnoj i poviSenoj temperaturi, kao i
prosecne norme reakcije za svaku od ovih kategorija. Jasno se moZe uociti da su nivoi prosec¢nih
normi rekacije za obe kategorije osobina bili viSi na poviSenoj temperaturi u odnosu na
kontrolnu temperaturu.
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Slika 4.2.2. Variranje funkcionalnih i mehanistickih kategorija osobina lista I. pumila u dve
temeraturne sredine ex situ.

Normalizovane vrednosti za svaku osobinua pojedinacnih klonalnih genotipova I pumila (N = 40)
grupisane u dve kategorije: funkcionalne (SLA i LDMC) i mehanisticke (SLWC, LT, SD, RGB indeks I1).
Prikazane su norme reakcije pojedinacnih genotipova (tanke linije) na kontrolnoj (Tx) i poviSenoj (Tr)
temperaturi, dok su prosecne norme reakcije prikazane debljom linijom. Opis skraéenica i jedinice dati
su u Tabeli 3.3.2.
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Tabela 4.2.4. Rezultati analize varijanse ponovljenih meranja (ANOVAR) kategorija funkcionalnih i
mehanistickih osobina lista. Prikazani su stepeni slobode (df), prosek kvadrata odstupanja od srednje
vrednosti ispitivanih osobina (MS), F-vrednosti i statisticka znacajnost (P).

Tretman Greska
Kategorija osobina
df MS F P df MS
Funkcionalna 1 0,0258 4,26 0,0456 39 0,0061
Mehanistic¢ka 1 0,0615 11,22 0,0018 39 0,0055

Sto se ti¢e vrednosti koeficijenata varijacije funkcionalnih i mehanisti¢kih kategorija osobina,
one su generalno bile slicne iako je funkcionalna kategorija osobina pokazala nesto nizi CV%,
kako na kontrolnoj tako i na poviSenoj temperaturi (Tabela 4.2.3). Osim toga, funkcionalna
kategorija osobina ispoljila je viSi a mehanisticka niZi CV% na kontrolnoj nego na povisenoj
temperaturi. Medutim, rezultati F-testa za jednakost varijansi pokazali su da se CV% za
funkcionalnu i mehanisticku kategoriju nisu znacajno razlikovali izmedu temperaturnih
tretmana (obe P> 0,05). Ovi rezultati ukazuju na to da na nivou kategorija, temperaturni
tretman ne utiCe na koli¢inu variranja fenotipskog odgovora osobina.

4.2.2. Fenotipska plasticnost funkcionalnih i mehanistickih osobina lista

Kvantitativne vrednosti indeksa plasti¢nosti ispitivanih fenotipskih osobina lista genotipova
. pumila izmedu dva razlic¢ita temperaturna tretmana prikazane su na Slici 4.2.3. Prosecan nivo
fenotipske plasti¢nosti bio je nizak i zavisio je od analizirane osobine (Slika 4.2.3). Generalno,
funkcionalne osobine su se pokazale manje plasticnim u odnosu na mehanisticke (PI = 0,044
naspram Pl =0,106). Od svih analiziranih osobina, najplasti¢nije su bile 11 i SD (PI=0,239,
odnosno PI=0,104), dok je najmanju plasticnost pokazala LDMC (PI = 0,032). Srednji nivo
plasti¢nosti zabeleZen je za SLA, SLWCi LT (PI = 0,055, PI = 0,041 i PI = 0,040, redom). Rezultati
Fridmanove ANOVE potvrdili su da se nivo plasti¢nosti znacajno razlikovao izmedu analiziranih
osobina lista (x*(5, N = 240) = 72,11, P < 0,0001) (Slika 4.2.3).

4.2.3. Fenotipska integracija funkcionalnih i mehanistickih osobina lista
I. pumila

Stepen fenotipskih asocijacija izmedu parova osobina lista unutar svakog temperaturnog
tretmana procenjen je na osnovu veli¢ine Pirsonovog koeficijenta korelacije. Vizualizacija
korelacionih matrica ostvarena je putem toplotnih mapa (engl. heat maps), koje su prikazane
na Slici 4.2.4. U okviru svakog temperaturnog tretmana broj znacajnih korelacija bio je ve¢i od
polovine ukupnog broja korelacija. Najjaca pozitivna korelacija medu svim parovima osobina
lista bila je ona izmedu SLWCiLT (r =0,976 i r = 0,986, na kontrolnoj i poviSenoj temperaturi,
obe P < 0,0001). Korelacija izmedu SLA i I1 bila pozitivna i umerene jac¢ine (r = 0,5251ir = 0,546,
na kontrolnoj i poviSenoj temperaturi, obe P <0,001). Negativna korelacija umerene jacine
zabeleZena je izmedu SLA i LT (r =-0,760 i r =-0,667, na kontrolnoj i poviSenoj temperaturi,
obe P<0,0001) kao i izmedu SLA i SLWC (r =-0,604 i r =-0,568, na kontrolnoj i poviSenoj
temperaturi, obe P < 0,0001). Najslabija negativna korelacija bila je ona uocena izmedu LDMC i
[1(r=-0,322,P=0,04ir=-0,353, P= 0,02, na kontrolnoj i poviSenoj temperaturi) (Slika 4.2.4).
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Iako je ukupan broj znacajnih fenotipskih korelacija bio jednak u oba temperaturna tretmana
(2 pozitivne i 6 negativnih), razli¢ita struktura korelacija mogla bi da ukaZe na moguce razlike
u obrascima medusobne povezanosti osobina (Slika 4.2.4). Tako su, iskljuc¢ivo na kontrolnoj
temperaturi utvrdene znacajne korelacije izmedu SLA i LDMC (r =-0,663, P <0,0001) kao i
izmedu SLWC i I1 (r=-0,345, P=0,03), dok su na poviSenoj temperaturi utvrdene znacajne
korelacije izmedu SLAiSD (r =-0,318, P=0,04) i izmedu SDil1 (r=-0,317, P = 0,04). Medutim,
uocene razlike nisu bile dovoljno snazne da bi se korelacioni obrasci izmedu osobina lista
utvrdeni na kontrolnoj i poviSenoj temperaturi znacajno razlikovali, Sto je potvrdeno
Mantelovim testom (r = 0,902, P < 0,01).

0.3
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0.0 T
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Slika 4.2.3. Indeksi fenotipske plasti¢nosti funkcionalnih i mehanisti¢kih osobina lista I. pumila
izmedu dve razlicite temperaturne sredine ex situ.

Prikazane su prose¢ne vrednosti (X + SE) indeksa fenotipske plasti¢nosti (Plr) za funkcionalne (SLA,
LDMC) i mehanisticke (SLWC, LT, SD, RGB indeks I;) osobine lista klonalnih genotipova Iris pumila
(N = 40), izracunate izmedu kontrolne i poviSene temperature. Razli¢itim slovima oznacene su prosetne
vrednosti koje se statisti¢ki znacajno razlikuju (P < 0,05; videti Materijal i metode). Opis skracenica i
jedinice dati su u Tabeli 3.3.2.

Pored korelacione analize pojedinacnih funkcionalnih i mehanistickih osobina lista, svaka
kategorija osobina analizirana je takode i kao celina. Za obe kategorije utvrdena je pozitivna
korelacija izmedu vrednosti izmerenih u dva temperaturna tretmana (funkcionalne: r = 0,394,
P=0,012; mehanisticke: r=0,508, P=0,0008). Istovremeno, ove dve kategorije bile su
medusobno negativno korelisane kako na kontrolnoj (r=-0,767, P<0,0001), tako i na
poviSenoj temperaturi (r =-0,437, P =0,0049).Dodatno, analizirana je i korelisanost samih
indeksa plasti¢nosti ispitivanih osobina lista. SnaZzna i visoko znacajna pozitivna korelacija
utvrdena je izmedu indeksa plasti¢nosti za SLWC i LT (p = 0,935, P<0,0001). Umereno jaka
pozitivna korelacija uocena je izmedu indeksa plasti¢nosti za SLAil1 (p = 0,378, P=0,016), kao
iizmedu SLAi LT (p = 0,322, P = 0,043), dok je slaba pozitivna korelacija uofena izmedu LDMC
ili(p=0,174, P=0,049).
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Slika 4.2.4. Toplotne mape korelacija izmedu parova funkcionalnih i mehanistickih osobina
lista . pumila u dve temeraturne sredine ex situ.

Prikazani su Pirsonovi koeficijenti korelacije (r) izmedu parova funkcionalnih (SLA i LDMC) i
mehanistickih (SLWC, LT, SD i RGB indeks I1) osobina lista klonalnih genotipova I. pumila (N = 40), na
kontrolnoj (Tx) i poviSenoj (Tr) temperaturi. Gradijent boje oznacava smer i jac¢inu korelacije, dok
izduZenost elipse odrazava jacinu korelacije. Statisticka znacajnost korelacija oznacena je zvezdicama:
*P<0,05;*P<0,01; *** P<0,001. Opis skracenica i jedinice dati su u Tabeli 3.3.2.

4.3. Fenologija cvetanja, reproduktivni uspeh i adaptivna
vrednost I. pumila u razliCitim temperaturnim sredinama in situ

4.3.1. Fenologija cvetanja

Kako bi se ispitao uticaj poviSene temperature na fenologiju cvetanja, analizirano je Sest
parametara: ukupan broj cvetova, broj cvetova po genotipu, procenat cvetalih genotipova, dan
pojave prvog cveta (T0), proseCan dan otvaranja cvetova i trajanje centralnog perioda cvetanja
(T90-T10). Parametri su odredeni kod istih klonalnih genotipova I pumila iz dve prirodne
populacije, ¢iji su se rameti razvijali izvan i unutar OTC-a, tokom Sestnaestodnevnog perioda
cvetanja u prole¢e 2019 godine. Deskriptivne vrednosti parametara fenologije cvetanja
prikazane su u Tabeli 4.3.1, a dnevna dinamika otvaranja cvetova na Slici 4.3.1. [Izmedu rameta
razvijenih izvan i unutar OTC-a uoceni su razlic¢iti obrasci parametara fenologije cvetanja, koji
su zavisili od analiziranog parametra i populacije. Rameti koji su se razvijali izvan OTC-a imali
su veci ukupan broj cvetova i veci broj cvetova po genotipu u odnosu na ramete koji su se
razvijali unutar OTC-a, u obe populacije. lako je obrazac bio isti, razlika u broju cvetova izmedu
dva temperaturna tretmana bila je izraZenija u Populaciji 2 (Tabela 4.3.1. i Slika 4.3.1). Kada su
obe populacije posmatrane zajedno, proporcija genotipova koji su cvetali bila je slicna izmedu
temperaturnih tretmana, dok su se obrasci razlikovali izmedu populacija. U Populaciji 1
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proporcija genotipova koji su cvetali bila je ve¢a unutar OTC-a, dok je u Populaciji 2 bila veca
izvan OTC-a. PoCetak cvetanja (TO) bio je raniji kod rameta koji su se razvijali unutar OTC-a
nego kod onih izvan OTC-a, u obe populacije. Kada su populacije posmatrane zajedno, prosecan
dan otvaranja cvetova bio je slican izmedu dva temperaturna tretmana, ali se obrazac odgovora
razlikovao izmedu populacija. U Populaciji 1 cvetovi su se, u proseku, otvarali ranije unutar
OTC-a, dok su se u Populaciji 2 otvarali neznatno kasnije unutar OTC-a nego izvan njih (Tabela
4.3.1. i Slika 4.3.1). Trajanje centralnog perioda cvetanja (T90-T10), odnosno perioda tokom
kojeg se otvorilo 80 % ukupnog broja cvetova, bilo je slicno izmedu temperaturnih sredina u
obe populacije, uz male razlike suprotnog smera izmedu populacija (Tabela 4.3.1).

Na Slici 4.3.2. prikazane su prose¢ne kumulativne krive dinamike cvetanja za ramete razvijene
izvan i unutar OTC-a, pri ¢emu je dinamika cvetanja izraZena kao procenat ukupnog broja
cvetova otvorenih do odredenog dana cvetanja. Krive su prikazane za svaku populaciju zasebno
i za obe populacije zajedno. Tokom centralnog dela perioda cvetanja u Populaciji 1 veéi deo
ukupnog broja cvetova bio je otvoren ranije kod rameta unutar OTC-a nego kod rameta izvan
OTC-a, dok je u Populaciji 2 uo€en suprotan obrazac. Kada su obe populacije posmatrane
zajedno, kumulativne krive dinamike cvetanja za dva temperaturna tretmana najve¢im delom
su se preklapale (Slika 4.3.2).

Rezultati meSovitih modela za efekte temperaturnog tretmana, populacije i njihove interakcije
na analizirane parametre fenologije cvetanja, ukljuc¢uju¢i verovatnocéu cvetanja kao modelsku
procenu pojave cvetanja prethodno prikazane procentom cvetalih genotipova, prikazani su u
Tabeli 4.3.2. Glavni efekat temperaturnog tretmana, procenjen prose¢no za obe populacije, nije
bio statisticki znacajan za ukupan broj cvetova, verovatnocu cvetanja, prosecan dan cvetanja ni
trajanje centralnog perioda cvetanja. Ipak, za ukupan broj cvetova efekat tretmana bio je
marginalno znacajan (P = 0,052), pri ¢emu je ocekivani broj cvetova bio manji unutar OTC-a
nego izvan njega (IRR =0,77). Ovaj rezultat ukazuje na trend smanjenja ocekivanog broja
cvetova unutar OTC-a za 23 % u odnosu na broj cvetova izvan OTC-a, prose¢no za obe
populacije. Efekat populacije bio je statisticki znacajan za ukupan broj cvetova (P =0,024) i
trajanje centralnog perioda cvetanja T90-T10 (P = 0,005). Ocekivani broj cvetova bio je veéi u
Populaciji 1 nego u Populaciji 2 (IRR =1,76), dok je centralni period cvetanja u Populaciji 1
trajao prosec¢no 1,49 dana duze nego u Populaciji 2. Nasuprot tome, populacije se nisu statisticki
znacajno razlikovale u verovatno¢i cvetanja (P=0,271) ni u prosetnom danu cvetanja
(P=0,167). Efekat interakcije T x P bio je statisticki znacajan za prosecan dan cvetanja
(P=0,008) i marginalno znacajan za verovatnocu cvetanja (P =0,067), dok za ukupan broj
cvetova i trajanje centralnog perioda cvetanja nije bio statisticki znaCajan. Dobijeni rezultati
ukazuju da se efekat temperaturnog tretmana na prosefan dan cvetanja razlikovao izmedu
populacija i sugeriSu slican trend za verovatnocu cvetanja. Kontrasti izmedu temperaturnih
tretmana unutar pojedina¢nih populacija uglavnom nisu bili statisticki znacajni. Jedini
statisticki znacCajan kontrast utvrden je u Populaciji 1 za prose€an dan cvetanja (P adj. = 0,004),
pri ¢emu su rameti razvijeni unutar OTC-a cvetali prosetno 1,19 dana ranije od rameta
razvijenih izvan OTC-a. Za ukupan broj cvetova u Populaciji 2 rezultati ukazuju na trend
smanjenja oc¢ekivanog broja cvetova unutar OTC-a za 34 % u odnosu na broj cvetova izvan OTC-
a (Padj. =0,081; IRR = 0,66).

Rezultati negativno-binomnog GAMM-a za ukupnu dnevnu dinamiku cvetanja prikazani su u
Tabeli 4.3.3, dok su modelovane krive dnevne dinamike cvetanja prikazane na Slici 4.3.3. U
kona¢nom punom modelu osnovni oblik krive cvetanja bio je statisticki znacajan u obe
populacije (P < 0,0001i P =0,0002 za Populaciju 1 i Populaciju 2, redom), Sto ukazuje da se broj
novootvorenih cvetova nelinearno menjao tokom perioda cvetanja (Tabela 4.3.3.Ai Slika 4.3.3A
i B). Promena oblika krive cvetanja usled temperaturnog tretmana nije bila statistic¢ki znacajna
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ni u jednoj populaciji. Ipak, u Populaciji 1 uoCen je trend razlike u obliku krive cvetanja izmedu
rameta razvijenih izvan i unutar OTC-a (P = 0,093), dok u Populaciji 2 takav trend nije uocen
(P=0,863) (Tabela 4.3.3.A). Rezultati kontrasta celih modelovanih krivih cvetanja (Tabela
4.3.3.B) pokazali su da se krive cvetanja nisu statisticki znacajno razlikovale izmedu
temperaturnih tretmana ni prose¢no za obe populacije (P = 0,244), niti unutar Populacije 1
(P =0,256) i Populacije 2 (P = 0,453). Nasuprot tome, utvrdena je statisticki znacajna razlika u
ukupnoj dinamici cvetanja izmedu populacija, prose¢no za oba temperaturna tretmana
(P=0,012). Interakcija temperaturnog tretmana i populacije nije bila statisticki znacajna
(P =0,339) (Tabela 4.3.3.B). Na Slici 4.3.3 moZe se uociti da su modelovane krive cvetanja u obe
populacije pokazivale porast broja novootvorenih cvetova tokom pocetnog i srednjeg dela
perioda cvetanja, nakon cega je njihov broj opadao. U Populaciji 1, kriva cvetanja rameta
razvijenih unutar OTC-a pokazivala je raniji porast, dok je kod rameta razvijenih izvan OTC-a
bio izrazeniji kasniji maksimum. U Populaciji 2, modelovane krive cvetanja bile su medusobno
slicnije, uz vece vrednosti kod rameta razvijenih izvan OTC-a tokom centralnog dela perioda
cvetanja. Kada su populacije objedinjene, takode se uocava raniji porast krive cvetanja kod
rameta razvijenih unutar OTC-a i izraZeniji kasniji maksimum kod rameta razvijenih izvan OTC-
a, ali kontrast izmedu celih modelovanih krivih nije pokazao statisticki znacajnu razliku izmedu
temperaturnih tretmana (P = 0,244) (Slika 4.3.3. i Tabela 4.3.3.B).
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Tabela 4.3.1. Deskriptivne vrednosti parametara fenologije cvetanja: ukupan broj cvetova, boj cvetova po genotipu [medijana (Q1-Q3)], proporcija cvetalih
genotipova [n/N (%)], pocetak cvetanja (T0), prosecan dan cvetanja po genotipu (X + SD) i trajanje centralog perioda cvetanja (T90-T10) [(medijana (Q1-

Q3)] klonalnih genotipova I pumila iz dve prirodne populacije u Deliblatskoj pesScari (Populacija 1, n = 34 i Populacija 2, n = 34), tokom 16 dana cvetanja u
prolece 2019. godine, izvan i unutar OTC-a.

Populacija 1 Populacija 2 Obe populacije
Parametar
[zvan OTC-a Unutar OTC-a [zvan OTC-a Unutar OTC-a [zvan OTC-a Unutar OTC-a

Ukupan broj cvetova 165 162 121 77 286 239
Broj cvetova po genotipu 4(1,2-7) 3(1,2-5) 2(1-5 1(0-3) 3(1-6,2) 2(1-5)

. : : 30/34 28/34 23/34 55/68 53/68

0

Proporcija cvetalih genotipova 27/34 (79,4 %) (88,2 %) (82,4 %) (67,6 %) (80,9 %) (77,95)
TO 4 3 5 1 4 1
Prosecan dan otvaranja 10,5 +2,0 9320 10,4 + 2,4 10,9 + 2,7 10,4 +2,2 10,0 + 2,4
cvetova
T90-T10 4,0 (3-5) 35(1,2-6) 1,5(0-4) 2,0(0-4) 3,0 (0,5-5) 3,0(0-5)
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Slika 4.3.1. Dnevna dinamika cvetanja I. pumila u dve temperaturne sredine in situ.

Prikazan je ukupan broj novootvorenih cvetova zabeleZen svakog dana cvetanja kod rameta I. pumila iz dve prirodne populacije u Deliblatskoj pescari (Populacija
1, n = 34; Populacija 2, n = 34), koji su se razvijali izvan OTC-a (zeleno) i unutar OTC-a (crveno) tokom prole¢a 2019. godine Prikazane su: (A.) Populacija 1, (B.)
Populacija 2 i (C.)obe populacije zajedno. Linije povezuju uzastopne dnevne vrednosti.
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Tabela 4.3.2. Rezultati meSovitih modela za efekte temperaturnog tretmana, populacije i njihove interakcije na parametre fenologije cvetanja: ukupan broj
cvetova, verovatnoca cvetanja, proseCan dan cvetanja i trajanje centralnog perioda cvetanja (T90-T10) klonalnih genotipova I pumila iz dve prirodne
populacije u Deliblatskoj peSc¢ari (Populacija 1, n = 34 i Populacija 2, n = 34), ¢iji su se rameti razvijali izvan i unutar OTC-a. Za broj cvetova i verovatnocu
cvetanja efekat tretmana predstavljen je odnosom povisena/ambijentalna temperatura, a efekat populacije odnosom Populacija 1/Populacija 2. IRR (engl.
incidence rate ratio) predstavlja odnos ocekivanog broja cvetova, a OR (engl. odds ratio) odnos Sansi za cvetanje. Za kontinuirane parametre efekti su izrazeni
kao razlike u danima (A), pri cemu je ona za T racunata kao A=poviSena- ambijentalna temperatura, a za P kao A= Populacija 1-Populacija 2. Vrednosti u
zagradama predstavljaju pojedinacne intervale poverenja od 95%. Za kontraste tretmana unutar Populacije 1 i Populacije 2 prikazane su P-vrednosti
korigovane Holmovom metodom. T90-T10 predstavlja broj dana izmedu dostizanja 10% i 90% ukupnog broja cvetova pojedina¢nog genotipa u svakom
temperaturnom tretmanu.

Tretman (T) Populacija(P) TxP Populacija1: T Populacija 2: T
Parametar Model Efekat P Efekat P P Efekat P (Holm) Efekat P (Holm)
cetova | GIMM (0s9100) 02 (lomzen 0024 0283 (il 0SH hotce 008
\c/fgtoa‘;é};méa B(i;ri(l)vlmlvi1 ! (0(,)5;02'?393) 0,808 (o(?goz;lé?zgn 0,271 0,067 (o(,)gf;zé,l274) 0,295 (0?50?%3367) 0,268
Gmevetna MM (o000 0108 (1720 0167 0008 (ohol, 0004 (D) 0479
T90-T10 LMM (-fgé?'(igz) 0,521 (Oﬁz;l’;g@ 0,005 0,864 (_IA’;?'&;) 1,000 (_ﬁé?'(igz) 1,000
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Slika 4.3.2. Kumulativne krive cvetanja I. pumila u dve temperaturne sredine in situ.

Prikazane su prosec¢ne kumulativne krive cvetanja, izraZene kao procenat ukupnog broja cvetova otvorenih do odredenog dana cvetanja, kod rameta I. pumila iz
dve prirodne populacije u Deliblatskoj pescari (Populacija 1, n = 34; Populacija 2, n = 34), koji su se razvijali izvan OTC-a (zeleno) i unutar OTC-a (crveno) tokom
prole¢a 2019. godine. Prikazane su: (A.) Populacija 1 (n = 34), (B.) Populaciji 2 (n=34) i (C.) obe populacije zajedno (n = 68). Linije predstavljaju prose¢ne
vrednosti, a sencene oblasti + 1 standardnu gresku.
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Tabela 4.3.3. Rezultati generalizovanog aditivnog meSovitog modela (GAMM) dnevne dinamike otvaranja cvetova klonalnih genotipova I pumila iz dve
prirodne populacije u Deliblatskoj pescari (Populacija 1, n = 34 i Populacija 2, n = 34), praéenih izvan i unutar OTC-a tokom 2019. godine. Prikazani su ¢lanovi
od interesa kona¢nog punog modela koji opisuju: (A.) oblk modelovane krive cvetanja i (B.) kontraste izmedu celih modelovanih krivih cvetanja na nivou
populacije i temperaturnog tretmana. edf - efektivni broj stepena slobode; Ref. df - referentni broj stepena slobode; x? - test statistika za procenu znacajnosti
glatkog ¢lana; Tmax-maksimalno apsolutno standardizovano odstupanje izmedu poredenih modelovanih krivih tokom ¢itavog perioda cvetanja.

A. Clanovi kona¢nog punog modela

Efekat Clan formule edf Ref. df x? P
Osnovni oblik krive cvetanja- Populacija 1 f1(t) 5,138 6,013 44,025 <0,0001
Osnovni oblik krive cvetanja- Populacija 2 f2(1) 3,948 4,580 24,261 0,0002
Tretmanska promena oblika krive cvetanja - Populacija 1 q1i(t) 1,000 1,001 2,832 0,093
Tretmanska promena oblika krive cvetanja - Populacija 2 q2i(t) 1,616 1,939 0,234 0,863

B. Kontrasti izmedu celih krivih cvetanja

Kontrast Tnax p

Tretman (T) 1,947 0,244
Populacija (P) 3,303 0,012
T unutar Populacije 1 1,661 0,256
T unutar Populacije 2 1,601 0,453
TxP 1,747 0,339
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Slika 4.3.3. Modelovane Krive cvetanja I. pumila u dve temperaturne sredine in situ.
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Prikazane su modelovane krive cvetanja kod rameta I. pumila iz dve prirodne populacije u Deliblatskoj pescari (Populacija 1, n = 34; Populacija 2, n = 34), koji su
se razvijali izvan OTC-a (zeleno) i unutar OTC-a (crveno) tokom prole¢a 2019. godine. Prikazane su: (A.) Populacija 1, (B.) Populacija 2 i (C.) obe populacije
zajedno. Pune linije predstavljaju oekivani broj novootvorenih cvetova po danu, modelovan negativno-binomnim GAMM-om, sencene oblasti 95% intervale
poverenja, a tacke zabeleZeni broj novootvorenih cvetova svakog dana. U panelu C modelovane vrednosti Populacije 1 i Populacije 2 sabrane su za svaki
temperaturni tretman.
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4.3.2. Reproduktivni uspeh

Deskriptivne vrednosti tri analizirana parametra reproduktivnog uspeha: proporcija oprasenih
cvetova, broj razvijenih semena [ masa razvijenih semena prikazane su u Tabeli 4.3.4. U obe
populacije proporcija oprasenih cvetova bila je gotovo dvostruko veca izvan OTC-a nego unutar
njega, a isti obrazac uocen je i kada su populacije posmatrane zajedno. Ovaj obrazac pokazuje
da je proporcija oprasenih cvetova bila znatno niza unutar OTC-a, ali na osnovu ovih podataka
nije moguce razdvojiti efekat poviSene temperature od moguceg uticaja OTC konstrukcije kao
fizicke prepreke za posetu opraSivaca cvetovima. Broj i masa razvijenih semena po Cauri
pokazali su razliCite obrasce izmedu populacija. U Populaciji 1, oba parametra imala su vise
vrednosti kod rameta koji su se razvijali unutar OTC-a nego kod onih izvan OTC-a, dok je u
Populaciji 2 uocen suprotan, ali manje izrazen obrazac. Kada su populacije objedinjene, broj i
ukupna masa razvijenih semena po cauri bili su veéi kod rameta razvijenih unutar OTC-a
(Tabela 4.3.4).

Rezultati meSovitih modela za efekte temperaturnog tretmana, populacije i njihove interakcije
na analizirane parametre reproduktivnog uspeha prikazani su u Tabeli 4.3.5. Efekat
temperaturnog tretmana, procenjen prosec¢no za obe populacije i unutar svake populacije
pojedinacno, nije bio statisti¢ki znacajan ni za broj ni za ukupnu masu razvijenih semena (sve
P>0,05). Medutim, efekat temperaturnog tretmana na ukupnu masu semena po cauri,
prosecno za obe populacije, bio je marginalno znacajan (P = 0,067). Procenjena ukupna masa
semena bila je za 0,081 g veca kod rameta razvijenih unutar OTC-a nego kod rameta razvijenih
izvan OTC-a, sto ukazuje na trend povecanja mase semena u uslovima poviSene temperature.
Efekat populacije bio je statisticki znacajan i za broj (P =0,006) i za ukupnu masu semena
(P <0,0001), sto ukazuje na to da su se populacije razlikovale u vrednostima oba analizirana
parametra reproduktivnog uspeha, prosecno za oba temperaturna tretmana. Ocekivani broj
razvijenih semena bio je 29 % veci u Populaciji 1 nego u Populaciji 2, dok je ukupna masa
razvijenih semena po cauri u Populaciji 1 bila prosec¢no veca za 0,22 g nego u Populaciji 2.
Interakcija temperaturnog tretmana i populacije nije bila statisticki znacajna ni za broj
(P=0,297) ni za ukupnu masu semena (P=0,328), Sto ukazuje da se odgovor ova dva
parametra reproduktivnog uspeha na temperaturni tretman nije statisti¢ki znacajno razlikovao
izmedu populacija (Tabela 4.3.5). Povezanost izmedu broja i veli¢ine semena ispitana je
Spearmanovom korelacionom analizom izmedu prose¢nog broja semena po cauri i prosecne
mase pojedinacnog semena za svaki temperaturni tretman, kako za obe populacije zajedno,
tako i za svaku populaciju zasebno. Nije utvrdena statisti¢ki znac¢ajna povezanost izmedu ova
dva parametra ni u jednom od analiziranih slucajeva (sve P > 0,05).
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Tabela 4.3.4. Vrednosti deskriptivnih parametara reproduktivnog uspeha: proporcija oprasenih cvetova [n/N (%)], broj razvijenih semena [medijana (Q1-
Q3)] i masa razvijenih semena po ¢auri [medijana (Q1-Q3) ] klonalnih genotipove I pumila iz dve prirodne populacije u Deliblatskoj pescari (Populacija 1,
n=34 i Populacija 2, n=34), ¢iji su se rameti razvijali izvan i unutar OTC-a tokom 2019. godine. n -broj opraSenih cvetova; N- ukupan broj cvetova; masa
semena izraZena je u gramima (g).

