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Efekti pola i heterogenih uslova svetlosti u populacijama dvodome vrste

Mercurialis perennis L. na diferencijalnu herbivoriju

Sazetak

U ovom istrazivanju ispitivano je prisustvo polno-specificne i diferencijalne
herbivorije u odnosu na svetlosne uslove staniSta kod dvodome vrste Mercurialis
perennis L. (Euphorbiaceae). Testirani su efekti pola, svetlosnih uslova stanista i
ontogenetskog stadijuma na osobine veli¢ine biljaka (visinu, ukupnu povrsinu listova) i
listova (duzinu drske i centralnog nerva, Sirinu i povrSinu lisne ploce), nutritivne
(sadrzaj vode, ukupnih solubilnih proteina i nestrukturnih ugljenih hidrata) i defanzivne
osobine listova (sadrzaj fenola i kondenzovanih tanina), specificnu lisnu povrSinu i
razvojnu nestabilnost (procenjenu preko indeksa fluktuirajué¢e asimetrije — FA).
Ispitivano je koje od analiziranih osobina biljaka imaju ulogu u interakcijama M.
perennis sa herbivorima u zavisnosti od svetlosnih uslova staniSta i ontogenetskog
stadijuma. Analizom korelacionih odnosa istrazivana je povezanost izmedu stepena
herbivorije, razvojne nestabilnosti i ispitivanih osobina biljaka u odnosu na pol i

svetlosne uslove stanista.

Mercurialis perennis ili Sumski prosinac je visegodisnja, zeljasta, dvodoma biljka
koja je najceS¢e clan biljnih zajednica prizemnog sprata nenarusenih Sumskih
ckosistema. Rede se moze naci na staniStima sa otvorenim vegetacijskim sklopom. Kod
dvodomih vrsta polovi se mogu razlikovati kako u vegetativnim osobinama tako i u
stepenu oSteéenja listova izazvanih aktivno$éu herbivora. Iz navedenih razloga M.
perennis predstavlja izuzetno pogodan model sistem za istovremeno proucavanje uticaja
pola i svetlosnih uslova staniSta na stepen herbivorije, osobine biljaka i razvojnu

nestabilnost.

U ovo istrazivanje ukljuéene su populacije M. perennis sa lokaliteta Bele stene
(Kopaonik) 1 Beograd. Na lokalitetu Bele stene biljke su uzorkovane tokom dve
uzastopne godine sa dva susedna staniSa. Jedno staniSte je bilo izloZzeno punoj dnevnoj
svetlosti u sastavu rudine, dok se drugo nalazilo pod vegetacijskom senkom unutar

Cetinarske Sume. Razlike u svetlosnim uslovima na staniStu kvantifikovane su



merenjem razlika u pokrovnosti stani$ta koris¢enjem hemisfernih fotografija. Na uzorku
sa lokaliteta Bele stene iz 2015. godine testirani su efekti pola i svetlosnih uslova
staniSta na stepen herbivorije i analizirane osobine biljaka, dok su na uzorku 2016.
godine, pored ve¢ navedenog, ispitivani i uticaji pomenutih faktora na osobine veli¢ine
lista i fluktuirajuéu asimetriju kao pokazatelj razvojne nestabilnosti. Razvojna
nestabilnost procenjena je preko indeksa fluktirajuce asimetrije za Cetiri osobine lista:
duzinu drske, duzinu centralnog nerva, Sirinu i povrSinu lisne ploce. Za opisivanje
vrednosti fluktuirajue asimetrije na nivou vise osobina koriS¢en je multivarijantni
indeks fluktuirajuce asimetrije. Biljke sa lokaliteta Beograd uzorkovane su dva puta u
toku jedne vegetacijske sezone kako bi se proucio efekat ontogenetskog stadijuma
(reproduktivnog i post-reproduktivnog) i pola na stepen herbivorije i analizirane

osobine biljaka.

Rezultati ovog istraZivanja su pokazali prisustvo diferencijalne herbivorije kod M.
perennis u odnosu na svetlosne uslove staniSta. Biljke na staniStu izloZzenom punoj
dnevnoj svetlosti su bile viSe oSte¢ene aktivno$¢u herbivora, pri ¢emu su bile znacajno
manje (sa manjom visinom i ukupnom povrSinom listova), njihovi listovi imali nizu
nutritivnu vrednost (manji sadrzaj vode i1 solubilnih proteina) kao i manju specificnu
lisnu povrSinu. Na oba staniSta stepen oSte¢enja je bio negativho povezan sa
specificnom lisnom povr§inom. Na stanistu izlozenom punoj dnevnoj svetlosti stepen
herbivorije je bio negativho povezan sa sadrzajem vode, a na staniStu pod
vegetacijskom senkom sa visinom biljaka i sadrzajem solubilnih proteina. Navedeni
rezultati ukazuju na prisustvo fenomena kompenzatorne ishrane tkivom niZzeg

nutritivnog kvaliteta.

Biljke u post-reproduktivnoj fazi bile su vise oSteCene u odnosu na biljke u
reproduktivnoj fazi, pri ¢emu su njihovi listovi imali niZzu nutritivnu vrednost (sa
manjim sadrzajem vode i solubilnih proteina) i niZe nivoe odbrane (sa nizim sadrZzajem
ukupnih fenola i kondenzovanih tanina). Zabelezeno smanjenje sadrzaja defanzivnih
sekundarnih metabolita u listovima M. perennis u post-reproduktivnoj fazi je u
saglasnosti sa osnovnim pretpostavkama hipoteze optimalne odbrane. Na stepen
oSte¢enja kod biljaka u reproduktivnoj fazi negativno je uticao sadrzaj ukupnih
nestrukturnih ugljenih hidrata, a kod biljaka u post-reproduktivnoj fazi sadrzaj
kondenzovanih tanina. U post-reproduktivnoj fazi stepen herbivorije je bio pozitivho



povezan sa veli¢inom biljaka (visinom i ukupnom povrSinom listova) S$to je u

saglasnosti sa hipotezom biljne vitalnosti.

Konzistentne razlike u stepenu herbivorije izmedu muskih i Zenskih biljaka M.
perennis nisu pronadene. Polno-specifiéna herbivorija zabeleZena je u uzorku sa
lokaliteta Bele stene iz 2016. godine gde su muske biljke bile visSe oSte¢ene. U uzorku
sa lokaliteta Beograd u post-reproduktivnom stadijumu su takode bile prisutne razlike
izmedu polova u stepenu herbivorije pri ¢emu su Zenske biljke bile pod ve¢im pritiskom
herbivora. Navedeni rezultati ukazuju na varijabilne obrasce razlika izmedu polova u

stepenu osStecenja.

Svetlosni uslovi na staniStu su znacajno uticali na obrasce polnog dimorfizma u
sadrzaju solubilnih proteina, ukupnih fenola i kondenzovanih tanina, dok je
ontogenetski stadijum imao efekat na prisustvo polnog dimorfozma u ukupnoj povrsini
listova, sadrzaju solubilnih proteina i ukupnih fenola. Opisani obrasci mogu biti
interpretirani u kontekstu razlika izmedu polova u fenologiji procesa reprodukcije kao i

reproduktivnoj alokaciji.

Zabelezene su znacajne razlike izmedu staniSta sa razli¢itim svetlosnim uslovima
u indeksu fluktuiraju¢e asimetrije lisne drSke i kompozitnog indeksa, pri ¢emu su
njihove vrednosti bile vise na staniStu izlozenom punoj dnevnoj svetlosti. Ostali
kvantifikovani indeksi nisu se razlikovali zna¢ajno izmedu ispitivanih stanista. Zenske
biljke M. perennis su imale duzi centralni nerv lista, Sire listove sa ve¢om povr§inom
lisne ploce, medutim razlike medu polovima nisu bile zabeleZzene u vrednostima FA

indeksa.

Uoceni obrasci korelacija izmedu stepena herbivorije, indeksa fluktuirajuce
asimetrije 1 analiziranih osobina biljaka znacajno su se razlikovali izmedu staniSta, pri
¢emu je zabelezeno postojanje veceg broja znacCajnih korelacija na staniStu pod
vegetacijskom senkom. Indeksi fluktuirajue asimetrije bili su znacajno korelisani
medusobno, medutim nisu bili povezani sa ukupnom povrSinom svih listova,
nutritivnim i defanzivnim osobinama lista na oba staniSta. Stepen herbivorije bio je u
negativnoj korelaciji sa indeksom fluktuiraju¢e asimetrije povrsine lisne plo¢e kod
muskih biljaka sa staniSta izloZenog punoj dnevnoj svetlosti, i u pozitivnoj korelaciji sa

indeksom fluktuirajuée asimetrije duzine centralnog nerva kod muskih biljaka sa



staniSta pod vegetacijkom senkom, dok nije bio zna¢ajno povezan sa ostalim indeksima
FA. Ovi nalazi se mogu protumaciti u kontekstu manjeg uticaja stresa na nivoe razvojne

nestabilnosti analiziranih osobina M. perennis.

Kljuéne redi: interakcije izmedu biljaka i herbivora, svetlosni uslovi stanista,
dvodomost, ontogenija, odbrambene osobine biljaka, fenoli, tanini
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Effects of plant sex and heterogeneous habitat light conditions in populations of

dioecious Mercurialis perennis L. on differential herbivory

Abstract

This study investigated the presence of sex — biased and light differential
herbivory in dioecious Mercurialis perennis L. (Euphorbiaceae). It was tested if plant
sex, light conditions and the ontogenetic stage had significant effect on plant size
(height, total leaf area) and leaf size (petiole and midvein length, width and leaf blade
surface), leaf nutritional (water, total soluble protein and nonstructural carbohydrate
content) and defensive traits (total phenolic and condensed tannin content), specific leaf
area and developmental instability (estimated as fluctuating asymmetry). It was
examined which of the analyzed plant traits mediated interactions between M. perennis
and herbivores depending on habitat light conditions and plant ontogenetic stage. By
using correlation analyses the connection between herbivory, developmental instability
and analyzed plant traits was investigated in relation to habitat light conditions.

Mercurialis perennis or dogs' mercury is a perennial, dioecious herb that is a
common member of the ground level communities of undisturbed forests. Rarely this
species can be found in completely open field. In dioecious plants, the sexes can differ
in vegetative traits as well as in herbivory rates. Therefore, M. perennis represents a
suitable model system for exploring simultaneously the effects of plant sex and habitat

light conditions on herbivory, plant traits and developmental instability.

This research included populations of M. perennis from two sites: Bele stene
(Kopaonik) and Belgrade. At Bele stene site the plants were sampled during two
consecutive years from two neighboring habitats. One habitat was exposed to full
sunlight in an open field, while the other was inside of an evergreen forest. Differences
in light conditions between the habitats (canopy openness) were quantified by means of
hemispherical photography. The sample from 2015. was used to test the effects of plant
sex and habitat light conditions on herbivory and analyzed plant traits, while the sample
from 2016. apart from already stated, was also used to test the mentioned effects on leaf
size traits and fluctuating asymmetry as an indicator of developmental instability. Four
fluctuating asymmetry indices were quantified for leaf petiole length, midvein length,



leaf blade width and leaf blade surface area. To quantify developmental instability for
multiple traits simultaneously, multivariate index of fluctuating asymmetry was used.
At Belgrade site the plants were sampled twice in one year to investigate the effect of
ontogenetic stage (reproductive and post-reproductive) and sex on herbivory and

analyzed plant traits.

The results of this research showed presence of light differential herbivory in M.
perennis. Plants at sun expose site were more damaged althoug they were smaller
(lower and with smaller total leaf area), their leaves had lower nutritive value (lower
water and soluble protein content) and smaller specific leaf area. At both habitats
herbivory was negatively correlated with specific leaf area. At sun exposed habitat
herbivory levels were negatively affected by leaf water content and in the shade by
plant height and leaf soluble protein content. These results indicate presence of

compensatory consumption of lower quality food.

Plants in post-reproductive stage were more damaged compared to the plants in
reproductive stage, while their leaves had lower nutritional value (lower water and
soluble protein content) and lower defense levels (lower total phenolic and condensed
tannin content). The decline in defensive levels during post-reproductive stage is in
concordance with basic assumptions of optimal defense hypothesis. Levels of damage
were negatively affected by total nonstructural carbohydrate content in reproductive
stage, while in post-reproductive stage by the total condensed tannin content. In post-
reproductive stage plant size (height and total leaf area) positively affected herbivory

rates, which is in accordance with plant vigor hypothesis.

No consistent sex bias in herbivory rates was found in M. perennis. In Bele stene
sample form one year the males were more damaged, while in the Belgrade sample
females were under higher herbivore pressure during post-reproductive stage. These

results indicate variable pattern of sex bias of herbivory rates in M. perennis.

Habitat light conditions significantly affected patterns of sexual dimorphism in
soluble protein, total phenolic and condensed tannin content, while ontogenetic stage
had effect on presence of intersexual differences in total leaf area, soluble protein and
total phenolic content. These patterns could be interpreted in context of intersexual

differences in reproductive phenology and allocation.



Significant differences between habitats with different light conditions were
recorded in fluctuating asymmetry index of petiole length and multivariate index, with
FA values being higher at sun exposed habitat. Other quantified indices of fluctuating
asymmetry did not differ significantly between examined habitats. Female plants had
longer petioles and midveins, wider leaves with larger blade surface areas; however

there were no significant intersexual differences in FA indices.

Correlation patterns between herbivory, fluctuating asymmetry indices and
analyzed plant traits differed between the examined habitats, with higher number of
statistically significant correlations being present in the sample from the shade habitat.
Fluctuating asymmetry indices were mutually significantly correlated; however they
were not related to total leaf area, nutritional or defensive leaf traits at either habitat.
Herbivory levels were negatively correlated with index of fluctuating asymmetry of leaf
blade surface area in male plants from the sun exposed habitat, and positively correlated
with index of fluctuating asymmetry of leaf midvein length in male plants from the
shade, while thez were not significantly related to the rest of the quantified FA indices.
These findings could be interpreted in context of lower impact of stress to levels of

developmental instability of analyzed traits in M. perennis.

Key words: plant — herbivore interactions, habitat light conditions, dioecy, ontogeny,
plant defensive traits, phenolics, tannins

Scientific field: Biology

Specific scientific subfield: Evolutionary biology
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1. Uvod



1.1. Interakcije izmedu biljaka i herbivora

Herbivorija predstavlja osnovni put kojim energija nastala procesom fotosinteze
ulazi u lance ishrane (Gong i Zhang 2013). Koevolucija velikog broja herbivora i biljaka
traje oko 410 miliona godina (Johnson, 2011), a njihove medusobne interakcije
predstavljaju jednu od klasi¢nih tema evolucione ekologije (Agrawal, 2011).

Zaceci formiranja koevolucione teorije vezani su direktno za proucavanje odnosa
izmedu biljaka i herbivora (Ehrlich i Raven, 1964). Studije nastanka i odrzavanja
odbrambenih mehanizama biljaka od herbivora pretstavljaju osnovu koevolucionih i
hemoekoloskih istrazivanja (Burkepile i Parker, 2017). Biljke su, kao sesilni organizmi
pod konstantnim rizikom od napada herbivora, razvile izuzetno sofisticirane i
raznovrsne odbrambene mehanizme (Endara i Coley, 2011; Johnson, 2011). IstraZivanja
ovih mehanizmima bila su usmerena ka postavljanju jedinstvenog teorijskog okvira o
pravcima odvijanja koevolucione ,trke u naoruzanju“ izmedu biljaka i herbivora
(Endara i Coley, 2011). Fitofagni insekti specijalizovani da Sto efikasnije iskoriste svog
domacina, nanose oSteCenja biljkama i na taj nacin dramati¢no naruSavaju njihov
potencijal za rast i uveéanje biomase (Ziist i Agrawal, 2017). Medutim, usled postojanja
selektivnog pritiska herbivora, kod biljaka dolazi do nastanka izuzetno Sirokog spektra
fizi¢kih, hemijskih i fenoloskih defanzivnih strategija (Agrawal, 2007).