Populacija 1 Populacija 2 Obe populacije
Parametar
[zvan OTC-a Unutar OTC-a [zvan OTC-a Unutar OTC-a [zvan OTC-a Unutar OTC-a
Proporcija oprasenih cvetova 125/165 62/162 93/121 34/77 218/286 96/239
(75,8 %) (38,3 %) (76,9 %) (44,2 %) (76,2 %) (40,2 %)
Broj razvijenih semena 37,5 46 33 30 35 40,5
(25,2-48,0) (37,0-56,5) (22-41,5) (23,0-44,0) (24,0-46) (29-51,2)
Masa razvijenih semena 0,377 0,539 0,315 0,284 0,317 0,418
(0,275-0,614) (0,387-0,714) (0,163-0,359) (0,228-0,378) (0,239-0,502) (0,271-0,578)

Tabela 4.3.5. Rezultati meSovitih modela za efekte temperaturnog tretmana, populacije i njihove interakcije na parametre reproduktivnog uspeha: prosecan
broj semena i ukupnu masu semena po cauri klonalnih genotipova I. pumila iz dve prirodne populacije u Deliblatskoj peSc¢ari (Populacija 1, n = 34 i Populacija
2, n = 34), ¢iji su se rameti razvijali izvan i unutar OTC-a. Za broj semena efekat tretmana predstavljen je odnosom poviSena/ambijentalna temperatura, a
efekat populacije odnosom Populacija 1/Populacija 2. IRR (engl. incidence rate ratio) predstavlja odnos oCekivanog broja semena. Za masu semena efekti su
izrazeni kao razlike (A), pri cemu je A za T racunata kao poviSena- ambijentalna temperatura, a A za P kao Populacija 1-Populacija 2. Vrednosti u zagradama
predstavljaju intervale poverenja od 95%. Za kontraste tretmana unutar Populacije 1 i Populacije 2 prikazane su P-vrednosti korigovane Holmovom
metodom (P adj.).

Tretman (T) Populacija (P) TxP Populacija1: T Populacija 2: T
Parametar Model Efekat P Efekat P P Efekat P adj. Efekat P adj.
. NB2 IRR=1,14 IRR=1,29 IRR=1,26 IRR=1,04
Broj semena GLMM (0,95; 1,37) 0,155 (1,08; 1,55) 0,006 0,297 (0,99; 1,59) 0,113 (0,79; 1,37) 0,806
Masa A=0,08 A=0,22 A=0,12 A=0,04
semena LMM (-0,01;0,17) 0,067 (0,14;0,31) <0001 0,328 (-0,02; 0,26) 0,173 (-0,06; 0,14) 0,446
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4.3.3. Adaptivna vrednost i fenotipska selekcija

Kao mera adaptivne vrednosti kori$¢en je broj semena po cvetnom rametu. U analizi apsolutne
adaptivne vrednosti koriS¢ene su originalne vrednosti ove mere, dok je za analizu fenotipske
selekcije izracunata relativna adaptivna vrednost. Prosecne vrednosti apsolutne adaptivne
vrednosti prikazane su u Tabeli 4.3.6. Kada su obe populacije posmatrane zajedno, prose¢na
apsolutna adaptivna vrednost bila je ve¢a kod biljaka koje su se razvijaleizvan OTC-a nego kod
biljaka koje su se ravijaleunutar OTC-a. Isti obrazac uocen je i u obe populacije pojedina¢no.
Medutim, rezultati negativno-binomnog GLMM-a pokazali su da glavni efekti temperaturnog
tretmana i populacije, kao ni njihova interakcija, nisu bili statisticki znacajni (sve P> 0,05;
Tabela 4.3.7). Razlike izmedu temperaturnih tretmana unutar pojedina¢nih populacija takode
nisu bile statisticki znacajne (obe P > 0,05).

Rezultati multivarijatne selekcione analize na pojedinacne Hsp prikazani su u Tabeli 4.3.8.
Statistic¢ki znacajni linearni selekcioni gradijenti nisu utvrdeni ni za jedan od analiziranih Hsp.
Ipak, u Populaciji 1 na ambijentalnoj temperaturi utvrden je marginalno znacajan pozitivan
selekcioni gradijent za Hsp101 (f=0,511; P=0,065), Sto ukazuje na tendenciju ka vecoj
relativnoj adaptivnoj vrednosti genotipova sa vecom relativnom koli¢inom Hsp101. Nasuprot
tome, za ukupni Hsp17.6 uocen je trend negativne selekcije (3 = -0,546; P = 0,073), Sto ukazuje
na tendenciju ka niZoj relativnoj adaptivnoj vrednosti genotipova sa veom relativnom
kolicinom ovog proteina. Za razliku od Hsp, za pojedina¢cne komponente antioksidativnog
sistema utvrdeni su statisticki znacajni linearni selekcioni gradijenti na osnovu bootstrap
procene, ali samo pri poviSenoj tempraturi. U Populaciji 1 utvrdeni su statisti¢ki znacajni
negativni selekcioni gradijenti za ukupni APX ( = -0,714; P = 0,047) i ukupni SOD (§ = -0,833;
P =0,048), Sto ukazuje da su genotipovi sa ve¢im vrednostima ukupnog APX i ukupnog SOD
imali niZu relativnu adaptivnu vrendost. U Populaciji 2, selekcioni gradijent za CAT bio je
pozitivan i statisti¢ki znacajan ( =0,778; P =0,021), Sto ukazuje da su genotipovi sa ve¢om
relativnom koli¢inom CAT imali vec¢u relativnu adaptivnu vrednost. Iako su se smer i intenzitet
pojedinacnih selekcionih gradijenata razlikovali izmedu populacija i temperaturnih tretmana,
formalni testovi interakcija nisu pokazali statisticki znacajne razlike u selekcionim
gradijentima, izmedu temperaturnih tretmana i populacija, niti znac¢ajnu interakciju T x P (sve
P > 0,05; Tabela 4.3.9).

Univarijantna selekciona analiza nije pokazala statisticki znacajnu povezanost ukupne
vrednosti Hsp sa relativnom adaptivhom vredno$¢u ni u jednoj kombinaciji populacije i
temperaturnog tretmana (Tabela 4.3.10). Nasuprot tome, u Populaciji 1 na poviSenoj
temperaturi utvrden je statisticki znacajan negativan linearni selekcioni diferencijal za ukupnu
vrednost antioksidativnih enzima (S =-1,206; P =0,002), Sto ukazuje da su genotipovi sa
ve¢om ukupnom vrednoS$¢u antioksidativnih enzima imali niZu relativnu adaptivnu vrednost
(Tabela 4.3.10). U multivarijatnoj selekcionoj analizi, u kojoj su ukupne vrednosti Hsp i
antioksidativnih enzima istovremeno ukljucene u model, parcijalni selekcioni gradijent za
antioksidativne enzime u Populaciji 1 na poviSenoj temperaturi bio je negativan i marginalno
znacajan (3=-1,373; P=0,055; Tabela 4.3.11), Sto ukazuje na tendenciju ka negativnoj
povezanosti ukupne vrednosti antioksidativnih enzima sa relativnom adaptivnom vredno$¢u i
nakon ukljuc¢ivanja ukupne vrednosti Hsp u isti model, dok za Hsp nisu utvrdeni statisticki
znacajni parcijalni selekcioni gradijenti.
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Tabela 4.3.6. Prosec¢ne vrednosti (X = SD) apsolutne adaptivne vrednosti (W) klonalnih genotipova I. pumila iz dve prirodne populacije u Deliblatskoj pe$¢ari
koji su cvetali tokom 2019. godine (Populacija 1: izvan OTC-a, n = 27; unutar OTC-a, n =30 i Populacija 2: izvan OTC-a, n = 28; unutar OTC-a, n = 23).
W = ukupan broj razvijenih semena / ukupan broj cvetnih rameta.

Populacija 1 Populacija 2 Obe populacije
Parametar Izvan OTC-a Unutar OTC-a Izvan OTC-a Unutar OTC-a Izvan OTC-a Unutar OTC-a
(n=27) (n=30) (n=28) (n=23) (n=55) (n=53)
W 11,25 +10,45 6,94 +12,11 11,87 + 15,96 6,10+ 10,59 11,57+ 13,42 6,58 + 11,38

Tabela 4.3.7. Rezultati negativno binomnog generalizovanog linearnog modela (GLMM) za efekte temperaturnog tretmana, populacije i njihove interakcije
na apsolutnu adaptivnu vrednost (W) klonalnih genotipova I pumila iz dve prirodne populacije koji su cvetali tokom 2019. godine (Populacija 1: izvan OTC-
a, n=27; unutar OTC-a, n =30 i Populacija 2: izvan OTC-a, n = 28; unutar OTC-a, n = 23). W = ukupan broj razvijenih broj semena / ukupan broj cvetnih
rameta. IRR (engl. incidence rate ratio) predstavlja odnos ocekivane stope proizvodnje semena po cvetnom rametu. Vrednosti u zagradama predstavljaju
intervale poverenja od 95%. Za kontraste tretmana unutar Populacije 1 i Populacije 2 prikazane su P-vrednosti korigovane Holmovom metodom.

Tretman (T) Populacija (P) TxP Populacija1: T Populacija 2: T
Parametar Model Efekat P Efekat P P Efekat P adj. Efekat P adj.
NB2 IRR=0,56 IRR=1,04 IRR=0,62 IRR=0,52

GLMM  (023;137) %200 (043;252) 935 0,846 (018;208) 2633 (014,188 033
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Tabela 4.3.8. Standardizovani linearni selekcioni gradijenti () za Hsp i antioksidativne enzime klonalnih genotipova I pumila iz dve prirodne populacije u
Deliblatskoj pescari koji su cvetali tokom 2019. godine (Populacija 1: izvan OTC-a, n = 12; unutar OTC-a, n = 14 i Populacija 2: izvan OTC-a, n = 12; unutar
OTC-a, n = 11). Relativna adaptivna vrednost (w) izrac¢unata je kao w = W/W. Gradijenti su procenjeni u dve odvojene multivarijatne regresione analize za:
(A.) pojedinacne Hsp i (B.) pojedinacne antioksidativne enzime; vrednosti pojedinacnih izoformi Hsp17.6, APX i SOD su objedinjene. Vrednosti u zagradama
predstavljaju intervale poverenja od 95% dobijene bootstrap metodom. P-vrednosti dobijene su dvostranim neparametarskim bootstrap postupkom sa 2000
ponavljanja. Opis skracenica i jedinice dati su u Tabeli 3.3.1.

Populacija 1 Populacija 2

Osobina Izvan OTC-a (n=12) Unutar OTC-a (n=14) Izvan OTC-a (n=12) Unutar OTC-a (n=11)
B P B P B P B P

A. Hsp

Asp101 (-0,22'35;111,147) 0,0650 (-1,3-26[;“;(,)247) 06643 (-6,9-(())2’32;26?487) 07426 (-5,7-2(’)5;5;,1589) 0,9579

Hsp70 (-0,8_%1;{(3)?740) . (—2,33,75;426,278) 06231 (-1,5;'23;833:354) 02749 (-5,2%11 ;049,690) 0,9509

Hspl7.6 (-1,3_245;%,6071) I (—2,3-;)(,)?%(,)867) 0.1508 (-7,1_23’6??5,5365) 06377 (-1,62'77;833,121) 06760

B. Antioksidativni enzimi

50D (-1,1-4(1)'32;?())?503) 04528 ('3(’)781635); ) 0,0483 (-0,8(;'21;905,847) 06997 (-1,7-84’}?%,5456) 01210

APX - 0’9' 8'11;%’64 1g) 04588 (-;)10,37;3 - 0,0473 - 0,7-(())6?(()),19 59) 09055 (_0’52122;61‘%743) 0,4447

CAT 0,097 0,8136 0,136 0,8389 0,253 0,3428 0,778 0,0211

(-0,693; 1,180)

(-1,123; 1,043)

(-0,480; 0,958)

(0,259; 2,536)
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Tabela 4.3.9. Rezultati formalnih testova razlika linearnih selekcionih gradijenata () za Hsp i antioksidativne enzime izmedu temperaturnih tretmana i
populacija kod klonalnih genotipova I. pumila iz dve prirodne populacije u Deliblatskoj pescari koji su cvetali tokom 2019. Godine (Populacija 1: izvan OTC-a,
n = 12;i unutar OTC-a, n = 14 i Populacija 2: izvan OTC-a, n = 12; unutar OTC-a, n = 11). Prikazani su stepeni slobode (df), F-vrednosti i statisticka znacajnost (P)
marginalnih testova fiksnih interakcionih efekata iz dva odvojena linearna meSovita modela (LMM) za: (A.) Hsp i (B.) antioksidativne enzime. U modelima je
klonalni genotip uklju¢en kao slu¢ajni efekat. Relativna adaptivna vrednost izracunata je kao w = W/W. Opis skracenica i jedinice dati su u Tabeli 3.3.1.

A. Hsp Hsp101 Hsp70 Hsp17.6

[zvor variranja df F P df F P df F P
Osobina X tretman 1/8 0,281 0,6105 1/8 0,066 0,8044 1/8 0,219 0,6521
Osobina X populacija 1/8 0,345 0,5730 1/8 0,490 0,5038 1/8 0,552 04787
Osobina X tretman x populacija 1/8 0,175 0,6870 1/8 1,148 0,3152 1/8 0,979 0,3513
B. Antioksidativni enzimi SOD APX CAT

Izvor variranja df F P df F P df F P
Osobina X tretman 1/8 2,798 0,1329 1/8 0,075 0,7908 1/8 0,083 0,7804
Osobina X populacija 1/8 0,129 0,7293 1/8 1,621 0,2386 1/8 1,107 0,3235
Osobina X tretman x populacija 1/8 0,231 0,6434 1/8 0,723 0,4200 1/8 0,556 04771
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Tabela 4.3.10. Standardizovani linearni selekcioni diferencijali (S) za ukupne vrednosti Hsp i antioksidativnih enzima klonalnih genotipova I. pumila iz dve
prirodne populacije u Deliblatskoj pescari (Populacija 1: izvan OTC-a, n = 12; unutar OTC-a, n = 14 i Populacija 2: izvan OTC-a, n = 12; unutar OTC-a, n = 11).
Relativna adaptivna vrednost (w) izratunata je kao w = W/W. Selekcioni diferencijali procenjeni su u dve odvojene univarijantne regresione analize, za
ukupnu vrednost Hsp-ova i ukupnu vrednost antioksidativnih enzima. Vrednosti u zagradama predstavljaju intervale poverenja od 95% dobijene bootstrap
metodom. P-vrednosti dobijene su dvostranim neparametarskim bootstrap postupkom sa 2000 ponavljanja.

Populacija 1 Populacija 2
Osobina Izvan OTC-a (n=12) Unutar OTC-a (n=14) Izvan OTC-a (n=12) Unutar OTC-a (n=11)
S P S P S P S P
0,308 -0,575 0,175 0,033
Hsp (-0,868; 0,085) 1079 (-1,526;0209) 1179 (-0,271; 1,045) 00067 (-:0,497;1,031) 8384
Antioksidativni enzimi 0,183 0,4648 11,206 0,0020 0.286 0,5667 0,361 0,9778

(-0,910, 0,284) (-2,036; -0,420) (-0,531; 0,995) (-1,172; 0,964)

Tabela 4.3.11. Standardizovani linearni selekcioni gradijenti () za ukupne Hsp i antioksidativne enzime klonalnih genotipova I. pumila iz dve prirodne
populacije u Deliblatskoj pescari koji su cvetali tokom 2019. godine (Populacija 1: izvan OTC-a, n = 12; unutar OTC-a, n = 14 i Populacija 2: izvan OTC-a, n = 12;
unutar OTC-a, n = 11). Relativna adaptivna vrednost (w) izratunata je kao w = W/W. Selekcioni gradijenti procenjeni su u multivarijatnoj regresionoj analizi
u kojoj su ukupne vrednosti Hsp-ova i antioksidativnih enzima istovremeno ukljucene kao prediktori. Vrednosti u zagradama predstavljaju intervale
poverenja od 95% dobijene bootstrap metodom. P-vrednosti dobijene su dvostranim neparametarskim bootstrap postupkom sa 2000 ponavljanja.

Populacija 1 Populacija 2
Osobina Izvan OTC-a (n=12) Unutar OTC-a (n=14) Izvan OTC-a (n=12) Unutar OTC-a (n=11)
B p B p B p B p
-0,282 0,271 0,095 0,302
Hsp (-1,040;0,286) 3998 (q425,1468) 07100 (403,105 9993° (6551035 0024
Antioksidativni -0,060 -1,373 0,256 -0,518
enzimi (-0,897; 0,653) 0,9635 (-2,539; 0,038) 0,0554 (-0,504; 0,982) 0,7586 (-1,781; 0,706) 0,4008
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4.4. Fenotipska plasticnost anatomsko-morfoloskih i
biohemijskih osobina lista I. pumila

4.4.1. Fenotipska plasti¢nost u odgovoru na temperaturni tretman

Nacin na koji se kvantitativno procenjuju fenotipske promene izazvane sredinskim uslovima
znaCajno uti¢e na tumacenje ekoloSkih i evolucionih aspekata fenotipske plasti¢nosti
(Valladares i sar, 2006). U ovoj studiji primenjen je indeks plasti¢nosti, PIv, prema Valladares i
saradnicima (2006), koji se smatra pogodnim indeksom za poredenje nivoa fenotipske
plasti¢nosti kako izmedu funkcionalnih osobina, tako i izmedu grupa funkcionalno povezanih
osobina. S obzirom na to da se vrednosti Plv a kre¢u u rasponu od 0 do 1, predstavlja pogodan
pokazetelj za poredenje nivoa fenotipske plastiCnosti izmedu osobina sa razliitim mernim
jedinicama i opsegom varijabilnosti.

Kako bi se ispitao uticaj poviSene temperature na nivo i obrazac fenotipske plasti¢nosti
anatomsko-morfoloskih osobina lista, relativnu kolicinu Hsp i relativnu Kkoli¢inu
antioksidativnih enzima izracunati su indeksi plasti¢nosti (PIr) za sve ove osobine ispoljene u
rametima izvan i unutar OTC-a (Slika 4.4.1). Prosecan nivo fenotipske plasticnosti bio je
relativno nizak i zavisio je od analizirane osobine (Slika 4.4.1). Posmatrano na nivou grupa
funkcionalno povezanih osobina, najvisi nivo plasti¢nosti uocen je za Hsp (PIr = 0,304), zatim
za antioksidativne enzime (PIr=0,162) a najniZi za anatomsko-morfoloSke osobine lista
(PIT=0,395), Hsp17.6a (PIr=0,328) i Hsp17.6b (PIr=0,362) a najmanje plasticCan LDMC
(PIT=0,027), LT (PIr=0,037), SLWC (PIr=0,040) i SLA (PIr=0,042). Rezultati Fridmanove
ANOVA-e za sve analizirane osobine lista pokazali su da se nivoi plasti¢nosti znacajno razlikuju
(x*(14,N =120) =707,73, P<0,0001) (Slika 4.4.1).
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Slika 4.4.1. Indeksi fenotipske plasti¢nosti anatomsko-morfoloskih i biohemijskih osobina lista
L. pumila izmedu dve temperaturne sredine in situ.

Prikazane su prosecne vrednosti (8 + SE) indeksa fenotipske plasti¢nosti (PIr) za anatomsko-morfoloske
osobine lista (SLA, LDMC, SLWC, LT) i biohemijske osobine lista: relativne koli¢ine proteina toplotnog
stresa (Hsp101, Hsp70, Hsp17.6a, Hsp17.6b) i antioksidativnih enzima (CAT, APXa, APXb, MnSOD,
Cu/ZnSODa, Cu/ZnSODb, Cu/ZnSODc) genotipova Iris pumila (N=240), izracunate izmedu rameta koji
su se razvijali izvan i unutar OTC-a. Razli¢itim slovima oznacene su prosecne vrednosti koje se statisticki
znacajno razlikuju (P < 0,05; videti Materijal i metode). Opis skraéenica i jedinice dati su u Tabeli 3.3.2.
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Na Slici 4.4.2 prikazane su prosecne vrednosti PIranaliziranih osobina lista za svaku populaciju
I pumila, tokom dve sezone i dve godine. Nivo plasticnosti svih anatomsko-morfoloskih
osobina lista bio je slican tokom celog perioda istrazivanja (sve P adj. > 0,05)(Slika 4.4.2. (A.)).
Nasuprot tome, za sve Hsp uocen je trend smanjenja PIru leto u odnosu na prolece, tokom obe
godine istrazivanja (Slika 4.4.2. (B.)), Sto ukazuje na niZi nivo fenotipske plasticnosti tokom
stresnije sezone. PoSto je ovakav obrazac bio konzistentan u obe populacije, moglo bi se
zakljuciti da je sezonsko smanjenje nivoa fenotipske plasti¢nosti Hsp opsti odgovor na poviseni
temperaturni stres, a ne populaciono specifi¢na pojava. Rezultati Vilkoksonovog testa pokazali
su da su se vrednosti PIr za obe izoforme Hsp17.6 u vedini sluc¢ajeva znacajno razlikovale
izmedu sezona. Konkretno, PIrza Hsp17.6a znacajno se razlikovao izmedu prolec¢a i leta tokom
prve godine u obe populacije (Populacija 1: P adj. = 0,0007; Populacija 2: P adj. = 0,0107), dok
se PIr za plasticnost Hsp17.6b znacajno razlikovao tokom obe godine u Populaciji 1
(Padj.=0,0021iP adj. = 0,020), au Populaciji 2 samo u prvoj godini (P adj. = 0,020) dok rezultati
ukazuju na tendenciju ka sezonskoj promeniu drugoj (P adj. = 0,083) (Slika 4.4.2. (B.)). Kada su
u pitanju Hsp101 i Hsp70, sezonske razlike u vrednostima PIr uocene su samo tokom prve
godine istrazivanja, pri ¢emu je ta razlika za Hsp101 bila statistic¢ki znacajna samo u Populaciji
2 (P adj. = 0,041), dok je za Hsp70 bila marginalno znacajna u Populaciji 1 (P adj. = 0,060) (Slika
4.4.2. (B.)). U poredenju sa Hsp101 i Hsp70 koji su pokazali stabilniji obrazac plasti¢nosti
izmedu sezona, sezonsko smanjenje plasti¢nosti bilo je izraZenije za obe izoforme Hsp17.6, Sto
moZe ukazivati na razlike u dinamici njihove regulacije i ekspresije u uslovima temperaturnog
stresa.

Variranje nivoa fenotipske plasti¢nosti antioksidativnih enzima bilo je specificno za enzim i
njegovu izoformu. UoCen je trend porasta vrednosti PIr od proleca do leta, u obe godine
istrazivanja, za CAT i Cu/ZnSODc (Slika 4.4.2. (C.)), ali rezultati Vilkoksonovog testa nisu
potvrdili statisitcku znaCajnost ovih promena. Nasuprot tome, za APXa i Cu/ZnSODa zabeleZena
je sezonska promena suprotnog smera u zavisnosti od populcije, vrednosti PIr su rasle od
proleca do leta u Populaciji 1, dok su u Populaciji 2 opadale (Slika 4.4.2. (C.)). Ovakav obrazac
moZe ukazivati na postojanje populaciono uslovljenih razlika u plasticnom odgovoru. Statisticki
znacajana potvrda ovog trenda utvrdena je samo za APXa, i to u Populaciji 1 tokom prve godine
istrazivanja (P adj. =0,017) dok je u Populaciji 2 u drugoj godini zabeleZena marginalna
znacajnost (P adj. =0,06). Za APXb, MnSOD i Cu/ZnSODb nisu uocCene znacajne sezonske
promene u vrednostima PIr tokom celog perioda istraZivanja (sve P adj.>0,05) (Slika
4.4.2.(C)).

Medupopulacione razlike u vrednostima PIr analizirane su Vilkokson-Men-Vitnijevim testom.
Statisti¢ki znacajne razlike izmedu populacija utvrdene su samo za APXa i MnSOD u leto prve
godine (P adj. = 0,030 i P adj. = 0,011, redom) kao i za Cu/ZnSODa u leto prve) i druge godine
(Padj.=0,047 i Padj. =0,039, redom). Za sve ostale ispitivane enzime nisu utvrdene znacajne
medupopulacione razlike u nivou fenotipkse plasticnosti. Ovi rezultati ukazuju da genotipovi
obe populacije, generalno, ispoljavaju slican obrazac plasti¢cnog odgovora na temperaturne
promene.
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Slika 4.4.2. Indeksi fenotipske plasti¢cnosti anatomsko-morfoloskih i biohemijskih osobina lista
I. pumila izmedu dve temperaturne sredine, tokom dve sezone i dve uzastopne godine in situ.

Prikazane su prosetne vrednosti (X + SE) indeksa fenotipske plasti¢nosti (PIr) za anatomsko-morfoloske i
biohemijske osobine lista klonalnih genotipova I pumila iz dve prirodne populacije u Deliblatskoj pescari
(Populacija 1, bez Sare i Populacija 2, Srafirano), izmedu dve temperaturne sredine, tokom dve sezone i dve
uzastopne godine. Prikazane su (A.) anatomsko-morfoloske osobine lista i biohemijske osobine: (B.) proteini
toplotnog stresa i (C.) antioksidativni enzimi. Statisticka znacajnost razlika izmedu sezona u okviru iste
populacije utvrdena je Vilkoksonovim testom oznacenih rangova uz BH korekciju (videti Materijal i metode):
*P<0,05;** P<0,01;** P<0,001. S - sezona; G - godina. Opis skracenica i jedinice dati su u Tabeli 3.3.2-

4.4.2. Sezonska dinamika fenotipske plasti¢nosti

Radi utvrdivanja uticaja sezone na dinamiku fenotipske plasi¢nosti analiziranih osobina lista,
izracunati su indeksi fenotipske plasticnosti izmedu prole¢a i leta, Plp., unutar svakog
temperaturnog tretmana, za svaku godinu pojedinacno kao i za obe godine objedinjeno.
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Prosecne vrednosti (X) i koeficijenti varijacije (CV%) PIp.. za anatomsko-morfolo$ke osobina
lista (SLA, LDMC, SLWC, LT), relativnu koli¢inu Hsp (Hsp101, Hso70, Hsp17.6) i relativnu
kolicinu antioksidativnih enzima (CAT, APXa, APXb, MnSOD, Cu/ZnSODa, Cu/ZnSODb,
Cu/ZnSODc) genotipova I pumila iz Populacije 1 i 2, ponaosob, kao i za obe populacije
objedinjeno prikazani su u Tabelama 4.4.1. A, B i C. Prosecan nivo sezonske fenotipske
plasti¢nosti razlikovao se izmedu analiziranih osobina i zavisio je od godine istrazivanja.
Najvise vrednosti Plp-.L zabeleZene su za Hsp17.6a, Hsp17.6b i Hsp101, srednje vrednosti za
antioksidativne enzime i Hsp70, dok su najniZe vrednosti uocene za anatomsko-morfoloSke
osobina lista. Ovakav obrazac utvrden je u oba temperaturna tretmana, u obe populacije i
tokom obe godine istraZivanja.

Posmatrano sa aspekta temperaturnog tretmana, rameti koji su se razvijali unutar OTC-a
pretezno su pokazivali viSe vrednosti Plp-. u odnosu na ramete izvan OTC-a. ViSe vrednosti Plp-
L na poviSenoj temperaturi tokom obe godine zabeleZene su za LDMC, SLWC, Hsp101, APXb,
MnSOD i Cu/ZnSODc, dok je za LT, APXa i Cu/ZnSODa takav obrazac uocen samo u prvoj, a za
SLA, Hsp70, Hsp17.6a, Hsp17.6b i Cu/ZnSODb samo u drugoj godini istraZivanja. Ipak, o ovim
razlikama moZe se govoriti pre svega u smislu trenda s obzirom na to da je Vilkoksonov test
statisticki znacajnu razliku potvrdio samo za SLA, Hsp17.6a i MnSOD u Populaciji 2 (Tabela
4.4.1).

Zarazliku od uocenih sezonskih obrazaca plasti¢nosti izmedu temperaturnih tremana, sezonski
obrasci plasti¢nosti uslovljeni medugodiSnjim promenama sredinskih faktora razlikovali su se
za veéinu analiziranih osobina (Tabela 4.4.1). Jedini izuzetak su tri izoforme Cu/ZnSOD (Tabela
4.4.1).

Razlike izmedu populacija testirane su Vilkokson-Men-Vitnijevim testom, unutar svakog
temperaturnog tretmana, svake godine, kao i za obe godine objedinjeno. Znacajne medu-
populacione razlike utvrdene su za Hsp101 u obe godine i oba tretmana (sve P adj. < 0,001), za
MnSOD u drugoj godini u oba tretmana (P adj. =0,0019 i P adj. = 00,0024, na abijentalnoj i
poviSenoj temperaturi), kao i za Cu/ZnSODa i Cu/ZnSODb unutar OTC-a u prvoj godini
(Padj.=0,0079 i Padj. =0,0228, redom), a za SLA u drugoj godini (P adj. = 0,0016). Za sve
ostale analizirane osobine nisu utvrdene znacajne medu-populacione razlike u vrednostima Plp-
L.

Tabela 4.4.1. Prosecne vrednosti (X) indeksa sezonske fenotipske plasti¢nosti (PIr.) za kontrast
prolece-leto i koeficijenti varijacije (CV%) anatomsko-morfoloskih osobina lista (SLA, LDMC, SLWC, LT),
Hsp-ova (Hsp101, Hsp70, Hsp17.6a, Hsp17.6b) i antioksidativnih enzima (CAT, APXa, APXb, MnSOD,
Cu/ZnSODa, Cu/ZnSODb, Cu/ZnSODc) klonalnih genotipova I pumila iz dve prirodne populacije u
Deliblatskoj peScari, izvan i unutar OTC-a. Prikazane su vrednosti za: (A.) Populaciju 1 (n=15),
(B.) Populaciju 2 (n = 15) i (C.) obe populacije, tokom prve (G1, 2018.) i druge godine eksperimenta (G2,
2019.), za obe godine objedinjeno i za kontrast izmedu godina. Boldovane vrednosti oznacavaju
statisticki znacajne, a podvuclene vrednosti marginalno znacajne razlike izmedu temperaturnih
tretmana. Zvezdice oznacavaju nivo statisticke znacajnosti medugodisnjih razlika: *P < 0,05; **P < 0,01;
*#*P < 0,001; ms - marginalno znacajno; ns - statisticki neznacajno. Opis skracenica i jedinice dati su u
Tabeli 3.3.1.
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Godinal Godina2 Obe godine G1vs G2
Izvan OTC-a Unutar OTC-a Izvan OTC-a Unutar OTC-a Izvan OTC-a Unutar OTC-a Izvan Unutar
Ph.  CV% Pl  CV% Pl — CV%  Plu  CV% Pl.. — CV% P, (V%  OTCa  OTCa

Populacija 1

Anatomsko-morfoloske osobine

SLA 0,048 80,1 0,053 37,1 0,050 47,1 0,054 47,2 0,049 64,8 0,054 42,5 ns ns
LDMC 0,175 17,6 0,190 20,1 0,015 86,9 0,038 58,0 0,095 87,8 0,114 72,2 ok ok
SLWC 0,155 30,6 0,176 23,2 0,035 66,1 0,049 71,2 0,095 74,7 0,112 65,9 ok o
LT 0,117 38,5 0,133 26,5 0,042 62,7 0,048 69,5 0,079 66,1 0,091 60,5 ok ok

Biohemijske osobine

Hsp101 0,334 83,6 0,364 61,2 0,481 61,1 0,565 51,4 0,408 72,7 0,465 59,7 ns ms
Hsp70 0,203 92,4 0,148 77,9 0,290 94,8 0,358 86,4 0,246 97,1 0,253 101,2 ns ns
Hspl7.6a 0,574 43,5 0,519 63,0 0,800 24,7 0,905 6,8 0,687 36,7 0,712 42,7 * *
Hsp17.6b 0,584 44,6 0,401 80,6 0,855 13,7 0,843 18,9 0,720 33,8 0,622 54,2 * *
CAT 0,399 64,4 0,424 55,6 0,323 62,4 0,202 94,7 0,361 64,9 0,313 77,2 ns *
APXa 0,232 72,9 0,225 63,8 0,123 93,2 0,137 65,1 0,178 86,9 0,181 70,3 ns ns
APXb 0,111 66,8 0,112 69,2 0,199 67,1 0,247 40,6 0,155 75,3 0,180 62,6 ns *
MnSOD 0,090 56,9 0,136 77,7 0,200 49,1 0,195 88,4 0,145 66,2 0,166 88,3 * x
Cu/ZnSODa 0,212 751 0,157 86,4 0,205 62,5 0,165 56,1 0,208 69,3 0,161 72,2 ns ns
Cu/ZnSODb 0,275 74,6 0,229 91,2 0,275 55,8 0,273 76,2 0,275 65,9 0,251 83,5 ns ns
Cu/ZnSODc 0,359 63,7 0,511 37,4 0,447 36,0 0,488 33,4 0,403 50,3 0,500 35,6 ns ns

139



Godinal Godina2 Obe godine G1vs G2

Izvan OTC-a Unutar OTC-a Izvan OTC-a Unutar OTC-a Izvan OTC-a Unutar OTC-a Izvan Unutar

Pl..  CV%  Phy  CV% Pl.,  CV%  Plhy  CV% Pl  CV% Pl CV% OTCa  OTCa
Populacija 2
Anatomsko-morfoloske osobine
SLA 0,073 58,7 0,058 57,8 0,062 62,3 0,021 74,6 0,067 60,9 0,040 80,5 ns ok
LDMC 0,198 12,8 0,191 14,3 0,040 73,8 0,034 76,9 0,119 70,6 0,113 73,5 ok ok
SLWC 0,169 354 0,161 334 0,044 83,7 0,051 54,1 0,106 75,1 0,106 65,9 o ok
LT 0,122 52,5 0,117 43,9 0,062 75,1 0,046 45,0 0,092 69,0 0,081 64,9 * o
Biohemijske osobine
Hsp101 0,244 65,3 0,277 59,8 0,487 55,9 0,572 44,2 0,365 69,5 0,425 61,2 * *
Hsp70 0,879 12,2 0,718 34,6 0,870 10,7 0,941 6,0 0,874 11,5 0,829 25,6 ns *
Hsp17.6a 0,724 32,5 0,627 46,4 0,899 11,9 0,948 8,2 0,811 24,9 0,788 33,8 * ok
Hsp17.6b 0,456 35,2 0,391 43,6 0,205 80,8 0,236 54,7 0,330 62,2 0,314 54,2 o *
CAT 0,198 73,4 0,302 57,0 0,178 55,5 0,127 89,5 0,188 66,3 0,214 79,3 ns *
APXa 0,120 69,6 0,129 73,5 0,265 58,3 0,339 64,3 0,193 74,7 0,234 84,8 * *
APXb 0,090 78,5 0,242 61,4 0,456 48,0 0,469 40,7 0,273 89,7 0,356 57,8 o ok
MnSOD 0,247 100,1 0,386 49,5 0,261 63,9 0,175 54,3 0,254 83,1 0,280 65,7 ns ms
Cu/ZnSODa 0,462 57,0 0,456 49,8 0,238 88,3 0,295 71,2 0,350 75,2 0,375 62,1 ns ns
Cu/ZnSODDb 0,434 76,8 0,473 66,1 0,482 57,1 0,461 51,3 0,458 66,9 0,467 59,4 ns ns
Cu/ZnSODc 0,073 58,7 0,058 57,8 0,062 62,3 0,021 74,6 0,067 60,9 0,040 80,5 ns o
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Godinal Godina2 Obe godine G1vs G2

Izvan OTC-a Unutar OTC-a Izvan OTC-a Unutar OTC-a Izvan OTC-a Unutar OTC-a Izvan Unutar

Pl..  CV%  Phy  CV% Pl.,  CV%  Plhy  CV% Pl  CV% Pl CV% OTCa  OTCa
Obe populacije
Anatomsko-morfoloske osobine
SLA 0,060 70,4 0,056 49,6 0,056 57,9 0,038 71,0 0,058 65,0 0,047 61,3 ns *
LDMC 0,187 16,3 0,191 17,4 0,027 94,3 0,036 67,4 0,107 79,0 0,113 72,9 okx ok
SLWC 0,162 33,6 0,169 28,7 0,039 78,8 0,050 62,9 0,101 75,3 0,109 66,0 okx ok
LT 0,119 46,4 0,125 35,8 0,052 75,2 0,047 59,1 0,086 68,4 0,086 62,9 ok ok
Biohemijske osobine
Hsp101 0,223 78,4 0,212 73,7 0,388 74,9 0,465 65,0 0,306 83,0 0,339 80,2 ms *
Hsp70 0,726 33,8 0,618 49,6 0,835 19,0 0,923 6,7 0,781 27,3 0,770 34,9 ns okx
Hspl7.6a 0,654 394 0,514 63,7 0,877 13,0 0,896 15,2 0,766 29,8 0,705 44,7 ok okx
Hsp17.6b 0,428 50,6 0,407 50,6 0,264 73,3 0,219 74,9 0,346 63,9 0,313 66,7 o ok
CAT 0,215 73,8 0,263 61,9 0,151 73,4 0,132 77,5 0,183 76,8 0,198 76,4 ns ok
APXa 0,116 68,5 0,120 72,2 0,232 63,9 0,293 59,9 0,174 76,1 0,207 79,1 * ok
APXb 0,090 68,6 0,189 73,7 0,328 64,7 0,332 68,6 0,209 94,1 0,261 77,5 okx *
MnSOD 0,229 90,9 0,271 74,2 0,233 65,0 0,170 55,3 0,231 78,8 0,221 74,8 ns ns
Cu/ZnSODa 0,369 68,9 0,342 71,8 0,256 72,1 0,284 73,7 0,313 73,3 0,313 73,5 ns ns
Cu/ZnSODb 0,396 72,7 0,492 52,8 0,465 48,7 0,475 42,9 0,430 60,7 0,483 48,3 ns ns
Cu/ZnSODc 0,060 70,4 0,056 49,6 0,056 57,9 0,038 71,0 0,058 65,0 0,047 61,3 ns *
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Koeficijenti varijacije bili su veoma heterogeni kako izmedu, tako i unutar analiziranih osobina
(Tabela 4.4.1). Generalno, PIp.. za SLA, LDMC, SLWC, LT, Hsp101, Hsp70,APXa, MnSOD,
Cu/ZnS0ODa, Cu/ZnSODc pokazali su ve¢i CV% na ambijentalnoj temperaturi, dok su Plp-L za
Hsp17.6a, Hsp17.6b, CAT, APXb i Cu/ZnSODb imali ve¢i CV% na poviSenoj temperaturi. F-test
za jednakost varijansi potvrdio je da su razlike u CV% izmedu temperaturnih tretmana tokom
obe godine bile znacajne samo za SLA (F= 0,58, P=0,0359) i Hsp17.6b (F=1,90, P=0,0146),
dok je za Hsp17.6a ova razlika uofena samo na nivou trenda (F = 1,58, P = 0,0798).

Korelaciona analiza izmedu PIp-. i CV% na nivou funkcionalno povezanih grupa osobina -
anatomsko-morfoloskih osobina lista, Hsp i antioksidativnih enzima - pokazala je znacajnu
negativnu vezu u svim grupama, u oba temperaturna tretmana. Ova veza je bila izuzetno jaka
na nivou anatomsko-morfoloskih osobina i Hsp i umereno jaka kod antioksidativnih enzima
(anatomsko-morfoloske osobine:p =-0,859 i p =-0,888, obe P <0,0001; Hsp: p=-0,971ip=-
0,926, obe P < 0,0001; antioksidativni enzimi: p =-0,375, P<0,0001 i p=-0,662, P=0,049 na
ambijentalnoj i poviSenoj temperaturi redom). Dobijeni rezultati ukazuju da sa porastom
vrednosti indeksa sezonske palsti¢nosti opada varijabilnost odgovora genotipova, odnosno da
genotipovi sa viSim vrednostima Plp.. ispoljavaju ujednaceniji odgovor na sezonske promene
uslova sredine. Ovaj obrazac je narocito bio izrazen kod izoformi Hsp17.6 u drugoj godini
ekperimenta, gde su u oba temperaturna tretmana zabeleZene visoke vrednosti Plp.. uz
istovremeno niske vrednosti CV% (Tabela 4.4.1.C).

4.5. Fenotipska integracija anatomsko-morfoloskih i
biohemijskih osobina lista I. pumila

Koncept fenotipske integracije temelji se na shvatanju da fenotipske osobine unutar iste
funkcionalne celine (modula) organizma ne variraju nezavisno, ve¢ pokazuju medusobnu
korelisanost. Ova povezanost odrazava zajedni¢ku varijaciju osobina koje doprinose istoj
bioloskoj funkciji. Stepen integrisanosti kvantifikuje se Kkoeficijentima izvedenim iz
kovarijacionih ili korelacionih matrica koji sumiraju strukturu zajednicke varijanse medu
osobinama. U okviru ove studije, analizirane osobine grupisane su u tri funkcionalne celine:
anatomsko-morfoloSke osobine lista, proteine toplotnog stresa (Hsp) i antioksidativne enzime.
Kako bi se procenilo da li ispitivane funkcionalno-povezane osobine obrazuju integrisane celine
u okviru lista I. pumila, primenjena je analiza glavnih komponenti (PCA). Najpre je analiziran
celokupan uzorak kako bi se uocila pozicija genotipova i identifikovao globalni obrazac
kovarijacije osobina u zajednickom multivarijatnom prostoru. Na Slici 4.5.1. prikazana je
raspodela genotipova I. pumila koji su se razvijali u dve temperaturne sredine tokom celog
eksperimentalnog perioda, projektovana na prve dve glavne komponente. Prva i druga glavna
komponenta (PC1 i PC2) zajedno su objasnjavale 45,3 % ukupne varijanse, Sto ukazuje na to da
variranje osobina nije koncentrisano duz ogranicenog broja osa, ve¢ je rasporedeno duZz veceg
broja glavnih komponenti. [ako jasno razdvajanje rameta po temperaturnim tretmanima nije
uoceno, rameti koji su se razvijali na poviSenoj temperaturi (unutar OTC-a) pokazivali su vecu
prostornu disperziju, $to ukazuje na povecano fenotipsko variranje u uslovima temperaturnog
stresa.
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Slika 4.5.1. Analiza glavnih komponenti (PCA) anatomsko-morfoloskih i biohemijskih osobina
lista L pumila u dve temperaturne sredine tokom celokupnog eksperimentalnog perioda

in situ.

Prikazani su genotipovi I pumila koji su se razvijali izvan (zeleno) i unutar (crveno) OTC-a,
projektovani na prve dve glavne komponente (PC1 i PC2), dobijene PCA analizom 15 anatomsko-
morfoloskih i biohemijskih osobina lista. Elipse predstavljaju 95% intervale poverenja za raspodelu
genotipova unutar svakog temperaturnog tretmana. Strelice (vektori) predstavljaju smer i veli¢inu
opterecenja pojedinacnih osobina na PC1 i PC2, koje zajedno objasnjavaju 45,3% ukupne varijanse.
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U nastavku su su uradene odvojene PCA za svaki temperaturni tretman, kako bi se ispitalo da li
se obrasci opterecenja osobina menjaju sa temperaturom i da li se funkcionalno povezane
grupe osobina projektuju na iste glavne komponente. Rezultati, prikazani u Tabeli 4.5.1.
ukazuju na visok stepen slicnosti u obrascima opterecenja izmedu tretmana, Sto sugeriSe
ocuvanje medusobnih odnosa medu osobinama nezavisno od temperaturnih uslova. Hsp su
konzistentno pokazivali istosmerna (negativna) opterecenja na prvoj glavnoj komponenti
(PC1). Nasuprot tome, LDMC, SLWCi LT su dominantno doprinosili drugoj glavnoj komponenti
(PC2), pri ¢emu je LDMC imao negativna, a SLWC i LT pozitivha opterecenja. Izoforme
Cu/ZnSOD imale su najve¢i doprinos trecoj glavnoj komponenti (PC3), uz suprotan znak
opterecenja izmedu tretmana. Preostale ispitivane osobine (SLA, CAT, APX izoforme i MnSOD)
nisu pokazale konzistentan obrazac opterecenja na prvim dvema glavnim komponentama, ve¢
su izraZenija opterecenja ispoljile na viSim komponentama, pri ¢emu se jaCina opterecenja
razlikovala izmedu tretmana, a u pojedinim slu€ajevima uocen je i razli¢it smer opetrecenja
najizraZenije grupisanje osobina, uoceno za Hsp na PC1 kao i za izoforme Cu/ZnSOD na PC3.
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Tabela 4.5.1. Rezultati analize glavnih komponenti (PCA) anatomsko-morfoloskih i biohemijskih osobina lista klonalnih genotipova I pumila iz dve
prirodne populacije u Deliblatskoj pescari (Populacija 1, n = 15 i Populacija 2, n = 15), izvan i unutar OTC-a tokom celokupnog eksperimentalnog perioda.
Prikazana su opterecenja osobina na glavnim komponentama (PC); oznacena su opterecenja > * 0,300, pri ¢emu boldovane vrednosti oznacavaju
negativan, a boldovane i podvucene vrednosti pozitivan doprinos PC osi. A = sopstvena vrednost. Opis skracenica i jedinice dati su u Tabeli 3.3.1.

Izvan OTC-a Unutar OTC-a
PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7 PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7

Anatomsko-morfoloske osobine

SLA -0.077  0.111 -0.453 -0.380 0.186 -0.122 -0.561 0.043 0.188 0.215 0.640 -0.194 0.344 0.139
LDMC -0.223  -0.459 0.265 0.034 -0.005 0.169 0.259 -0.214 -0.473 -0.170 -0.103 0.061 -0.148 -0.056
SLWC 0.300 0441 -0.020 0.236 -0.100 -0.079  0.060 0.218 0.488 0.081  -0.244 -0.018 -0.062 -0.103
LT 0.306 0.398 0.013 0.323  -0.147 -0.050  0.093 0.210 0.467 0.052  -0.320 0.004 -0.113 -0.117
Biohemijske osobine

Hsp101 -0.374 0.176  -0.106 0.176  -0.048 0.222  -0.058 -0.390 0.183 0.106  -0.049 0.154 -0.117  0.240
Hsp70 -0.278  0.098 -0.038 0.473 0.072 0.276  -0.031 -0.296 0.123 0.219 -0.281 -0.178 0.154  -0.285
Hsp17.6a -0.396 0.072 0.136 0.211 0.141  -0.321 -0.042 -0.416 0.060 -0.032 -0.013 -0.360 -0.080 -0.160
Hsp17.6b -0.338  0.240 0.134 0.107 0.035 -0.449 -0.037 -0.374 0.222  -0.057 0.043 -0.280 0.145 -0.148
CAT 0.094 0.345 0.050 -0.397 0.364 0.273 0.470 0.104 0.233 -0.178  0.453 0.257  -0.518 -0.327
APXa -0.080  0.110 0.341  -0.285 -0.656 0.043  -0.149 -0.094 0.031 -0471 -0.157 0.409 0332  -0.328
APXb -0.283  0.248  -0.023 -0.304 -0.179 -0.284 0.378 -0.312 0.160 -0.123  0.277 0.236  -0.021  -0.142
MnSOD -0.283  0.289  -0.079 -0.021  0.036 0.546 -0.116 -0.315  0.205 0.013  -0.117 0.286 -0.247  0.625
Cu/ZnSODa 0.048 0.071 0.446  -0.020 0.555 -0.156 -0.097 0.016 0.016 -0.470 0.006 -0.553 -0.423 0.075
Cu/ZnSODb -0.118  0.201 0470 -0.212  0.017 0.170  -0.261 -0.113  0.232 -0.466 0.081 -0.002 0.343 0.179
Cu/ZnSODc 0.284 0.011 0.362 0.083 0.021 0.095 -0.351 0.282 0.073 -0.379 -0.086 -0.136  0.205 0.321
A 4,189 2,524 2,235 1,378 0,974 0,691 0,641 4,144 2,832 2,169 1,399 0,899 0,732 0,602
kumulativno 0,279 0,448 0,597 0,688 0,753 0,799 0,842 0,276 0,465 0,610 0,703 0,763 0,812 0,852




Kao pokazatelj integrisanosti osobina lista u okviru svake od tri funkcionalno-povezane grupe,
koriS¢ena je relativna varijansa sopstvenih vrednosti (rVE). Posmatrano tokom celokupnog
eksperimentalnog perioda (Tabela 4.5.2), najviSi stepen fenotipske integracije uocen je kod
anatomsko-morfoloskih osobina lista, neSto niZi kod Hsp, dok su antioksidativni enzimi
pokazali najniZi nivo integracije u obe temperaturne sredine. Kod sve tri grupe funkcionalno
povezanih osobina uoCene su vece prosecne vrednosti rVE kod rameta koji su se razvijali na
poviSenoj temperaturi u odnosu na ramete razvijane na ambijentalnoj temperaturi. Relativna
Sirina intervala poverenja u odnosu na procenjene vrednosti rVE razlikovala se izmedu grupa
osobina: intervali poverenja bili su najuzi kod anatomsko-morfoloskih osobina, relativno uski
kod Hsp, a najSiri kod antioksidativnih enzima (Tabela 4.5.2). To ukazuje na pouzdaniju
procenu integracije za prve dve grupe, i manje pouzdanu procenu integrisanosti za trecu grupu
osobina. Na Slici 4.5.2. prikazane su razlike u vrednostima rVE izmedu temperaturnih tretmana.
Prosecne vrednosti razlika rVE bile su pozitivne za sve tri grupe osobina, Sto ukazuje na visi
stepen integracije na poviSenoj temperaturi. Medutim, intervali poverenja od 95 % dobijeni
bootstrap metodom bili su Siroki i obuhvatali su nulu, Sto ukazuje na izostanak statisticki
pouzdanih razlika u integraciji izmedu temperaturnih tretmana. U skladu sa tim, permutacioni
testovi kojima su poredene rVE izmedu tretmana u okviru svake grupe nisu pokazali znacajne
razlike (sve P> 0,05), Sto potvrduje da poviSena temperatura nije znacajno uticala na
povecanje integracije posmatranih funkcionalnih celina.

U Tabeli 4.5.3 prikazane su vrednosti rVE za tri grupe funkcionalno povezanih osobina lista u
okviru svakog temperaturnog tretmana, tokom dve sezone (prolece i leto) i dve uzastopne
godine. Obrasci sezonskih i godiSnjih promena razlika u vrednostima rVE izmedu temperaturih
tretmana prikazani su na Slici 4.5.3. UoCava se promena stepena fenotipske integracije tokom
vremena, pri ¢emu se smer i veli¢ina razlika izmedu temperaturnih tretmana razlikuju u
zavisnosti od grupe osobina i posmatranog perioda. Za anatomsko-morfoloske osobine i
antioksidativne enzime razlike u vrednostima rVE izmedu tretmana zavisile su od godine:
tokom prve godine viSi stepen integracije uocCen je kod rameta koji su se razvijali na poviSenoj
temperaturi, dok je tokom druge godine visi stepen integrisanosti uofen kod rameta koji su se
razvijali na ambijentalnoj temperaturi. Razlike u vrednostima rVE za Hsp izmedu tretmana
zavisile su od sezone: kod rameta unutar OTC-a visi stepen integracije uocen je tokom proleca,
dok je tokom leta integracija bila niZa ili pribliZno jednaka u poredenju sa rametima izvan OTC-
a (Slika 4.5.3. i Tabela 4.5.3). Intervali poverenja za vrednosti rVE svih analiziranih grupa
osobina bili su Siroki, Sto ukazuje na ogranic¢enu pouzdanost procene integrisanosti osobna
(Tabela 4.5.3). Takode, intervali poverenja za razlike u rVE izmedu temperaturnih tretmana bili
su Siroki i obuhvatali su nulu za sve grupe osobina (Slika 4.5.3), $to ukazuje da uocene razlike
u integraciji izmedu tretmana nisu pouzdane. U skladu s tim, permutacioni testovi (sprovedeni
za svaku grupu osobina po sezonama i po godinama) nisu pokazali statisti¢ki znacajne razlike
izmedu temperaturnih tretmana (sve P > 0,05).
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Tabela 4.5.2. Relativni indeksi fenotipske integracije (rVE) sa intervalima poverenja (dati u zagradama)
za grupe funkcionalno povezanih osobina lista klonalnih genotipova I pumila ispoljenih izvan i unutar
OTC-a tokom celokupnog eksperimentalnog perioda. Opis skraéenica i jedinice dati su u Tabeli 3.3.1.

Grupe osobina

Izvan OTC-a

Unutar OTC-a

Anatomsko-morfoloSke osobine

Hsp

Antioksidativni enzimi

0,372
(0,345; 0,406)

0,316
(0,269; 0,385)

0,061
(0,049; 0,092)

0,408
(0,372; 0,465)

0,352
(0,303; 0,418)

0,062
(0,054; 0,085)

Antioksidativni enzimi -

Hsp A

Anatomsko-morfoloske
osobine

T T T T

01 -005 00 005 01
Razlike rVE izmedu tretmana

Slika 4.5.2. Razlike u indeksima fenotipske integracije za tri grupe funkcionalno povezanih
osobina lista I pumila izmedu dve temperaturne sredine tokom celokupnog
eksperimentalnog perioda in situ.

Prikazane su razlike u vrednostima indeksa fenotipske integracije (rVE) izmedu genotipova
razvijanih izvan i unutar OTC-a, za tri grupe funkcionalno povezanih osobina lista: anatomsko-
morfoloSke osobine, proteine toplotnog stresa (Hsp) i antioksidativne enzime. Pozitivne vrednosti
(crveno) oznacavaju visi stepen fenotipske integracije kod genotipova razvijanih unutar OTC-a.
Horizontalne linije predstavljaju 95% intervale poverenja dobijene bootstrap metodom.
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Tabela 4.5.3. Relativni indeksi fenotipske integracije (rVE) sa 95% intervalima poverenja (u zagradama), za tri grupe funkcionalno povezanih osobina lista
klonalnih genotipova I pumila ispoljenih izvan i unutar OTC-a tokom dve sezone (prolece i leto) i dve uzastopne godine (2018. i 2019). Opis skracenica i
jedinice dati su u Tabeli 3.3.1.

Godina 1 Godina 2
Grupe osobina Prolece Leto Prolecée Leto
Izvan Unutar Izvan Unutar Izvan Unutar Izvan Unutar
OTC-a OTC-a OTC-a OTC-a OTC-a OTC-a OTC-a OTC-a
Anatomsko-morfoloske 0,343 0,395 0,364 0,382 0,321 0,225 0,345 0,329

osobine

Hsp

Antioksidativni enzimi

(0,238;0,483) (0,322; 0,514)

0,260 0,438
(0,152; 0,495) (0,316; 0,594)

0,072 0,129
(0,056;0,158) (0,089; 0,248)

(0,299;0,471) (0,291; 0,494)

0,217 0,213
(0,101; 0,395) (0,106; 0,391)

0,083 0,090
(0,068;0,173) (0,057; 0,198)

(0,264; 0,415) (0,172; 0,350)

0,256 0,296
(0,146; 0,524) (0,143; 0,496)

0,068 0,061
(0,062;0,137) (0,055; 0,138)

(0,215; 0,533) (0,236; 0,486)

0,208 0,131
(0,135; 0,357) (0,079; 0,246)

0,091 0,045
(0,068; 0,169) (0,045; 0,116)
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Antioksidativni enzimi

Hsp

Anatomsko-morfoloske

osobine

G252

G251

G1S2+1

G181

G2S21

G251+

G1S21

G1S11

G252

G2S1+1

G1S2+1

G1S1+

03 -02 -01 00 01 02 03

Razlike rVE izmedu tretmana

Slika 4.5.3. Sezonsko i godi$nje variranje razlika u indeksima fenotipske integracije za tri grupe
funkcionalno povezanih osobina lista I. pumila izmedu dve temperaturne sredine in situ.

Prikazane su sezonske i godiSnje razlike u vrednostima indeksa fenotipske integracije (rVE) izmedu
genotipova I. pumila razvijanih izvan i unutar OTC-a, za tri grupe funkcionalno povezanih osobina lista:
anatomsko-morfoloSke, proteine toplotnog stresa (Hsp) i antioksidativne enzime. Pozitivne vrednosti
(crveno) oznacavaju viSi stepen fenotipske integracije kod genotipova razvijanih unutar OTC-a, a
negativne vrednosti (zeleno) viSi stepen integracije kod genotipova razvijanih izvan OTC-a.
Horizontalne linije predstavljaju 95% intervale poverenja dobijene bootstrap metodom. S - sezona; G -
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Temperaturni tretman, sezona i godina uticali su na broj, veli¢inu i smer znacajnih Pirsonovih
keoficijenata korelacije, kako unutar, tako i izmedu - grupa funkcionalno povezanih osobina
lista I pumila (Slika 4.5.4, 4.5.5, 4.5.6, 4.5.7, 4.5.8, 4.5.9, 4.5.10, 4.5.11. i 4.5.12). Kada se
posmatra celokupan vremenski interval (Slika 5.4.4), rameti koji su se razvijali na ambijentlanoj
temperaturi imali su veci broj znacajnih korelacija (ukupno 56, od ¢ega 37 pozitivnih i 19
negativnih) u poredenju sa rametima koji su se razvijali na poviSenoj temperaturi (ukupno 50,
od c¢ega 35 pozitivnih i 15 negativnih). U oba temperaturna tretmana veci broj korelacija uocen
je izmedu osobina koje pripadaju razli¢itim grupama nego izmedu osobina u okviru iste grupe.
Na ambijentalnoj temperaturi utvrdenesu 32 znacajne korelacije izmedu grupa (19 pozitivnih
i 13 negativnih), a na poviSenoj temperaturi 27 (17 pozitivnih i 10 negativnih).

Korelacione matrice izmedu svih analiziranih osobina, po temperaturnom tretmanu i za svaku
kombinaciju sezone i godine, prikazane su na Slikama 4.5.5, 4.5.6, 4.5.7. 1 4.5.8. U prvoj godini
veCi broj znacajnih korelacija utvrden je kod rameta koji su se razvijali na poviSenoj
temperaturi (unutar OTC-a), dok je u drugoj godini ve¢i broj znacajnih korelacija utvrden kod
rameta koji su se razvijali na ambijentalnoj temperaturi (izvan OTC-a). Kod rameta izvan OTC-
a najveci broj znacajnih korelacija utvrden je u prolece druge godine (ukupno 25, od ¢ega 17
pozitivnih i 8 negativnih) a najmanji u leto druge godine (ukupno 19, od ¢ega 12 pozitivnih i 7
negativnih). Rameti unutar OTC-a imali su najveci broj znacajnih korelacija u prolece prve
godine (ukupno 26 od ¢ega 21 pozitivna i 5 negativnih), a najmanji u leto druge godine (ukupno
12, od Cega 8 pozitivnih i 4 negativne). U obe godine, kod rameta unutar OTC-a i generalno je
utvrden manji broj korelacija izmedu grupa funkcionalno povezanih osobina nego kod rameta
izvan OTC-a.

Na Slikama 4.5.9, 4.5.10, 4.5.11. i 4.5.12. prikazane su korelacione matrice unutar grupa
funkcionalno povezanih osobina. Kada se posmatra celokupan eksperimentalni period, uocen
je jednak broj znacajnih korelacija u oba tretmana unutar svake grupe osobina (Slika 4.5.9).
Broj i jacina korelacija unutar funkcionalnih grupa zavisilisu od temperaturnog tretmana,
sezone, godine i grupe osobina. Tako je, za anatomsko-morfoloske osobine veéi broj korelacija
kod rameta unutar OTC-a uocen samo tokom proleca prve godine, dok je u preostalom delu
eksperimentalnog perioda veci broj korelacija utvrden kod rameta izvan OTC-a, sa izuzetkom
leta druge godine kada je utvrden jednak broj korelacija u oba temperaturna tretmana. Za Hsp
veli broj korelacija utvrden je kod rameta unutar OTC-a tokom prole¢a obe godine, dok je
tokom leta obe godine broj korelacija bio ve¢i kod rameta izvan OTC-a. Za antioksidativne
enzime, veci broj korelacija utvrden je kod rameta unutar OTC-a u obe sezone tokom prve
godine, dok je u obe sezone tokom druge godine veci broj korelacija utvrden kod rameta koji su
se razvijali izvan OTC-a. Uticaj sezone na broj znacajnih Kkorelacija i strukturu korelacionih
matrica razlikovao se izmedu grupa osobina. Konkretno, za anatomsko-morfoloSke osobine,
broj korelacija se od proleca ka letu smanjivao tokom prve godine, a povecavao tokom druge
godine, u oba temperaturna tretmana (Slika 4.5.10). Za Hsp broj korelacija se od proleca ka letu
smanjivao tokom obe godine u oba temperaturna tretmana (Slika 4.5.11). Za antioksidativne
enzime, kod rameta izvan OTC-a broj korelacija je rastao od proleca ka letu tokom prve godine,
i ostajao pribliZno isti izmedu sezona tokom druge godine. Nasuprot tome, kod rameta unutar
OTC-a broj korleacija se smanjivao od proleca ka letu tokom obe eksperimentalne godine (Slika
4.5.12).
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Slika 4.5.4. Toplotne mape korelacija izmedu parova anatomsko-morfoloskih i biohemijskih osobina lista I. pumila u dve temperaturne sredine
tokom celokupnog eksperimentlnog perioda in situ.