Osnovni cilj u proucavanjima interakcija izmedu biljaka 1 herbivora je analiziranje
fenotipskog i genetickog variranja defanzivnih osobina biljaka u prostoru i vremenu
(Stamp, 2003; Cipolini i sar., 2014). Biljke su u prirodnim uslovima izlozene veoma
raznovrsnim grupama herbivora, medutim eksperimentalna istrazivanja i formulisanje
teorijskih okvira njihovih medusobih interakcija sprovodena su uglavnom na model
sistemima koji su ukljucivali fitofagne insekte. Do danas je formulisano viSe od deset
hipoteza koje objasnjavaju obrasce ulaganja biljaka u odbranu od herbivora. lako se u
literaturi najceS¢e navodi nekoliko hipoteza ¢ije su pretpostavke testirane u prirodnim i
eksperimentalnim uslovima tokom dugog niza godina, nijedna hipoteza nije u
potpunosti potvrdena ili odbacena (Koricheva, 2002). Jedinstvena teorija o
mehanizmima odbrane od herbivora nije do sada formulisana, jer brojne postavljene
hipoteze nisu medusobno iskljucive, a rezultati empirijskog testiranja Cesto su

kontradiktorni (Stamp, 2003).



Teorijski okviri interakcija izmedu biljaka i herbivornih insekata

Prema teoriji o uoc€ljivosti biljaka (engl. plant apparency theory — PAT), koju su
formulisali Feeny (1976) 1 Rhoades i Cates (1976), dugozivece biljne vrste su uocljivije
kako herbivorima specijalistima tako i generalistima. Ove vrste ulaZzu resurse u sintezu
veée koli¢ine sekundarnih metabolita (npr. tanina) koje im omogucavaju efikasnu
zastitu od obe grupe herbivora. Sa druge strane, kratkozivece vrste ne predstavljaju tako
,uoCljiv® izvor hrane, te je verovatno¢a napada herbivora specijalista niska.
Kratkozivece vrste sintetiSu male koli¢ine jedinjenja efikasnih u odbrani od herbivora
generalista (npr. alkaloidi) (Feeny, 1976). Dakle, stepen ulaganja u odbranu biljaka
determinisan je stepenom uocljivosti biljke fitofagnim insektima.

S obzirom na to da osnovne pretpostavke PAT nisu pruzale objasSnjenja za
rezultate dobijene terenskim istrazivanjima (Endara i Coley, 2011), deset godina kasnije
formulisana je hipoteza dostupnosti resursa (engl. resourse availability hypothesis —
RAH) ili drugacije nazvana hipoteza stope rasta (engl. growth rate hypothesis) (Coley,
1985). Prema RAH rizik od napada herbivora nije direktno povezan sa uocljivos¢éu
vrste, ve¢ je jaCina pritiska od strane herbivora karakteristika Zivotne sredine ili stanista
(Endara i Coley, 2011). U konkretnim uslovima staniSta biljke raspolazu ograni¢enim
resursima koji uti¢u na stopu rasta (Stamp, 2003; Hahn i Maroon, 2016). Ako je
dostupnost resursa visoka, brzorastuce vrste sa visokim kapacitetom za kompenzatorni
rast ulazu manje u konstitutivnu odbranu. U ovom slucaju, iako stepen herbivorije moze
biti visok, smanjenje adaptivne vrednosti nece biti veliko s obzirom na to da je biljka u
stanju da gubitak tkiva nadoknadi kompenzatornim rastom (Cipolini i sar., 2014; Hahn i
Maroon, 2016). Medutim, ukoliko je biljka spororastuca, u stresnim uslovima sredine
gde je dostupnost resursa niska, ulaganje u proizvodnju konstitutivnih odbrambenih
jedinjenja ¢e biti veliko, a stepen herbivorije ¢e biti relativno nizak. Dakle, prema RAH
ulaganje u odbranu zavisi od odnosa izmedu cene i koristi realokacije resursa iz rasta u
odbranu (Endara i Coley, 2011). lako je originalno formulisana sa ciljem opisivanja
povezanosti nivoa odbrane i dostupnosti resursa na interspecijskom nivou, teorijski
okvir RAH se primenjuje i u istraZivanjima obrazaca intraspecijske rezistencije duz
ekoloskih gradijenata u zavisnosti od abioti¢kih uslova (Hahn i Maroon, 2016).

Pocetkom devedesetih godina Price (1991) je formulisao hipotezu vitalnosti

biljaka (engl. plant vigor hypothesis — PVH) koja podrazumeva da je vitalnost biljke



osobina koja posreduje u interakcijama biljaka i herbivora. Vitalnom se prema ovoj
hipotezi smatra biljka ili njen deo (npr. list) koji imaju vecu veli¢inu i viSu stopu rasta u
odnosu na oc¢ekivanu. Prema PVH herbivori ¢e ispoljavati preferenciju ka vitalnijim
biljnim populacijama, jedinkama i/ili listovima, koje ¢e posledi¢no biti vise oStecene.
Korelacija izmedu vitalnosti biljke, odnosno njene velicine, i stepena herbivorije zavisi
od preferencije i performanse herbivora. Preferencija prema vitalnijim, krupnijim
biljkama prouzrokovana je viSim performansama (npr. veca stopa rasta) i fitnesu
fitofagnih insekata kada se hrane takvim biljkama. Najpre je PVH formulisana kao
objasnjenje obrazaca interakcija izmedu biljaka i insekata koj formiraju gale Cije je
larveno razvic¢e usko povezano sa procesima razvica same biljke. Medutim, kasnije je
ova hipoteza proSirena da ukljuci i druge grupe insekata (Cornelissen i sar., 2008).
Ovom hipotezom se ne navodi konkretan mehanizam preferencije herbivora, ali se
naglaSava da njenom postojanju mogu doprineti razliCite osobine biljaka, kao Sto su
povecana koli¢ina i nutritivna vrednost tkiva kod krupnijih biljaka i/ili listova i/ili nizi
sadrZaj defanzivnih jedinjenja (Price, 1991).

Po hipotezi stresa (engl. plant stress hypotheis — PSH) ve¢a gustina herbivora
prisutna je na biljkama koje su izlozene stresnim uslovima (White, 1984). Stres se moze
definisati kao prisustvo nepovoljnih uslova koji uticu na nastanak promena
metabolizma, rasta i razviéa (Kranner i sar., 2010). Pod stresnim uslovima, dostupni
resursi biljaka se viSe ulazu u procese koji osiguravaju preZivljavanje, a manje u
produkciju odbrambenih jedinjenja. Shodno tome, White (1984) smatra da biljke
izlozene stresnim uslovima predstavljaju kvalitetniji izvor hrane, jer njihova tkiva
sadrze vecu koli¢inu nutrijenata, snizene nivoe defanzivnih jedinjenja i/ili promenjen
odnos izmedu nutrijenata i defanzivnih jedinjenja. Kod biljaka izloZenih vodnom
deficitu sadrZzaj slobodnih amino kiselina u listovima raste. S obzirom na to da je azot
jedan od najpotrebnijih elemenata za funkcionisanje fitofagnih insekata, biljke koje su
pretrpele veci stres bile bi vise oSteCene aktivnoS¢u hebivora. Terenskim istrazivanjima
utvrdeno je da umeren stres na biljke moze imati povoljan efekat po herbivore, jer je
stepen herbivorije pozitivno korelisan sa nivoom stresa. Medutim, eksperimentalna
istrazivanja su dala oprecne rezultate (Cornelissen i sar, 2008) zbog ¢ega je formulisana
alternativna, hipoteza pulsirajuceg stresa (engl. pulsed plant stress hypotheis — PPSH).

Prema PPSH umereni stres, sa periodima tokom kojih biljke mogu da se oporave, ima



pozitivan efekat na njihove herbivore, dok u kontinuitetu stresirane biljke ne
predstavljaju odgovaraju¢i izvor hrane herbivorima (Huberty i Denno, 2004).

Za razliku od ve¢ navedenih teorija i hipoteza koje se bave obrascima inter - ili
intraspecijskih variranja odbrambenih mehanizama biljaka, hipoteza optimalne odbrane
(engl. optimal defense hypothesis — ODH) predvida obrasce variranja odbrane unutar
vrste ukljucujuéi intra- i interindividualni nivo (McKey, 1974; Rhoades, 1979). Prema
ODH sinteza defanzivnih jedinjenja je energetski skupa i zavisi od ulaganja resursa u
ostale zivotne funkcije (rast 1 razmnozavanje), jer izmedu njih postoji uzajamno
ogranic¢enje (engl. trade off). Shodno tome, resursi se alociraju za odbranu struktura i
tkiva koja su su ranjiva, izlozena visokom riziku od napada herbivora i ¢ije oStecenje bi
dovelo do znacajnog smanjenja fitnesa biljke. Delovi biljke koji su izlozeni najve¢em
riziku od napada herbivora (npr. mladi listovi i reproduktive strukture — cvetovi i
semena) bi trebalo da sadrze najvise koncentracije konsititutivnih defanzivnih
jedinjenja. Pokazano je da su defanzivna jedninjenja na intraindividualnom nivou manje
ili vise konzistentno distribuirana prema obrascima koje predvida ODH (Meldau i sar.,
2012). Na interindividualnom nivou, u odsustvu herbivora, biljke koje manje ulazu u
odbranu imacée veci fitnes, s obzirom da ,viSak“ resursa mogu da alociraju u
reprodukciju. Medutim, ukoliko je selektivni pritisak herbivora jak, biljke sa visokim
stepenom konstitutivne hemijske odbrane imace selektivhu prednost zbog povisSene
rezistencije. Biljke koje su izloZene sredinskom stresu, manje resursa ulazu u odbranu,
tako da imaju sniZzene nivoe konstitutivnih defanzivnih jedinjenja (Rhoades, 1979;
Stamp, 2003).

Hipoteza rasta i diferencijacije (engl. growth — diferentation balanse hypothesis —
GDBH) koju su formulisali Herms i Mattson (1992) pruza objasnjenje kako dostupnost
resursa uti¢e na usmeravaje energije u procese rasta i diferencijacije, 1 odbranu od
herbivora u zavisnosti od nivoa stresa. Rast (formiranje novih celija, korena, stabla,
novih listova) i1 diferencijacija (obrazovanje trihoma, uc¢vréivanje kutikule i produkcija
sekundarnih metabolita) su medusobno u kompeticiji za energiju. Prema GDBH,
raspoloZivi resursi se najpre ulaZzu u rast, a zatim u diferencijaciju biljaka. Faktori stresa
viSe utiCu na smanjenje stope rasta, a manje na stopu fotosinteze. U optimalnim
uslovima sredine, sa maksimalnom dostupno$éu resursa, najve¢i deo energije se

usmerava u rast, a manji u diferencijaciju, zbog ¢ega se proizvodnja SM odrZava na



relativno niskom nivou. U ovakvim uslovima, biljke sa ve€om biomasom imace nizi
nivo odbrane od herbivora. Ukoliko se biljke nalaze u uslovima umerenog stresa,
energija dobijena fotosintezom se zadrZzava u listovima i usmerava na sintezu vece
koli¢ine sekundarnih metabolita. Prema GDBH resursi unutar biljke neée biti
distribuirani u produkovanje novih listova, ve¢ ¢e biti zadrzani u starijim listovima i
iskori$¢eni za sintezu SM. Stoga biljke u uslovima umerenog stresa poseduju srednju
biomasu i visoku koncentraciju SM. U uslovima pojacanog stresa usled nedostatka
nutrijenata ili vode, ograniceni su rast i diferencijacija biljaka, te biljke imaju manju
biomasu i nizak nivo sekundarnih metabolita (Stamp, 2003).

Veéina do danas formulisanih hipoteza 0 obrascima variranja odbrane od
herbivora zasniva se na pretpostavkama da je sinteza defanzivnih jedinjenja u
energetskom smislu zahtevan proces i da je ograni¢en energetskim ulaganjima u ostale
zivotne funkcije, rast i reprodukciju. Na intrainividualnom nivou, u tkiva ¢ije osteéenje
bi znacajno snizilo fitnes biljke, ulaze se veca koli¢ina resursa za sintezu odbrambenih
jedinjenja. Takode, obrasci alokacije resursa determinisani su ne samo unutrasnjim vec 1
sredinskim ¢iniocima. Dostupnost resursa u zivotnoj sredini moze da ogranici razliCite
zivotne funkcije u razli¢itoj meri. Sve navedene Cinjenice ukazuju da bi uzajamno
ogranicavanje moglo da bude prisutno i izmedu razli€itih tipova odbrane od herbivora.
Medutim, empirijska istraZivanja o postojanju uzajamnih ogranicenja izmedu fizickih i
hemijskih odbrambenih osobina, rezistencije i tolerancije, indukovanih i konstitutivnih
odbrana su dala oprene rezultate. Danas se smatra da sinergistiCko dejstvo
koordinisanih kompleksa osobina dovodi do formiranja efikasnih defanzivnih strategija
(Agrawal i Fishbein, 2006; Moles i sar., 2013).

1.2. Osobine biljaka koje uti¢u na interakcije izmedu biljaka i herbivora

Najpre su istrazivanja mehanizmima odbrane biljaka od herbivora bila usmerena
na proucavanje jedne ili manjeg broja defanzivnih osobina. Medutim, tokom poslednje
decenije pokazano je da u odbrani biljaka ucestvuju koadaptirani kompleksi osobina.
Ove kombinacije osobina ¢ine defanzivne strategije koje mogu da ukljucuju toleranciju
na oSteCenja, izbegavanje herbivora i rezistenciju (Agrawal i Fishbein, 2006).
Tolerancija predstavlja potencijal biljke da smanji negativne efekte herbivorije na



adaptivnu vrednost (Stowe 1 sar., 2000) i naj¢es¢e ukljucuje indukovani kompenzatorni
rast kako bi se nadoknadili osteéeni listovi, izdanci i delovi korena (Fornoni, 2010).
Nasuprot tome, strategija izbegavanja ukljuCuje smanjivanje vervatno¢e da herbivori
pronadu 1 napadnu biljku, obi¢no kroz prilagodavanje vremena klijanja i fenoloSkih
ciklusa biljke tako da se izbegnu ciklusi aktivnosti njihovih herbivora (Boege i Marquis,
2005).

Ipak, rezistencija, koja u najSirem smislu podrazumeva smanjivanje stepena
herbivorije (Liemu i Koricheva, 2006), je najduze i najintenzivnije proucavan aspekt
odbrane biljaka od herbivora (Carmona i sar., 2011). Mehanizmi odbrane od herbivora
mogu biti direktni i indirektni. U direktne odbrambene mehanizme su ukljucene razlicite
fizicke osobine biljaka (npr. odbrambene strukture i grada listova) i defanzivna
jedinjenja (npr. alkaloidi, fenoli). Medutim, iako nutritivne osobine (npr. sadrzaj
solubilnih proteina) biljaka nisu direktno povezane sa rezistencijom, one mogu uticati
na prefenciju i performanse herbivora (Carmona i sar., 2011; Joern i sar., 2012). Pored
direktnih, postoje i indirektni odbrambeni mehanizmi, npr. kada biljke produkuju
isparljiva jedinjenja koja privlace predatore herbivora (Agrawal i Fishbein, 2006; Moles
I sar., 2013).