Prikazani su Pirsonovi koeficijenti korelacije (r) izmedu 15 osobina lista genotipova I. pumila koji su se razvijali izvan OTC-a (levo) i unutar OTC-a (desno),
tokom celog eksperimentalnog perioda. Analizirane su anatomsko-morfoloske osobine (SLA, LDMC, SLWC, LT) i biohemijske osobine: relativne kolic¢ine
proteina toplotnog stresa (Hsp101, Hsp70, Hsp17.6a, Hsp17.6b) i antioksidativnih enzima (CAT, APXa, APXb, MnSOD, Cu/ZnSODa, Cu/ZnSODb,
Cu/ZnS0Dc). Gradijent boje i izduZenost elipse odrazavaju smer i jaCinu korelacija. Statisticka znacajnost korelacija oznacena je zvezdicama: * P < 0,05;
*¥*P<0,01;**P <0,001.
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Slika 4.5.5. Toplotne mape korelacija izmedu parova anatomsko-morfoloskih i biohemijskih osobina lista I. pumila u dve temperaturne sredine
tokom proleca prve godine eksperimenta in situ.

Prikazani su Pirsonovi koeficijenti korelacije (r) izmedu 15 osobina lista genotipova I. pumila koji su se razvijali izvan OTC-a (levo) i unutar OTC-a (desno),
tokom proleéa prve godine (G1S1). Analizirane su anatomsko-morfoloske osobine (SLA, LDMC, SLWC, LT) i biohemijske osobine: relativne koli¢ine proteina
toplotnog stresa (Hsp101, Hsp70, Hsp17.6a, Hsp17.6b) i antioksidativnih enzima (CAT, APXa, APXb, MnSOD, Cu/ZnSODa, Cu/ZnSODb, Cu/ZnS0Dc).
Gradijent boje i izduZenost elipse odrazavaju smer i ja¢inu korelacija. Statisticka znacajnost korelacija oznacena je zvezdicama: * P < 0,05; ** P < 0,01; ***
P <0,001.
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Slika 4.5.6. Toplotne mape korelacija izmedu parova anatomsko-morfoloskih i biohemijskih osobina lista I. pumila u dve temperaturne sredine
tokom leta prve godine eksperimenta in situ.

Prikazani su Pirsonovi koeficijenti korelacije (r) izmedu 15 osobina lista genotipova I pumila koji su se razvijali izvan OTC-a (levo) i unutar OTC-a (desno),
tokom leta prve godine (G1S2). Analizirane su anatomsko-morfoloske osobine (SLA, LDMC, SLWC, LT) i biohemijske osobine: relativne koli¢ine proteina
toplotnog stresa (Hsp101, Hsp70, Hsp17.6a, Hsp17.6b) i antioksidativnih enzima (CAT, APXa, APXb, MnSOD, Cu/ZnSODa, Cu/ZnSODb, Cu/ZnSODc).
Gradijent boje i izduZenost elipse odrazavaju smer i ja¢inu korelacija. Statisticka znacajnost korelacija oznacena je zvezdicama: * P < 0,05; ** P < 0,01; ***
P <0,001.
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Slika 4.5.7. Toplotne mape korelacija izmedu parova anatomsko-morfoloskih i biohemijskih osobina lista I. pumila u dve temperaturne sredine
tokom proleca druge godine eksperimenta in situ.

Prikazani su Pirsonovi koeficijenti korelacije (r) izmedu 15 osobina lista genotipova I. pumila koji su se razvijali izvan OTC-a (levo) i unutar OTC-a (desno),
tokom proleéa druge godine (G2S1). Analizirane su anatomsko-morfoloSke osobine (SLA, LDMC, SLWC, LT) i biohemijske osobine: relativne koli¢ine
proteina toplotnog stresa (Hsp101, Hsp70, Hsp17.6a, Hsp17.6b) i antioksidativnih enzima (CAT, APXa, APXb, MnSOD, Cu/ZnSODa, Cu/ZnSODb,
Cu/ZnSODc). Gradijent boje i izduZenost elipse odrazavaju smer i jacinu korelacija. StatistiCka znacajnost korelacija oznacena je zvezdicama: * P < 0,05;
¥ P<0.01:**P <0.001.
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Slika 4.5.8. Toplotne mape korelacija izmedu parova anatomsko-morfoloskih i biohemijskih osobina lista I. pumila u dve razlicite temperaturne
sredine tokom leta druge godine eksperimenta in situ.

Prikazani su Pirsonovi koeficijenti korelacije (r) izmedu 15 osobina lista genotipova I. pumila koji su se razvijali izvan OTC-a (levo) i unutar OTC-a (desno),
tokom leta druge godine (G2S2). Analizirane su anatomsko-morfoloske osobine (SLA, LDMC, SLWC, LT) i biohemijske osobine: relativne koli¢ine proteina
toplotnog stresa (Hsp101, Hsp70, Hsp17.6a, Hsp17.6b) i antioksidativnih enzima (CAT, APXa, APXb, MnSOD, Cu/ZnSODa, Cu/ZnSODb, Cu/ZnSODc).
Gradijent boje i izduZenost elipse odrazavaju smer i jacinu korelacija. Statisticka znacajnost korelacija oznacena je zvezdicama: * P < 0,05; ** P < 0,01; ***
P <0.001.
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Slika 4.5.9. Obrasci korelacija izmedu funkcionalno povezanih osobina lista 1. pumila u dve
temperaturne sredine tokom celokupnog eksperimentalnog perioda in situ.

Prikazani su obrasci korelacija izmedu funkcionalno povezanih osobina lista genotipova I pumila
koji su se razvijali izvan (zeleno) i unutar (crveno) OTC-a, tokom celokupnog eksperimentalnog
perioda. Obrasci korelacija (A.) anatomsko-morfoloskih osobina, (B.) proteina toplotnog stresa i
(C.) antioksidativnih enzima. Korelacije su izraZene Pirsonovim koeficijentom korelacije (r).
Statisticki znacajne pozitivne korelacije prikazane su punim, a statisticki znacajne negativne
korelacije isprekidanim linijama. Jac¢ina korelacija predstavljena je debljinom linija: najtanje linije
oznacavaju slabe (0 < |r| < 0,4), srednje debele umerene (0,4 < |r| < 0,7), a najdeblje jake korelacije
(Ir]=0,7).
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Slika 4.5.10. Obrasci korelacija izmedu anatomsko-morfoloskih osobina lista I. pumila u dve
temperaturne sredine in situ.

Prikazani su obrasci korelacija izmedu anatomsko-morfoloskih osobina lista genotipova I pumila
koji su se razvijali izvan (zeleno) i unutar (crveno) OTC-a, tokom: (A.) prolec¢a prve godine, (B.) leta
prve godine, (C.) prolec¢a druge godine i (D.) leta druge godine. Korelacije su izraZene Pirsonovim
koeficijentom korelacije (r). Statisticki znacajne pozitivne korelacije prikazane su punim, a statisticki
znacajne negativne korelacije isprekidanim linijama. Ja¢ina korelacija predstavljena je debljinom
linija: najtanje linije oznacavaju slabe (0 <|r| <0,4), srednje debele umerene (0,4 <|r| <0,7), a
najdeblje jake korelacije (|r |2 0,7).
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Slika 4.5.11. Obrasci korelacija izmedu Hsp u listovima I. pumila u dve temperaturne sredine
in situ.

Prikazani su obrasci korelacija izmedu relativnih koli¢ina proteina toplotnog stresa u listovima
genotipova I pumila koji su se razvijali izvan (zeleno) i unutar (crveno) OTC-a, tokom: (A.) prolec¢a
prve godine, (B.) leta prve godine, (C.) proleca druge godine i (D.) leta druge godine. Korelacije su
izrazene Pirsonovim koeficijentom korelacije (r). Statisticki znacajne pozitivne korelacije prikazane
su punim, a statisticki znaCajne negativne korelacije isprekidanim linijama. JaCina korelacija
predstavljena je debljinom linija: najtanje linije oznacavaju slabe (0 < |r| < 0,4), srednje debele
umerene (0,4 < |r| < 0,7), a najdeblje jake korelacije (|r |2 0,7).
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Slika 4.5.12. Obrasci korelacija izmedu antioksidativnih enzima u listovima I pumila u dve
temperaturne sredine in situ.

Prikazani su obrasci korelacija izmedu relativnih koli¢ina antioksidativnih enzima u listovima
genotipova I pumila koji su se razvijali izvan (zeleno) i unutar (crveno) OTC-a, tokom: (A.) prolec¢a
prve godine, (B.) leta prve godine, (C.) prolec¢a druge godine i (D.) leta druge godine. Korelacije su
izrazene Pirsonovim koeficijentom korelacije (r). Statisticki znacajne pozitivne korelacije prikazane
su punim, a statisticki znacajne negativne Kkorelacije isprekidanim linijama. JaCina korelacija
predstavljena je debljinom linija: najtanje linije oznacavaju slabe (0 <|r| <0,4), srednje debele

umerene (0,4 < [r| < 0,7), a naideblje jake korelaciie (|r |= 0,7).
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Podudarnost parova korelacionih matrica funkcionalno povezanih osobina lista izmedu
temperaturnih tretmana procenjena je Mantelovim testom. Obrasci korelacionih matrica
anatomsko-morfoloskih osobina lista bili su visoko podudarni izmedu temperaturnih tretmana
tokom obe sezone i obe godine, ali je ta podudarnost bila statisticki znacajna samo u leto prve i
prolece druge godine (G1S1: r=0,924; P=0,167; G1S2: r=0,968; P =0,042; G2S1: r=0,992;
P=0,042; G2S2: r=0,977; P=0,167). Podudarnost korelacionih matrica Hsp izmedu
temepraturnih tretmana zavisila je od sezone i godine. U polece prve godine i leto druge godine
matrice su bile delimicno slicne, ali je ta slicnost bila statisticki znacajna samo u leto druge
godine (G1S1: r=0,636; P=0,125; G2S2: r =0,574; P =0,042). Nasuprot tome, u leto prve i
prolece druge godine matrice nisu bile podudarne (G1S2:r = 0,375; P=0,167; G2S1:r = -0,443;
P=0,833). Obrasci korelacionih matrica antioksidativnih enzima izmedu temperaturnih
tretmana bili su nepodudarni u proleée prve godine (r = 0,344; P =0,142), i sli¢ni u ostalim
vremenskim tackama (G1S2: r=0,573; P=0,004; G2S1: r=0,737; P=0,001; G2S2 r =0,577;
P=0,011). Sveukupno, stabilnost korelacionih struktura izmedu temperaturnih tretmana
zavisila je od funkcionalne grupe osobina i sezonskog konteksta, pri ¢emu su obrasci
anatomsko-morfoloskih osobina bili konzistentniji kroz vreme u poredenju sa biohemijskim
grupama osobina (Hsp i antioksidativni enzimi).

Dodatno, analizirana je korelisanost indeksa plasti¢nosti (PIr) ispitivanih osobina lista.
Detektovano je deset znacajnih korelacija (sve pozitivne), preteZzno unutar funcionalnih modula
(Slika 4.5.13). Najvedi broj znacajnih korelacija (Sest) utvrden je za modul Hsp, pri ¢emu su svi
analizirani Saperoni medusobno bili umereno do jako korelisani). Za modul anatomsko-
morfoloskih osobina detektovane su dve znacajne korelacije (PILr-Plsiwc i PIsLa-PlILt). Za modul
antioksidativnih enzima uocena je samo jedna znacajna Kkorelacija - izmedu plasti¢nosti dve
izoforme Cu/ZnSOD. Izmedu razlicitih funkcionalnih modula, statisticki znacajna je bila samo
korelacija Plusp70 i PImnsop. Ovakav obrazac ukazuje na to da funkcionalno povezane osobine
pokazuju sli¢nije obrasce plasti¢nosti u odnosu na osobine koje pripadaju razli¢itim modulima.
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Slika 4.5.13. Obrasci korelacija izmedu parova indeksa fenotipske plasti¢nosti osobina lista
I. pumila tokom celokupnog eksperimentalnog perioda in situ.

Prikazani su obrasci korelacija izmedu indeksa fenotipske plasti¢nosti (PIr) 15 osobina lista I. pumila
tokom celokupnog eksperimentalnog perioda. Analizirani su indeksi plasti¢nosti anatomsko-
morfoloskih osobina (SLA, LDMC, SLWC, LT) i biohemijskih osobina: relativnih koli¢ina proteina
toplotnog stresa (Hsp101, Hsp70, Hsp17.6a, Hsp17.6b) i antioksidativnih enzima (CAT, APXa, APXb,
MnSOD, Cu/ZnSODa, Cu/ZnSODb, Cu/ZnSODc). Korelacije su izraZene Spirmanovim koeficijentom
korelacije (p). Statisticki znacajne pozitivne korelacije prikazane su punim, a statisti¢ki znacajne
negativne korelacije isprekidanim linijama. JaCina korelacija predstavljena je debljinom linija:
najtanje linije oznacavaju slabe (0 < |p| <0,4), srednje deblja linija umerene (0,4 <|p| <0,7), a
najdeblja jake korelacije (|p| = 0,7). Opis skradenica i jedinice dati su u Tabeli 3.3.2.
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5. DISKUSIJA

5.1. Anatomsko-morfoloski i biohemijski aspekti odgovora
biljaka na povec¢anje temperature

lako se uticaj ekstremnih temperatura na biljke intenzivno proucava, odgovori biljaka na
relativno mala ali dugotrajna povecanja temperature, karakteristicna za globalno zagrevanje, i
dalje nisu u potpunosti razjaSnjeni. Listovi su vegetativni organi neposredno izloZeni
promenama spoljasnje sredine pa se promene temperaturnih uslova mogu brzo odraziti na
njihov odgovor na anatomskom, morfoloskom, biohemijskom i fizioloSkom nivou (Atkin i sar.,
2006; Wang i sar., 2020). Rezultati ove studije pokazuju da i relativno mali porast temperature
dovodi do promena u anatomsko-morfoloSkim i biohemijskim osobinama lista I pumila, pri
¢emu se pravac i intenzitet ovih promena razlikuju u zavisnosti od osobine, sezone i godine
istraZivanja (ManitaSevi¢ Jovanovi¢ i sar., 2023). Ovakvi obrasci ukazuju na znacajnu ulogu
fenotipske plasti¢nosti u odgovoru biljaka na temperaturne promene, ali istovremeno pokazuju
da taj odgovor nije uniforman, ve¢ zavisi od funkcionalne uloge same osobine kao i sredinskog
konteksta.

5.1.1. Anatomsko-morfoloski odgovori lista na povecanje temperature

Analizirane osobine lista predstavljaju vazne komponente spektra ekonomije lista (LES), Cije
variranje i medusobna povezanost odraZavaju ekoloSki kompromis izmedu strategija
usvajanja, koris¢enja i ocuvanja resursa kod biljaka ( Westoby, 1998; Westoby i sar., 2002; Diaz
i sar., 2004; Freschet i sar.,, 2010; Garnier i Navas, 2012; Kassout i sar,, 2019;). U ovom
istrazivanju, specificna povrsina lista (SLA) i sadrzaj suve materije u listu (LDMC) razmatrane
su kao funkcionalne osobine povezane sa rastenjem, razvojem i prezivljavanjem, dok su
specifi¢ni sadrzaj vode u listu (SLWC), debljina lista (LT), gustina stoma (SD) i indeks stoma (SI)
razmatrane kao mehanisticke osobine, jer neposrednije odraZavaju fizioloSke procese
usvajanja i koriS¢enja resursa, vodni status, strukturu i termalnu dinamiku lista (Kassout i sar.,
2019). S obzirom na to da temperatura predstavlja jedan od najvaznijih faktora spoljasnje
sredine koji utice na rastenje, razvoj i fiziologiju biljaka, ocekuje se da globalno zagrevanje moze
znacajno uticati na osobine povezane sa strukturom i funkcijom lista (Nicotra i sar., 2010;
Madani i sar., 2018; Liu i Raftery, 2021). Rezultati ove studije pokazuju da je eksperimentalno
povecanje temperature in situ imalo znacajan uticaj na vrednosti SLA, LDMC, SLWCi LT, dok su
osobine stominog aparata, SD i S, bile izraZenije uslovljene sezonskim kontekstom nego samim
efektom temperaturnog tretmana. Ovakav obrazac ukazuje da funkcionalne i mehanisticke
osobine ne reaguju uniformno na povecanje temperature, ve¢ da njihova dinamika zavisi od
kombinacije direktnih i kontekstualnih faktora.

Medu analiziranim funkcionalnim osobinama, SLA predstavlja jedan od klju¢nih pokazatelja
strategije koriSc¢enja resursa, jer odraZzava odnos izmedu lisne povrSine i suve mase, odnosno
stepen ulaganja biljke u povrSinu za usvajanje svetlosti u odnosu na ulaganje u strukturnu
biomasu (Knapp i sar., 2012; Madani i sar., 2018). Pokazano je da je solarno zracenje jedan od
klju¢nih faktora koji odreduju prostornu varijabilnost SLA na velikim prostornim skalama, dok
na manjim prostornim skalama znacajnu ulogu ima i dostupnost resursa (Madani i sar., 2018).
Od svih analiziranih anatomsko-morfoloskih osobina lista tokom dve godine eksperimenta, SLA
je bila jedina osobina ¢ije su prose¢ne vrednosti bile viSe kod rameta razvijenih unutar OTC-a
nego kod rameta istih genotipova razvijenih izvan OTC-a. Ovakav rezultat ukazuje da
formiranje listova sa ve¢om povrSinom u odnosu na masu moZe predstavljati jedan od
fenotipskih odgovora I. pumila na toplije uslove staniSta. Takav odgovor potencijalno moze
povecati povrSinu dostupnu za presretanje svetlosti i doprineti efikasnijem odavanju toplote,

162



ali se njegovo fizioloSko znacenje mora tumaciti oprezno, jer u ovom delu istrazivanja nisu
direktno merene komponente razmene gasova, fotosintetska aktivnost niti transpiracija. Iako
brojna istrazivanja pokazuju da SLA raste sa porastom temperature (Atkin i sar., 2006; Rosbakh
isar.,, 2015; Kiihn i sar., 2021), odnos izmedu SLA i temperature nije univerzalno pozitivan, ve¢
zavisi od vrste, ekosistema i specificnih uslova sredine (Henn i sar., 2018; Kiihn i sar., 2021).
Tako, pojedine studije pokazuju da SLA opada pri poviSenim temperaturama, Sto se interpretira
kao odgovor na toplotni stres, bilo kroz smanjeno Sirenje lista, bilo kroz povecéanje njegove
debljine (ManitaSevic i sar., 2007; Leigh i sar., 2012; Rodriguez i sar., 2015; Leigh i sar., 2017).
U ovom istrazivanju, uprkos znac¢ajnom efektu temperaturnog tretmana, nije utvrdena linearna
povezanost izmedu SLA i prosecne temperature vazduha tokom razvica lista. Ovakav rezultat
ukazuje da temperatura, izolovano posmatrano, nije bila dovoljan prediktor variranja SLA u
prirodnim uslovima. S obzirom na to da se listovi u in situ uslovima razvijaju pod istovremenim
uticajem temperature, dostupnosti vode, svetlosnih uslova i drugih mikroklimatskih faktora,
sezonske promene SLA odraZavaju kombinovani efekat viSe sredinskih varijabli, a ne
jednostavan linearan odgovor na porast temperature. Dwyer i saradnici (2014) pokazali su da
se SLA znacajno menja izmedu godina sa razli¢itim rezimom padavina. U naSem istraZivanju,
sezonski obrazac promene SLA bio je suprotan obrascu promene vlaznosti zemljista, Sto
sugeriSe da odgovor ove osobine nije bio uslovljen samo temperaturom, ve¢ i vodnim reZimom
staniSta. Budu¢i da odgovor SLA na dostupnost vode nije univerzalan, ve¢ zavisi od vrste i
sredinskog konteksta (Wellstein i sar., 2017), sezonske promene SLA kod I. pumila mogu se
tumaciti kao posledica kombinovanog delovanja temperature i dostupnosti vode.

Nasuprot povecanju SLA sa porastom temperature, vrednosti LDMC bile su niZe pri viSim
temperaturama, Sto ukazuje na suprotan pravac odgovora ove dve funkcionalne osobine na
blago povecanje temperature. LDMC odrazava stepen ulaganja u suvu materiju i strukturnu
izgradnju lista, pri ¢emu se viSe vrednosti uglavnom povezuju sa ¢vr$¢im, dugotrajnijim i
otpornijim tkivima, dok niZe vrednosti mogu ukazivati na strategiju brZeg rastenja i
intenzivnijeg prometa resursa (Diaz i sar., 2016; Reich, 2014). U tom smislu, smanjenje LDMC
kod I. pumila moZe se tumaciti kao smanjeno relativno ulaganje u strukturne komponente lista
pri poviSenoj temperaturi. Odnos izmedu LDMC i globalnog zagrevanja sloZen je i zavisi od
konteksta, jer odgovor ove osobine moZe varirati u zavisnosti od vrste, ekosistema, dostupnosti
resursa i promene vodnog statusa biljke (Duru i sar., 2008; Liancourt i sar., 2015; Niklas i sar.,
2023). S obzirom na to da se pri viSim temperaturama, u zavisnosti od dostupnosti vode i
hranljivih materija, mogu povecati i usvajanje hranljivih materija i intenzitet asimilacije, uoceni
trend opadanja LDMC sa porastom temperature mogao bi se posredno povezati sa ve¢im
ulaganjem azota u fotosintetski aparat, a time i sa intenzivnijom respiracijom lista i
proizvodnjom biomase (Taber i Mitchell, 2023). PoviSena temperatura moZe uticati na LDMC i
posredno, preko promena u vodnom statusu, bududi da visoke temperature mogu povecati
evapotranspiraciju i gubitak vode iz biljnih tkiva (Akram i sar., 2022). U tom kontekstu,
smanjenje LDMC sa porastom temperature kod I pumila moZe ukazivati na reorganizaciju
funkcionalnih osobina lista u pravcu manjeg relativnog ulaganja u suvu materiju i strukturno
otpornija tkiva, uz potencijalno intenzivniji metabolizam i brZzi promet materije . Ovakav
obrazac sugeriSe da blago i dugotrajno povecanje temperature nije podstaklo konzervativniju
strategiju lista, ve¢ pomeranje ka fenotipu koji je povezan sa brzim koris¢enjem resursa. Uprkos
nizim prosecnim vrednostima LDMC pri poviSenoj temperaturi, utvrdena pozitivna povezanost
izmedu LDMC i prosetne temperature vazduha tokom razvica lista ukazuje na to da odnos ove
osobine i temperature nije bio jednostavan ni linearan. IzraZena vremenska dinamika LDMC,
suprotna obrascu uo¢enom za SLA, sugeriSe da je odgovor ove osobine bio dodatno oblikovan
sezonskim promenama drugih faktora sredine. Istovremeno, inverzne promene SLA i LDMC
zajedno sa negativnom korelacijom izmedu ovih osobina, ukazuju na uzajamno ogranicenje
(engl. trade-off) izmedu povecanja lisne povrSine i ulaganja u strukturne komponente lista.
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Medutim, budué¢i da ovaj odnos nije bio znacajan u svim vremenskim ta¢kama, moZe se
zakljuciti da povezanost SLA i LDMC zavisi od specificnog sredinskog konteksta u kome se list
razvija.

SLWC je mehanisticka osobina kojaneposredno odraZava vodni status lisnog tkiva i povezan je
sa termalnom regulacijom i asimilacijom ugljenika (Michaletz i sar., 2015; Wang i sar., 2022).
Promene u obrascima padavina i dostupnosti vode, koje prate globalno zagrevanje, mogu
uticati na ukupni vodni status biljaka, a time i na vrednosti SLWC (Wang i sar., 2022). S obzirom
na to da razli¢ite biljne vrste ispoljavaju razli¢it kapacitet za prilagodavanje promenama
temperature i dostupnosti vode (Nicotra i sar., 2010), kao i da je SLWC kvantitativno povezan
sa drugim osobinama lista, ukljuc¢ujuci fotosintetski kapacitet, SLA i LDMC, ova osobina moZe
se koristiti kao indikator aklimacije/aklimatizacije vrsta na promene uslova sredine (Wang i
sar., 2022). Kod I pumila, vrednosti SLWC bile su viSe kod rameta razvijenih izvan OTC-a,
odnosno pri niZoj ambijentalnoj temperaturi, nego kod rameta istih genotipova razvijenih
unutar OTC-a. Ovakav obrazac ukazuje da je blago povecanje temperature povezano sa
promenama u hidrataciji lisnog tkiva i ravnotezi izmedu usvajanja, zadrZavanja i gubitka vode.
U skladu sa tim, negativna povezanost izmedu SLWC i prosecne temperature vazduha tokom
razvica lista, utvrdena u oba temperaturna tretmana, dodatno ukazuje da topliji uslovi tokom
razvica lista mogu doprineti formiranju listova sa nizim relativnim sadrzajem vode. Za razliku
od ranijih navoda prema kojima su varijacije LDMC, a posredno i SLWC, relativno stabilne
tokom vegetacionog perioda (Al Haj Khaled i sar., 2005), rezultati ovog istraZivanja pokazali su
da su prosecne vrednosti SLWC znacajno varirale izmedu proleéa i leta. Ovakav obrazac
sugeriSe da vodni status listova I pumila ne zavisi samo od temperaturnog tretmana, vec i od
neposrednog mikroklimatskog konteksta u kome se list razvija, ukljucuju¢i temperaturu
vazduha i sezonske razlike u vodnom reZimu stanista.

LT je mehanisticka osobina povezana sa morfoloSkom i strukturnom organizacijom lista. U
okviru LES-a, ova osobina moZe se tumaciti u kontekstu kompromisa izmedu ulaganja u brze
rastenje, sa jedne strane, i tolerancije na susu i visoke temperature, sa druge strane. Tanji listovi
imaju ve¢i odnos povrSine prema zapremini, Sto moZe olakSati rasipanje viSka toplote i
doprineti efikasnijem hladenju lista u uslovima poviSene temperature (Leigh i sar. 2012;
Ivanova i sar., 2016; Bramley i sar., 2022). Sa druge strane, manja debljina lista ukazuje na
slabiju strukturnu potporu i manji kapacitet za zadrzavanje vode, zbog cega se redukcija LT
moZe tumaciti kao adaptivna modifikacija koja doprinosi ublazavanju toplotnog stresa i
efikasnijem odavanju toplote (Syvertsen i Levy, 1982; Monteiro i sar., 2016; Gratani i sar.,
2018). Odnos izmedu LT i povecanja temperature nije univerzalan, ve¢ zavisi od vrste, uslova
sredine, kao i intenziteta i trajanja zagrevanja (Coneva i Chitwood, 2018). U pojedinim
studijama eksperimentalno zagrevanje dovodilo je do povecanja ukupne debljine lista ili
pojedinih anatomskih slojeva, Sto se tumaci kao strukturna modifikacija koja moZe doprineti
smanjenju gubitka vode putem transpiracije (Schollert i sar., 2015; Kolyva i sar., 2025).
Nasuprot tome, u drugim istraZivanjima zabeleZeno je smanjenje LT pri poviSenoj temperaturi,
Cesto praceno smanjenjem mase lista po jedinici povrSine Sto ukazuje na pomeranje alokacije
resursa sa strukturnog ulaganja ka intenzivnijem usvajanju resursa (Wu i sar., 2020). Sli¢ni
rezultati dobijeni su i u dugotrajnom in situ eksperimentalnom zagrevanju u tundri, gde je
smanjenje LT bilo izrazeno kod pojedinih Zbunastih vrsta, ali nije nuzno pratilo promene
fotosintetske aktivnosti (Zhou i sar., 2019). Ovi nalazi ukazuju da pravac promene LT zavisi od
vrste, trajanja i intenziteta zagrevanja, kao i od Sireg ekoloSkog konteksta. U ovom istrazivanju,
vrednosti LT bile su niZe pri viSim temperaturama vazduha, Sto ukazuje na to da je malo
povecanje temperature bilo povezano sa formiranjem tanjih listova. Dodatno, negativna
povezanost izmedu LT i prosecne temperature vazduha tokom razvica lista u oba temperaturna
tretmana, potvrduje da je smanjenje debljine lista bilo povezano sa toplijim uslovima tokom
njegovog razvica. Slicna sezonska dinamika LT i SLWC sugeriSe da promene u debljini lista
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delimi¢no odraZavaju promene u hidrataciji lisnog tkiva i kapacitetu za zadrZavanje vode.
Ovakav obrazac se moze tumaciti kao brz fenotipski odgovor lista na toplije uslove Kkoji
doprinosi zastiti lisnog tkiva od pregrevanja. Tome u prilog ide i stabilna pozitivna povezanost
izmedu LT i SLWC, koja ukazuje da su debljina lista i vodni status lista kod I pumila
funkcionalno povezani.

SD i SI predstavljaju osobine lista povezane sa organizacijom epidermisa i potencijalnim
kapacitetom lista za razmenu gasova. Njihove vrednosti se u velikoj meri uspostavljaju tokom
razvica lista i diferencijacije epidermalnih ¢elija, iako na SD naknadno moZe uticati i Sirenje
lisne povrsSine tokom rastenja (Casson i Hetherington, 2010; Lawson i Blatt, 2014). U ovom
istrazivanju, SD i SI su pokazale izraZen sezonski obrazac variranja, dok sam temperaturni
tretman nije doveo do konzistentnih promena ovih osobina. Ovakav rezultat ukazuje da osobine
stominog aparata kod I pumila nisu reagovale na povecanje temperature kao jednostavan i
jednosmeran odgovor, ve¢ su bile snazno uslovljene sezonskim kontekstom u kome se list
razvijao. Znacajna interakcija izmedu sezone i temperaturnog tretmana za SD pokazuje da je
efekat zagrevanja na gustinu stoma zavisio od uslova koji su vladali u prolece i leto. Vise
vrednosti SD na ambijentalnoj temperaturi u prolece, nasuprot viSim vrednostima SD na
poviSenoj temperaturi tokom leta, ukazuju da isti temperaturni tretman moZe imati razlicite
posledice u zavisnosti od sezonskog mikroklimatskog okruzZenja. Takav obrazac je u skladu sa
nalazima da odgovor SD i SI na zagrevanje nije univerzalan, ve¢ zavisi od vrste, intenziteta
tretmana i drugih Cinilaca sredine, narocCito vodnog i svetlosnog rezima (Ferris i sar., 2001;
Zheng i sar., 2013). Dostupnost vode i atmosferski uslovi mogu dodatno modifikovati promenu
gustine stoma izazvanu temperaturom, Sto je posebno vazno u prirodnim uslovima, gde se
efekat zagrevanja ispoljava zajedno sa sezonskim promenama temperature vazduha,
temperature lista, temperature zemljiSta i vlaznosti zemljiSta (Xu i Zhou, 2008; Bertolino i sar.,
2019). Za razliku od SD, Sl izraZava odnos broja stoma i ukupnog broja epidermalnih ¢elija, pa
je manje neposredno zavisan od promena velicine Celija i ekspanzije lista, a viSe od procesa
diferencijacije epidermisa (Casson i Hetherington, 2010). Znacajan sezonski efekat za SI, uz
odsustvo efekta temperaturnog tretmana, ukazuje da je kod I pumila relativna zastupljenost
stoma u epidermisu viSe uslovljena sezonskim uslovima razvoja lista nego samim blagim
eksperimentalnim povecanjem temperature. Posmatrano zajedno, dobijeni rezultati za SD i SI
pokazuju daosobine stominog aparata I pumila nisu bile primarno odredene umerenim
zagrevanjem, ve¢ sezonskom heterogeno$c¢u sredine.

Na populacionom nivou, funkcionalne i mehanisticke osobine lista nisu pokazale isti stepen
diferencijacije. Funkcionalne osobine ispoljile su slabiju populacionu diferencijaciju, Sto
ukazuje da su osnovni obrasci ulaganja u lisnu povrsinu i suvu materiju bili sli¢ni u obe
populacije. Ipak, marginalno znacajan efekat populacije na SLA mogao bi bi ukazivati na izvesnu
diferencijaciju populacija u pogledu ove osobine. Medutim, ovaj obrazac ostaje relativno slab,
Sto moZe biti povezano sa ¢injenicom da je SLA funkcionalna osobina c¢ija vrednost zavisi od
veceg broja sredinskih ¢inilaca i odlikuje se izraZzenom fenotipskom varijabilno$¢u unutar vrste
(Wilson i sar., 1999; Avramov i Tucic, 2006; Wellstein i sar., 2013; Siefert i sar., 2015; Henn i
sar., 2018). Nasuprot tome, jasnije populacione razlike uocene su za pojedine mehanisticke
osobine, pre svega SLWC i LT, ali ne i SD i SI, $to sugeriSe da se populaciona diferencijacija kod
I pumila moze ispoljiti i unutar istog tipa stanista, pre svega kroz osobine koje neposrednije
odrazavaju vodni status i strukturnu organizaciju tkiva.

Eksperimenti sprovedeni u kontrolisanim ex situ uslovima predstavljaju vaZan metodoloski
pristup u ekofizioloSkim istraZivanjima, jer omogucavaju jasnije razdvajanje efekata
pojedinacnih faktora sredine od sloZene varijabilnosti prisutne u prirodnim populacijama. Za
razliku od in situ eksperimenata, u kojima se efekat povecanja temperature ispoljava zajedno
sa promenama intenziteta svetlosti, vlaznosti vazduha, dostupnosti vode i drugih
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mikroklimatskih faktora, ex situ eksperimenti omogucéavaju da se odgovor biljaka neposrednije
poveZe sa manipulisanim temperaturnim reZimom. Na taj nacin se obezbeduje pouzdanija
interpretacija uzrocno-posledi¢nih odnosa izmedu abiotickog faktora i odgovora biljke. U ovoj
studiji, kontrolisanim ex situ eksperimentom sprovedenim u sobi za gajenje biljaka ispitivan je
aklimacioni potencijal I. pumila u odgovoru funkcionalnih i mehanistickih osobina lista na blago
povecanje temperature od 1°C. Dobijeni rezultati pokazali su da je i relativno malo i
kratkotrajno povecanje temperature bilo dovoljno da izazove znacajne promene u analiziranim
osobinama. Pravac i intenzitet odgovora bili su specifi¢ni za svaku osobinu, ali su opsti obrasci
promena u velikoj meri bili u skladu sa rezultatima in situ eksperimenta, Sto ukazuje na
konzistentnost odgovora ove vrste na poviSenu temperaturu.

Rameti izloZeni kontrolisanom ex situ eksperimentalnom zagrevanju imali su vece vrednosti
SLA od rameta istih genotipova gajenih na ambijentalnoj temperaturi. Ovaj rezultat potvrduje
obrazac uocCen u insitu istrazivanju i pokazuje da poveéanje SLA predstavlja jedan od
konzistentnih fenotipskih odgovora I pumila na blago povecanje temperature (ManitaSevic¢
Jovanovic¢ i sar., 2023; Hocevar i sar., 2025). Budud¢i da je u ex situ eksperimentu temperatura
bila jedini faktor kojim se ciljano manipulisalo, podudarnost obrazaca u dva metodoloski
razliCita eksperimentalna pristupa podrzava zakljucak da je porast SLA stabilan deo
aklimacionog/aklimatizacionog odgovora ove vrste na toplije uslove stanista. Dodatno,
povecanje SLA u kontrolisanim uslovima bilo je pribliZzno jednako najvecoj razlici izmedu
temperaturnih tretmana zabeleZenoj u in situ eksperimentu tokom najmanje stresnog perioda,
odnosno u prolece 2019. godine. Ovaj rezultat sugeriSe da u prirodnim uslovima dodatni
sredinski faktori mogu modifikovati ili ogranic¢iti  veli¢inu promene SLA izazvane
temperaturom. Smanjenje LDMC pri poviSenoj temperaturi, zabeleZeno i u kontrolisanim i
prirodnim uslovima, dodatno potvrduje da je ovaj odgovor konzistentan bez obzira na
eksperimentalni pristup. U kontekstu istovremenog porasta SLA, niZe vrednosti LDMC ukazuju
na smanjeno relativno ulaganje u suvu materiju i strukturne komponente lista, odnosno na
pomeranje ka fenotipu povezanom sa brzim koriS¢enjem resursa. Time se u kontrolisanim
uslovima potvrduje funkcionalni kompromis izmedu povecanja lisne povrSine i smanjenog
ulaganja u strukturno konzervativnije lisno tkivo. Blago povecanje temperature u
kontrolisanim uslovima dovelo je i do smanjenja vrednosti SLWC. Ovaj rezultat je u skladu sa
obrascem dobijenim u in situ eksperimentu i ukazuje da poviSena temperatura uti¢e na
hidrataciju lisnog tkiva i ravnoteZu izmedu usvajanja, zadrzavanja i gubitka vode (Yoo i sar.,
2009; Sikorska i sar., 2017; ManitaSevi¢ Jovanovic i sar., 2023). Medutim, smanjenje SLWC u
kontrolisanim uslovima bilo je manje od maksimalnog smanjenja zabeleZenog u prirodnim
populacijama, Sto sugeriSe da je odgovor ove osobine u in situ uslovima verovatno dodatno
oblikovan mikroklimatskim faktorima, pre svega dostupnos¢u vode i evaporativnim zahtevima
sredine. Slican obrazac uocen je i za LT. Vrednosti ove osobine bile su nize pri poviSenoj
temperaturi, Sto potvrduje da blago zagrevanje moZe biti povezano sa formiranjem tanjih
listova. Podudarnost sa rezultatima prethodnog in situ eksperimenta ukazuje da smanjenje LT
predstavlja konzistentan odgovor I. pumila na toplije uslove. Istovremeno smanjenje LT i SLWC
sugeriSe da promene u debljini lista delimi¢no odraZavaju promene u hidrataciji lisnog tkiva i
kapacitetu za zadrZavanje vode.

Za razliku od prethodnog in situ eksperimenta, u kome temperaturni tretman nije doveo do
konzistentne promene SD, ve¢ je odgovor zavisio od sezonskog konteksta, u kontrolisanim
ex situ uslovima utvrdeno je povecanje vrednosti SD sa porastom temperature. Ovakav rezultat
ukazuje da blago povecanje temperature moZe neposredno uticati na formiranje listova sa
vecom gustinom stoma, dok je u prirodnim uslovima ovaj odgovor modifikovan sezonskom i
mikroklimatskom heterogenosSc¢u sredine u kojoj se list razvija. Bududi da i relativno male
promene u gustini stoma mogu znacajno uticati na razmenu gasova i transpiraciju (Brodribb i
sar., 2009; Urban i sar., 2017), uoceni porast SD od oko 20 % pri povecanju temperature za
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svega 1 °C moZe ukazivati na izrazen aklimacioni odgovor vrste I pumila, koji potencijalno
doprinosi efikasnijoj regulaciji vodnog reZima i odrzavanju fotosintetske aktivnosti. Ipak, na
osnovu ovih rezultata ne mogu se donositi pouzdani zakljucci o intenzitetu transpiracije, jer
provodljivost stoma i dinamika njihovog otvaranja nisu direktno merene (Lawson i Blatt,
2014).

S obzirom na to da sadrZaj hlorofila nije bio analiziran u prethodnom in situ eksperimentu,
kontrolisani ex situ uslovi omoguc¢ili su dodatni uvid u fizioloSke posledice blagog povecanja
temperature na fotosintetski aparat biljke. Pove¢anje temperature za svega 1 °C dovelo je do
izrazite promene I1 indeksa, Sto ukazuje na smanjenje kolic¢ine hlorofila. Ova osobina pokazala
je najizraZeniji odgovor medu svim analiziranim osobinama lista, Sto sugeriSe da je fotosintetski
aparat posebno osetljiv ¢ak i na relativno blage temperaturne promene. Pozitivna korelacija
koli¢ine hlorofila sa LDMC i LT, uz negativnu korelaciju sa SLA, ukazuje na moguc¢i funkcionalni
kompromis izmedu dva razli¢ita nacina povecanja fotosintetske efikasnosti. Deblji listovi, sa
veCim ulaganjem u suvu materiju i strukturnu organizaciju, mogu odrZavati vecu koli¢inu
hlorofila, dok tanji listovi, sa vecom specificnom povrSinom, povecavaju povrSinu za
presretanje svetlosti uz relativno manju koli¢inu hlorofila (Li i sar., 2018). Smanjenje koli¢ine
hlorofila pri poviSenoj temperaturi moZe imati razlicito fiziolosko znacenje: kod pojedinih vrsta
ono se tumaci kao zastitni odgovor na toplotni stres (Tardy i sar., 1998; Cutolo i sar., 2023), dok
kod drugih moZe odraZavati destabilizaciju fotosintetskog aparata i oStecenje fotosintetskih
pigmenata (Silla i sar., 2010; Li i sar., 2018; Hu i sar., 2021). PoSto merenja razmene gasova i
fotosintetske aktivnosti nisu sprovedena, fizioloske posledice ovako izraZzenog odgovora ne
mogu se precizno razdvojiti, pa bi buduca istraZivanja trebalo da ukljuce direktna merenja
provodljivosti stoma, transpiracije i fotosintetskih parametara. Posmatrano zajedno, rezultati
kontrolisanog ex situ eksperimenta pokazuju da i mali porast temperature moZe dovesti do
koordinisanih promena u organizaciji lisnog tkiva, vodnom statusu i fotosintetskom aparatu
vrste I pumila. Visok stepen podudarnosti sa obrascima dobijenim u in situ eksperimentu
potvrduje da promene SLA, LDMC, SLWC i LT predstavljaju konzistentne elemente odgovora
ove vrste na poviSenu temperaturu. Istovremeno, razlike u intenzitetu odgovora izmedu
kontrolisanih i prirodnih uslova ukazuju da sezonska i mikroklimatska heterogenost u prirodi
moZe znacajno modifikovati efekte zagrevanja. Zbog toga funkcionalne i mehanisticke osobine
lista predstavljaju osetljive pokazatelje aklimacionog/aklimatizacionog odgovora I. pumila na
blago povecanje temperature, ali se njihov odgovor mora tumaciti u odnosu na eksperimentalni
kontekst u kome se list razvija.

5.1.2. Vremenska dinamika koncentracije proteina toplotnog stresa u
razli¢itim temperaturnim sredinama

Proteini toplotnog stresa predstavljaju jednu od klju¢nih komponenti biljnog odgovora na
poviSenu temperaturuy, jer u€estvuju u stabilizaciji, ponovnom savijanju i uklanjanju oSte¢enih
proteina (Vierling, 1991; Wang i sar., 2004). lako su najCeS¢e proucavani u uslovima
kratkotrajnog i intenzivnog toplotnog stresa, novija istraZivanja pokazuju da molekularni
odgovor biljaka na poviSenu temperaturu zavisi od intenziteta i trajanja zagrevanja, pri ¢emu
produZeno zagrevanje blagog intenziteta moze aktivirati drugaciji obrazac ekspresije HSF
transkripcionih faktora i Hsp u odnosu na klasi¢an odgovor na toplotni Sok (Wang i sar., 2020).
Zbog toga je sve jasnije da Hsp mogu imati vaznu ulogu ne samo u odgovoru na kratkotrajni
toplotni stres, ve¢ i u aklimatizacionom odgovoru biljaka na blago i dugotrajno povecanje
temperature, karakteristicno za globalno zagrevanje (Jagadish i sar., 2021). U ovom
istraZivanju, rameti razvijeni unutar OTC-a imali su vece relativne koli¢ine svih analiziranih Hsp
u odnosu na ramete razvijene izvan OTC-a, Sto ukazuje da blago i dugotrajno in situ povecanje
temperature aktivira molekularne mehanizme povezane sa o¢uvanjem proteinske homeostaze
kod vrste I pumila. Dobijeni obrazac sugeriSe da Hsp101l, Hsp70 i izoforme Hspl7.6
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predstavljaju vazne komponente aklimatizacionog odgovora vrste I pumila na poviSenu
temperaturu u prirodnim uslovima.

Hsp101 ima vaZnu ulogu u razdvajanju proteinskih agregata i reaktivaciji denaturisanih
proteina tokom stresa, zbog ¢ega se smatra jednom od klju¢nih komponenti bazalne i ste¢ene
termotolerancije (Queitsch i sar., 2000; Hong i Vierling, 2001; Nieto-Sotelo i sar., 2002; Mishra
i Grover, 2016). Funkcionalni znacaj ovog proteina potvrden je, izmedu ostalog, kod mutanata
A. thaliana bez funkcionalnog Hsp101, koji nisu sposobni da razviju stecenu termotoleranciju,
dok smanjena ekspresija ovog proteina narusava i bazalnu termotoleranciju semena (Queitsch
isar., 2000). Pored toga, kod razlicitih biljnih vrsta ve¢a akumulacija Hsp101 zabeleZena je kod
tolerantnijih genotipova u odnosu na osetljivije, Sto ukazuje na povezanost ovog proteina sa
kapacitetom biljaka za aklimatizaciju na poviSenu temperaturu (Tonsor i sar., 2008; Balfagén i
sar., 2018). U ovom istraZivanju, relativna koli¢ina Hsp101 bila je viSa kod rameta razvijenih
unutar OTC-a, a njenom variranju znacajno su doprinosili i sezona i godina. Ovakav rezultat
ukazuje da Hsp101 ucestvuje u odgovoru I. pumila na blago in situ povecanje temperature, ali i
da se njegova koli¢ina menja u zavisnosti od vremenskog konteksta u kome se list razvija.
Regresiona analiza dodatno podrzava ovu interpretaciju, jer je relativna koli¢ina Hsp101 bila
pozitivno povezana sa temperaturom lista kod rameta razvijenih unutar OTC-a, kao i sa
temperaturom zemljiSta u oba temperaturna tretmana. Nasuprot tome, nije utvrdena znacajna
povezanost izmedu koli¢ine Hsp101 i vlaZnosti zemljista, Sto sugeriSe da je akumulacija ovog
proteina u listovima I. pumila snaZnije povezana sa termalnim uslovima nego sa dostupnoS$c¢u
vode. Takvo tumacenje u saglasnosti je sa rezultatima Balfagén i saradnika (2018), koji su
pokazali da se Hsp101 kod citrusa ne akumulira pod dejstvom same suSe, ve¢ prvenstveno u
uslovima poviSene temperature.

lako povecana koli¢ina Hsp101 ukazuje na aktivaciju mehanizama povezanih sa ocuvanjem
proteinske homeostaze, razvoj termotolerancije ne zavisi isklju¢ivo od ovog proteina, ve¢ od
koordinisanog delovanja Sire mreZe Celijskih odgovora na stres. U prilog tome govore rezultati
Bychkov i saradnika (2022) koji su pokazali da narusavanje aktivnosti hloroplastne FeSOD
menja obrazac ekspresije Hsp101 i Hsp70 i dovodi do smanjene termotolerancije kod
A. thaliana. Stoga se moZe pretpostaviti da doprinos Hsp101 aklimatizacionom odgovoru
L. pumila zavisi od njegove povezanosti sa drugim signalnim i zastitnim molekulima, ukljuc¢ujuéi
ROS signalizaciju i antioksidativni sistem.

Proteini iz familije Hsp70 imaju vaZnu ulogu u odrZavanju proteinske homeostaze, jer
prepoznaju delimi¢no denaturisane proteine, sprecavaju njihovu agregaciju i omogucavaju
njihovo pravilno ponovno savijanje ili usmeravanje ka sistemima za degradaciju (Vierling,
1991; Sung i sar., 2001; Wang i sar., 2004). Pored toga, Hsp70 ucestvuje u de novo savijanju
proteina, transportu polipeptida kroz membrane i oporavku proteoma nakon delovanja
stresora (Boston i sar.,, 1996; Mayer i Bukau, 2005). Funkcionalni znacaj ovog proteina u
odgovoru na poviSenu temperaturu potvrden je u brojnim istrazivanjima na razli¢itim biljnim
vrstama. Tako je pokazano da smanjena ekspresija Hsp70/Hsc70 kod A. thaliana naruSava
razvoj steCene termotolerancije (Lee i Schoffl, 1996), dok povecana ekspresija Hsp70 kod
paprike doprinosi stabilnosti ¢elijskih membrana i ve¢oj otpornosti na toplotni stres (Guo i sar.,
2014; Usman i sar., 2015). Sli¢ni rezultati dobijeni su i kod transgenih biljaka A. thaliana sa
povecanom ekspresijom Hsp70 gena iz kserofitne vrste Zygophyllum xanthoxylum, kod kojih je
povecana i bazalna i steCena termotolerancija (Bai i sar., 2026). Ovi nalazi ukazuju da povecana
akumulacija Hsp70 moZe biti povezana sa ve¢im kapacitetom biljaka za
aklimaciju/aklimatizaciju na poviSenu temperaturu i razvoj termotolerancije. U ovom
istrazivanju, relativna koli¢ina Hsp70 bila je pozitivho povezana sa temperaturom lista i
zemljista, a negativno sa vlaznosc¢u zemljista. Ovakav obrazac sugeriSe da na povecéanje kolic¢ine
Hsp70 u listovima I pumila mogu uticati i poviSena temperatura i smanjena dostupnost vode.
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To je u skladu sa istraZivanjima koja pokazuju da Hsp70 ucestvuje u odgovoru biljaka na
razliite abioticke stresore, ukljucujuci toplotni stres, susu i njihovo kombinovano delovanje
(Ristic i sar., 1991; Wang i sar., 2004; Grigorova i sar., 2011a, 2011b; Augustine i sar., 2015;
Daviesisar., 2018). U eksperimentima sa toplotnim talasima, Davies i saradnici (2018) pokazali
su da se koli¢ina Hsp70 u listovima autohtonih australijskih trava prvenstveno povecava sa
porastom temperature, ali da intenzitet ovog odgovora moZe zavisiti i od dostupnosti vode. U
prethodnim istraZivanjima na vrsti . pumila, ManitaSevi¢ i saradnice (2007) pokazale su da
koli¢ina Hsp70 dostiZe svoje najviSe vrednosti tokom leta i da je viSa kod biljka sa osuncanog
dinskog staniSta u odnosu na biljke iz zasen¢enog Sumskog stanista, $to je protumaceno kao
moguci odgovor na kombinovano delovanje visokih temperatura, intenzivnog zracenja i
ogranic¢ene dostupnosti vode. Vuleta i saradnice (2014) takode su pokazale da osuncani delovi
istog klona akumuliraju viSe Hsp70 u odnosu na zasencene delove, Sto dodatno ukazuje da
kombinovano delovanje visokog intenziteta svetlosti i toplote mogu doprineti povecanju
kolicine ovog proteina. Rezultati ovog istrazivanja podrzavaju zakljucak da Hsp70 predstavlja
jednu od vaznih komponenti aklimacionog/aklimatizacionog odgovora vrste I. pumila na blago
poviSenu temperaturu u prirodnim uslovima, pri ¢emu intenzitet ovog odgovora moZe zavisiti
i od vodnog reZima stanista.

Pored direktne uloge u odrzavanju proteostaze, Hsp70 moZe ucestvovati i u regulaciji drugih
komponenti odgovora na toplotni stres. Na primer, pokazano je da citosolni Hsp70 u pirincu
pojacava transkripcionu aktivnost transkripcionog faktora HsfA6a i time povecava ekspresiju
gena Hsp101 (Singh i sar., 2021). U tom kontekstu, istovremeno povecanje koli¢ine Hsp70 i
Hsp101 u listovima I pumila podrZava tumacenje da ovi proteini deluju kao funkcionalno
povezane komponente odgovora na blago povecanje temperature.

Mali proteini toplotnog stresa (sHsp) funkcionisSu kao ATP-nezavisni molekularni Saperoni koji
se vezuju za delimi¢no denaturisane proteine i sprecavaju njihovu nepovratnu agregaciju (Sun
i sar,, 2002; Waters i Vierling, 2020). Na taj nacin formiraju privremeni “rezervoar” supstrata
pogodnih za naknadno ponovno savijanje, koje obavljaju ATP-zavisni sistemi, pre svega Hsp70
sa koSaperonima i Hsp101. Zbog toga se sHsp smatraju ranom linijom zaStite proteoma, jer
omogucavaju primarnu stabilizaciju oste¢enih proteina pre aktivacije energetski zahtevnijih
mehanizama oporavka (Sun i sar., 2002; Waters i Vierling, 2020). Istrazivanja na razli¢itim
biljnim vrstama pokazala su da Hsp17.6 ima vaznu ulogu u odgovoru na poviSenu temperaturu
i druge abioticke stresore. Kod duvana je pokazano da NtHSP17.6 deluje kao efikasan
molekularni Saperon koji sprec¢ava agregaciju denaturisanih proteina tokom toplotnog stresa
(Yoon i sar., 2005). Pored neposredne zastitne uloge, Hsp17.6 moZe ucestvovati i u odrzavanju
toplotne memorije. Yamaguchi i saradnici (2021) pokazali su da Hsp17.6C, zajedno sa Hsp22,
predstavlja jedan od klju¢nih gena ,toplotne memorije“ u laboratorijskim populacijama
A. thaliana. Umereno poviSena temperatura dovela je do brze indukcije Hsp17.6C, dok je
epigeneticko odrzavanje njegovog lokusa u transkripciono aktivnom stanju omogucilo brzu
ponovnu aktivaciju pri narednom izlaganju toplotnom stresu. Smanjena sposobnost aklimacije
na toplotu kod dvostrukog mutanta hsp22 hsp17.6¢ dodatno ukazuje da Hsp17.6 moze doprineti
ne samo neposrednoj zastiti proteina, ve¢ i odrzavanju stecene termotolerancije (Yamaguchi i
sar., 2021). Iako su Balfagén i saradnici (2018) zakljucili da Hsp17.6 nema centralnu ulogu u
termotoleranciji kod citrusa, njihovi rezultati su ipak pokazali da se ovaj protein akumulira u
odgovoru na poviSenu temperaturu. To ukazuje da doprinos Hsp17.6 termotoleranciji moze
zavisiti od vrste, intenziteta stresa i funkcionalne uloge drugih komponenti sistema zastite.
Pored odgovora na poviSenu temperaturu, Hsp17.6 moZze biti uklju¢en i u odgovor na smanjenu
dostupnost vode. Tako su Almoguera i saradnici (1993) pokazali da se ekspresija Hsp17.6 u
suncokretu povecava tokom vodnog stresa i pozitivno koreliSe sa stepenom dehidratacije, Sto
ukazuje na mogucu ulogu ovog proteina u zastiti proteoma i tokom vodnog deficita. U ovom
istraZivanju, relativna koliCina obe izoforme Hspl7.6 bila je pozitivho povezana sa
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temperaturom lista i zemljiSta, Sto ukazuje da je njihova akumulacija povezana sa termalnim
uslovima. Istovremeno, negativha povezanost sa vlaznoS¢u zemljisSta bila je izraZenija i
konzistentnija za Hsp17.6b nego za Hsp17.6a, Sto bi moglo znaciti da regulacija izoforme
Hsp17.6b moze biti osetljivija na promene u dostupnosti vode. Ovakav obrazac je u skladu sa
rezultatima Davies i saradnika (2018), koji su pokazali da se koli¢ina Hsp17.6 povecava
prvenstveno u odgovoru na toplotni stres, dok vodni deficit moZe dodatno modifikovati
intenzitet tog odgovora u zavisnosti od vrste i kombinacije stresnih faktora. Pored ukupne
promene koli¢ine Hsp17.6, rezultati ovog istrazivanja ukazuju i na razlike u relativnoj
zastupljenosti njegovih izoformi. Tokom gotovo celog eksperimentalnog perioda udeo izoforme
Hsp17.6b bio je ve¢i od udela Hsp17.6a, Sto ukazuje da Hsp17.6b predstavlja dominantnu
izoformu ovog proteina u listovima 1. pumila. Jedini izuzetak zabeleZen je tokom leta 2018.
godine, koje je bilo toplo i kiSovito, kada je udeo Hsp17.6a bio veci. Ovakav obrazac sugeriSe da
relativna zastupljenost izoformi Hspl7.6 ne zavisi samo od temperature, ve¢ i od Sireg
sezonskog konteksta, ukljucujuc¢i dostupnost vode. Takav nalaz dodatno sugeriSe da Hsp17.6a
i Hsp17.6b verovatno nisu funkcionalno ekvivalentne, ve¢ da mogu imati delimi¢no razlicite
obrasce regulacije u odgovoru na kombinovano delovanje temperature i vodnog rezima. U
skladu sa tim, Scharf i saradnici (2001) pokazali su da kod A. thaliana postoje cetiri blisko
srodne izoforme Hsp17.6, rasporedene u dve citosolne klase (CI i CII), koje se razlikuju po
obrascima ekspresije, Sto ukazuje na njihovu mogucu funkcionalnu specijalizaciju.

Hsp17.6 ne deluje izolovano, ve¢ kao deo Saperonske mreZe u kojoj ostvaruje funkcionalne
interakcije sa drugim Hsp. Forreiter i Nover (1998) su pokazali kod A. thaliana da AtHsp17.6-
CI sprecava inaktivaciju luciferaze tokom toplotnog stresa, dok prisustvo Hsp70 znacajno
ubrzava njenu reaktivaciju. Ovaj rezultat ukazuje na komplementarnu ulogu Hsp17.6 i Hsp70 u
stabilizaciji i oporavku denaturisanih proteina. Slicno tome, McLoughlin i saradnici (2016)
pokazali su da citosolni sHsp, ukljucuju¢i Hsp17.6, deluju koordinisano sa Hsp101 u zaStiti
termolabilnih proteina tokom toplotnog stresa. Hsp17.6 vezuje delimi¢no denaturisane
proteine i stabilizuje ih u citosolnim granulama toplotnog stresa, dok Hsp101 nakon prestanka
stresa omogucava njihovu resolubilizaciju i ponovno uspostavljanje funkcije. Ovi rezultati
ukazuju da Hsp17.6, Hsp70 i Hsp101 predstavljaju funkcionalno povezane komponente
Saperonske mreZe koja doprinosi ocuvanju proteinske homeostaze i razvoju termotolerancije
kod biljaka. U skladu s tim, savremena istrazivanja pokazuju da termotolerancija ne zavisi samo
od povecane ekspresije pojedinacnih Hsp ili HSF gena, ve¢ od uskladenog delovanja HSF
regulatora i razli¢itih Hsp u okviru Sire mreZe odgovora na stres (Zhao i sar., 2020).
Istovremeno povecanje koli¢ine Hsp101, Hsp70 i Hsp17.6 u listovima I pumila podrzava
tumacenje da odgovor ove vrste na blago i dugotrajno povecanje temperature nije zasnovan na
promeni koli¢ine pojedinacnih proteina, ve¢ na koordinisanom delovanju vise funkcionalno
povezanih komponenti uklju¢enih u odrzavanje proteinske homeostaze.