Fizicke i nutritivne osobine biljaka

Fizicke osobine biljaka (morfoloSke ili anatomske) direktnim, fizickim
odbijanjem herbivora uti¢u na poveéanje adaptivne vrednosti biljaka (Hanley i sar.,
2007). Pokazano je da veli¢ina biljke i listova moze da utice na rizik od napada
herbivora (Price, 1991). Insekti sa raznovrsnim nacinima ishrane mogu da pokazuju
preferenciju ka visim biljkama sa veé¢im listovima. Uobicajena objasnjenja postojanja
ovakve preferencije podrazumevaju da bi krupnije biljke trebalo da predstavljaju
kvalitetniji izvor hrane sa ve¢om nutritivnom vrednoscu ili nizim sadrzajem defanzivnih
jedinjenja (Cornelissen i sar., 2008).

Smatra da je specificna lisna povrSina (SLA), koja predstavlja odnos izmedu
povrsine i suve mase lista, joS jedna od fizi¢kih osobina biljaka koja moze znacajno da
uti¢e na stepen herbivorije (Gong i Zhang 2013). Osnovna pretpostavka je da su listovi

sa nizim vrednostima SLA manje oSteceni (Hanley i sar., 2007), s obzirom da su ¢vrs¢i i



manje privlacni za herbivore, zbog velike koli¢ine vlakana i male nutritivne vrednosti
(Salgado-Luarte i Gianoli, 2010). Medutim, ispitivanja odnosa izmedu SLA i stepena
oStecenja listova pokazala su da je njihova medusobna povezanost kompleksna (Lusk i
sar., 2010) i da moZe da zavisi i od drugih osobina lista kao $to je npr. njegova nutritivna
vrednost (Joern i sar., 2012).

Dakle, osim fizickih osobina biljaka, na prefenciju i performanse herbivora moze
da utiCe i sadrzaj nutrijenata u listovima (Carmona i sar., 2011), s obzirom na to da je
pokazano da usled ishrane tkivima niske nutritivne vrednosti moze do¢i do redukcije
stopa rasta i indirektno povecati mortalitet herbivora. Na ovaj naéin produzava se
trajanje subadultnih faza u razvi¢u fitofagnih insekata kao i period njihove izlozenosti
napadu predatora, parazita i parazitoida (Cornelissen i Stiling, 2006).

SadrZaj vode i azota u listovima utice na performanse i preferencije u ishrani
fitofagnih insekata (Coley i sar., 2006; Carmona i sar, 2011) u prirodi i u
eksperimentalnim uslovima (Coley i sar., 2006). Nizak sadrzaj azota dovodi do
produzavanja vremena razvica (Awmack i Leather, 2002) i ishrane (Coley i sar., 2006),
smanjenja fekunditeta, stope rasta i biomase kod fitofagnih insekata (Awmack i Leather
2002), i povecanja stepena herbivorije (Coley i sar.,, 2006). Naime, herbivori mogu
kompenzovati nizak nutritivni kvalitet hrane konzumiranjem vece koli¢ine tkiva loSijeg
kvaliteta (Coley i sar.,, 2006). Prilikom proucavanja osobina koje su znacajne u
interakcijama biljaka i herbivora, Cesto se ispituje veza izmedu sadrzaja solubilnih
proteina, kao glavnih izvora azota (Joern i sar., 2012) i stepena herbivorije (Agrawal i
Weber, 2015).

Sadrzaj svih hidrosolubilnih jedinjenja usko je povezan sa sadrzajem vode u
tkivima, i smatra se da su biljke sa viSim sadrZzajem vode podloZnije napadu herbivora
(Coley i sar., 2006). Pokazano je da su stopa rasta herbivornih insekata, kako generalista
tako 1 specijalista, i brzina konverzije hrane u biomasu pozitivnho povezane sa koli¢inom
vode i u njoj rastvorenih proteina (Henriksson i sar., 2003; Coley i sar., 2006). Shodno
navedenom, smatra se da sadrZzaj vode moZe biti adekvatan indeks nutritivne vrednosti
listova (Han i sar., 2014).

Uz vodu i proteine, medu najznacajnijim nutrijentima za rast i razvi¢e herbivora
nalaze se 1 ugljeni hidrati (Coley 1 sar., 2006). Iako su proteini klju¢ni gradivni elementi,

energiju za biosintetske procese u telima herbivora obezbeduju ugljeni hidrati.



Balansirani unos proteina i ugljenih hidrata kod insekata se postize regulacijom tipa i
koli¢ine konzumiranog biljnog tkiva (Roeder i Behmer 2014). Kao pokazatelj sadrzaja
ugljenih hidrata Cesto se Koristi apsolutni udeo ugljenika u biljnom tkivu. Medutim,
njegova apsolutna koli¢ina nije informativna za energetsku vrednost tkiva, s obzirom na
to da se ugljenik nalazi inkorporiran i u ugljenim hidratima koji imaju strukturnu ulogu,
kao Sto su lignin i celuloza, koji su nesvarljivi za fitofagne insekte. 1z navedenih razloga
Cesto koriS¢en odnos izmedu elemetarnog ugljenika i azota (C/N odnos) nije adekvatan
indikator energetske i nutritivne vrednosti biljnog tkiva. Shodno tome znacajno je
kvantifikovati koncentraciju nestrukturnih ugljenih hidrata po gramu suve materije koja
je dostupna herbivorima i utvrditi njihovu ulogu u interakcijama sa herbivorima (Joern i
sar., 2012).

Hemijske defanzivne osobine biljaka

Hemijska jedinjenja koja produkuju biljke se dele na: primarne i sekundarne
metabolite. Primarni metaboliti reguliSu procese razvi¢a, rasta i reprodukcije, dok
sekundarni metaboliti imaju vaznu ulogu u disperziji semena, komunikaciji i
kompeticiji izmedu biljaka, i zastiti biljaka od patogena i herbivora (Engelberth, 2006).
Sekundardni metaboliti mogu imati repelentno ili toksi¢no dejstvo na herbivore, i uticati
na smanjenje nutritivne vrednosti tkiva biljaka (Furstenberg-Hagg i sar., 2013). lako je
registrovan ogroman broj sekundarnih metabolita koji su na neki naéin ukljuéeni u
odbranu od herbivora, na molekulskom nivou jo$ uvek nije u potpunosti razjasnjen
tacan mehanizam delovanja ovih jedinjenja na herbivore. Na fizioloSkom nivou, glavni
mehanizmi njihove aktivnosti uglavnom ukljuc¢uju disrupciju membrane, inhibiciju
transporta i absorpcije nutrijenata, ometanje signalnih puteva transdukcije i inhibiranje
metabolickih i hormonski kontrolisanih fizioloSkih procesa (Mithofer i Boland, 2012).
Fitoanticipini, kao grupa sekundarnih metabolita, se sintetiSu konstitutivno i deponuju u
tkivima, dok je produkcija fitoalakesina indukovana napadom od strane herbivora ili
mikroorganizama. Medu najznacajnije fitoanticipine spadaju cijanogeni glukozidi,
glukozinolati, izoflavonoidi, terpenoidi i alkaloidi, dok se u fitoaleksine svrstavaju:

fenoli, tanini, proteinski inhibitori aktivnosti enzima i isparljiva organska jedinjenja.



Biohemijske aktivnosti svih pomenutih jedinjenja dovode do smanjivanja performansi i
prezivljavanja fitofagnih insekata (War i sar., 2012).

Najranije otkriveni i uspeSno izolovani sekundarni metaboliti su alkaloidi
(Roberts i Wink 1998). Oko 20% skrivenosemenica sintetiSe u korenu vise od 15 000
vrsta alkaloida koji se zatim transportuju u nadzemne delove biljaka (Furstenberg-Héagg
i sar., 2013). Koli¢ina alkaloida u biljnim tkivima je relativno niska (od 0.1 do 2% suve
mase) (Roberts i Wink 1998). Smatra se da su evoluirali verovatno kao deo
konstitutivne hemijske odbrane od herbivora. Veéina alkaloida su fizioloSki aktivna
jedninjenja sa razli¢itim nivoima toksi¢nih efekata, iako neki mogu imati ulogu
atraktanata u procesima polinacije (Howe, 2008).

Takode, smatra se da ulogu u odbrani od herbivora kod zeljastih biljaka mogu
imati i fenoli (Barbehenn i Constabel 2011). Oko 10 000 do danas opisanih fenolnih
jedinjenja predstavljaju derivate metabolickih puteva Sikiminske i malonske kiseline 1
funkcioniSu kao repelenti fitofagnih insekata (Furstenberg-Hagg 1 sar., 2013).
Oksidacijom ovih jedinjenja nastaju hinoni koji su toksi¢ni za insekte. Hinoni grade
komplekse sa proteinima koji se nalaze u listovima tako da oni postaju nesvarljivi za
herbivore (War i sar., 2012). Fenoli se vezuju za digestivne enzime herbivora, ¢ime
inhibiraju njihovu aktivnost (Furstenberg-Hagg i sar., 2013).

U fenolna jedinjenja spadaju i tanini ¢ija sinteza moze biti indukovana u slu¢aju
napada herbivora. U tanine spadaju: kondenzovani tanini, galotanini i elagitanini, pri
¢emu prve dve grupe imaju izraZen protein precipitacioni kapacitet (PPK) (Barbehenn i
Constabel, 2011). Narocito intenzivnu precipitaciju proteaza insekata i proteina biljaka
u srediSnjem delu crevnog trakta vrse kondenzovani tanini (War i sar., 2012) koji
onemogucavaju varenje proteina i mikronutrijenata. Tradicionalno se smatralo da se
anti-herbivorna aktivnost tanina zasniva isklju¢ivo na PPK, tako da su se hemo-
ekoloska istrazivanja bavila utvrdivanjem ili ukupne koli¢ine tanina u tkivu ili protein
precipitacionim kapacitetom kondenzovanih tanina (Barbehenn i Constabel, 2011).
Medutim, da bi se rekacija precipitacije uspesno odvijala, neophodno je da pH rastvora
bude visoka. Digetsivni trakt vecine fitofagnih insekata insekata je zapravo baznog
karaktera i oblozen surfaktantima ¢ime su ovi herbivori dodatno zasti¢eni od negativnog
uticaja tanina koji su prisutni u biljnom tkivu. Dakle, u uslovima niskog pH reakcija

precipitacije proteina aktivno$c¢u tanina je inhibirana, omogucéavajuc¢i insektima varenje
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konzumiranog tkiva i apsorpciju nutrijenata bez obzira na prisustvo tanina u listovima.
Medutim, u baznim uslovima tanini takode podlezu rekcijama oksidacije ¢iji produkti
deluju izuzetno citotoksi¢no na insekte formirajuéi lezije u srediSnjem delu njihovog
digestivnog trakta. Dakle, dejstvo tanina na herbivore nije samo ispoljeno kroz PPK ve¢
I kroz oksidativne procese u lumenu digetsivnog trakta (Salminen i Karonen, 2011).
Medutim, pokazano je da u slucaju herbivora specijalista tanini mogu da funkcioniSu
kao fagostimulansi, i njihovo prisustvo ¢ak i u visokim koncentracijama ne mora imati
negativno dejstvo na performanse fitofagnih insekata. Utvrdivanje uloge tanina u
odbrani biljaka 1 njihov uticaj na stepen herbivorije predstavlja aktuelnu temu u

hemoekologiji i evolucionoj ekologiji (Barbehenn i Constabel, 2011).

1.3. Uticaj svetlosti na interakcije izmedu biljaka i herbivora

Abioticki (fizicki) uslovi zivotne sredine uti¢u na dostupnost i kvalitet razli¢itih
resursa koji mogu uticati na interakcije izmedu biljaka i herbivora. Medu abiotickim
faktorima, kvantitet i kvalitet svetlosti predstavlja jedan od najvaznijih za normalno
razvice, rast i reprodukciju biljaka, kao i za obavljanje osnovnih metaboli¢kih funkcija
(Salgado-Luarte i Gianoli, 2012). U prirodi, intenzitet i kvalitet sunceve svetlosti
variraju u vremenu (dnevno i sezonski) i prostoru (npr. izmedu listova jedne biljke i
izmedu listova razli¢itih biljaka) (Stoepler i Rehil, 2012).

Smanjen intenzitet svetlosti uti¢e na smanjenje intenziteta fotosinteze i fenotipsku
ekspresiju osobina koje omogucavaju maksimalno iskoriS¢avanje dostupne svetlosti
(Salgado-Luarte i Gianoli, 2012). Funkcionalni odgovori biljaka na smanjen intenzitet
svetlosti podrazumevaju:1) promene u obrascima alokacije resursa veé¢im ulaganjem u
izduZivanje stabla i povecavanje ukupne povrsine svih listova; 2) promene u arhitetkturi
izdanaka, npr. kroz izduZivanje internodija i lisnih drski; 3) povecavanje specifi¢ne lisne
povrSine; i 4) promene na biohemijskom nivou (Salgado-Luarte i Gianoli, 2011).
Smanjena dostupnost svetlosti indukuje promene u nutritivnoj vrednosti listova i
defanzivnom kapacitetu biljaka koje mogu uticati na interakcije izmedu biljaka i
herbivora.

Sa jedne strane, kod heliofita, odnosno vrsta kod kojih su optimalna staniSta ona

koja su izlozena veCem intenzitetu svetlosti, oni listovi koji se razvijaju pod
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vegetacijskom senkom (,listovi senke®) su tanji, meksi (Salgado-Luarte i Gianoli,
2011), sa visim sadrzajem vode i proteina. Smatra se da su ,.listovi senke* privlacniji i
nutritivno kvalitetnji izvor hrane herbivorima u poredenju sa listovima iste vrste koji su
tokom razvica izloZeni punoj dnevnoj svetlosti (,,listovi sunca“) (Roberts i Paul 2006;
Valladares i Niinemets 2008; Muth i sar., 2008). Neka od istrazivanja su pokazala da su
»listovi sunca“, pod manjim pritiskom herbivora ne samo zbog niskog nutritivnog
kvaliteta, ve¢ i usled postojanja viSeg nivoa fizicke i hemijske rezistencije (vece
koncentracije ugljovodoni¢nih sekundarnih metabolita npr. fenola i tanina) (Muth i sar.,
2008; Takafumi i sar., 2010; Stoepler i Rehil, 2012). Herbivori koji se hrane ,,listovima
sunca“ imaju nize stope prezivljavanja, manju masu tela i duze vreme razvica, zbog
¢ega bi bilo oc¢ekivano da su biljke sa stanista izloZzenog punoj dnevnoj svetlosti manje
oste¢ene (Karolewski i sar., 2013). Medutim, u nekim od studija diferencijalne
herbivorije u zavisnosti od svetlosnih uslova na staniStu i karakteristika samog model
sistema biljke pokazano je i suprotno: ,listovi sunca“ su bili pod ve¢im pritiskom
herbivora u odnosu na ,,listove senke* (Louda i Rodman, 1996).