Pored razlika izmedu temperaturnih tretmana, rezultati ove studije pokazuju da su sezonske
promene imale vaznu ulogu u variranju Hsp kod vrste I pumila. Ve¢a akumulacija svih
analiziranih Hsp tokom leta ukazuje da letnji sredinski uslovi, koje karakteriSu vise
temperature, intenzivno suncevo zracenje i Cesto smanjena dostupnost vode, predstavljaju
snaZan signal za aktivaciju ¢elijskih mehanizama zastite. Ovakav obrazac sugeriSe da se Hsp
odgovor pojacava u periodu kada se viSe stresnih faktora istovremeno preklapa u prirodnom
stanistu. Posebno je znacCajna sezonska promena u relativnoj zastupljenosti pojedina¢nih Hsp.
Tokom proleca najzastupljeniji bio je Hsp70, dok se tokom leta njegov relativni udeo smanjivao,
uz istovremeni porast udela Hsp101 i narocito Hsp17.6, koji je postajao dominantan medu
analiziranim Hsp. Ovakva promena sugeriSe da se sa pojacavanjem sezonskog stresa menja i
relativni znacaj pojedinacnih komponenti Hsp sistema: u prolece, izrazeniju ulogu ima Hsp70,
dok tokom leta vaZniju ulogu dobijaju Hsp17.6 i Hsp101, povezani sa stabilizacijom i
oporavkom proteina u stresnijim uslovima.
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Populacione razlike u koli¢ini Hsp ukazuju da nivo ovih proteina nije bio potpuno uniforman
unutar vrste. ViSe relativne koli¢ine svih analiziranih Hsp kod rameta Populacije 1 sugerisu da
se prirodne populacije I. pumila mogu razlikovati u stepenu aktivacije Hsp sistema, odnosno u
nivou proteina uklju¢enih u odrZavanje proteinske homeostaze.

5.1.3. Vremenska dinamika koncentracije antioksidativnih enzima u
razli¢itim temperaturnim sredinama

PoviSena temperatura moze dovesti do narusavanja redoks homeostaze i poveéane produkcije
ROS-a, zbog ¢ega antioksidativni enzimi imaju vaZnu ulogu u regulaciji njihove koncentracije i
zastiti Celije od oksidativnih oStec¢enja (Mittler, 2002; Gill i Tuteja, 2010; Awasthi i sar., 2015;
Hasanuzzaman i sar., 2020). Iako su brojna istrazivanja pokazala da intenzivan i kratkotrajan
toplotni stres moZe dovesti do promena u aktivnosti ili koli¢ini SOD, APX i CAT (Almeselmani i
sar., 2009; Ergin i sar., 2016; Khan i sar., 2017; Balfagén i sar., 2018, 2022; Fortunato i sar.,
2023), znatno manje je poznato kako ove komponente antioksidativnog sistema reaguju na
blago i dugotrajno povecéanje temperature u prirodnim uslovima (Wang i sar., 2020; Jagadish i
sar., 2021). U ovom istraZivanju nije utvrden znacajan efekat blagog in situ eksperimentalnog
povecanja temperature na prosecne vrednosti CAT, APX, MnSOD i Cu/ZnSOD u listovima
L pumila. Ovakav rezultat ne znaci nuzno da redoks regulacija nije bila uklju¢ena u odgovor na
poviSenu temperaturu, ve¢ ukazuje na to da porast temperature od priblizno 1,5 °C nije doveo
do statisticki znacajnog povecanja koli¢ine nijednog odanaliziranih antioksidativnih enzima.
ROS se pri umerenim nivoima stresa ne smatraju iskljucivo Stetnim produktima oksidativnog
oSteCenja, ve¢ mogu imati i signalnu wulogu u regulaciji rastenja, razvoja i
aklimacionih/aklimatizacionih odgovora biljaka (Mittler, 2002; Suzuki i Mittler, 2006; Mittler,
2017). Pri umerenim nivoima stresa, ROS ucestvuju u signalizaciji izmedu hloroplasta i jedra i
time doprinose regulaciji rastenja i razvica biljaka (Sun i Guo, 2016). Wang i saradnici (2020)
pokazali su da produZeno blago zagrevanje kod A. thaliana dovodi do povecanja nivoa ROS-a u
odnosu na kontrolu, ali znatno slabijeg nego pri toplotnom Soku, Sto sugeriSe da ROS u takvim
uslovima mogu pre svega delovati kao signalni molekuli, bez pokretanja snazZnog
antioksidativnog odgovora i bez ozbiljnijih oSte¢enja fotosintetskog aparata i PSII. Zbog toga se
izostanak znacajnog efekta temperaturnog tretmana u ovom istraZivanju moZe tumaciti kao
pokazatelj da se odgovor I pumila na blago zagrevanje nije zasnivao na opStem povecanju
kolicine antioksidativnih enzima. Ipak, odsustvo njihove opSte akumulacije ne iskljucuje
mogucnost redoks regulacije odgovora na promenu sredinskih faktora. Tako su Kumazaki i
Suzuki (2019) pokazali da povecana tolerantnost A. thaliana na kombinovano delovanje
toplotnog stresa i suSe moZe biti pra¢ena vecom akumulacijom H,0,, bez paralelnog povecéanja
ekspresije SOD, CAT i APX1. U naSem istrazivanju odredivana je relativna koli¢ina
antioksidativnih enzima, a ne njihova aktivnost. Zbog toga se ne moze iskljuciti moguénost da
je deo antioksidativnog odgovora ostvaren na funkcionalnom nivou, kroz promene enzimske
aktivnosti, dostupnosti kofaktora ili posttranslacionu regulaciju. Na to ukazuju i rezultati
Balfagén i saradnika (2022), koji su pokazali da promene u koli¢ini SOD, APX i CAT proteina ne
moraju uvek biti pratene odgovaraju¢im promenama njihove enzimske aktivnosti. Dodatno,
razlika izmedu odgovora antioksidativnih enzima i Hsp moZe odraZavati razli¢itu regulaciju
antioksidativnog i Saperonskog sistema. Na primer, tokom toplotnog stresa, HSF transkripcioni
faktori klase A, koji predstavljaju vazne regulatore ekspresije Hsp gena, mogu aktivirati i
miR398, koja negativno reguliSe ekspresiju gena za Cu/ZnSOD (CSD1 i CSD2), ¢ime se
uspostavlja sloZena povratna sprega izmedu ROS signalizacije i HSR regulatorne mreZe (Guan i
sar., 2013; Zhao i sar., 2020).

Uprkos izostanku opsSteg efekta temperaturnog tretmana, analizirani antioksidativni enzimi
pokazali su izraZenu vremensku dinamiku tokom eksperimentalnog perioda. Ovaj obrazac
ukazuje da kolicina pojedinacnih komponenti antioksidativnog sistema nije bila stabilna, vec je
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zavisila od sezone, godine i specifi¢nosti samog enzima ili izoforme. Takav rezultat je o¢ekivan,
imajuci u vidu da se u prirodnim uslovima list razvija pod istovremenim uticajem temperature,
dostupnosti vode, intenziteta zracenja i drugih mikroklimatskih faktora.

SOD predstavljaju prvu liniju enzimske zaStite od oksidativnog stresa, jer katalizuju dismutaciju
superoksid anjon radikala do vodonik peroksida, koji se zatim uklanja delovanjem drugih
komponenti antioksidativnog sistema, pre svega APX i CAT (Alscher, 2002; Gill i Tuteja, 2010).
U naSem istrazivanju, pojedinacni tipovi i izoforme SOD nisu pokazali jedinstven vremenski
obrazac, $to ukazuje da se SOD odgovor kod I. pumila ne moZe tumaciti kao uniformna promena
celog enzimskog sistema. Naprotiv, sezonska dinamika razlikovala se izmedu pojedinac¢nih
komponenti: MnSOD i Cu/ZnSODb pokazale su izraZeniju akumulaciju tokom letnjih sezona,
dok je kod Cu/ZnSODc zabeleZen suprotan trend, a Cu/ZnSODa nije imala konzistentnu
sezonsku dinamiku. Ovakav obrazac sugeriSe da razliCiti tipovi i izoforme SOD kod I pumila
verovatno imaju razlic¢itu osetljivost na sezonske promene sredinskih uslova, a time i delimi¢no
razlic¢it doprinos odrzavanju redoks ravnoteZe. lako su pojedinacni SOD tipovi pokazali razliCite
sezonske obrasce, pozitivne korelacije izmedu pojedina¢nih Cu/ZnSOD izoformi, prisutne u
viSe vremenskih tacaka i u oba temperaturna tretmana, ukazuju da promene njihove relativne
kolic¢ine nisu bile potpuno nezavisne. Regresiona analiza je dodatno pokazala da su pojedinacni
SOD tipovi bili razli¢ito povezani sa mikroklimatskim uslovima. MnSOD je bila pozitivnho
povezana sa temperaturom lista i zemljiSta, a negativno sa vlazno$¢u zemljista, Sto sugerise da
je variranje koli¢ine ovog enzima bilo povezano sa toplijim i suvljim mikroklimatskim uslovima.
Nasuprot tome, medu Cu/ZnSOD izoformama jedino je Cu/ZnSODc pokazala znacajnu
negativnu povezanost sa temperaturom lista i zemljiSta, dok za ostale izoforme nije utvrdena
jasna povezanost sa analiziranim abiotickim parametrima. Diferencijalna regulacija
pojedinacnih tipova SOD opisana je i u drugim istraZivanjima. Tsang i saradnici (1991) pokazali
su da toplotni stres kod meksickog divljeg duvana indukuje ekspresiju citosolne Cu/ZnSOD, dok
mitohondrijalna MnSOD i hloroplastna FeSOD ne pokazuju znacajne promene. Slicno tome,
Camejo i saradnici (2007) pokazali su da tokom toplotne aklimacije kod paradajza dolazi do
povecanja aktivnosti FeSOD i MnSOD, uz istovremeno smanjenje aktivnosti Cu/ZnSOD. Pored
toga, razlic¢iti geni koji kodiraju pojedina¢ne SOD tipove i izoforme mogu biti regulisani na
transkripcionom, posttranskripcionom i translacionom nivou, pri ¢emu njihov odgovor zavisi
od vrste stresa, unutarcelijske lokalizacije i fizioloSkog stanja biljke (W. Wang i sar., 2016). U
skladu sa tim, rezultati naSeg istrazivanja sugerisu da regulacija pojedinac¢nih tipova i izoformi
SOD kod I pumila verovatno odrazava njihove delimi¢no razlic¢ite funkcionalne uloge u
odrzavanju redoks ravnoteze u promenljivim uslovima sredine.

Na osnovu procentualnog uceséa pojedinacnih tipova SOD u ukupnoj kolic¢ini SOD proteina,
Cu/ZnSOD izoforme imale su dominantan udeo tokom celog eksperimentalnog perioda. Ovakav
obrazac je ocekivan s obzirom na njihovu Siroku zastupljenost u citosolu i hloroplastima,
odnosno cCelijskim odeljcima u kojima reaktivne vrste kiseonika intenzivno nastaju tokom
fotosinteze i drugih metabolickih procesa (Alscher, 2002; Gill i sar., 2015). Istovremeno, tokom
letnje sezone zabeleZen je relativno ve¢i udeo MnSOD, $to moZe ukazivati na povecan znacaj
mitohondrijalne redoks regulacije tokom toplijeg dela godine, kada visa temperatura povecava
respiratornu aktivnost i metabolicke zahteve Celije. Pozitivnha povezanost kolicine MnSOD sa
temperaturom lista i zemljiSta dodatno podrzava ovakvo tumacenje. Znacaj MnSOD u
odrzavanju mitohondrijalne redoks ravnoteZe potvrden je i kod vrste A.thaliana, gde je
smanjena ekspresija ovog enzima bila povezana sa naruSavanjem mitohondrijalnog
metabolizma i oksidativnog statusa ¢elije (Morgan i sar., 2008). Prethodna istrazivanja na vrsti
I pumila pokazala su da relativni odnos izmedu MnSOD i Cu/ZnSOD moZe varirati izmedu
razliCitih svetlosnih uslova (Vuleta i sar., 2016), Sto dodatno ukazuje na to da razliCiti tipovi
SOD mogu imati promenljiv doprinos odrZavanju redoks homeostaze u zavisnosti od uslova
spoljasnje sredine.
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APX predstavlja vaznu komponentu antioksidativnog sistema biljaka, jer zahvaljujuci visokom
afinitetu prema H,0, omogucava finu regulaciju njegove koncentracije i odrZavanje celijske
redoks homeostaze (Shigeoka, 2002b; Pandey i sar., 2017). U ovom istraZivanju, izoforme APXa
i APXb pokazale su slican opsti sezonski trend, sa tendencijom povecanja od proleca ka letu, pri
cemu je statisticki znacajna sezonska promena utvrdena samo tokom druge godine
eksperimenta. Porast je bio izrazeniji kod APXb, dok su promene APXa bile slabijeg intenziteta,
Sto sugeriSe da se ove dve izoforme ne razlikuju nuZno u pravcu sezonske promene, ve¢ pre u
intenzitetu odgovora. Regresiona analiza dodatno je ukazala na razlike izmedu APX izoformi.
APXb je bila pozitivno povezana sa temperaturom lista i zemljiSta, a negativno sa vlazZnos¢u
zemljista, dok za APXa nije utvrdena povezanost sa analiziranim abiotickim parametrima.
Ovakvi rezultati sugeriSu da je variranje APXb bilo tesnije povezano sa mikroklimatskim
uslovima, dok je variranje APXa bilo slabije povezano sa analiziranim sredinskim faktorima.
Razlike izmedu izoformi mogu se povezati sa Cinjenicom da APX predstavlja multigensku
familiju c¢iji ¢lanovi mogu imati razli¢itu unutarcelijsku lokalizaciju, biohemijska svojstva i
osetljivost na abioticke stresore, zbog cega isti faktor sredine ne mora jednako regulisati sve
izoforme (Shigeoka, 2002b; Caverzan i sar., 2012; Pandey i sar., 2017). Na osnovu
procentualnog ucesca pojedinacnih izoformi, APXb je imala dominanatan udeo tokom najvecéeg
dela eksperimentalnog perioda, sa izuzetkom u prolece druge godine, kada je zastupljenija bila
APXa. Buduci da je ovaj period karakterisala niZa temperatura i veca dostupnost vode u odnosu
na ostale vremenske tacke, ovakav obrazac sugeriSe da se medusobni odnos APX izoformi mozZe
menjati u zavisnosti od trenutnih sredinskih uslova. Pri tome se APXb izdvaja kao izoforma ¢ija
je relativna koli¢ina izrazenije povezana sa toplijim i suvljim uslovima. Istovremeno, pozitivna
povezanost APXa i APXb, uoCena u ukupnom uzorku i kod biljaka razvijanih unutar OTC-a
tokom prve godine, ukazuje da ove izoforme mogu deliti odredeni nivo zajednicke regulacije,
uprkos razlikama u intenzitetu njihovog odgovora.

CAT predstavlja vaznu komponentu antioksidativnog sistema biljaka, jer zahvaljuju¢i visokom
kapacitetu za razgradnju H,0, omogucava efikasno uklanjanje vecih koli¢ina ovog molekula,
narocito u peroksizomima tokom intenzivne fotorespiracije (Mittler, 2002; Mhamdi i sar., 2010;
A. Baker i sar., 2023). U ovom istrazivanju, koli¢ina CAT znacajno je varirala izmedu sezona i
godina, ali bez konzistentnog obrasca izmedu dve eksperimentalne godine. Ovakva dinamika
ukazuje da CAT nije reagovala na blago poviSenu temperaturu kao stabilan i jednosmeran
odgovor, ve¢ da je njeno variranje bilo povezano sa promenljivim mikroklimatskim uslovima
tokom vegetacionog perioda, pre svega sa dostupnosc¢u vode i temperaturom. Takvo tumacenje
podrzava negativna povezanost CAT sa vlazno$¢u zemljiSta u oba temperaturna tretmana, kao
i sa temperaturom zemljiSta kod rameta razvijenih unutar OTC-a.

Svi analizirani antioksidativni enzimi, izuzev Cu/ZnSODa, pokazivali su znacajnu populacionu
diferencijaciju. Ovaj rezultat ukazuje da genotipovi poreklom iz dve prirodne populacije
odrZavaju razli¢ite nivoe pojedinacnih komponenti antioksidativnog sistema, Sto moze
ukazivati na razlike u kapacitetu redoks zaStite. Budu¢i da analizirane populacije pripadaju
istom tipu staniSta i izloZene su veoma sli¢nim abiotickim uslovima, dobijeni rezultat sugerise
da fizioloSka diferencijacija moZe postojati i izmedu populacija koje ne pokazuju izraZenu
divergentnost ekoloskih faktora. Prosec¢ne vrednosti CAT, APXa, APXb, MnSOD i Cu/ZnSODb
bile su viSe u Populaciji 1, dok su prosecne vrednosti Cu/ZnSODc bile viSe u Populaciji 2, Sto
ukazuje da populacione razlike nisu bile uniformne, ve¢ da su se populacije verovatno
razlikovale u relativnom doprinosu pojedina¢nih komponenti unutar antioksidativnog sistema.
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5.2. Temperatura i fenotip

5.2.1. Fenotipsko variranje anatomsko-morfoloskih i biohemijskih osobina
lista u odgovoru na povecanje temperature

Fenotipska plasti¢nost predstavlja sposobnost genotipa da menja fenotipsku ekspresiju svojih
osobina u zavisnosti od uslova sredine i smatra se jednom od klju¢nih strategija koja biljkama
omogucava odgovor na promene ekoloskih uslova (Bradshaw, 1965). Njena evoluciona uloga,
medutim, nije jednoznacna, jer se plasticnost posmatra i kao kvantitativna, delimi¢no geneticki
odredena osobina koja moZe evoluirati pod delovanjem prirodne selekcije, i kao razvojni
mehanizam koji otvara nove mogucnosti za evolucione promene (G. De Jong, 2005; Scheiner,
1993; West-Eberhard, 2003). Budu¢i da obuhvata i adaptivne i neadaptivne odgovore na
variranje uslova sredine, plasticna promena moZe predstavljati regulisan odgovor na variranje
sredine, ali i pasivnu posledicu razvojnih ogranicenja ili stresnih uslova, pa se njen adaptivni
znacaj ne moZe utvrditi bez podataka o fitnesu i fenotipskoj selekciji (Pigliucci, 2001;
Ghalambor i sar., 2007). U kontekstu savremenih klimatskih promena, poseban znacaj ima
plasti¢ni odgovor biljaka na variranje temperature. S obzirom na to da temperatura predstavlja
plasticnost osobina lista moZe imati vaZznu ulogu u odrZavanju funkcionalnosti biljaka u
uslovima globalnog zagrevanja (Knight i Ackerly, 2003; W. Huang i sar., 2024). U ovoj studiji,
norme reakcije, analiza profila odgovora i indeksi fenotipske plasti¢nosti pokazali su da
odgovor vrste I. pumila na blago povecanje temperature nije bio uniforman, vec¢ je zavisio od
analizirane osobine, odnosno grupe funkcionalno povezanih osobina.

Norme reakcije pruzaju uvid u pravac i obim fenotipskih promena izazvanih variranjem
sredine, pri Cemu njihovo pouzdano tumacenje zahteva odgovarajuci broj ispitivanih sredina i
statisticku procenu razlika u obliku i nivou odgovora (Stearns, 1989; Morrissey i Liefting, 2016;
Arnold i sar., 2019). Karakterizacija oblika normi reakcije zato predstavlja vazan preduslov za
razumevanje nacina na koji fenotipska plasticnost moZe doprineti opstanku populacija u novim
i brzo promenljivim sredinama (Arnold i sar., 2019).

U in situ eksperimentu, relativno sli¢ni vremenski obrasci u oba temperaturna tretmana, uoceni
su za SLA, LDMC, SLWC, LT, sve analizirane Hsp, APXb i Cu/ZnSODc, Sto ukazuje da je
vremensko variranje uslova sredine kod vecine genotipova dovelo do relativno konzistentne
promene ovih osobina. Nasuprot tome, izraZenije ukrStanje individualnih normi reakcije
uoceno je za SD, SI, CAT, APXa, MnSOD, Cu/ZnSODa i Cu/ZnSODb, Sto ukazuje na vecu
medugenotipsku heterogenost u smeru i intenzitetu njihovog odgovora kroz vreme. Dakle,
anatomsko-morfoloske osobine i Hsp pokazali su ujednacenije vremenske obrasce, dok je
heterogenost odgovora bila izraZenija kod osobina stominog aparata i ve¢ine antioksidativnih
enzima. Takva razlika medu grupama osobina pokazuje da genotipovi ne menjaju sve osobine
na isti nacin, ve¢ da su smer i intenzitet plasticnog odgovora zavisili od analizirane osobine i
njene funkcionalne pripadnosti. Posebno kod antioksidativnih enzima i osobina stominog
aparata, izraZenija varijabilnost izmedu genotipova moZe ukazivati da odgovor ovih osobina na
sezonske promene sredine nije bio ujednacen medu genotipovima. Dobijeni rezultati u skladu
su sa nalazima da razliCite osobine mogu ispoljiti izrazito razliCite oblike normi reakcije ¢ak i
duZ istog sredinskog gradijenta (Vitasse i sar., 2010; Arnold i sar., 2019)

Analiza prosecnih profila odgovora omogucila je jasnije razdvajanje efekta temperaturnog
tretmana na nivo fenotipske ekspresije osobina od njihove sezonske i medugodiSnje dinamike.
Paralelni profili anatomsko-morfoloskih osobina, Hsp101 i Hsp70, uz znacajne razlike u nivou
izmedu tretmana, ukazuju da je zagrevanje menjalo nivo njihove fenotipske ekspresije, ali ne i
osnovni obrazac sezonskog i medugodiSnjeg variranja. Nasuprot tome, prosecni profili SI i
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veline antioksidativnih enzima, izuzev APXb, menjali su se tokom vremena, ali se nisu
razlikovali u nivou izmedu temperaturnih tretmana, sto ukazuje da je njihova dinamika bila
snaznije povezana sa sezonskim i medugodis$njim uslovima nego sa prose¢nim efektom blagog
zagrevanja. Odsustvo paralelizma prosecnih profila obe izoforme Hsp17.6 pokazuje da razlika
izmedu temperaturnih tretmana nije bila jednaka tokom citavog eksperimentalnog perioda.
Konvergencija profila u prolece druge godine, pra¢ena njihovom divergencijom tokom leta,
ukazuje da je odgovor ovih proteina na poviSenu temperaturu zavisio od sezone i godine, pri
¢emu su razlike izmedu tretmana bile izraZenije tokom leta. Odsustvo paralelizma uoceno je i
kod SD, ¢iji su se prosecni profili ukrstali izmedu temperaturnih tretmana, Sto pokazuje da
odgovor gustine stoma na poviSenu temperaturu nije bio jednak u prolece i leto i ukazuje na
znacaj mikroklimatskih uslova tokom razvica lista.

Dodatni uvid u temperaturno indukovanu plasti¢nost pruZio je ex situ eksperiment, u kome je
temperatura bila jedini eksperimentalno manipulisani faktor sredine. U Kkontrolisanim
uslovima sve analizirane osobine lista ispoljile su kose prosecne norme reakcije, Sto pokazuje
da je i relativno blago povecanje temperature bilo dovoljno da izazove promenu njihove
fenotipske ekspresije. Istovremeno, promene varijabilnosti izmedu genotipova razlikovale su
se u zavisnosti od analizirane osobine. Konvergencija individualnih normi reakcije za LDMC pri
poviSenoj temperaturi pokazuje priblizavanje fenotipskih vrednosti ove osobine kod razlicitih
genotipova. Nasuprot tome, divergencija individualnih normi reakcije za indeks I1 na poviSenoj
temperaturi ukazuje na izraZenije razlike u fenotipskim vrednostima ove osobine medu
genotipovima izloZenim istim temperaturnim uslovima (Kaiser i sar., 2015). Posmatrani
zajedno, ovi rezultati pokazuju da poviSena temperatura nije na isti na¢in menjala varijabilnost
izmedu genotipovasvih osobina: smanjila ju je kod LDMC, a povecala kod indeksa ;.

Kvantitativna procena fenotipske plasti¢nosti pokazala je jasnu hijerarhiju odgovora medu
grupama funkcionalno povezanih osobina. U in situ eksperimentu, najviSe prose¢ne vrednosti
PIt imali su Hsp, antioksidativni enzimi pokazali su intermedijarni nivo plasti¢nosti, dok su
anatomsko-morfoloske osobine lista bile najmanje plasticne. Ovakav obrazac pokazuje da su
se priblagom i dugotrajnom zagrevanju relativne koli¢ine pojedinih proteina menjale izraZenije
od anatomsko-morfoloskih osobina lista. Ovaj rezultat je saglasan sa shvatanjem da relativno
manji obim promena morfoloskih osobina moze biti praéen vecom plasti¢nos¢u fizioloskih i
biohemijskih komponenti fenotipa (Schlichting, 1986; Sun i sar., 2016b). SLA, LDMC, SLWCi LT
pokazale su relativno nizak i medusobno slican nivo plasticnosti u oba eksperimentalna
sistema. NajniZu plasti¢nost pokazao je LDMC, $to je saglasno sa relativnom konzervativno$¢u
osobina povezanih sa ulaganjem u suvu materiju i strukturnu organizaciju lista (Poorter i De
Jong, 1999). NiZe vrednosti indeksa za SLA, SLWC i LT pokazuju da je relativni obim njihovih
promena bio manji nego kod najplasti¢nijih osobina. U ex situ eksperimentu najvecu plasti¢nost
pokazao je indeks I, Sto ukazuje na izrazenu temperaturnu osetljivost optickih svojstava lista
povezanih sa sadrZajem hlorofila. PoSto fotosintetska aktivnost nije merena, promena indeksa
[; ne moZe se neposredno izjednaciti sa promenom fotosintetske efikasnosti. Drugu najvisu
vrednost plasti¢nosti u ex situ eksperimentu pokazala je SD. Visoka plasti¢nost SD ukazuje na
izraZenu osetljivost gustine stoma na temperaturu, ali ne pruZza neposredan dokaz o
promenama provodljivosti stoma ili transpiracije. ViSa prosec¢na plasticnost mehanisti¢kih u
odnosu na funkcionalne osobine bila je u velikoj meri uslovljena visokim vrednostima za I; i SD,
dok su SLWC i LT pokazale relativno nizak nivo plasti¢nosti. Medu Hsp, Hsp101 je imao najvisSu
prosecnu vrednost PIt, dok su svi analizirani Hsp pokazali srednje visoku do visoku plasti¢nost.
To ukazuje na izraZenu osetljivost njihove relativne kolicine na blago povecanje temperature.
Vrednosti PIt svih Hsp bile su uglavnom niZe tokom leta, iako su njihove relativne kolicine u toj
sezoni bile viSe. Ovaj obrazac pokazuje da viSe relativne koli¢ine proteina ne moraju biti
pracene i veCom proporcionalnom razlikom izmedu temperaturnih tretmana. Drugim rec¢ima,
povecanje relativne koli¢ine Hsp tokom leta nije podrazumevalo i viSi nivo njihove plasti¢nosti
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prema temperaturnom tretmanu. Antioksidativni enzimi pokazali su srednji nivo plasti¢nosti,
ali su se intenzitet i vremenska dinamika odgovora razlikovali medu enzimima i izoformama,
bez jedinstvenog sezonskog obrasca. Medupopulacione razlike u vrednostima PIr bile su
ogranicene na pojedine antioksidativne enzime i vremenske tacke, zbog Cega rezultati ne
podrZavaju opStu divergentnost plasticnog odgovora izmedu populacija, ali ne potvrduju ni
njihovu potpunu jednakost.

Analiza sezonske plasti¢nosti pokazala je konzistentnu hijerarhiju odgovora medu grupama
funkcionalno povezanih osobina. NajvisSe vrednosti Plp-L zabeleZene su za Hsp101 i obe
izoforme Hsp17.6, intermedijarne vrednosti za antioksidativne enzime i Hsp70, a najniZe za
anatomsko-morfoloske osobine lista. Ovaj redosled bio je isti u oba temperaturna tretmana.
Slican redosled grupa utvrden je i za PIt, Sto pokazuje da je opSta hijerarhija plasti¢nosti bila u
velikoj meri oCuvana bez obzira na to da li je odgovor procenjivan izmedu temperaturnih
tretmana ili izmedu sezona. Vrednosti Plp-L bile su pretezno viSe kod rameta unutar OTC-a, ali
su statisticki znacajne razlike izmedu temperaturnih tretmana utvrdene samo za SLA, Hsp17.6a
i MnSOD u Populaciji 2. Ovaj trend moZe ukazivati na povecanje sezonske plasti¢nosti pojedinih
osobina pri zagrevanju, ali ne potvrduje njeno opSte povecanje. Vrednosti Plp-. razlikovale su
se izmedu eksperimentalnih godina kod vecine osobina, Sto ukazuje da je intenzitet sezonske
plasti¢nosti zavisio od medugodisnjih promena uslova sredine. Sli¢no tome, Montgomery i sar.
(2020) utvrdili su medugodiSnje razlike u fenoloSkom odgovoru na eksperimentalno
zagrevanje, koje su zavisile od prirodnih prole¢nih temperatura. Takvi nalazi ukazuju da
intenzitet sezonskog odgovora moZe zavisiti od klimatskih uslova karakteristicnih za
konkretnu godinu. U prirodnim uslovima sezonski odgovor nastaje pod istovremenim
delovanjem viSe abiotickih faktora, pa se ne moZe nuzno predvideti na osnovu efekta svakog
faktora pojedinacno (Valladares i sar., 2007). Znacajna negativna povezanost izmedu Plp.L i
CV% utvrdena je u sve tri grupa osobina u oba temperaturna tretmana, a bila je najjaca kod Hsp.
Ova povezanost pokazuje da su viSe prosecne vrednosti Plp-L bile praéene manjom relativnom
varijabilno$¢u ovog indeksa izmedu genotipova. Na osnovu ove korelacije ne moze se zakljuciti
da su fenotipske vrednosti genotipova konvergirale, jer je analizirana varijabilnost indeksa
plasti¢nosti, a ne priblizavanje samih fenotipskih vrednosti.

5.2.2. Uticaj eksperimentalnog povecanja temperature na fenologiju
cvetanja i reproduktivni uspeh I. pumila

Jedna od posledica globalnog zagrevanja je promena vremena pocetka i/ili trajanja vegetativnih
i reproduktivnih fenofaza biljaka (Collins i sar., 2021). Vegetativne i reproduktivne fenofaze ne
moraju podjednako reagovati na povecanje temperature, Sto moze biti posledica razlika u
fiziologiji vegetativnih i reproduktivnih organa, ali i razlicitih selekcionih i koevolucionih
pritisaka koji oblikuju njihovu fenologiju (Collins i sar., 2021). Reproduktivna fenologija
odreduje vremenski raspored klju¢nih dogadaja reproduktivnog ciklusa biljke i njihovo
uskladivanje sa sezonskim promenama uslova sredine (Segrestin i sar., 2020). Fenologija
cvetanja, kao komponenta reproduktivne fenologiije, posebno je osetljiva na sezonske promene
uslova sredine. Vreme cvetanja regulisano je delovanjem visSe sredinskih signala, medu kojima
temperatura ima znacajnu ulogu, narocito kod vrsta koje cvetaju u prolece (Tarasjev, 1997;
Collins i sar., 2021; Geissler i sar., 2023). Povecanje temperature usled globalnog zagrevanja
Cesto je povezano sa ranijim cvetanjem, ali smer i intenzitet fenoloskog odgovora nisu
jednoznacni i mogu se znatno razlikovati medu vrstama i u zavisnosti od konkretnih uslova
zivotne sredine (Dorji i sar., 2020; Collins i sar., 2021; Geissler i sar., 2023). Pored toga, razliciti
pokazatelji fenologije cvetanja mogu pokazivati razlic¢itu osetljivost na povecanje temperature
(Doriji i sar., 2020). U naSoj studiji, odgovor fenologije cvetanja I pumila na blago in situ
povecanje temperature nije bio jedinstven, ve¢ su veli¢ina i smer promena zavisili od
analiziranog parametra i populacije.
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Prvi cvetovi formirali su se ranije unutar OTC-a u obe populacije, dok se efekat temperaturnog
tretmana na prosecno vreme cvetanja razlikovao izmedu populacija. U Populaciji 1 cvetovi su
se u proseku otvarali 1,19 dana ranije unutar OTC-a, dok u Populaciji 2 nije utvrdena statisticki
znacCajna razlika izmedu tretmana. Ovi rezultati ukazuju da odgovor prosetnog vremena
cvetanja na blago povecanje temperature nije bio isti u dve analizirane populacije. Ranije
cvetanje u odgovoru na poviSenu temperaturu predstavlja Cest, ali ne i univerzalan fenoloski
odgovor biljaka. Na primer, Dorji i saradnici (2020) su u sedmogodi$Snjem eksperimentu
pasivnog povecanja temperature pomoc¢u OTC-a pokazali da je zagrevanje dovelo do ranijeg
pocetka cvetanja kod obe analizirane vrste roda Potentilla, ali se veli¢ina odgovora razlikovala
izmedu vrsta. Dugorocna fenoloska istraZivanja takode pokazuju da su viSe temperature,
narocito tokom proleca, ¢esto povezane sa ranijim cvetanjem, ali da se jac¢ina odgovora znatno
razlikuje izmedu vrsta (Lavoie i Lachance, 2006; Davis i sar., 2015; I. W. Park i Schwartz, 2015;
Geissleri sar., 2023). Nasuprot tome, kod pojedinih vrsta povecanje temperature moze dovesti
do kasnijeg pocetka cvetanja ili ne mora izazvati njegovu znacajnu promenu (McEwan i sar.,
2011; Calinger i sar., 2013; Hart i sar., 2014; Cao i sar., 2016). Ovakvi nalazi pokazuju da sama
promena temperature nije dovoljna za predvidanje veliCine, pa ni smera fenoloSkog odgovora,
veC je neophodno uzeti u obzir osobine vrste i konkretne uslove Zivotne sredine u kojima se
zagrevanje odvija. Termalna osetljivost fenologije cvetanja moZe se razlikovati i unutar iste
vrste (Tarasjev, 1997; Valdés i sar., 2019; Kotilainen i sar., 2024). Na primer, Kotilainen i
saradnici (2024) pokazali su da se termalna plasticnost pocetka cvetanja kod Hypericum
maculatum razlikovala izmedu populacija razli¢itog porekla. Rezultati nase studije ukazuju da
se odgovor fenologije cvetanja I. pumila na povectanje temperature ne moZe opisati samo kao
opSte pomeranje ka ranijem cvetanju, ve¢ da se razlikuje izmedu populacija. Ranija studija na
I pumila pokazala je da vreme cvetanja moZe varirati i na maloj prostornoj skali (Tarasjev,
1997). U istom istrazivanju utvrdena je i geneticka varijabilnost vremena cvetanja unutar
populacija. Razli¢it odgovor dve populacije u nasoj studiji mogao bi, stoga, odraZavati geneticke
razlike izmedu populacija, lokalne razlike u uslovima sredine ili njihovo zajedni¢ko delovanje.
Za nedvosmisleno razdvajanje geneticke komponente plasticnog odgovora od uticaja
populaciono specificnih uslova staniSta bila bi potrebna dodatna istrazivanja. Tumacenje
populacionih razlika dodatno je ograniceno time Sto je fenologija cvetanja pra¢ena tokom samo
jedne godine. S obzirom na to da eksperimentalna istraZivanja pokazuju da se vreme pocetka
cvetanja pri slicnom povecanju temperature moZe razlikovati izmedu godina u zavisnosti od
drugih sredinskih faktora (Hovenden i sar., 2008), za procenu stabilnosti utvrdenog
populaciono specificnog odgovora bilo bi potrebno visegodiSnje pracenje fenologije cvetanja
kod I. pumila.

Za razliku od prosecnog dana otvaranja cvetova, trajanje centralnog perioda cvetanja (T90-
T10) nije se statisticki znacajno razlikovalo izmedu temperaturnih tretmana, niti je utvrdena
znacajna interakcija tretmana i populacije. Ovaj rezultat ukazuje da pomeranje prosecnog
vremena cvetanja u Populaciji 1 nije bilo prateno promenom trajanja centralnog perioda
cvetanja. RazliCita osetljivost pojedinih komponenti fenologije cvetanja na zagrevanje
zabeleZena je i u drugim eksperimentalnim istrazivanjima. Dorji i saradnici (2020) utvrdili su
raniji pocetak cvetanja bez promene njegovog trajanja, dok su Collins i saradnici (2021)
pokazali da je zagrevanje pomerilo i poCetak i zavrSetak cvetanja ka ranijem delu sezone, ali bez
znacajne promene duZine perioda cvetanja. [pak, trajanje cvetanja moZe reagovati na povecanje
temperature, pa su u literaturi zabeleZeni primeri njegovog skraé¢ivanja (Crepinseki sar., 2012),
ali i produZavanja (Dunne i sar., 2003; Miller-Rushing i sar., 2007). U naSoj studiji, centralni
period cvetanja bio je, nezavisno od temperaturnog tretmana, znacajno duzi u Populaciji 1 nego
u Populaciji 2, u proseku za 1,49 dana. Razlike izmedu populacija u trajanju cvetanja utvrdene
su i kod drugih vi$egodis$njih zeljastih vrsta (Olsson i Agren, 2002; Wunder i sar., 2023). Ovi
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nalazi ukazuju da trajanje cvetanja, kao i vreme njegovog pocetka, predstavlja komponentu
reproduktivne fenologije Cije se vrednosti mogu razlikovati izmedu populacija.

Analiza celokupne dnevne dinamike cvetanja nije pokazala statisticki znacajnu promenu oblika
krive cvetanja usled temperaturnog tretmana ni u jednoj populaciji. [pak, marginalno znacajan
efekat temperaturnog tretmana u Populaciji 1 ukazuje na trend promene vremenskog
rasporeda otvaranja cvetova. Poredenje celih modelovanih krivih potvrdilo je da ovaj efekat
nije bio dovoljno izrazZen da dovede do statisticki znacajne razlike u ukupnoj dinamici cvetanja.
Analiza celokupne dinamike cvetanja moZe pruziti informacije koje se ne mogu dobiti
razmatranjem samo pojedinacnih fenoloSkih parametara, jer poCetak, maksimum i zavrSetak
cvetanja ne moraju reagovati medusobno uskladeno (Elmendorf i Hollister, 2023).
Eksperimentalno zagrevanje stoga ne mora uticati na sve delove vremenskog obrasca cvetanja
na isti nacin. Kod nekih vrsta zagrevanje dovodi do pribliZno ravhomernog pomeranja cvetanja
u vremenu, dok kod drugih menja oblik krive njenim saZimanjem ili Sirenjem (Lorer i sar.,
2024). Promene oblika krive u toplijim uslovima zabeleZene su i u dugoro¢nim fenoloskim
istrazivanjima, ukljucujuéi pojavu izraZenije bimodalne raspodele cvetanja (Aldridge i sar.,
2011). U tom kontekstu, marginalno znacajan efekat temperaturnog tretmana u Populaciji 1
moZe ukazivati na slabije izraZenu promenu vremenskog rasporeda otvaranja cvetova, koja nije
bila dovoljna da dovede do statisticki znacajne razlike izmedu celih modelovanih krivih.
Nasuprot tome, celokupne modelovane krive cvetanja znacajno su se razlikovale izmedu
populacija. Ova razlika moZe odrazavati istovremene razlike u broju cvetova i njihovom
rasporedu tokom vremena, ali poredenje celih modelovanih krivih ne omoguéava odvojenu
procenu doprinosa ova dva aspekta. Razlike izmedu populacija mogu odraZavati geneticke
razlike, razlike u lokalnim uslovima sredine ili njihovo zajednicko delovanje.

Povecanje temperature moze uticati ne samo na vreme cvetanja ve¢ i na broj proizvedenih
cvetova, pri ¢emu smer i intenzitet ovog odgovora zavise od vrste i uslova sredine (Pan i sar.,
2017; Zi i sar., 2023). U naSoj studiji utvrden je marginalno znacajan trend smanjenja
ocekivanog broja cvetova kod rameta razvijenih unutar OTC-a u odnosu na ramete razvijene
izvan njih. Iako je trend smanjenja broja cvetova bio izraZeniji u Populaciji 2, interakcija
temperaturnog tretmana i populacije nije bila statisticki znacCajna, pa razlika u intenzitetu
odgovora izmedu populacija nije statisticki potvrdena. Meta-analiza Zi i saradnika (2023) nije
pokazala opsti efekat eksperimentalnog zagrevanja na broj cvetova kod kopnenih biljaka, ali je
ukazala na to da odgovor zavisi od ekoloSkog i eksperimentalnog konteksta. Smanjenje broja
cvetova utvrdeno je u polususnim travnim ekosistemima, dok u drugim tipovima ekosistema
nije zabeleZen opsti efekat zagrevanja. Takode, smanjenje broja cvetova bilo je izraZenije pri
blagom zagrevanju manjem od 2 °C, dok pri zagrevanju od 2 °C i viSe nije utvrden opsti odgovor.
Meta-analiza je takode pokazala da je odgovor broja cvetova zavisio od trajanja eksperimenta,
pri ¢emu je u studijama koje su trajale duze od pet godina utvrdeno izraZenije smanjenje broja
cvetova, dok u krac¢im studijama jasan obrazac nije potvrden (Zi i sar., 2023). Relativno kratko
trajanje eksperimentalnog zagrevanja u naSem istraZivanju (pribliZzno 22 meseca) do pracenja
fenologije cvetanja moglo bi biti jedan od razloga zbog kojih je smanjenje broja cvetova u
odgovoru na poviSenu temperaturu utvrdeno samo na nivou trenda. Verovatnoc¢a cvetanja nije
se statisticki znacajno razlikovala izmedu temperaturnih tretmana, prosecno za obe populacije.
Ipak, marginalno znacajna interakcija T x P ukazuje na trend razliCitog odgovora verovatnoce
cvetanja izmedu populacija, iako razlike izmedu tretmana unutar pojedinacnih populacija nisu
bile statisticki znacajne. Dobijeni rezultati sugeriSu da se odgovor I. pumila na blago povecanje
temperature u vecoj meri ispoljava kroz promenu broja proizvedenih cvetova, nego kroz
promenu verovatnoce cvetanja.

lako fenologija cvetanja odreduje pocetne uslove za polnu reprodukciju, njen konacan ishod
zavisi i od uspeSnosti narednih faza, od oprasSivanja do formiranja ploda i semena, koje ne
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moraju biti jednako osetljive na povecanje temperature (Collins i sar., 2021; Panisar., 2017). U
nasSem istrazivanju, proporcija oprasenih cvetova bila je gotovo dvostruko veéa kod rameta
razvijenih izvan OTC-a nego kod onih unutar njih, u obe populacije. Ovako velika razlika, uo¢ena
u obe populacije, ukazuje na mogucnost da je, pored povecanja temperature, na uspesnost
opraSivanja uticalo i fizicko prisustvo OTC-a. Mogu¢nost da OTC konstrukcija oteZava
oprasivacima pristup cvetovima pokazana je i u drugim studijama na razli¢itim entomofilnim
vrstama biljaka. Adamson i Iler (2021) utvrdili su da je ucestalost poseta oprasivaca kod
subalpskih vrsta Delphinium nuttallianum i Potentilla pulcherrima bila manja unutar OTC-a za
92 %, odnosno 85 %, dok je kod D. nuttallianum zabeleZena i manja koli¢ina polena na Zigovima
tucka. Smanjena ucestalost poseta insekata biljkama unutar OTC-a zabeleZena je i u
eksperimentu na zajednici niskoarktic¢ke tundre, u kojem su Khorsand i saradnici (2025) pratili
posete oprasivaca na 27 biljnih vrsta. Na osnovu ovih nalaza moze se pretpostaviti da manji
udeo opraSenih cvetova I pumila unutar OTC-a u naSem in situ eksperimentu ne odraZzava
isklju¢ivo odgovor na povecanje temperature, ve¢ i moguci uticaj fizicke barijere koju
predstavlja OTC konstrukcija. Zbog toga je reproduktivni u¢inak nakon uspeSnog formiranja
¢aure posebno razmatran na osnovu broja i ukupne mase semena po cauri. Broj semena po
Cauri nije se statisticki znacajno razlikovao izmedu temperaturnih tretmana, sto ukazuje da u
uspeSno formiranim Caurama nije utvrdena znacajna promena broja razvijenih semena u
odgovoru na blago povecanje temperature. Meta-analiza Zi i saradnika (2023) takode nije
pokazala opsti efekat eksperimentalnog zagrevanja na broj semena, uz veliku varijabilnost
odgovora izmedu studija. Ukupna produkcija semena zavisi od uspesnosti prethodnih faza
reproduktivnog procesa, ukljuc¢ujuci formiranje cvetova, oprasivanje i oplodnju, formiranje
plodova i uslove tokom razviéa samog semena (Zi i sar., 2023). Povezanost odgovora
uzastopnih reproduktivnih faza pokazana je i u meta-analizi Zi i saradnika (2023), u kojoj su
efekti zagrevanja na broj cvetova bili povezani sa efektima na broj plodova i semena. Jedan od
mogucih puteva kroz koji se ovaj odnos ostvaruje pokazan je u eksperimentima Liu i saradnika
(2012) i Pan i saradnika (2017), u kojima je smanjenje ukupne produkcije semena pri
zagrevanju bilo prvenstveno povezano sa manjim brojem cvetova, dok broj semena po uspesno
formiranom plodu nije bio smanjen. Sli¢an obrazac uocen je i u naSem istrazivanju, u kojem je
pri poviSenoj temperaturi utvrden trend smanjenja broja cvetova, dok se broj semena po
uspesno formiranoj ¢auri nije statisticki znacajno promenio. Za razliku od broja semena po
¢auri, za ukupnu masu semena po Cauri utvrden je marginalno znacajan trend povecanja u
odgovoru na poviSenu temperaturu. Meta-analiza Zi i saradnika (2023) pokazala je prosecno
povecanje mase semena pri eksperimentalnom zagrevanju, dok broj semena nije bio
promenjen. Autori su povefanje mase semena povezali sa veim ulaganjem resursa u
reprodukciju usled povecane koli¢ine biomase, kao i sa ranijim poc¢etkom razvi¢a semena, koji
omogucava duZi period za njegovo formiranje. Pojedinacne studije, medutim, pokazuju da
odgovor mase semena nije uniforman, pa se pri zagrevanju moze povecati (@. Totland, 1997,
1999; Zhang i sar., 2019), smanjiti (C. Zhang i sar., 2019; X.-H. Zhou i He, 2020) ili ostati
nepromenjena (Alatalo i Totland, 1997; Hovenden i sar., 2008), Sto ukazuje na izraZenu
zavisnost odgovora od vrste i konkretnih uslova sredine. U naSem istraZivanju nije utvrdena
statisticki znacajna povezanost izmedu prosetnog broja semena po cauri i proseCne mase
pojedina¢nog semena ni u jednom od analiziranih slucajeva. Ovakav rezultat ne potvrduje
ocekivanu negativnu povezanost izmedu broja i veliCine semena, koja bi mogla ukazivati na
kompromis izmedu ove dve komponente reproduktivnog uspeha. Ni rezultati meta-analize Zi i
saradnika (2023) nisu pokazali o¢ekivanu negativnu povezanost izmedu broja i mase semena.
Autori su povetanje mase semena uz nepromenjen broj semena tumacili kao pokazatelj veceg
ulaganja resursa u reprodukciju pri zagrevanju. U naSem istraZivanju, nepromenjen broj
semena po Cauri i marginalno znacajan trend povecanja ukupne mase semena po Cauri ukazuju
da veca masa semena u uslovima poviSene temperature nije bila pra¢ena smanjenjem broja
semena po cauri. Medutim, na osnovu korelacione analize nije moguce zakljuciti o mehanizmu
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raspodele resursa izmedu broja i veli¢ine semena. Nezavisno od temperaturnog tretmana,
Populacija 1 imala je veci oCekivani broj i ve¢u ukupnu masu semena po ¢auri od Populacije 2.
Razlike izmedu populacija, prethodno utvrdene za pojedine parametre fenologije i broj cvetova,
uocene su i u reproduktivnom ucinku nakon formiranja ¢aure. Ovi rezultati pokazuju da se dve
populacije nisu razlikovale samo u pojedinim komponentama fenologije i broju cvetova ve¢iu
broju i ukupnoj masi semena u uspeSno formiranim ¢aurama.

Kod klonalnih biljaka relativni doprinos polnogi vegetativnog razmnoZavanja moZe se menjati
u zavisnosti od uslova sredine, pri ¢emu ova dva nacina reprodukcije imaju razlicite ekoloske i
evolucione posledice (Herben i sar., 2015; Y. Y. Yang i Kim, 2016). Jiang i saradnici (2025) suu
dvadesettrogodi$njem istrazivanju klonalne vrste Spartina alterniflora pokazali da je u toplijim
godinama polna reprodukcija opadala, dok je vegetativnha reprodukcija ostajala relativno
stabilna, ¢cime se njihov odnos pomerao ka vecem oslanjanju na vegetativnho razmnozavanje.
Autori ukazuju da bi dugotrajno odrZavanje takvog obrasca moglo ograniciti protok gena,
stvaranje novih genotipova i Sirenje semenom, a time potencijalno doprineti smanjenju
geneticke varijabilnosti. Rezultati naSeg istraZivanja, medutim, ne ukazuju na jedinstven
odgovor svih analiziranih komponenti seksualne reprodukcije I pumila na blago povecanje
temperature. Verovatnoca cvetanja i broj semena po cauri nisu se statisticki znacajno
promenili, dok je za broj cvetova utvrden marginalno znacajan trend smanjenja, a za ukupnu
masu semena po ¢auri marginalno znacajan trend povecanja. Istovremeno, gotovo dvostruko
manji udeo opraSenih cvetova unutar OTC-a ne moZe se pripisati isklju¢ivo povecanju
temperature zbog moguceg uticaja same OTC konstrukcije. Dobijeni obrasci ukazuju na
razlicitu osetljivost pojedinih faza polne reprodukcije na blago povecanje temperature, a ne na
jedinstveno smanjenje polnereprodukcije. Kako vegetativnha reprodukcija u ovom
eksperimentu nije prac¢ena, na osnovu dobijenih rezultata nije moguce zakljuciti da li je doSlo
do promene relativnog doprinosa polnog i vegetativnhog razmnoZavanja I. pumila.

U nasoj studiji, broj proizvedenih semena po cvetnom rametu koris¢en je kao mera adaptivne
vrednosti. lako su prosecne vrednosti apsolutne adaptivne vrednosti bile niZe unutar OTC-a,
nije utvrden statisticki znacajan efekat blagog povecanja temperature na apsolutnu adaptivnu
vrednost, niti znacajna interakcija temperaturnog tretmana i populacije. Ovakav nalaz je u
skladu sa rezultatima drugih eksperimenata u prirodi koji pokazuju da efekat zagrevanja na
komponente adaptivne vrednosti biljaka nije jedinstven, ve¢ mozZe zavisiti od nacina
zagrevanja, osobina vrste i sredinskog konteksta u kojem se zagrevanje odvija (Jacques i sar.,
2015; Anderson, 2016).

Rezultati selekcionih analiza pokazali su da veée vrednosti biohemijskih osobina ukljucenih u
odgovor na stres nisu po pravilu bile povezane sa ve¢om relativnom adaptivnom vrednoscu. Za
pojedinacne Hsp nisu utvrdeni statisticki znacajni linearni selekcioni gradijenti. Ipak, u
Populaciji 1, na ambijentalnoj temperaturi utvrden je marginalno znacajan pozitivan selekcioni
gradijent za Hsp101 i marginalno znacajan negativan selekcioni gradijent za ukupni Hsp17.6.
Ovi rezultati ukazuju na suprotne trendove povezanosti relativnih koli¢ina ova dva Hsp sa
relativnom adaptivnom vrednos¢u, ali ne predstavljaju statisticki potvrdenu selekciju na ove
osobine. Odsustvo statisticki znacajnih selekcionih gradijenata za Hsp ne iskljuCuje njihov
znacaj u odgovoru biljaka na temperaturni stres. Pokazano je, na primer, kod A. thaliana da se
efekat Hsp101 na adaptivnu vrednost moZze razlikovati izmedu genotipova i temperaturnih
uslova, uz moguce troskove povecane ekspresije povezane sa smanjenim rastom korena
(Tonsor i sar., 2008). Ovakvi nalazi pokazuju da vec¢a koli¢ina proteina ukljucenih u odgovor na
stres ne mora nuzno biti povezana sa veCom adaptivnom vrednoS$c¢u. Za razliku od Hsp, za
pojedina¢ne komponente antioksidativnog sistema utvrdeni su statisticki znacajni linearni
selekcioni gradijenti kod rameta razvijenih na poviSenoj temperaturi. U Populaciji 1 utvrdeni
su negativni selekcioni gradijenti za ukupni APX i ukupni SOD, dok je u Populaciji 2 selekcioni
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gradijent za CAT bio pozitivan. Negativni gradijenti za ukupni APX i ukupni SOD ukazuju da su
u Populaciji 1 genotipovi sa ve¢im vrednostima ovih osobina imali niZu adaptivnu vrednost, dok
pozitivan gradijent za CAT u Populaciji 2 ukazuje na suprotan obrazac. S obzirom na to da
pojedinacni antioksidativni enzimi imaju razli¢ite funkcionalne uloge, njihove vece vrednosti
ne moraju imati iste posledice po adaptivnu vrednost. Procenjene vrednosti pojedinacnih
selekcionih gradijenata za obe grupe biohemijskih osobina pokazivale su razlike u smeru i
veli¢ini izmedu eksperimentalnih grupa. Ipak, formalni testovi interakcija nisu pokazali
statisticki znacajne razlike u selekcionim gradijentima izmedu temperaturnih tretmana ili
populacija, niti znacajnu interakciju T x P. Zbog toga se na osnovu ovih rezultata ne moze
zakljuciti da su se selekcioni gradijenti sistematski razlikovali izmedu populacija ili
temperaturnih uslova. Na nivou ukupnih vrednosti biohemijskih osobina statisticki znacajan
rezultat selekcione analize utvrden je za ukupnu vrednost antioksidativnih enzima u Populaciji
1 na poviSenoj temperaturi. Univarijantna selekciona analiza pokazala je statisticki znacajan
negativan linearni selekcioni diferencijal, Sto ukazuje na to da su genotipovi sa ve¢om ukupnom
vrednoscu antioksidativnih enzima imali nizu relativnu adaptivnu vrednost. U multivarijatnoj
selekcionoj analizi, u kojoj su ukupne vrednosti Hsp i antioksidativnih enzima istovremeno
uklju¢ene u model, parcijalni selekcioni gradijent za antioksidativne enzime takode je bio
negativan, ali marginalno znacajan. Ovaj rezultat ukazuje na tendenciju ka negativnoj
povezanosti ukupne vrednosti antioksidativnih enzima sa relativnom adaptivnom vredno$¢u i
kada je ukupna vrednost Hsp istovremeno uklju¢ena u model. Negativna povezanost ukupne
vrednosti antioksidativnih enzima sa relativnom adaptivnhom vredno$¢u ne znaci nuzno da je
izraZeniji antioksidativni odgovor maladaptivan. Ovakav obrazac moZe odrazavati fizioloske
troskove intenzivnijeg biohemijskog odgovora, ali i vec¢e opterecenje stresom kod genotipova
koji istovremeno ispoljavaju izraZeniji antioksidativni odgovor i niZzu adaptivnu vrednost. Na
osnovu sprovedene selekcione analize ova dva moguca objaSnjenja nije moguce razdvojiti.
Sherrard i Maherali (2006) pokazali su da je veci biohemijski kapacitet fotosinteze kod divljeg
ovsa bio nepovoljan u uslovima suSe, $to su povezali sa troSkovima ulaganja u stvaranje i
odrZavanje fotosintetskog aparata koji u takvim uslovima nije mogao biti u potpunosti
iskoris¢en. Iako se ovaj nalaz ne odnosi neposredno na antioksidativni sistem, on pokazuje da
veci fizioloski ili biohemijski kapacitet u stresnim uslovima ne mora nuzno biti povezan sa
vecom adaptivnom vrednoS$c¢u. Carvalho i saradnici (2022) pokazali su da se povezanost
fizioloSkih i biohemijskih osobina sa adaptivnom vredno$¢u moZe menjati u zavisnosti od
uslova sredine, pri ¢emu su se smer i intenzitet selekcije razlikovali izmedu biljaka izloZenih
susi i onih gajenih u uslovima dobre snabdevenosti vodom. U naSem istraZivanju, procenjene
vrednosti pojedinacnih selekcionih gradijenata takode su pokazivale razliCite smerove i
veli¢ine izmedu eksperimentalnih grupa, ali te razlike nisu bile statisticki potvrdene formalnim
testovima interakcija. Rezultati nase studije stoga pokazuju da vece vrednosti komponenti
biohemijskog odgovora na poviSenu temperaturu nisu po pravilu bile povezane sa vecom
adaptivnom vredno$c¢u. Najjasniji obrazac utvrden je za ukupnu vrednost antioksidativnih
enzima u Populaciji 1 na poviSenoj temperaturi, dok nije utvrdeno da su se selekcioni gradijenti
statisticki znacajno razlikovali izmedu populacija i temperaturnih uslova.

5.2.3. Integrisani fenotip

Fenotipska integracija podrazumeva da osobine organizma ne variraju potpuno nezavisno, ve¢
su medusobno povezane funkcionalnim, genetickim i/ili ontogenetskim vezama (Armbruster i
sar., 2014). Odgovor biljaka na promene sredine zato ne obuhvata samo promene fenotipskih
vrednosti pojedinacnih osobina, odnosno njihov plasticni odgovor, ve¢ moZe ukljucivati i
promene obrazaca korelacije i kovarijacije medu osobinama (Bradshaw, 1965; Schlichting,
1989; Pigliucci i Preston, 2004). Stepen integracije pritom nije nuzno jedinstveno svojstvo celog
fenotipa, ve¢ se moze razlikovati medu funkcionalnim modulima iste biljke i menjati u
zavisnosti od uslova sredine (Preston i Ackerly, 2004; De Kroon i sar., 2005). Takva modularna
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organizacija moze omoguciti da se pojedine grupe osobina menjaju relativno nezavisno, uz
ocuvanje veza neophodnih za njihovu zajednicku funkciju. Iako sredinski uslovi mogu menjati
obrasce kovarijacije medu osobinama, smer i bioloSki znacaj tih promena zavise od vrste i
konkretnog sredinskog konteksta, pa njihove ekoloske i evolucione posledice jo§ uvek nisu
potpuno razjasnjene (Matesanz i sar., 2021; He i sar., 2024; Stotz i sar., 2025). Zbog toga se
uticaj zagrevanja na integrisani fenotip ne moZe proceniti samo na osnovu pojedinac¢nih
korelacija, ve¢ zahteva istovremeno razmatranje njihove ukupne strukture i stepena
zajednickog variranja osobina.