Naime, u Sumskim ekosistemima, u prizemnim spratovima svetlost predstavlja
ogranic¢avajuci resurs. Na ovakvim staniStima dominantne su zeljaste biljke tankih,
neznih listova, tolerantne na nizak intenzitet svetlosti. Ove vrste ograniCene su na
staniSta u dubokoj senci usled fizioloskih ogranicenja koja im onemogucéavaju opstanak
na stanistima izloZzenim punoj dnevnoj svetlosti (Niesenbaum i Kluger 2006; Salgado-
Luarte i Gianoli, 2010). Medutim, pretpostavlja se da i diferencijalna herbivorija u
odnosu na svetlosne uslove staniSta moze dovesti do odsustva vrsta tolerantnih na
duboku senku sa staniSta izlozenih punoj dnevnoj svetlosti usled prisustva veéeg
pritiska herbivora (Louda i Rodman, 1996). Diferencijalna herbivorija u odnosu na
svetlosne uslove istrazivana je na razli¢itim model sistemima, uglavnom na drvenastim
(Baraza i sar., 2004; Guerra i sar., 2010; Sinimbu i sar., 2012; Stoepler i Rehill 2012) i
Zbunastim (Muth i sar., 2008; Mooney i sar.,, 2009; Mooney i Niesenbaum 2012;
Karolewski i sar., 2013), a rede na zeljastim vrstama koje naseljavaju prizemni sprat

Sumskih ekosistema (npr. Selakovi¢ i sar., 2018).
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1.4. Uticaj ontogenetskog stadijuma biljaka na interakcije izmedu biljaka i

herbivora

Promene tokom ontogenije identifikovane su kao jedan od kljuénih izvora
varijabilnosti u odbrani biljaka od herbivora. Obrasci alokacije resursa u rast, odbranu i
reprodukciju se menjaju tokom ontogenije, jer se potencijal za skladiStenje i pristup
vodi i nutrijentima uvecava; dok se stope rasta, fotosinteze i metabolizma smanjuju
(Boege i Marquis, 2006). Pokazano je da se tokom razvica menjaju fizicke (npr.
¢vrstoca lista), konstitutivne (npr. alkaloidi) i indukovane hemijske defanzivne osobine
(npr. isparljiva organska jedinjenja) (Barton i Koricheva, 2010).

Tokom ontogenije selektivni pritisak herbivora je promenljiv, §to utice na
promene u defanzivnim strategijama biljaka (Wiggins i sar., 2016). Selektivni pritisak
herbivora tokom odredenog ontogenetskog stadijuma zavisi od veéeg broja faktora:
stepena sinhronizovanosti izmedu fenologije biljaka, herbivora i njihovih predatora, i
promena u ,uocljivosti“ samih biljaka herbivorima. Takode, i klju¢na osobina za
efikasnu odbranu moZe da se menja tokom ontogenije. Smatra se da selekcija favorizuje
odredene kombinacije odbrambenih mehanizama i osobina i/ili njihovo sukcesivno
smenjivanje tokom individualnog razvica (Boege i Marquis, 2005).

Oslanjajuci se na principe hipoteze optimalne odbrane, kao i rasta i diferencijacije
Boege i Marquis (2005) su predlozili model promena defanzivnih osobina biljaka tokom
ontogenije u zavisnosti od reproduktivne strategije vrste. Polazne osnove ODH i GDBH
su suprotne, shodno tome i predvideni obrasci ontogenetskih promena, nivoa i
mehanizama odbrane biljaka su obrnuti.

Prema ODH, alokacija resursa u odbranu (formiranje odredene strukture, sintezu
SM itd.) odredena je odnosom izmedu koristi, u smislu povecanja fitnesa biljke, i cene
proizvodnje konkretne defanzivne osobine. S obzirom na to da fenoloske i ontogenetske
promene uticu na fiziloSke procese, a samim tim i na obrasce alokacije resursa u zivotne
funkcije, odnos korist/cena ¢e se menjati tokom ontogenije. Prirodna selekcija
favorizuje postizanje maksimalne vrednosti odnosa korist/cena kroz povecan nivo
odbrane tokom onih ontogenetskih stadijuma tokom kojih su biljke izloZene pove¢anom
riziku od napada herbivora. Medutim, ulaganje u odbranu moze biti ograni¢eno u
odredenim ontogenetskim stadijumima, ako se u konkretnom stadijumu vise ulaze u rast

ili reprodukciju.
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Dakle, prema ODH nivo odbrane biljaka od herbivora u odredenom
ontogenetskom stadijumu odreden je balansom izmedu koristi od odbrane i uzajamnog
ograni¢enja izmedu ulaganja u odbranu i drugih Zivotnih funkcija koje imaju veliki
uticaj na adaptivnu vrednost (Boege i Marquis, 2005). Negativan uticaj herbivorije je
manji Sto se desi kasnije u toku zivota. Ove pretpostavke slazu se sa osnovnim
principima ODH i objedinjene su u okviru hipoteze starosti biljke (engl. plant age
hypothesis — PAH): tokom ranijih ontogenetskihstadijuma biljke su bolje branjene od
herbivora, a nivoi hemijske odbrane opadaju tokom Zivota biljke (Spiegel i Price, 1996).

Obrasci promena nivoa odbrane tokom ontogenije na osnovu GDBH hipoteze su
suprotni u odnosu na ODH. Prema GDBH, mlade biljke tokom najranijih faza razvica
crpe ogranicene resurse iz semena i kotiledona i usmeravaju ih u rast, dok se ulaganje u
odbranu odrzava na minimumu. Kako biljka raste, potencijal za apsorpciju i skladistenje
resursa raste, tako da je moguca alokacija resursa u diferencijaciju, odnosno produkciju
defanzivnih hemijskih jedinjenja. Dakle, prema GDBH nivo hemijske odbrane raste
tokom ontogenije (Herms i Mattson, 1992).

Nakon dostizanja reproduktivne zrelosti, obrazac alokacije resursa u odbranu
zavisi od reproduktivne strategije vrste. Ukoliko je vrsta iteroparna, nivo odbrane ¢e i
nakon zavrSetka reprodukcije biti na visokom nivou, jer je vazno da biljka ostane
zaSti¢ena kako bi bila u stanju da apsorbuje i skladisti dovoljno resursa za reprodukciju
u narednoj sezoni. Sa druge strane, ukoliko se radi o semelparnoj vrsti, nakon zavrsetka
reprodukcije nivo odbrane ¢e opadati (Boege i Marquis, 2005).

Osim promena defanzivnih mehanizama na nivou citave biljke tokom razvica,
pokazano je da organi biljaka, npr. listovi, mogu posedovati sopstvene ontogenetske
trajektorije. Naime, kvalitativni sastav nutritivnih (sadrZaj ugljenjih hidrata, proteina i
vode) (Lusk i sar., 2010; Maldonado-Lopez i sar., 2014; Bisigato i sar., 2015) i
defanzivnih hemijskih jedinjena u listovima se menja tokom ontogenije (Wiggins i sar.,
2016). Mladi listovi su meksi, sa viSim sadrzajima vode i proteina, te predstavljaju
kvalitetniji izvor hrane (Heath i sar., 2014; Ochoa-Lo6pez i sar., 2015; Godschalx i sar.,
2016). Mladi fotosintetski aktivni listovi obezbeduju biljkama energiju neophodnu za
rast i reprodukciju, zbog ¢ega bi njihovo osteCenje prouzrokovalo zna¢ajno smanjenje
fitnesa Citave biljke. Shodno pretpostavkama ODH, mladi listovi poseduju viSe nivoe

hemijske odbrane u poredenju sa zrelim listovima (Oliveira i sar., 2012; Meladau i sar.,
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2012), Sto je meta-analiza i potvrdila (McCall i Fordyce, 2010). Starenjem listova,
strategija ulaganja u sintezu zastitnih sekundarnih metabolita se zamenjuje strategijom
fizicke odbrane o¢vrs¢avanjem lisne ploce kroz lignifikaciju ¢elijskih zidova (Wiggins i
sar., 2016).

Istrazivanja promena u defanzivnim osobinama tokom razvi¢a biljaka dala su
oprecne rezultate. Dok su neke od studija pokazale da tokom ontogenije moze do¢i do
povecéanja nivoa odbrane, §to je u saglasnosti sa pretpostavkama GDBH (Holeski i sar.,
2012; Hoque i Avila — Sakar, 2015), neki istrazivaci su ustanovili da moze do¢i do
opadanja defanzivnih kapaciteta biljaka, shodno predvidanjima ODH (Qintero i Bowers,
2011; Gutbrodt i sar., 2012). Dosadasnjim istrazivanjima su identifikovane kljucne
defanzivne osobine u jednom konkretnom ontogenetskom stadijumu, ili su poredene
defanzivne strategije izmedu dva ontogenetska stadijuma, najéesce pre-reproduktivnog
(juvenilnog) i reproduktivnog (Thomas i sar., 2010). Manjim brojem studija je pokazano
na koji nacin se kod zeljastih, viSegodiSnjih vrsta, nivoi odbrane menjaju nakon
zavrSetka reprodukcije. Medutim, da bi se u potpunosti razjasnili obrasci ontogenetskih
trajektorija odbrambenih osobina kod biljaka, potrebna su dalja istraZzivanja u prirodnim

uslovima na vrstama koje nisu klasi¢ni model sistemi (Barton i Boege, 2017).

1.5. Polni dimorfizam

Oko 90% vrsta skrivenosemenica poseduje dvopolne cvetove (Barrett i Hough,
2013). Medutim, kod cvetnica postoji Citav spektar kompleksnih i raznovrsnih polnih
sistema, od kojih je jedan dvodomost (Avila-Sakar i Romanov, 2012). Populacije
dvodomih vrsta sastoje se od muskih i zenskih biljaka, odnosno biljaka ili sa muskim ili
sa Zzenskim cvetovima (Ashman, 2002). lako je dvodomost relativno retka (prisutna kod
svega oko 6% vrsta skrivenosemenica) smatra se da je evoluirala od hemafroditizma
oko 100 puta u toku evolucije skrivenosemenica i da je prisutna kod gotovo polovine
familija cvetnica (Ashman, 2002; Avila — Sakar i Romanov, 2012).

Kod dvodomih biljaka polovi se mogu se razlikovati u primarnim (cvetovi) i
sekundarnim polnim karakteristikama (razli¢iti aspekti morfologije i fiziologije biljaka),
kao i1 u osobinama zivotne istorije (engl. life history traits). Fenomen intersekusalnih
razlika u navedenim osobinama poznat je kao polni dimorfizam (Barrett i Hough, 2013).
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Polni dimorfizam sekundarnih polnih karakteristika predstavlja posledicu postojanja
razlika u energetskim zahtevima procesa reprodukcije kod muskih i Zenskih biljaka.
Smatra se da Zenske biljke viSe energije ulazu u reprodukciju u odnosu na muske biljke,
jer se kod Zenskih biljaka resursi ne ulazu samo u nastanak cvetova, ve¢ i u formiranje
semena i plodova (Juvany i Munné — Bosch, 2015). Tako je veca reproduktivna alokacija
(RA) cesce zabelezena kod Zenskih biljaka, meta-analiza radena na osnovu 54 studije
nije pokazala postojanje znacajnih razlika izmedu polova u RA (Cornelissen i Stiling,
2005a). U slucaju nekih anemofilnih vrsta kod kojih je neophodan nastanak velike
koli¢ine azotom bogatog polena, energetski zahtevi reprodukcije kod muskog pola su
gotovo sli¢ni ili viSi u odnosu na zenski pol (Barrett i Hough, 2013).

Usled postojanja fizioloskih uzajamnih ograni¢enja izmedu osnovnih Zivotnih
funkcija, Zenske biljke manju koli¢inu energije i resursa ulazu u rast, $to obi¢no moze
da rezultuje nizim stopama rasta i manjom biomasom (Barrett i Hough, 2013; Juvany i
Munné-Bosch, 2015). Ovaj fenomen poznat je i kao polni dimorfizam u veli¢ini
(Fairbairn i sar., 2007). Polovi dvodomih vrsta se mogu razlikovati i u efikasnosti
metaboli¢kih procesa i toleranciji na abioticki stres (Juvany i Munné-Bosch, 2015).
Pretpostavlja se da pol sa ve¢com RA ima viSe stope mortaliteta u stresnijim uslovima
spoljasnje sredine (Lloyd i Webb, 1977). Bilo bi ocekivano da pod nepovoljnim
uslovima stani$ta moze do¢i do promene u brojéanom odnosu polova, pri ¢emu se
povecava brojnost pola koji manje energije ulaze u reprodukciju, $to je najces¢e muski
pol (Barrett i Hough, 2013). Posledi¢no, duz gradijenata sredinskih uslova moze do¢i do
neslucajne distribucije polova u prostoru (Bierzychudek i Eckhart, 1988) i
diferencijalnog prisustva zZenskih biljaka u onim delovima stanista na kojima su uslovi
sredine najoptimalniji (Obeso, 2002).

lako je evolucija dvodomosti od hermafroditizma jedna od izuzetno aktuelnih i
intenzivno proucavanih tema u evolucionoj ekologiji biljaka, ovo pitanje joS uvek nije u
potpunosti razjasnjeno (Barrett i Hough, 2013). Smatra se da je do nastanka dvodomosti
doslo delovanjem prirodne selekcije na obrasce alokacije resursa u rast, reprodukciju i
odbranu.Verovatno je kao rezultat razlika izmedu polova u ulaganju u navedene zivotne
funkcije dosSlo do pojave polnog dimorfizma vegetativnih osobina i osobina zZivotne
istorije. lako je polni dimorfizam navedenih osobina proucavan na razli¢itim model

sistemima, kako u eksperimentalnim tako i u prirodnim uslovima, joS uvek nema
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konzistentnih zakljucaka 0 opStim obrascima polnog dimorfizma kod dvodomih biljaka
(Obeso, 2002; Conelissen i Stiling, 2005a). Takode, manje paznje je posveceno
istrazivanjima kako dostupnost resursa, naroCito svetlosti, moZze da utiCe na obrasce
polnog dimorfizma vegetativnih osobina u prirodnim populacijama zeljastih dvodomih
biljaka.

Uticaj pola biljaka na interakcije sa herbivorima

Razlike u obrascima alokacije resursa u reprodukciju i rast kod dvodomih vrsta su
usko povezane sa razlikama u nivoima odbrane izmedu muskih i Zenskih biljaka. Polni
dimorfizam veli¢ine, nivoa odbrane i nutritivnog kvaliteta biljaka moze uticati na
postojanje razlika u stepenu herbivorije kod muskih i Zenskih biljaka (Espirito-Santo i
sar., 2012). Smatra se da prisustvo diferencijalne herbivorije u odnosu na pol (engl. sex
— biased herbivory) predstavlja jedan od moguc¢ih mehanizama koji je doveo do
evolucije dvodomosti (Ashman, 2002; Avila-Sakar i Romanov, 2012).

Naime, usled alokacije nutrijenata iz listova u reproduktivne organe, pretpostavlja
se da Zenski pol obi¢no ima nize stope rasta (Espirito-Santo i sar., 2012). S obzirom da
bi ponovno formiranje tkiva nakon oSte¢enja prouzrokovanog aktivnoS¢u herbivora
trajalo duze nego kod muskih biljaka, a cena po fitnes biljke bila visa, selekcija
favorizuje posedovanje visih nivoa konstitutivne odbrane kod Zenskih biljaka (Agren i
sar., 1999). Smatra se da Zenske biljke sintetiSu vece koli¢ine sekundarnih metabolita
(SM) i da imaju listove manje nutritivne vrednosti, zbog Cega su izlozene manjem
pritisku herbivora (Mooney i sar., 2010). Pretpostavlja se da viSe stope rasta, nizi nivo
odbrane, veci nutritivni kvalitet i veca uocljivost rezultuju viSim stepenom herbivorije
kod muskih biljaka u odnosu na Zenske. Smatralo se da je ovakav obrazac diferencijalne
herbivorije, uocen meta-analizom, univerzalno prisutan kod dvodomih vrsta (Conelissen
i Stiling, 2005a).

Medutim, iako su neka od istrazivanja potvrdila hipotezu o viSem stepenu
herbivorije kod muskih biljaka (Cepeda-Cornejo i Dirzo, 2010; Sanchez-Vilas i Pannell,
2011), pokazano je i suprotno: Zenske biljke nekih dvodomih vrsta trpe visi pritisak od
strane herbivora (Cibils i sar., 2003; Maldonado-Lépez i sar., 2014). Postojanje viSeg

stepena herbivorije kod Zenskog pola moze biti posledica uzajamnog ograni¢enja
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izmedu reprodukcije i odbrane. Kod Zenskih biljaka, koje viSe ulazu u reprodukciju,
nivoi odbrane su nizi, te je i stepen herbivorije visi (Obeso, 2002; Buckley i Avila-
Sakar, 2013). Sa druge strane, u slu¢aju nekih dvodomih vrsta nisu zabeleZene razlike
izmedu polova u stepenu herbivorije (McCall, 2007; Espirito-Santo i sar., 2012;
Buckley i Avila-Sakar, 2013).

Hipoteza o visem stepenu herbivorije kod muskog pola usled nizih nivoa odbrane
i viSih stopa rasta koju su formulisali Conelissen i Stiling (2005a), dovedena je u pitanje
opre¢nim rezultatima istraZzivanja tokom poslednje decenije. Naime, smatra se da obi¢no
zenske biljke viSe ulazu u odbranu usled visih ulaganja u reprodukciju, medutim u
slucaju nekih anemofilnih model sistema postoji moguénost da je reproduktivna
alokacija kao 1 ulaganje u odbranu vec¢e kod muskog pola, Sto bi znacilo da se muske
biljke zapravo nalaze pod manjim pritiskom herbivora (Avila-Sakar i Romanov, 2012;
Maldonado-Lopez i sar., 2014). Takode, retki su podaci o tome na koji na¢in dostupnost
resursa u prirodnim uslovima moze da utiCe na ispoljavanje i obrasce diferencijalne
herbivorije kod muskih i Zenskih biljaka (Espirito-Santo i sar., 2012). Vecina model
sistema na kojima je ispitivana diferencijalna herbivorija u odnosu na pol pripada
drvenastim vrstama, te je vazno proucavanje polno-specificne herbivorije kod
visegodisnjih zeljastih vrsta u prirodnim uslovima.

Ulaganje u tri osnovne Zivotne funkcije se menja razli¢itom dinamikom kod
muskih i Zenskih biljaka tokom ontogenije (Agren i sar., 1999; Sanchez-Vilas i Pannell,
2011). Razlike medu polovima u reproduktivnoj fenologiji, tj. u vremenu formiranja
reproduktivnih struktura u toku sezone, uti¢u na promene uzajamnih ogranicenja tokom
vremena. Kod Zenskih biljaka ulaganje u reprodukciju nastavlja se i nakon zavrsetka
cvetanja, tokom perioda formiranja semena i plodova. Dakle, kod Zenskog pola se
kasnije u toku sezone preusmeravaju resursi i energija sa ostalih Zivotnih funkcija na
reprodukciju (Buckley i Avila-Sakar, 2013). Pretpostavlja se da je kod muskih biljaka
tokom reproduktivne faze usporen vegetativni rast, a da su nivoi odbrane visi, zbog ¢ega
je stepen herbivorije nizak. Kasnije tokom sezone, nakon zavrSetka cvetanja, kada
muske biljke raspolazu resursima za kompenzatorni rast i kada nivoi produkcije
defanzivnih jedinjenja opadnu, moglo bi se ocekivati da stepen herbivorije bude visi
nego kod Zenskih biljaka. Zenske biljke, zbog kasnijeg podetka i duZeg trajanja

reproduktivnog ulaganja, mogu biti pod ve¢im rizikom od napada herbivora ranije u
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toku sezone (Espirito-Santo i sar., 2012). S obzirom da izmedu muskih i Zenskih biljaka
mogu postojati razlike u fenologiji, prilikom istrazivanja polno-specifi¢ne herbivorije u
obzir se mora uzeti i reproduktivna dinamika tokom ¢itave sezone.

Prethodnim istrazivanjima je opisana dinamika ontogenetskih promena
defanzivnih osobina biljaka, obrasci korelacija pomenutih osobina sa stepenom
herbivorije (Agrawal, 2011), kao i nacin na koji pol moze da uti¢e na ove obrasce
(Maldonado-Lopez i sar., 2014). Medutim, do sada nije bilo sprovedeno istovremeno
proucavanje efekata pola biljaka i promena defanzivnih osobina tokom ontogenije na

obrasce herbivorije (Warner i Chusman, 2002; Ochoa-L06pez i sar., 2015).

1.6. Razvojna nestabilnost i fluktuirajuca asimetrija

Tokom individualnog razvi¢a, organizmi teze ka produkciji ,,idealnog* oblika pod
odredenim kombinacijama uslova zivotne sredine (Palmer, 1994), odnosno ka
odrzavanju stabilnosti razvi¢a (engl. developmental stability) (Rao i sar., 2002; Cuevas-
Reyes i sar., 2011). Medutim, tokom ontogenije razliciti abioti¢ki i bioti¢ki faktori mogu
remetiti stabilnost razvica, usled ¢ega moze do¢i do ispoljavanja razvojne nestabilnosti
(engl. developmental instability — DI) (Mgller i Swaddle, 1997). Smatra se da ukupna
fenotipska wvarijabilnost predstavlja posledicu geneticke i1 sredinske varijabilnosti
(Falconer i Mackay, 1996). Medutim, znacajnu komponentu fenotipske varijanse
obuhvataju i mala odstupanja fenotipa od optimalnog koja su zapravo posledica
razvojne nestabilnosti (Palmer, 1994; Schlichting i Pigliucci, 1998). Jedan od
najpouzdanijih nacina kvantifikovanja razvojne nestabillnosti je merenje odstupanja
organa ili delova organa od savrsene simetrije (Graham i sar., 2010).

Simetrija u biologiji se moze definisati kao medusoban raspored organa ili delova
organizama oko ose ili ravni simetrije (Mardia et al., 2000). lako su u Zivom svetu
prisutni razli¢iti tipovi simetrije najrasprostranjenija je bilateralna simetrija (Graham i
sar., 2010). Kod bilateralno simetricnih organizama sagitalna ravan simetrije deli
organizam na dve identi¢ne polovine, pri ¢emu se mogu jasno razlikovati dva tipa
simetrije: preklapaju¢a (engl. matching simmetry) i simetrija objekta (engl. object
symmetry). Preklapajuca simetrija je prisutna kada osa ili ravan simetrije prolazi izmedu

dve strukture koje se medusobno odnose kao lik i njegov odraz u ogledalu. Simetrija
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objekta ukljucuje postojanje ose simetrije koja prolazi kroz samu strukturu dele¢i je na
dve identi¢ne polovine (Klingenberg, 2015).

Kod biljaka, s obzirom na prisustvo ponovljenih struktura kakve su listovi,
cvetovi i njihovi delovi, moguée je proucavati gotovo Sve pomenute tipove simetrije;
listovi kao vegetativni organi ispoljavaju najcesce bilateralnu simetriju (Graham i sar.,
2010). Imajuéi u vidu da biljke vode sesilan nain zivota, njihovi listovi su Cesto
koris¢eni kao model sistemi za pracenje uticaja sredinskog stresa na odstupanje od
savrsene bilateralne simetrije (Miljkovi¢, 2009).

Meru malih, slucajnih odstupanja od savrSene bilateralne simetrije predstavlja
fluktuiraju¢a asimetrija (FA) (Moller i Shykoff, 1999; Miljkovi¢, 2012; Kozlov i sar;
2017, Nikiforou i Manetas, 2017, Sandner i Mattheis, 2017; Zverev i sar., 2018).
Fluktuiraju¢u asimetriju moguce je izraziti preko razli¢itih indeksa FA koji mogu biti
jednokomponentni ili viSekomponentni. Na odabir odgovaraju¢eg indeksa FA u
istrazivanju u znacajnoj meri mogu da utiCu i greSka merenja, veliCina ispitivane
osobine, osetljivost osobine na stres kao i konkretan tip stresa (Palmer, 1994; Leung,
2000; Palmer i Strobeck, 2003; Dongen, 2006).

Fluktuiraju¢a asimetrija, kao jednostavan i brz metod procene razvojne
nestabilnosti, predstavlja pouzdan na¢in monitoringa stanista (Palmer i Strobeck, 2003).
Indeksi fluktuirajuée asimetrije listova su koriS¢eni za kvantifikovanje negativnih
uticaja klimatskih promena, zagadenja, nedostatka nutrijenata, suse i niskog intenziteta
svetlosti na biljke kako u prirodnim, tako i u eksperimentalnim uslovima (Graham i sar.,
2010; Alves-Silva i Del-Claro, 2015). Navedeni suboptimalni sredinski uslovi mogu
predstavljati faktor stresa za biljke (Cuevas-Reyes i sar., 2011; Ribeiro i sar., 2013) i

uticati na ishod interakcija biljaka sa herbivorima (White, 1984).

Odnos fluktuirajuce asimetrije i stepena herbivorije

IstraZzivanjima uticaja nivoa sredinskog stresa na nivoe FA i njihove povezanosti
sa stepenom herbivorije dobijeni su opre¢ni rezultati. Neke od studija su utvrdile
postojanje pozitivnog odnosa izmedu FA i stepena herbivorije (Cuevas-Reyes i sar.,
2011; Cuevas-Reyes i sar., 2013; Ribeiro i sar., 2013; Santos i sar., 2013, Fernandes i

sar., 2016), tj. pokazano je da herbivori ¢e$¢e napadaju asimetri¢nije listove
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(Cornelissen i Stiling, 2005b). Povezujuci osnovne pretpostavke hipoteze PSH (biljke
koje su izlozene poviSenom stresu predstavljaju povoljniji izvor hrane) i FA kao
indikatora sredinskog stresa, formulisana je hipoteza korelacija izmedu FA 1 herbivorije
(Mgller, 1995). Naime, smatra se da biljke izloZzene viSim nivoima stresa mogu
posedovati vecu nutritivnu vrednost, nize nivoe odbrane i viSe vrednosti indeksa
fluktuirajuce asimetrije (Lempa 1 sar., 2000). Dakle, postoji moguénost da je
asimetri¢nost listova signal herbivorima prilikom potrage kvalitetnijeg izvora hrane
(Cornelissen i Stiling, 2005b; Cornelissen i Stiling, 2011).

Medutim, iako su neke od studija potvrdile postojanje pozitivnog odnosa izmedu
FA i stepena herbivorije, u nekim istrazivanjima ta povezanost nije uoc¢ena (Bafuelos i
sar., 2004; Telhado i sar., 2010; Costa i sar., 2013). Shodno opre¢nim rezultatima,
formulisana je hipoteza — herbivorijom indukovana fluktuiraju¢a asimerija (engl.
herbivory-induced hypothesis — HIH) (Santos et al. 2013). Prema HIH herbivorija
predstavlja faktor stresa koji prouzrokuje razvojnu nestabilnost kod biljaka, odnosno
utiCe na povecanje stepena fluktuiraju¢e asimetrije listova (Zvereva et al. 1997).
Pretpostavke navedene hipoteze skoro su potvrdene eksperimentalnim istraZzivanjem
Alves-Silva i Del-Claro (2016), koji su pokazali da herbivorija u ranim fazama razvica
listova moze da utic¢e na povecanje FA.

Kod dvodomih biljaka, smatra se da su Zenske biljke obi¢no manje tolerantne na
abioticki stres (Juvany i Munné-Bosch, 2015), zbog ¢ega bi bilo ocekivano da u
prisustvu abiotickog stresa na stanis$tu zenske biljke imaju vise vrednosti indeksa FA.
Procena fluktuirajuce asimetrije na biljkama kao rezultat stresnog delovanja razlicitih
heterogenih faktora sredine je predmet veceg broja objavljenih istrazivanja (Miljkovié¢
2012; Klingenberg, 2015, Silva i sar., 2016; Kozlov i sar; 2017, Nikiforou i Manetas,
2017, Sandner i Mattheis, 2017). Medutim, istrazivanja razlika izmedu polova u
razvojnoj nestabilnosti su veoma retka, a naroCito je nedovoljno istrazeno kako te
razlike uticu na interakciju muskih i zenskih biljaka sa herbivorima (Bafiuelos i sar.,
2004; Inbar i Kark, 2007).
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2. Ciljevi istrazivanja
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U ovoj doktorskoj disertaciji su proucavani efekti pola i heterogenih uslova
svetlosti na diferencijalnu herbivoriju u prirodnim populacijama dvodome vrste
Mercurialis perennis.

Testiran je uticaj pola biljaka, heterogenih uslova svetlosti i ontogenetskog
stadijuma (reproduktivnog i post-reproduktivnog) na veli¢inu biljke (visina, ukupna
povrsina listova) i listova (duzina drske i centralnog nerva, Sirina i povrsina lisne ploce),
nutritivne (sadrzaj vode, ukupnih solubilnih proteina i nestrukturnih ugljenih hidrata) i
defanzivne osobine listova (specifi¢na lisna povrSina, sadrzaj fenola i kondenzovanih
tanina), i razvojnu nestabilnost (procenjenu preko indeksa fluktuirajuée asimetrije) kako

bi se utvdilo:

- da li se stepen herbivorije i ispitivane osobine znacajno razlikuju izmedu stanista
pod vegetacijskom senkom i staniSta pune dnevne svetlosti,

- da li se stepen herbivorije i ispitivane osobine znacajno razlikuju izmedu
reproduktivne i post-reproduktivne faze,

- da li je prisutna polno-specifi¢na herbivorija,

- koje od ispitivanih osobina imaju klju¢nu ulogu u odnosu sa herbivorima na
staniStima sa heterogenim uslovima svetlosti,

- koje od ispitivanih osobina imaju klju¢nu ulogu u odnosu sa herbivorima tokom
reproduktivne i post-reproduktivne faze,

- da li postoji polni dimorfizam u analiziranim osobinama u zavisnosti od
heterogenih svetlosnih uslova na stanistu i ontogenetskog stadijuma biljaka,

- da li su prisutne razlike u razvojnoj nestabilnosti procenjenoj preko indeksa
fluktuirajuce asimetrije u zavisnosti od heterogenih uslova svetlosti na stanistu i pola,

- da li postoje korelacioni odnosi izmedu nivoa fluktuirajuce asimetrije, kao
indikatora stabilnosti razvica, ispitivanih osobina i stepena herbivorije na stanistima sa

heterogenim uslovima svetlosti.
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3. Materijal 1 metode
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3.1. Objekat istrazivanja

Mercurialis perennis L. (Sumski prosinac) (Euphorbiaceae) je dvodoma, klonalna
viSegodidnja zeljasta biljka (Slika 1) sa Evroazijskim arealom rasprostranjenja. U
Evropi Sumski prosinac je prisutan na severu od Skandinavije, preko centralnog dela
kontinenta do Mediterana na jugu, i od obale Atlantika na zapadu do krajnjeg istoka
kontinenta (Jefferson, 2008) (Slika 2). Na teritoriji Republike Srbije M. perennis se

nalazi na staniStima na nadmorskoj visini od oko 200 — 1700 m (Cvetkovi¢ i Jovanovié,
2007; Cvetkovi¢ i sar., 2011; Jovanovi¢, 2012).