Analiza fenotipskih korelacija predstavlja jedan od pristupa za ispitivanje strukture
integrisanog fenotipa i njene stabilnosti u razli¢itim uslovima sredine (Shaar-Moshe i sar.,
2019). Buduéi da integrisani fenotipovi mogu imati ekoloske i evolucione posledice (Sheehy i
Laskowski, 2023), promene korelacione strukture mogu pokazati da li se i na koji nacin odnosi
medu osobinama reorganizuju u odgovoru na promenjene uslove sredine. U in situ
eksperimentu, ukupan broj znacajnih korelacija bio je neSto manji kod rameta razvijanih na
poviSenoj temperaturi, prvenstveno zbog manjeg broja veza izmedu razliCitih grupa
funkcionalno povezanih osobina. Medutim, sam broj statisticki znacajnih korelacija nije
dovoljan pokazatelj ukupnog stepena fenotipske integracije, jer zavisi i od veli¢ine uzorka,
varijabilnosti osobina i statisticke snage. Broj znacajnih korelacija unutar pojedinacnih grupa
nije pokazivao konzistentan smer promene izmedu alternativnih temperaturnih tretmana, vec
je zavisio od grupe osobina, sezone i godine. Ovakav obrazac ne ukazuje na opSte jacanje ili
slabljenje veza medu osobinama pri zagrevanju, ve¢ na selektivnu i vremenski zavisnu
reorganizaciju pojedinih odnosa. Ovaj rezultat je u skladu sa nalazima da promene sredine
mogu reorganizovati obrasce kovarijacije medu osobinama, pri ¢emu smer i obim tih promena
mogu zavisiti od vrste, uslova sredine i nacina na koji pojedina¢ne osobine plasti¢no odgovaraju
na njih (Matesanzisar., 2021; He i sar., 2024). Pojedine grupe funkcionalno povezanih osobina
razlikovale su se prema obrascu medusobne povezanosti osobina koje ih ¢ine. Posmatrano
tokom celog eksperimentalnog perioda, vedina znacajnih korelacija medu anatomsko-
morfoloskim osobinama bila je negativna, dok je jedina pozitivna korelacija utvrdena izmedu
LT i SLWC. Negativna korelacija izmedu SLA i LT i pozitivna korelacija izmedu SLWC i LT bile
su jedine znacajne veze prisutne u oba temperaturna tretmana u sve Cetiri vremenske tacke.
Suprotni smerovi ovih korelacija pokazuju da se LT menjala istosmerno sa SLWC, a suprotno
od SLA. Takav obrazac saglasan je sa strukturnom povezanos¢u ovih osobina, ali sam po sebi
ne dokazuje postojanje funkcionalnog kompromisa ili uzajamnih ogranicenja. Visoke vrednosti
Mantelovog koeficijenta korelacije u svim vremenskim tackama ukazivale su na veliku sli¢nost
korelacionih matrica anatomsko-morfoloskih osobina izmedu temperaturnih tretmana.
Medutim, ta slicnost bila je statisticki znacajna samo tokom leta prve i prole¢a druge godine,
zbog cega je opravdanije govoriti o relativno konzistentnoj nego o potpuno stabilnoj
korelacionoj strukturi. Za razliku od anatomsko-morfoloSkih osobina, sve znacajne korelacije
izmedu relativnih koli¢ina Hsp bile su pozitivne. U oba temperaturna tretmana broj znacajnih
korelacija izmedu Hsp smanjivao se od prolec¢a ka letu, tokom obe eksperimentalne godine.
Podudarnost korelacionih matrica Hsp izmedu temperaturnih tretmana zavisila je od sezone i
godine. Matrice nisu bile podudarne tokom leta prve i prole¢a druge godine, dok je statisticki
znacajna sli¢nost potvrdena samo tokom leta druge godine. Ovakav obrazac pokazuje da je
uticaj zagrevanja na odnose izmedu Hsp zavisio od vremenskog konteksta. Kod
antioksidativnih enzima nijedna znacajna korelacija nije bila prisutna u oba temperaturna
tretmana kroz sve vremenske tacke. Iako su se pojedinacne korelacije izmedu antioksidativnih
enzima menjale kroz vreme, Mantelov test je pokazao znacajnu sli¢nost korelacionih matrica
izmedu temperaturnih tretmana u tri od cCetiri vremenske tacke. Nepodudarnost matrica
utvrdena je samo tokom proleéa prve godine. Ovaj rezultat pokazuje da slicnost opste
korelacione strukture ne zahteva o¢uvanje svake pojedinacne veze izmedu enzima. Sveukupno,
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slicnost korelacionih matrica izmedu temperaturnih tretmana zavisila je od grupe osobina,
sezone i godine. Anatomsko-morfoloske osobine imale su konzistentno visoke vrednosti
Mantelovog koeficijenta korelacije, dok su matrice Hsp i antioksidativnih enzima pokazivale
izraZenije vremensko variranje. U oba temperaturna tretmana veci broj znacajnih korelacija
povezivao je osobine koje pripadaju razli¢itim grupama nego osobine unutar iste grupe, a medu
tim medugrupnim vezama preovladavale su pozitivne korelacije. Ovakav obrazac ukazuje da su
veze unutar pojedinacnih funkcionalnih grupa bile relativno stabilnije, dok su odnosi izmedu
blago povecanje temperature pre menjalo medusobno uskladivanje razlicitih funkcionalnih
modula nego njihovu unutras$nju organizaciju. Ipak, pojedine medugrupne veze, ukljucujuci
pozitivne korelacije MnSOD sa Hsp70 i Hsp101, uocene su u oba temperaturna tretmana i u vise
vremenskih tacaka. Ovaj nalaz ukazuje da su pojedine veze izmedu razlic¢itih funkcionalnih
grupa bile relativno postojane, iako se Sira korelaciona struktura menjala izmedu
temperaturnih tretmana i vremenskih tacaka. Ponovljeno javljanje ovih korelacija mozZe
ukazivati na postojaniju povezanost izmedu sistema Hsp i antioksidativne zasStite u odnosu na
druge korelacije izmedu razlic¢itih grupa osobina. Posmatrani zajedno, ovi rezultati ukazuju da
je blago povecanje temperature bilo pra¢eno vremenski zavisnim promenama odnosa izmedu
funkcionalnih grupa, uz o¢uvanje pojedinih medugrupnih veza. Takav obrazac moZe se tumaciti
kao delimitna reorganizacija integrisanog fenotipa u promenjenim uslovima sredine, ali ne
pruza dokaz da je ona bila adaptivna (Matesanz i sar., 2021; He i sar., 2024).

Kontrolisani ex situ eksperiment pokazao je jednu vaznu sli¢nost sa in situ eksperimentom, a to
je da je snazna pozitivna korelacija izmedu SLWC i LT bila prisutna u oba temperaturna
tretmana. Ocuvanost ove veze moZe odrazavati blisku povezanost hidratacionih i strukturnih
svojstava lista. U oba temperaturna tretmana visi procenjeni sadrzaj hlorofila bio je povezan sa
viS§im vrednostima LDMC i LT i niZim vrednostima SLA, Sto ukazuje na stabilnu povezanost
sadrzaja hlorofila sa gradom lista. Negativna korelacija izmedu SLA i LDMC, osobina koje se
cesto povezuju sa suprotnim krajevima ose brzeg sticanja i oCuvanja resursa, utvrdena je samo
na ambijentalnoj temperaturi (Wilson i sar., 1999a). U in situ eksperimentu, ista korelacija
utvrdena je samo tokom prole¢a druge godine kod rameta razvijenih izvan OTC-a, na
ambijentalnoj temperaturi. Posmatrani zajedno, ovi rezultati ukazuju da je negativna
povezanost SLA i LDMC zavisila od sredinskog konteksta i da se jasnije ispoljavala pri
ambijentalnoj nego pri poviSenoj temperaturi. Ovakva zavisnost od sredinskog konteksta u
skladu je sa nalazima da na variranje SLA i LDMC, zajednicki uti¢u klimatski uslovi i svojstva
zemljiSta, pri ¢emu se njihov relativni znacaj razlikuje medu Zivotnim formama biljaka (Z. Wang
i sar., 2022). Iako su pojedine korelacije bile specificne za jedan temperaturni tretman, visoka i
statisticki znacajna sli¢nost korelacionih matrica pokazala je da je opsSta struktura odnosa medu
osobinama ostala uglavnom oCuvana izmedu tretmana. Negativna povezanost funkcionalnih i
mehanistickih osobina, posmatranih kao celine, u oba temperaturna tretmana, ukazuje na
postojan obrazac suprotan obrascima njihovog zajednickog variranja. Takav obrazac moze biti
povezan sa razli¢itim strategijama ulaganja u rastenje i strukturu lista, ali se ne moZe tumaciti
kao neposredan dokaz kompromisa u raspodeli resursa. Sveukupno, rezultati ex situ
eksperimenta, slicno nalazima in situ eksperimenta, ukazuju na pretezno ocCuvanu opStu
korelacionu strukturu, uz ograni¢ene promene pojedinacnih veza povezane sa temperaturnim
tretmanom.

Analiza korelacija izmedu indeksa fenotipske plasti¢nosti (PIt) pokazala je da su gotovo sve

znacajne korelacije utvrdene izmedu osobina koje pripadaju istoj funkcionalnoj grupi. Takav

obrazac ukazuje da su veli¢ine plasticnih odgovora funkcionalno povezanih osobina ¢es¢e bile

medusobno povezane. Ovakav nalaz govori u prilog tome da funkcionalno povezane osobine

mogu ispoljavati slicnije obrasce plasti¢nosti, Sto je u skladu sa rezultatima He i saradnika

(2024), prema kojima je slicnost plasticnih odgovora bila povezana sa ocuvanjem korelacija
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medu osobinama (He i sar., 2024). Zajednicka funkcionalna ili razvojna osnova osobina mozZe
doprineti takvoj povezanosti njihovih plasti¢nih odgovora, ali se njen osnovni mehanizam ne
moZe utvrditi samo na osnovu korelacija izmedu PIr (Parsons i sar., 2020). Nasuprot tome,
izmedu osobina iz razlic¢itih funkcionalnih grupa utvrdena je samo jedna znacajna korelacija,
izmedu PIt za Hsp70 i MnSOD, Sto ukazuje na znatno slabiju povezanost njihovih plasti¢nih
odgovora u odnosu na osobine unutar grupa.

Na multivarijatnom nivou, PCA je izdvojila nekoliko prepoznatljivih obrazaca zajednickog
variranja osobina: Hsp su obrazovali najkompaktniju grupu, SLWC i LT imali su slican smer
opterecenja, dok je LDMC bio usmeren suprotno njima, a medu antioksidativnim enzimima
pojedine izoforme Cu/ZnSOD zauzimale su izdvojen poloZaj. Dok su se pojedinac¢ni korelacioni
odnosi menjali izmedu temperaturnih tretmana i vremenskih tacaka, stepen fenotipske
integracije unutar grupa funkcionalno povezanih osobina, procenjen relativnom varijansom
sopstvenih vrednosti (rVE), nije se statisticki znacajno razlikovao izmedu tretmana. lako su
prosecne vrednosti rVE za sve tri grupe funkcionalno povezanih osobina bile nesto viSe kod
rameta razvijenih na poviSenoj temperaturi, razlike izmedu tretmana nisu bile statisticki
znacajne. Kod sve tri grupe procenjene razlike u rVE bile su pozitivne u prvoj sezoni prve
godine, a negativne u drugoj sezoni druge godine, ali ni u jednoj vremenskoj tacki nisu bile
statisticki znacajne. Ovi rezultati ukazuju da je dugotrajno blago povecanje temperature bilo
praceno promenama pojedinacnih korelacionih odnosa, dok statisticki znacajna promena
ukupnog stepena fenotipske integracije unutar funkcionalnih grupa nije utvrdena. Takav
obrazac u skladu je sa shvatanjem da promene sredine ne moraju nuzno dovesti do promene
ukupnog stepena fenotipske integracije, ve¢ mogu biti pracene reorganizacijom pojedinacnih
obrazaca kovarijacije medu osobinama (Matesanz i sar., 2021; He i sar., 2024).

Odnos izmedu fenotipske integracije i plasticnosti dugo je razmatran u okviru hipoteze da
snaZnija integracija ograni¢ava nezavisno variranje osobina, a time i raspon njihovih plasti¢nih
odgovora (Schlichting, 1989; Gianoli i Palacio-Lopez, 2009). Medutim, dosadasnja istrazivanja
nisu jednoznac¢no potvrdila opsti negativan odnos, ve¢ su utvrdila i odsustvo povezanosti i
pozitivne odnose izmedu integracije i plasticnosti, Sto pokazuje da priroda njihovog odnosa
zavisi od vrste, tipa osobina i sredinskog konteksta (Zimmermann i sar., 2016; Matesanz i sar.,
2021; Oyanoghafo i sar., 2023; He i sar., 2024; Stotz i sar., 2025). He i saradnici (2024) utvrdili
su da su kod arisa i breze, ali ne i kod jele, osobine sa izraZenijom plasti¢noS¢u pri zagrevanju
bile povezane sa ve¢im brojem drugih osobina, Sto su protumacili kao moguéi pokazatelj
funkcionalne povezanosti integracije i plasti¢nosti kod listopadnih, ali ne i kod zimzelenih vrsta.
U naSem istrazivanju, Hsp su imali najviSu prosec¢nu vrednost PIt, a njeno sezonsko smanjenje
od proleca ka letu bilo je pra¢eno smanjenjem broja znacajnih korelacija i vrednosti rVE unutar
ove grupe. Vremensko podudaranje ovih promena ukazuje da su periodi izraZenije plasti¢nosti
Hsp ujedno bili periodi njihove vece medusobne povezanosti, ali samo po sebi ne dokazuje
neposrednu zavisnost izmedu ova dva svojstva. Nasuprot tome, anatomsko-morfoloske
osobine imale su niske i vremenski relativno stabilne vrednosti PIr, ali relativno visok rVE, dok
su antioksidativni enzimi imali srednje vrednosti PIr plasti¢nosti i najnizi rVE. Posmatrani
zajedno, ovi obrasci ukazuju da se odnos izmedu plasti¢nosti i integracije kod I pumila
razlikovao medu funkcionalnim grupama osobina. Razlike utvrdene medu grupama osobina u
skladu su sa nalazima Godoy i saradnika (2012), prema kojima je fenotipska integracija bila
pozitivno povezana sa plasticnos¢u jedne fizioloSke, a negativno sa plasticnos¢u jedne
morfoloske osobine, Sto pokazuje da se smer ovog odnosa moZe razlikovati medu tipovima
osobina. Druga hipoteza, koju su razmatrali Parsons i saradnici (2020), a empirijski ispitivali
He i saradnici (2024), jeste da se slabije povezane osobine mogu nezavisnije menjati i stoga
osobine ¢ija se korelacija odrZava u razli¢itim sredinama pokazivati sli¢niji intenzitet plasticnog
odgovora. He i saradnici (2024) utvrdili su da su parovi osobina c¢ija je korelacija bila prisutna
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i u kontrolnim uslovima i pri zagrevanju imali tendenciju da pokazuju sli¢nije plasti¢cne
odgovore, ali je ova povezanost bila statisticki znacajna samo kod jedne od tri analizirane biljne
vrste. Meta-analiza Stotz i saradnika (2025) pruzila je slican zakljucak: veca fenotipska
integracija nije bila povezana sa niZim prosecnim nivoom plasti¢nosti, ve¢ sa manjim
variranjem plasti¢nih odgovora medu osobinama, odnosno ve¢om uskladenoS¢u tih odgovora.
U naSem istrazivanju, negativna korelacija izmedu SLA i LT i pozitivna korelacija izmedu SLWC
i LT bile su prisutne u oba temperaturna tretmana u sve cetiri vremenske tacke, a osobine
unutar svakog para imale su sli¢ne vrednosti PIt. Slicno tome, obe izoforme Hsp17.6 imale su
slicne vrednosti PIt i ostale medusobno povezane u velini vremenskih ta¢aka u oba
temperaturna tretmana. Nasuprot tome, uglavnom ocuvana povezanost Hsp101 i Hsp70,
uprkos znatnoj razlici u njihovim vrednostima PIr, predstavlja primer da se korelacija mozZe
odrZati i izmedu osobina koje se razlikuju po intenzitetu plasticnog odgovora.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata dobijenih u ovoj doktorskoj disertaciji izvedeni su sledeci zakljucci:

e Blago in situ povecanje temperature nije izazvalo uniforman odgovor osobina lista I. pumila,
veC je on zavisio od osobine i grupe funkcionalno povezanih osobina. Kod anatomsko-
morfoloskih osobina, povecanje SLA uz smanjenje LDMC, SLWC i LT ukazuje na pomeranje
ka fenotipu povezanom sa manjim relativnim ulaganjem u strukturne komponente lista, dok
osobine stominog aparata nisu pokazale konzistentan odgovor na povecanje temperature,
ve¢ izrazenu sezonsku dinamiku. Vece relativne kolicine svih analiziranih proteina
toplotnog stresa pri poviSenoj temperaturi ukazuju na znacajnu ulogu ovog sistema u
odgovoru na blago zagrevanje, dok opSte povecanje relativne koli¢ine antioksidativnih
enzima nije utvrdeno.

e Fenotipska ekspresija osobina lista I. pumila pokazala je izrazeno sezonsko i medugodiSnje
variranje, pri ¢emu je obrazac sezonskih promena kod vecine osobina zavisio od godine
istraZivanja. Vremenska dinamika vecine osobina bila je slicna izmedu temperaturnih
tretmana, dok su razlike u obrascu promena utvrdene za SD, obe izoforme Hsp17.6 i APXb.

e Prirodne populacije I pumila razlikovale su se u nivou fenotipske ekspresije pojedinih
osobina, ali se njihov prosecan odgovor na blago povecanje temperature nije razlikovao.
Obim razlika izmedu populacija zavisio je od grupe funkcionalno povezanih osobina, pri
¢emu su medu anatomsko-morfoloskim osobinama razlike utvrdene za SLWC i LT, dok su
medu biohemijskim osobinama obuhvatale sve analizirane proteine toplotnog stresa i
vecinu antioksidativnih enzima.

e Prirodno variranje mikroklimatskih uslova bilo je povezano sa fenotipskom ekspresijom
anatomsko-morfoloskih i biohemijskih osobina lista I. pumila, pri Cemu su smer i prisustvo
ovih veza zavisili od osobine. Razli¢ita povezanost pojedinacnih Hsp i antioksidativnih
enzima sa mikroklimatskim parametrima ukazuje da odgovor pojedina¢nih komponenti
istog funkcionalnog sistema na variranje uslova sredine nije bio uniforman.

e Podudarnost pravca promena SLA, LDMC, SLWC i LT izmedu in situ i ex situ eksperimenata
ukazuje na konzistentan smer njihovog odgovora na blago povecanje temperature u
razlic¢itim eksperimentalnim uslovima. Nasuprot tome, razli¢it obrazac odgovora SD izmedu
ekperimenata ukazuje na vecu zavisnost ove osobine od sredinskog konteksta.

e Pocetak cvetanja bio je raniji pri poviSenoj temperaturi, dok se trajanje centralnog perioda
i ukupna dinamika cvetanja nisu statisticki znacajno razlikovali izmedu temperaturnih
tretmana. Efekat povecanja temperature na prosecan dan cvetanja razlikovao se izmedu
populacija.

e QOdgovor razlic¢itih faza polne reprodukcije na blago povecanje temperature nije bio
jedinstven. Pre formiranja ¢aura utvrden je trend smanjenja broja cvetova i manji udeo
opraSenih cvetova, pri Cemu se efekat povecanja temperature na opraSivanje nije mogao
razdvojiti od moguceg uticaja konstrukcija koriS¢enih za eksperimentalno zagrevanje, koje
su mogle predstavljati fizicku barijeru za oprasivace. Nakon formiranja ¢aure, broj semena
po cCauri nije se statisticki znacajno razlikovao izmedu temperaturnih tretmana, dok je
ukupna masa semena po ¢auri pokazala trend povecanja pri poviSenoj temperaturi.

e Blago povecanje temperature nije dovelo do statisticki znacajne promene apsolutne
adaptivne vrednosti klonalnih genotipova I. pumila. Obrasci fenotipske selekcije razlikovali
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su se u zavisnosti od analizirane biohemijske osobine i populacije. Pri poviSenoj temperaturi
utvrdeni su negativni selekcioni gradijenti za ukupni APX i ukupni SOD u Populaciji 1 i
pozitivan selekcioni gradijent za CAT u Populaciji 2, kao i negativan selekcioni diferencijal
za ukupnu vrednost antioksidativnih enzima u Populaciji 1. Formalni testovi, medutim, nisu
pokazali statisticki znacajne razlike u selekcionim gradijentima izmedu populacija i
temperaturnih tretmana.

Kvantitativna procena fenotipske plasticnosti u odgovoru na poviSenu temperaturu
pokazala je jasnu hijerarhiju medu grupama funkcionalno povezanih osobina. U in situ
eksperimentu, proteini toplotnog stresa su ispoljili najveci nivo plasti¢nosti, antioksidativni
enzimi intermedijarni, a anatomsko-morfoloSke osobine lista najmanji. U exsitu
eksperimentu najvecu plasti¢nost pokazali su [; i SD, dok su SLA, LDMC, SLWC i LT ispoljili
relativno nizak nivo plasti¢nosti, slican onome utvrdenom in situ.

Sezonska plasti¢nost pokazala je sli¢nu hijerarhiju medu grupama osobina kao i plasti¢nost
prema temperaturnom tretmanu, Sto ukazuje da je opsti redosled nivoa plasti¢nosti bio u
velikoj meri ocuvan bez obzira na to dali je plasticnost procenjivana izmedu temperaturnih
tretmana ili izmedu sezona. Nivo sezonske plasti¢nosti ve¢ine osobina razlikovao se izmedu
godina. Pri poviSenoj temperaturi, uocen je trend povecanja sezonske plasti¢nosti pojedinih
osobina, ali nije utvrdeno njeno opste povecanje.

Posmatrano tokom celokupnog eksperimentalnog perioda, stepen fenotipske integracije
bio je najveci kod anatomsko-morfoloskih osobina, neSto niZi kod proteina toplotnog stresa,
a najmanji kod antioksidativnih enzima. Blago poveéanje temperature nije dovelo do
statisticki znacajne promene stepena fenotipske integracije ni u jednoj grupi funkcionalno
povezanih osobina, ali je bilo pra¢eno promenama pojedinacnih korelacionih odnosa.
Obrazac ovih promena razlikovao se izmedu grupa osobina, sezona i godina.
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ITpuior 1.

H3jaBa o0 ayTopCTBY

I[Mornucana: Katapuna XoyeBap

6poj ungekca: 63015/2017

H3sjaB/byjeM

Ja je IOKTOPCKa JAUCcepPTallMja Mo, HaCJIOBOM:

EBOJIVIIMOHO-€KO0JIOIIKW 0ATOBOPH NPUPOAHMX nonyjaanuja Iris pumila L.

Ha eKcIIepuMeHTaJIHO nNoBehamke TeMneparype in situ

® DPE3YyJITAT COINICTBEHOT UCTPAXHMBAYKOTI pajia,

e /la mpejJIOXKeHa JucepTalyja y LeJIMHU HU Y ZieJIOBUMa HUje GUJIa MpeJIocKeHa 3a
Jobuvjarbe OWUJIO KOje JUIJIOME MpeMa CTYyAUjCKUM MporpaMuma Jpyrux
BHCOKOIIKOJICKHX YCTAaHOBA,

® Jia Cy pe3yJITaTH KOPEKTHO HaBeJ€HHU U

e Jla HHCAM KpIIKMO/Jla ayToOpCKa NpaBa M KOPHUCTUO HHTEJEKTYasHY CBOjUHY
JPYTHX JIUIIA.

IloTniuc JOoKTOpaHaa

Y Beorpany,




ITpuior 2.

H3jaBa 0 HCTOBETHOCTHU LITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE
Bep3uje JOKTOPCKOT paja

Wme v npe3ume aytopa: KarapuHa Xo4yeBap

bpoj unaexca: b3015/2017
Ctyzujcku nporpaM: buoJsioruja

HacsioB paga: EBOJIYIIMOHO-EKOJIOIIKY OATOBOPY NIPUPOJHHUX NONYJIAlM]ja

Iris pumila L. Ha eKcliepyuMeHTaJHO ToBehawe TeMneparype in situ

MeHnTopu: ap Cawba ManurtaneBuh JoBanosuh, npod. ap TujaHa lIBeTuh AuTHh

Ilornucana: KaTtapuna XoyeBap

HW3jaB/byjeM fAa je mtaMnaHa Bep3Huja MOT JOKTOPCKOI paZa UCTOBETHA eJIeKTPOHCKO]
Bep3uju KoOjy cam npejao/na  3a o6jaB/bUBakbe Ha NopTtasy JUrATaJIHOT
peno3utopMjyma YHuBep3uTeTay beorpanay.

Jlo3Bo/baBaM Jia ce o6jaBe MOjU JIMYHHU MOJAIM BE3aHU 3a JI06Ujarbe aKaJeMCKOT 3Bamba
JIOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UMe U Mpe3uMe, roJiIMHa U MeCcTo pohema U AaTyM oabpaHe

paza.

OBM JIMYHU NOJALU MOTY ce 06jaBUTHU Ha MPeXHUM CTpaHUIlaMa JUruTaaHe 6U0IMOTEKe,
y eJIeKTPOHCKOM KaTaJIoTy U y y6JiMKanujaMa YHUBep3uTeTa y beorpagy.

IloTniuc JOKTOpaHAa

Y Beorpaay,




ITpuJior 3.

HU3jaBa o kopumhemwy

OsiamhyjeM YHuBep3uTeTCKy 6uOJMOTeKy ,CBeTo3ap MapkoBuh“ pma y JururtajiHu
peno3uTopujyM YHuBep3uTeTa y beorpasly yHece MoOjy AOKTOPCKY AWCEPTALM]jy IO/,
HaCJI0BOM:

EBOJIYIIMOHO-€KO0JIOIIKY 0ArOBOPY NPUPOAHUX nonyJanuja Iris pumila L.
Ha eKcniepuMeHTaJ/JIHO noBehamwe Temneparype in situ
KOja je MOje ayTOPCKO JeJIo.

JucepTanujy ca cBUM NpUJI03UMa lIpeJjao/ia caM y eJleKTPOHCKOM ¢popMaTy MOro/JHOM 3a
TPajHO apXUBUpPAH:E.

Mojy BOKTOpPCKY AucepTalUjy IoXpaweHy y JJUrUTa/IHU pelo3UTOPUjyM YHUBEP3UTETA y
BeorpaZly Mory fa KOpHUCTe CBHU KOjU NMOLITYjy oApeAbe caAp:kaHe y oJabpaHOM THUIy
suneHle KpeatuBHe 3ajeguulie (Creative Commons) 3a Kojy caMm ce oZ/Iy4uo/Jia.

1. AytopcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMePLHjaTHO
@AyTopCTBo - HEKOMepILUjaIHo - 6e3 npepaje
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLHjaJIHO — AeJIUTH NOJ UCTUM yCJA0BUMA
5. AyTopcTBo - 6e3 npepaje
6. AyTOpCTBO — JAEJUTHU 0] UCTUM YCIOBUMA

(MosiuMoO Jla 3a0KpY)XHTe CaMoO jeJHy OJ IIeCT MOHYheHUxX JIMIEHLH, KPaTaK OIHC
JIMIIEHIIM J1aT je Ha moJjiehuHu jiucra).

IloTniuc JOKTOpaHAa

Y Beorpany,




1. AytopcTBo - /lo3Bo/baBaTe YMHOXaBake, AUCTPUOYLUjY U jaBHO CaoNIlTaBambe Jesa, U
npepaje, ako ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HauMH ofpeheH of cTpaHe ayTopa WM JaBaola
JIMIeHIIE, YaK U Y KoMepIlyjasiHe cBpxe. OBO je Hajcs0604HMja 0/ CBUX JIMLIEHIIU.

2. AyTtopcTBO - HekoMepuujaJHo. /l0o3BO/baBaTe yMHOXKaBakbe, JUCTPUOYLH)Y U jaBHO
caollllTaBame Jiesia, ¥ Mpepajie, ako ce HaBejle UMe ayTopa Ha HauYuH oJipeheH o/l CTpaHe
ayTopa WM JaBaoua JuneHue. OBa JiMlleHLa He [03B0OJ/baBa KOMepIiUjajHy YNoTpeody
Jena.

3. AyTopcTBO - HeKoMepuujaJiHO - 6e3 mpepajie. /Jlo3Bo/baBaTe YMHOXKaBakbe,
JUCTPUOYILMjY U jaBHO CaolllTaBame Jiesia, 6e3 MpoMeHa, IpeobJIMKOBawba Wik ynorpebe
Jlesia 'y CBOM JieJly, aKo ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HauMH oJpeheH oJf cTpaHe ayTopa WU
JlaBaolia JiuueHe. OBa JMIeHLa He 03B0/baBa KOMepILMjalHy ynoTpeby Jesa. Y ofHOCY
Ha CBe oOcCTaje JIMIEeHLle, OBOM JIMIIEHL[OM Ce OorpaHuyYaBa HajBehu o06uUM mpaBa
Kopuiihemwa Jea.

4. AyTOpCcTBO - HEKOMepLHUjaJIHO - JeJUTH MOJ HCTUM YycjoBuMa. [lo3BoJbaBaTe
YMHO>aBatbe, AUCTPUOYLIMjy U jaBHO CaoTIlTaBake JieJia, U Mpepajie, ako ce HaBelle UMe
ayTopa Ha HayuH ojpeheH o/ cTpaHe ayTopa WJIM JaBaolia JMIEHIe U aKo ce mpepaja
JUCTpUOGyHpa IMOoJ, WUCTOM HWJM CJWYHOM JiMIeHIoM. OBa JIMIeHIIa He /[03BOJbaBa
KOMepIHjaIHy YIIOTpeOy esa U mpepaa.

5. AytopctBo - 6Ge3 mpepaje. /lo3Bo/baBaTe YMHOXKaBakbe, AUCTPUOYLHUjy WU jaBHO
caoITaBame Jiesa, 6e3 mpoMeHa, MPeobJNKOBamba UK yIIoTpebe fesia y CBOM ey, aKo
ce HaBeJie Me ayTopa Ha HAa4MH oJpeheH o/ cTpaHe ayTopa WJM JaBaola JuieHne. OBa
JIMIIEHIIa 103B0JbaBa KOMEPIUjaIHy yIOTpeOy Jeia.

6. AyTOpPCTBO - JIEJTUTH 0/l UCTUM yCa0BUMa. /[03BO/baBaTe yMHOXKABabe, IUCTPUOYIIU]Y
Y jaBHO CaoMIITaBake Jlesa, ¥ pepajie, ako ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HauuH ojipeheH o/
CTpaHe ayTopa WJIM JlaBaola JIMIEHIe U aKO Ce Mpepaja AUCTPUOYHpa MOJA UCTOM HJIU
CIMYHOM JinLeHIIoM. OBa JIMI[eHIIa 103B0/baBa KOMepLHjaIHy YIOTpeby Jesia U npepaja.
Ciiv4Ha je copTBEPCKUM JIMIEHIIAMa, OZJHOCHO JIMIleHIlaMa OTBOPEHOT KOo/ia.