Slika 1. Izgled biljke Mercurialis perennis.
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Sumski prosinac esto predstavlja dominantnu biljnu vrstu u zeljastim
zajednicama prizemnog sprata bukovih, hrastovih, jasenovih i grabovih Suma (Mukerji,
1936). lzdanci rastu u gustim grupama unutar starih, neuznemiravanih Sumskih
sastojina, ali se retko mogu na¢i i unutar skorije nastalih Sumskih ekosistema
(Vandepitte i sar., 2009). Po Zivotnoj formi M. perennis pripada skiofitama, veoma je
tolerantan na nizak intenzitet svetlosti, 1 ¢esto se moze pronaci u biljnim zajednicama na
staniStima sa zatvorenim vegetacijskim sklopom (Jefferson, 2008). Medutim, rede M.
perennis moze nastaniti i staniSta izloZzena veCem svetlosnom intenzitetu, ali su tada
klonovi znatno manji i medusobno udaljeniji. Smatra se da visok intenzitet svetlosti
predstavlja stresni faktor za M. perennis, posto je zabelezeno da biljke izloZene visokom
svetlosnom intenzitetu imaju znac¢ajno smanjenu biomasu i visinu izdanaka, broj listova

i ukupnu povrsinu listova (Elemans, 2004).

I L. 1}

Slika 2. Areal rasprostranjenja vrste Mercurialis perennis (Jefferson, 2008).
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Svaki od nodusa razgranatih podzemih rizoma godisnje produkuje izdanak visine
izmedu 15 1 45 cm (Jovanovi¢, 2012). Izdanci se pojavljuju na pocetku vegetacijske
sezone, izduzujuéi se do olistavanja Sume i potpunog zatvaranja vegetacijskog sklopa
gornjih spratova. Rast listova se zaustavlja tokom perioda cvetanja (2 do 3 nedelje),
nakon ¢ega se u manjoj meri nastavlja. Internodije bliZze podlozi su duZe i nose manje,
rudimentisane listove (Slika 1). Ostali listovi su spiralno rasporedeni duz izdanka, pri
¢emu se na nodusu svake od internodija nalazi po jedan par listova (Slika 1). Listovi su
prosti, elipti¢ni, pubescentni sa nazubljenom ivicom (Slika 1). Na oblik listova mogu da
utic¢u i uslovi na stani$tu, u prvom redu svetlost (Jefferson, 2008; Vuji¢, 2016a). Listovi
biljaka sa stanista izloZzenog punoj dnevnoj svetlosti su $iri i krac¢i (Vuji¢, 2016b), tvrdi i
sa izrazenijom kutikulom (Jefferson, 2008).

Smatra se da su nadzemni delovi M. perennis otrovni po krupne ki¢menjake
(Cooper i Johnson, 1998). Fitohemijska istrazivanja ekstrakata svezih nadzemnih delova
biljke pokazala su dominantno prisustvo piperidinskog alkaloida hermidina, Sirokog
spektra fenolnih jedinjenja, flavonoida, terpena, triacilglicerola i sterola (Lorenz i sar.,
2010, 2012). Zabelezeno je viSe vrsta polifagnih insekata koji se hrane ovom biljkom u
Evropi (Jefferson, 2008). Na osnovu visegodisnjeg terenskog istrazivanja, zapazeno je
da na teritoriji Srbije najveci deo oStecenja lisne plo¢e M. perennis potice od vrsta iz
reda Coleoptera (Slika 3) .

Podzemi rizomi Sumskog prosinca se svake godine izduzuju za 10 do 15 cm i
formiraju podzemne rizomske mreze koje nemaju tendenciju da se meSaju sa susednim
klonovima. U okviru svakog klona moguce je razlikovati fertilne i sterilne izdanke
(Jefferson, 2008). Muski (Slika 4A) 1 zenski izdanci (Slika 4B) poticu iz razlicitih
klonova (Vandepitte i sar., 2009). U literaturi postoje navodi da su muski izdanci brojniji
u odnosu na Zenske na staniStima sa ve¢im svetlosnim intenzitetom, odnosno da je

prisutna neslucajna distribucija polova u prostoru (npr. Vandepitte i sar., 2009).
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Slika 3. Herbivori koji se hrane listovima Mercurialis perennis.

Slika 4. Mercurialis perennis: A — muski izdanak; B — Zenski izdanak.
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Mercurialis perennis se razmnozava vegetativno i polno. Dominantan nacin

vegetativnog razmnozavanja je klonalno, fragmentacijom rizoma. Muske i zenske cvasti
ove anemofilne vrste se formiraju u pazuhu gornjih parova listova, pri cemu su muske
cvasti znatno duZze u poredenju sa Zenskim 1 poseduju veci broj cvetova koji produkuju
velike koli¢ine polena (Slika 4A i 4B). Na Zenskim izdancima se formiraju plodovi
unutar kojih se nalaze krupna (3 mm) i teSka (6 — 9 mg) semena ¢iji broj moze da varira
od 2 do 30 (Vandepitte i sar., 2009).
Istrazivanje uticaja svetlosti na veli¢inu biljke (visinu i ukupnu povrSinu listova),
nutritivne (sadrzaj vode i solubilnih proteina) i defanzivne osobine listova (specifi¢nu
lisnu povrsinu, ukupni sadrzaj fenola i kondenzovanih tanina), stepen herbivorije, kao i
prisustvo polnog dimorfizma u ovim osobinama sprovedeno je tokom 2015. i 2016
godine na biljkama M. perennis poreklom sa dva susedna staniSta na lokalitetu Bele
stene. Na istim staniStima je tokom 2016. istrazivan uticaj svetlosnih uslova na
fluktuirajucu asimetriju (kao indikator razvojne nestabilnosti) i veli¢inu listova (duzinu
drske, centralnog nerva, Sirinu i povrsinu lisne ploce) muskih i zenskih biljaka M.
perennis.

Lokalitet Bele stene nalazi se unutar Nacionalnog parka Kopaonik (N 43°
18'42"/E 20° 50'32"; prose¢na nadmorska visina lokaliteta 1700 m) (Slika 5). Kopaonik
je planina koja se prostire u zoni umereno-kontinentalne klime, pri ¢emu se od podnozja
do vrha smenjuju nizijska, klima srednjih visina, subalpska i alpska kilma. Prema
visegodiS$njim merenjima temperature vazduha, najtopliji mesec na ve¢im nadmorskim
visinama na Kopaoniku je avgust, dok je kao najhladni identifikovan januar (Sehovac,
2011), sa godisnjim temperaturnim prosekom u oblasti Ravnog Kopaonika od 3.7°C
(http://npkopaonik.com/priroda/prirodne-odlike/). Prose¢na godiSnja suma padavina
varira izmedu 700 i 800 mm vodenog stuba, pri ¢emu su najKiSovitiji meseci maj i jun
(Sehovac, 2011).
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Slika 5. Geografski poloZaj lokaliteta Bele stene.

Tokom ovog istraZivanja, uzorkovane su biljke sa dva susedna stanista izloZzena
razli¢itim svetlosnim uslovima. StaniSte izlozeno punoj dnevnoj svetlosti (Slika 6A)
nalazi se u sastavu rudine, dok se staniSte pod vegetacijskom senkom nalazi unutar
Cetinarske smréeve Sume borealnog tipa, gde su biljke M. perennis zasenéene tokom

Citave vegetacijske sezone (Selakovi¢ i sar., 2018) (Slika 6B).

bl Rubinjoni

Slika 6. Lokalitet Bele stene: A — staniSte izloZzeno punoj dnevnoj svetlosti; B — staniSte

pod vegetacijskom senkom.
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Svetlosni uslovi na lokalitetu Bele stene su kvantifikovani procenom pokrovnosti
staniSta, odnosno procentom otvorenog neba vidljivog sa podloge ispod krosnji drveca,
ukljucujuci 1 dodatno zasencenje koje je rezulat nagiba terena (Frazer 1 sar., 1999). Posto
su biljke sakupljane sa livadskog staniSta i staniSta unutar zimzelene Sume,
pretpostavljeno je da se pokrovnost staniSta ne menja znacajno tokom vegetacijske
sezone (Selakovi¢ i sar., 2018). Shodno tome, hemisferne fotografije stanista izloZzenog
punoj dnevnoj svetlosti (Slika 6A) i staniSta pod vegetacijskom senkom (Slika 6B) su
slikane jednom, 2015 godine, duz dva transekta medusobno udaljena 10 m. Na svakih 5
m napravljene su fotografije koris¢enjem hemisfernog objektiva (F2.8 EX DC circular
fisheye, Sigma) koji je postavljen na digitalnu kameru (Rebel T3i/600 D, Cannon).
Kamera je postavljena na visinu od 30 cm i orijentisana ka severu. Hemisferne
fotografije su konvertovane u crno-bele (Slika 6C i 6D) koriS¢enjem automatizovanog
algoritma integrisanog u Side Look program (Nobis i Huziker, 2005). Pokrovnost
staniSta je izracunata pomocu Gap Light Analyzer programa verzija 2.0 (Frazer i sar.,
1999).

Takode, istrazivano je da li postoje razlike u veli¢ini biljaka (visini 1 ukupnoj
povrsini listova), nutritivnim (sadrzaju vode, solubilnih proteina i ukupnih nestrukturnih
ugljenih hidrata) i defanzivnim osobinama listova (specifi¢noj lisnoj povrsini, ukupnom
sadrzaju fenola i kondenzovanih tanina), stepenu herbivorije, kao i prisustvo polnog
dimorfizma u ovim osobinama u odnosu na ontogenetski stadijum (reproduktivni i post-

reproduktivni) kod biljaka M. perennis poreklom sa lokaliteta Beograd.
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Slika 7. Hemisferne fotografije pokrovnosti staniSta na lokalitetu Bele stene: A —
hemisferni snimak stanista izlozenog punoj dnevnoj svetlosti; B — hemisferni snimak
staniSta pod vegetacijskom senkom; C — konvertovani crno — beli hemisferni snimak
staniSta izloZzenog punoj dnevnoj svetlosti; D — konvertovani crno — beli hemisferni

snimak stanista pod vegetacijskom senkom.

Biljke su sakupljane tokom 2016. godine na teritoriji Beograda na dva staniSta
(N44°41'52"/E20°30'34" 1 N44°45'25,56"/E20°26'17,94", prose¢na nadmorska visina
200-360m) (Slika 8), a sakupljeni uzorak je, nakon preliminarnih analiza, objedinjen i
ukljucen u dalju analizu. StaniSta su pozicionirana unutar mesovite listopadne Sume
(Slika 9), u zoni umereno-kontinentalne klime, gde je najtopliji mesec jul, a najhladniji

januar.
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Slika 8. Geografski poloZaj lokaliteta ,,Beograd”.

Slika 9. Lokalitet ,,Beograd*.
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3.2. Priprema i analiza materijala

Sa lokaliteta Bele stene uzorkovano je po 120 biljaka tokom dve sezone, i to po 30
muskih i 30 Zenskih biljaka sa staniSta pod vegetacijskom senkom i stanista izloZenog
punoj dnevnoj svetlosti (ukupno 240).

Uzorci sa lokaliteta ,,Beograd® sakupljani su tokom reproduktivne faze (pocetkom
aprila 2016. godine) i post-reproduktivne faze (krajem maja 2016. godine). Tokom oba
uzorkovanja sakupljeno je priblizno po 30 muskih i Zenskih biljaka sa svakog od
lokaliteta (ukupno 232 biljke). Tokom prvog uzorkovanja biljke su bile u punom cvetu,
dok je tokom drugog uzorkovanja pol biljaka jo$ uvek bilo moguce identifikovati na
osnovu ostataka cvasti i plodova. Mesta sa kojih su biljke sakupljene u reproduktivnoj
fazi su bila jasno obelezena kako bi tokom drugog uzorkovanja izdanci bili sakupljeni iz
istih klonova.

Biljke su nakon branja odmah stavljene u vodu. Nakon potpune rehidratacije
biljaka u mracnoj i hladnoj prostoriji tokom 6 h, listovi su odvojeni od stabla i izmerena
je visina izdanka (engl. height — H). Listovi su postavljeni na skener (Hewlett-Packard
ScanJet G4010) redom kojim su se nalazili na stablu i skenirani u rezoluciji 600dpi.
Listovi svake biljke skenirani su zajedno sa lenjirom zbog kalibracije slika, koja je
neophodna prilikom merenja listova. Sabiranjem povrsina svih listova jednog izdanka u
programu Image] (Abramoff i sar.,, 2004) utvrdena je ukupna povrsina listova (engl.
total leaf area — TLA) izraZena u cm?. Svi skenirani listovi svake biljke koriséeni su
prilikom procene stepena fluktuirajuce asimetrije i stepena herbivorije.

Za potrebe sprovodenja hemijskih analiza celokupan biljni materijal (listovi,

stabla, cvasti) je osuSen na temperaturi od 65°C tokom 48 sati.
Prvi par potpuno razvijenih listova bez ili sa minimalnim oSte¢enjima izmeren je svez,
odmah nakon skeniranja a zatim ponovo nakon suSenja. Na osnovu ovih merenja,
deljenjem povrsine lista sa suvom masom utvrdena je specificna lisna povrsina (engl.
specifc leaf area — SLA) izrazena u mm?mg™,

Reproduktivna alokacija (engl. reproductive allocation — RA) je izraCunata za
biljke sakupljene na lokalitetu ,,Beograd” u reproduktivnoj fazi deljenjem suve mase
cvasti sa suvom masom vegetativnih organa (listova i stabla).

Nakon susenja, listovi su samleveni u tecnom azotu koriS¢enjem avana i na taj nacin

pripremljeni za hemijske analize defanzivnih i nutritivnih osobina listova.
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Hemijska analiza nutritivnih i defanzivnih osobina listova

SadrZaj vode u listovima (engl. leaf water content — LWC), izraZzen kao procenat
sveze mase lista (%), odreden je upotrebom listova koji su koriS¢eni za utvrdivanje
SLA.

Ukupan sadrzaj solubilnih proteina (engl. total soluble protein content — TSPC)
utvrden je metodom koju je razvio Bradford (1975) 1 izrazen je u mg po gramu suve
materije listova (mg g). Homogenizovani biljni materijal je ekstrahovan u 150 mM
fosfatnom puferu, pH 7,8 uz dodatak proteinaznog inhibitora PMSF. Odnos suve mase
homogenizovanog uzorka i pufera je bio 1:10, a ekstrakcija je obavljena na +4°C uz
konstantno meSanje na orbitalnoj meSalici u trajanju od 3 h. Po zavrSetku ekstrakcije
supernatant je izdvojen centrifugiranjem 10 min na 1300 rpm i koriS¢en kao proteinski
ekstrakt. Dobijeni ekstrakt u zapremini od 20 puL izmeSan sa 780 pL destilovane vode i
200 pL Bradford reagensa i inkubiran je 15 min na sobnoj temperaturi nakon ¢ega je
izmerena apsorbanca na 595 nm pomocu spektrofotometra Ultrospec 3200 pro (GE
Healthcare). Koncentracija proteina u ekstraktu je odredena pomocu standardne krive
BSA (govedeg albumin seruma), opsega linearnosti 0,5-15 mg BSA /mL, (R? = 0,989)
(Stanisavljevi¢, 2015).

Sadrzaj ukupnih nestrukturnih ugljenih hidrata (engl. total nonstructural
carbohydrate content — TNCC) odreden je kolorimetrijski prema proceduri koju je
razvio Dreywood (1946), a rezultati su izraZzeni u mg po gramu suve materije listova
(mg g1). Koli¢ina od 50 mg suvog uzorka je pomesana je sa 2,5 mL koncentrovane
sumporne kiseline i hidrolizovana 3 h na 100°C u kljucalom vodenom kupatilu. Potom
je uzorak neutralisan dodatkom natrijum karbonata, zapremina je dopunjena do 100 mL
destilovanom vodom a zatim je uzorak centrifugiran 5 min na 1000 rpm. U odmerenih 1
mL supernatanta dodato je 4 mL antronskog reagensa (0.2% rastvora antrona u
koncentrovanoj sumpornoj kiselini) i inkubirano 5 min na sobnoj temperaturi, nakon
¢ega je merena apsorbanca na 630 nm. Koncentracija nestrukturnih ugljenih hidrata je
izradunata na osnovu standardne krive glukoze opsega linearnosti 20-100 pg /mL, (R? =
0,991).

Koli¢ina od 50 mg suvog samlevenog uzorka listova je ekstrahovana pomocu 2

mL 80% rastvora acetona sa 1% siréetne kiseline tokom 12 h na +4°C u mraku uz
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koris¢enje orbitalne meSalice. Po zavrSetku ekstrakcije supernatant je izdvojen
centrifugiranjem 10 min na 1300 rpm. Ovako pripremljen acetonski ekstrakt je koriS¢en
za odredivanje sadrzaja ukupnih solubilnih fenola i kondenzovanih tanina.

Ukupan sadrzaj fenola (engl. total phenolic content — TPhC) odreden je metodom
Singelton 1 Rosi (1965) uz koris¢enje Folin-Ciocalteu (FC) reagensa i galne kiseline
(GA) kao standarda. Sadrzaj fenola izrazen je u ekvivalentima GA kao mg GAE po
gramu suve mase listova (MgGAE g*) koriséenjem standardne krive (opseg linearnosti
50-1000 pg GA/mL, R2 = 0,993). Reakciona smeSa se sastojala od 20 pL ekstrakta koji
je pomesan sa po 1580uL destilovane vode, 100 pL FC reagensa i 300 uL 20% natrijum
karbonata. Nakon inkubacije tokom 2 h na sobnoj temperaturi, merena je apsorbanca na
765 nm (Stanisavljevi¢, 2015).

SadrZaj ukupnih kondenzovanih tanina (engl. total condensed tannin content —
TCT) utvrden je po protokolu Broadhurst i Jones (1978), modifikovanom prema Xu i
Chang (2007). Rezultati su izrazeni u jedinicama apsorbancije na 500 nm po g suve
mase (Asoonm). Ekstrakt suvih listova zapremine 50 pL sjedinjen je sa 3 mL 4% rastvora
vanilina u metanolu i 1,5 mL koncentrovane hlorovodoni¢ne kiseline. Tokom 15 min
mesavina je inkubirana na sobnoj temperaturi, a zatim je apsorbanca merena na 500 nm
(Stanisavljevi¢, 2015).

Procena stepena herbivorije

Procena stepena oStecenja listova M. perennis izazvanog aktivno$¢u herbivora, u
daljem tekstu oznacen kao stepen herbivorije, radena je na skeniranim listovima u
ImageJ programu (Abramoff i sar., 2004). Najpre su fotografije skeniranih listova
konvertovane automatskim algoritmom u binarne, crno-bele slike. Stepen herbivorije
izraCunat je za svaki list kao: (nedostajuca povrsina lista/ukupna povrsina lista) x 100, a
nakon toga izracunata je prosecna vrednost stepena herbivorije za svaki izdanak (engl.

leaf area removed — LAR).
Procena fluktuirajuce asimetrije
Za parove listova istog nodusa merene su Cetiri osobine: duzina drske (engl.

petiole length — PL), duzina centralnog nerva (engl. midvein length — MVL), Sirina lisne
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ploce (engl. leaf blade width — BW) i povrsina lisne ploce (engl. leaf blade surface area
—BSA) na ,,levom* (engl. left — L) i ,,desnom* (engl. right — R) listu (PLL, MVL., BW(,
BSAL i PLr, MVLgr, BWR, BSAR) (Slika 10) u ImageJ programu (Abramoff i sar.,
2004). Radi preciznosti i konzistentnosti merenja, na svaki list je postavljena mreza
koris¢enjem specifi¢nih tacaka (engl. landmark) na vrhu i u osnovi lisne ploc¢e. Mreza
sastavljena od 8 jednako razmaknutih paralelnih linija konstruisana je u programu
MakeFan IMP programskog paketa (Sheets, 2003). Sirina lisne plo¢e merena je duz
Cetvrte linije mreze idu¢i od osnove lista ka vrhu (Slika 10). Apsolutna asimetrija je
izraCunata kao apsolutna razlika izmedu vrednosti osobina ,,levog” i ,,desnog“ lista. S
obzirom da apsolutna asimetrija moze biti zavisna od veli¢ine proucavane strukture
(Cuevas — Reyes i sar., 2013), koriS¢en je skalirani indeks fluktuiraju¢e asimetrije koji
se racuna prema formuli: |Rj — Lj|/(Rj — Lj)/2, pri ¢emu R; i Lj pretstavljaju vrednosti
osobine j za ,,desni* i ,levi* list. Utvrdeni su indeksi fluktuirajuée asimetrije za Cetiri
osobine: duzine drske (FAeL), duzine centralnog nerva (FAmvir), Sirine lisne ploce
(FAsw) i povrSine lisne ploce (FAgsa). Istovremenim procenjivanjem vise indeksa
fluktuiraju¢e asimetrije moze se povecati verovatnoca detektovanja efekata stresa na
stepen fluktuirajue asimetrije (Leung 1 sar., 2000; Miljkovi¢, 2009). Shodno
navedenom, za opisivanje vrednosti fluktuirajuée asimetrije na nivou individue koris¢en
je multivarijantni (kompozitni) indeks fluktuiraju¢e asimetrije — FAnD, KOji pretstavlja
odstupanje od savrsene simetrije istovremeno za sve ispitivane osobine listova (Palmer i
Strobeck, 2003). Pomenuti indeks izracunat je prema formuli: X|In(R;) — In(L)[/T pri
¢emu je T broj osobina lista koje su ispitivane (Miljkovi¢, 2009).

Uocena odstupanja od savrSene bilateralne simetrije mogu biti posledica greske
merenja (engl. measurement error — ME). Posto odstupanje od bilateralne simetrije
(vrednosti indeksa fluktuiraju¢e asimetrije) moze biti vrlo malo 1 slicno vrednostima
ME, da bi se sa sigurno$c¢u tvrdilo da su zabeleZene razlike izmedu vrednosti ispitivanih
osobina ,,levog“ i ,,desnog“ lista posledica razvojne nestabilnosti, a ne jednostavne
greske prilikom merenja, bilo je nuzno testirati znacajnost FA u odnosu na ME
(Miljkovi¢, 2009). U ovom istrazivanju kvantifikovana je ME, za ¢iji je proracun bilo
neophodno izvrsiti ponovo merenja odredenog broja listova. Drugi put je izmereno 480

listova sa 80 nasumi¢no odabranih jedinki iz celokupnog uzorka.
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Ugnezdenom analizom varijanse (engl. Nested ANOVA) je testirano da li se
razlike izmedu vrednosti osobina ,,levog“ i ,,desnog” lista statisticki znacajno razlikuju
izmedu dva merenja. Kao izvori varijabilnosti koris¢eni su jedinka i ponovljena merenja
ugnezdena u jedinke. Iz rezultata primenjenog modela analize varijanse kvantifikovan je
i indeks ponovljivosti merenja (ME4) pomoc¢u formule: (MSino — MSgrr)/[MSinp + (N —
1)MSerr], gde MSinp predstavlja varijansu izmedu individua a MSgrr Varijansu

ponovljenih merenja (Palmer i Strobeck 2003; Miljkovi¢, 2009).
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Slika 10. Prikaz analiziranih osobina listova Mercurialis perennis koriséenih za procenu
indeksa fluktuiraju¢e asimetrije: duzine drske (PL), duzine centralnog nerva (MVL),
Sirine lisne ploce (BW) i povrsine lisne ploce (BSA) na ,levom* (L) i ,,desnom* (R)

listu. (modifikovano prema Miljkovi¢ i sar. 2018).
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3.3. Statisticka obrada podataka

Vrednosti proucavanih osobina koje nisu imale normalnu distribuciju,
matematicki su transformisane (log transformacija, arc sin kvadratni koren, kvadratna
transformacija, inverzija, kvadratni koren) kako bi se mogli primeniti parametarski
statisticki testovi. Kori$¢ena je ugnezdena analiza varijanse (engl. nested ANOVA) kako
bi se utvrdili efekti svetlosnih uslova na stanistu i pola biljke na stepen herbivorije i
ispitivane osobine biljke i lista (H, TLA, SLA, LWC, TSPC, TPhC, TCT, PL, MVL,
BW, BSA) kao i na indekse fluktuirajuc¢e asimetrije (FApL, FAMmvL, FABw ,FABsA, FAIND).
Ista analiza je kori$¢ena da bi se utvrdili uticaji efekta ontogenetskog stadijuma i pola
biljke na stepen herbivorije 1 ispitivane osobine biljke (H, TLA, SLA, LWC, TSPC,
TNCC, TPhC, TCT). U analize su kao izvori fenotipskog variranja bili ukljuceni
svetlosni uslovi na staniStu i pol biljke unutar staniSta, odnosno ontogenetski stadijum i
pol biljke unutar stadijuma, kao fiksni faktori.

Za post hoc poredenja koris¢en je LSM test (engl. least square means - LSM) iz
paketa LSmeans R-programa verzija 3.02 (R Development Core Team, 2013).

Odnos izmedu stepena herbivorije kao zavisne varijable i veli¢ine biljke (visine
izdanka i ukupne povrsine svih listova), nutritivnih (sadrzaja vode, sadrzaja solubilnih
proteina i ukupnih nestrukturnih ugljenih hidrata) i defanzivnih osobina listova
(specifi¢ne lisne povrsine, ukupnog sadrzaja fenola i tanina) kao prediktorskih varijabli,
proucen je upotrebom linearnih regresija za svako staniSte 1 ontogenetski stadijum
pojedinacno. Izracunati su 1 koeficijenti korelacije kako bi se proucili medusobni odnosi
ispitivanih osobina biljaka, indeksa fluktuiraju¢e asimetrije i stepena herbivorije.

U slucaju da nakon transformacije vrednosti osobina biljaka, iste nisu pokazivale
normalnu distribuciju, koriS¢en je neparametarski Kruskal-Wallis test koji je analogan
parametarskom ANOVA testu. Istim testom proucavan je efekat stanista i pola na RA
biljaka.

Statisti¢ke analize su radene su u R programu verzija 3.02 (R Development Core
Team, 2013; koris¢ene procedure: aov, LSM, Ime, kruskal.test) i u SAS programu (SAS
Institute, Inc. 2011; koris¢ene procedure: GLM, MEANS, UNIVARIATE, TTEST,
CORR).
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4. Rezultati
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4.1. Uticaj svetlosnih uslova na stanistu i pola na stepen herbivorije i analizirane

osobine biljaka

Svetlosni uslovi su se znacajno razlikovali izmedu ispitivanih staniSta u 2015.
godini (t-test, t = -7,32, df = 18, P < 0,0001). Stepen pokrovnosti stanista pod
vegetacijskom senkom je bio znacajno veéi — 43,60 £ 9,28%, dok je na staniStu
izloZzenom punoj dnevnoj svetlosti iznosio 66,89 + 3,87%.

Biljke na staniStima sa kontrastnim svetlosnim uslovima u 2015. godini zna¢ajno
su se razlikovale po stepenu ostecenja listova izazvanih aktivno$¢u herbivora (u daljem
tekstu oznacen kao stepen herbivorije) (Tabela 1), pri ¢emu su biljke sa stanista
izlozenog punoj dnevnoj svetlosti bile vise oSte¢ene (Tabela 2, Slika 11). U istoj godini
su takode, zabelezene statisticki znacajne razlike izmedu staniSta u svim ispitivanim
osobinama biljaka i listova (H, TLA, SLA, LWC, TSPC i TCT) osim u sadrzaju ukupnih
fenola (Tabela 1). Biljke na staniStu pod vegetacijskom senkom (z - ,,zatvoreno®,
staniSte sa zatvorenim vegetacijskim sklopom) u poredenju sa biljkama sa stanista
izlozenog punoj dnevnoj svetlosti (0 — ,,otvoreno® staniste), su bile vise, sa veCom
ukupnom povrsinom listova, viSim vrednostima SLA, ve¢im sadrzajem vode, solubilnih
proteina i kondenzovanih tanina (Tabela 2, Slika 11).

SadrZaj solubilnih proteina i kondenzovanih tanina bili su znafajno razli¢iti
izmedu polova na staniStima koja su bila izlozena kontrastnim svetlosnim uslovima
(Tabela 1). Post hoc testom je pokazano da su pomenute razlike u sadrzaju solubilnih
proteina bile znacajne na stanis$tu izlozenom punoj dnevnoj svetlosti, gde su Zenske
biljke imale vise TSPC. Takode, prema rezultatima a posteriori poredenja vrednosti
TCT su se znacajno razlikovale izmedu polova na staniStu pod vegetacijskom senkom,
gde su zenske biljke posedovale visi sadrzaj kondenzovanih tanina (Tabela 2, Slika 11).
U 2015. godini polovi se medusobno nisu znacajno razlikovali u stepenu herbivorije kao
ni u preostalim ispitvanim osobinama biljaka i listova (H, TLA, SLA, LWC, TPhC)
(Tabele 1 2, Slika 11).

U zavisnosti od svetlosnih uslova na stanistu utvrdeno je da su razliite osobine
biljaka i listova bile znac¢ajno povezane sa stepenom herbivorije kod M. perennis. Na
oba staniSta kod biljaka sa viSim vrednostima SLA utvrden je nizi stepen herbivorije

(R% = 0,24, P, < 0,0001; R?;, = 0,05, P, = 0,0441) (Slika 12). Na stanistu izloZzenom
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punoj dnevnoj svetlosti biljke sa manjim sadrzajem vode bile su vise ostecene (R% =
0,07, P, = 0,0206; R%, = 0,01, P, = 0,5503) (Slika 12). Na stanistu pod vegetacijskom
senkom biljke sa veéom visinom bile su manje oste¢ene aktivno$éu herbivora (R% =
0,03, Po = 0,0831; R%, = 0,08, P, = 0,0178). Na ovom stani3tu stepen herbivorije je bio
takode negativno povezan sa sadrzajem ukupnih solubilnih proteina (R% = 0,05, P, =
0,0505; R?* = 0,06, P, = 0,0386) (Slika 12). Ni na jednom stani$tu nije uoceno
postojanje statisticki znacajne povezanosti stepena herbivorije i ukupne povrsine listova,

sadrZaja fenola i kondenzovanih tanina (Slika 12).

4.2. Uticaj ontogenetskog stadijuma i pola na stepen herbivorije i analizirane

osobine biljaka

Stepen herbivorije znacajno se razlikovao izmedu biljaka u reproduktivnom (r) i
post-reproduktivnom (pr) stadijumu (Tabela 3), pri ¢emu su biljke u post-
reproduktivnom stadijumu pretrpele veca ostecenja (Tabela 4, Slika 13). Takode, sadrzaj
vode, ukupnih solubilnih proteina, nestrukturnih ugljenih hidrata, ukupnih fenola i
tanina su se statisticki znacajno razlikovali izmedu ispitivanih ontogenetskih stadijuma.
Listovi biljaka u reproduktivnoj fazi su posedovali manji sadrzaj vode, ve¢i sadrzaj
ukupnih solubilnih proteina, nestrukturnih ugljenih hidrata, ukupnih fenola i
kondenzovanih tanina (Tabela 4, Silka 13). Znacajne razlike izmedu ispitivanih
ontogenetskih stadijuma nisu uocene u visini, ukupnoj povrsini listova i vrednostima
SLA (Tabele 3 i 4, Slika 13). Reproduktivna alokacija je bila znacajno razli¢ita izmedu
polova, pri ¢emu su zenske biljke imale vise vrednosti (LSMFr = 0,10, LSMm = 0,02; P <
0,001).

Utvrdeno je da su se polovi razlikovali po sadrzaju ukupnih solubilnih proteina
(Tabela 3). Medutim, post hoc testom je pokazano da su intersekusalne razlike bile
znacajne u reproduktivnoj fazi, gde su muske biljke imale viSe TSPC vrednosti. Istom
analizom pokazano je da su takode u reproduktivnoj fazi zZenske biljke imale znacajno
vise TPhC (Tabela 4, Slika 13). Prema rezultatima a posteriori poredenja muske biljke u
post-reproduktivnoj fazi su bile manje oSteCene aktivnoS¢u herbivora pri ¢emu su
posedovale vecu ukupnu povrsinu listova (Tabela 4, Slika 13). Razlike izmedu polova u

visini, specifi¢noj lisnoj povrsini, sadrzaju vode, ukupnih nestrukturnih ugljenih hidrata
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I ukupnih kondenzovanih tanina nisu zabelezene ni u jednom od ispitivanih stadijuma
(Tabele 3 i 4, Slika 13).

Razli¢ite osobine biljaka imale su znacajan uticaj na stepen herbivorije u
zavisnosti od ontogenetskog stadijuma. Stepen herbivorije u reproduktivnoj fazi zavisio
je od sadrzaja ukupnih nestrukturnih ugljenih hidrata, pri ¢emu su biljke sa veéim
sadrzajem TNCC bile manje osteéene (R?% = 0,06, Pr= 0,0209; R%;= 0,03, Ppr = 0,1115)
(Slika 14). U post-reproduktivnoj fazi veéi stepen herbivorije bio je prisutan kod biljaka
sa ve¢om visinom (R?% = 0,01, Pr = 0,6233; R%r = 0,04, Ppr = 0,0414) i ukupnom
povrsinom listova (R% = 0,02, Pr = 0,9517; R%y = 0,06, Ppr = 0,0171). Takode u post-
reproduktivoj fazi biljke sa veéim sadrzajem tanina su bile manje osteéene (R?% = 0,01,
Pr = 0,6242; R = 0,05, ppr = 0,0302) (Slika 14). Ni u reproduktivnoj ni u post-
reproduktivnoj fazi nije uocena povezanost izmedu stepena herbivorije 1 specifi¢ne lisne

povrsine, sadrzaja vode, ukupnih solubilnih proteina i fenola (Slika 14).

4.3. Uticaj svetlosnih uslova na stanistu i pola na fluktuirajuéu asimetriju, stepen

herbivorije i analizirane osobine listova i biljaka

Vrednosti ispitivanih osobina lista dobijene u dva vremenski nezavisna merenja ,
nisu bile statisticki znacajno razli¢ite (sve P > 0,05). Indeks ponovljivosti merenja
(ME4) za sve ispitivane osobine lista varirao je u opsegu od 0,494 do 0,646. Od
ispitivanih indeksa fluktuirajuc¢e asimetrije, FApL i multivarijatni FAnp su se razlikovali
izmedu staniSta sa kontrastnim svetlosnim uslovima, pri ¢emu su vrednosti pomenutih
indeksa bile vise na staniStu izlozenom punoj dnevnoj svetlosti (Tabela 5, Slika 15).
Izracunati FA indeksi nisu bili statisticki znacajno razli¢iti izmedu polova ni u jednom
slucaju (Tabela 5, Slika 15).

Stepen herbivorije se znaCajno razlikovao izmedu staniSta sa kontrastnim
svetlosnim uslovima u 2016. godini (Tabela 6), pri ¢emu su biljke na staniStu izlozenom
punoj dnevnoj svetlosti bile viSe oStecene aktivnoS¢u herbivora (Tabela 7, Slika 16).
Takode, utvrden je znaCajan efekat pola na stepen herbivorije (Tabela 6), medutim post
hoc testom je pokazano da su intersekusalne razlike bile statisticki znacajne na staniStu

izlozenom punoj dnevnoj svetlosti gde su muske biljke bile viSe oStecene (Tabela 7,
Slika 16).
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Izmedu stanista sa kontrastnim svetlosnim uslovima u 2016. godini biljke su se
znacajno razlikovale u veli¢ini (visini, TLA), nutritivnim (LWC i TSPC), defanzivnim
(SLA) (Tabela 7) i osobinama veli¢ine lista (duzini dr8ke i centralnog nerva, Sirini i
povrsini lisne ploce) (Tabela 8). Na staniStu izloZzenom punoj dnevnoj svetlosti biljke su
bile nize, sa manjom ukupnom povrsinom listova, nizim vrednostima SLA, manjim
sadrzajem vode i ukupnih solubilnih proteina (Tabela 7, Slika 16), kra¢im lisnim
dr§kama, uzom i manjom lisnom plo¢om (Tabela 9, Slika 17). Nije utvrdeno postojanje
razlika u sadrzajima ukupnih fenola i kondenzovanih tanina izmedu ispitivanih stanista
u 2016. godini (Tabele 6 i 7, Slika 16).

Ukupna povrsSina listova, sadrzaj solubilnih proteina, fenola i kondenzovanih
tanina bile su statisticki znacajno razliCite izmedu muskih 1 Zenskih biljaka u 2016.
godini (Tabele 6 i 7). Medutim rezultati post hoc testa su pokazali da su razlike izmedu
polova u ukupnoj povrsini svih listova i sadrzaju solubilnih proteina bile znacajne samo
na stanistu pod vegetacijskom senkom gde su zZenske biljke posedovale vise vrednosti
osobina (Tabela 7, Slika 16). Na oba ispitivana stanista Zenske biljke su imale znacajno
veéi sadrzaj ukupnih fenola i kondenzovanih tanina (Tabela 7, Slika 16). Osobine
veli¢ine lista (PL, MVL, BS i BSA) su se znacajno razlikovale izmedu polova (Tabela
8). Zenske biljke u poredenju sa muskim, na oba stanita imale su duZi centralni nerv
lista, Sire listove sa veCom povrsinom lisne ploce (Tabela 9, Slika 17). Prema
rezultatima post hoc testa razlike u duzini lisne drSke bile su pristune samo na stanistu
pod vegetacijskom senkom gde su Zenske biljke posedovale viSe vrednosti PL (Tabela 9,
Slika 17). Muske i zenske biljke nisu se znacajno razlikovale u visini, specifi¢noj lisnoj
povrsini i sadrzaju vode ni na jednom od ispitivanih stanista u 2016. godini (Tabele 6 i
7, Slika 16).

4.4. Obrasci korelacionih odnosa izmedu fluktuirajuce asimetrije, stepena

herbivorije i analiziranih osobina muskih i Zzenskih biljaka

Uoceni obrasci korelacija znacajno su se razlikovali izmedu stanista pri ¢emu je
zabeleZeno postojanje veceg broja znacajnih korelacija na stanistu pod vegetacijskom
senkom (Slika 18). Visina biljaka i ukupna povrSina svih listova bile su pozitivno

korelisane. Takode su zabelezene pozitivne korelacije izmedu sadrzaja vode i SLA, kao
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i izmedu sadrzaja ukupnih fenola i kondenzovanih tanina na oba stanista (Slika 18).

Indeksi fluktuiraju¢e asimetrije bili su znacajno korelisani medusobno (Slika 18).
Na stani$tu pod vegetacijskom senkom indeksi fluktuirajuce asimetrije, FAmvL | FAssa
bili su negativno korelisani sa visinom kod muskih biljaka (Slika 18). Indeksi FA nisu
bili povezani sa ukupnom povrSinom svih listova, nutritivnim i defanzivnim osobinama
lista na oba stanista (Slika 18).

Stepen herbivorije nije bio u korelaciji sa vecinom indeksa fluktuirajuce
asimetrije, izuzev prisustva negativne korelacije sa FAssa kod muskih biljaka sa staniSta
izlozenog punoj dnevnoj svetlosti kao i pozitivne korelacije izmedu LAR i FAmvL kod
muskih biljaka sa stanista pod vegetacijkom senkom. Specificna lisna povrsina bila je
negativno korelisana sa stepenom herbivorije kod Zenskih biljaka na oba stanista.
Pokazano je i da je LAR u negativnoj korelaciji sa sadrZzajem vode kod Zenskih biljaka
na staniStu pod vegetacijskom senkom. Nisu utvrdene statisticki znacajne povezanosti
izmedu veli¢ine biljaka, ukupnog sadrzaja rastvornih proteina kao i defanzivnih osobina

listova (TPhC, TCT) sa jedne strane i stepena herbivorije sa druge strane (Slika 18).
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Tabela 1. Rezultati analize varijanse (nested ANOVA) za stepen herbivorije (LAR), visinu biljaka (H), ukupnu povrsinu listova (TLA),
specifi¢nu lisnu povrSinu (SLA), sadrzaj vode (LWC), ukupni sadrzaj solubilnih proteina (TSPC), ukupni sadrzaj fenola (TPhC) i ukupni
sadrZaj kondenzovanih tanina (TCT) sa staniSta izloZzenog punoj dnevnoj svetlosti i staniSta pod vegetacijskom senkom u 2015. godini u

odnosu na izvore varijabilnosti — staniSte i pol unutar stanista (bold - statisti¢ki zna¢ajne razlike).

lzvor LAR (%) H (cm) TLA (cm?) SLA (mm? g?)
varijabilnosti df MS F P df MS x102 F P df MSx10> F P df MS F P
Staniste 1 24,78 84,83 <0,0001 1 1030,19 83,02 <0,0001 1 169,29 1291 <0,0001 1 4243,00 100,81 <0,0001
Pol (Staniste) 2 0,23 0,78 0,4600 2 0,98 0,08 0,9240 2 0,16 0,01 0,9878 2 10,00 0,23 0,7970
Gredka 116 0,29 116 12,41 116 13,11 116 42,00

lzvor LWC (%) TSPC (mg g) TPhC (mgGAE g?) TCT (Asoo g1)
varijabilnosti  df MS F P df MS F P df MS F P df MS F P
Staniste 1 1304,10 79,69 <0,0001 1 1,01 17,15 <0,0001 1 0,01 0,07 0,7890 1 73,77 115,06 <0,0001
Pol (StaniSte) 2 3,30 0,19 10,8200 2 0,79 13,52 <0,0001 2 0,04 0,33 0,7230 2 7,76 11,96 <0,0001
Greska 116 16,40 116 0,06 116 0,14 116 0,64
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Tabela 2. Srednje vrednosti (LSM) stepena herbivorije (LAR), visine biljaka (H),

ukupne povrsine listova (TLA), specificne lisne povrsine (SLA), sadrzaja vode (LWC),

ukupnog sadrZaja solubilnih proteina (TSPC), ukupnog sadrZzaja fenola (TPhC) i

ukupnog sadrzaja kondenzovanih tanina (TCT) Zenskih (F) i muskih (M) biljaka sa

stanista izlozenog punoj dnevnoj svetlosti i stanista pod vegetacijskom senkom u 2015.

godini.
Staniste izloZzeno punoj dnevnoj svetlosti  pod vegetacijskom senkom
= M F M

LAR (%) 1,03 1,12 0,24 0,09
H (cm) 18,92 19,23 24,84 25,02
TLA (cm?) 89,82 90,18 114,47 113,04
SLA (mm? mg?) 25,77 26,18 37,34 38,39
LWC (%) 74,59 75,13 81,64 81,27
TSPC (mg g) 1,22 0,92 1,19 1,32
TPhC (mgGAE g1) 11,62 11,64 11,87 11,26
TCT (Asoo 1) 0,15 0,14 0,22 0,18
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Slika 11. Razlike izmedu biljaka sa staniSta izlozenog punoj dnevnoj svetlosti (beli pravougaonici) i
stani$ta pod vegetacijskom senkom (sivi pravougaonici) i razlike izmedu polova (F — Zenski, M — muski)
unutar stanidta u: A. stepenu herbivorije (LAR), B. visini biljaka (H), C. ukupnoj povrsini listova (TLA),
D. specifi¢noj lisnoj povrsini (SLA), E. sadrzaju vode (LWC), F. ukupnom sadrzaju solubilnih proteina
(TSPC), G. ukupnom sadrzaju fenola (TPhC) i H. ukupnom sadrzaju kondenzovanih tanina (TCT) u 2015.
godini (medijana, prvi i tre¢i kvartili, opseg variranja i netipi¢ne vrednosti; *** P<0,0001).
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Slika 12. Rezultati regresione analize odnosa stepena herbivorije (LAR) i A. visine biljaka (H), B. ukupne povrSine listova (TLA), C.

specifi¢ne lisne povrsSine (SLA), D. sadrzaja vode (LWC) na staniStima sa razli¢itim svetlosnim uslovima u 2015 godini.
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Nastavak slike 12. Rezultati regresione analize odnosa stepena herbivorije (LAR) i E. ukupnog sadrzaja solubilnih proteina

(TSPC), F. ukupnog sadrzaja fenola (TPhC) i G ukupnog sadrzaja kondenzovanih tanina (TCT) na staniStima sa razli¢itim svetlosnim
uslovima u 2015 godini.
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Tabela 3. Rezultati analize varijanse (nested ANOVA) za stepen herbivorije (LAR), visinu biljaka (H), ukupnu povrsinu listova (TLA),
specificnu lisnu povrSinu (SLA), sadrzaj vode (LWC), ukupni sadrZaj solubilnih proteina (TSPC), sadrZaj ukupnih nestrukturnih ugljenih
hidrata (TNCC), ukupni sadrzaj fenola (TPhC) i ukupni sadrzaj kondenzovanih tanina (TCT) biljaka u reproduktivnom i post-
reproduktivnom stadijumu u odnosu na izvore varijabilnosti — ontogenetski stadijum i pol unutar ontogenetskog stadijuma (bold - statisticki

znacajne razlike).

LAR (%) H(cm) TLA (cm?)

Izvor varijabilnosti df MS F P df MS F P df MS F P
Ontogenetski stadijum 1 1,60 21,44 <0,0001 1 3026,00 145 0,2300 1 0,01 0,18 0,6720
Pol (Ontogenetski 2 016 220 04600 2 10270 005 09520 2 003 298  0,0530

stadijum)
Greska 228 0,07 228 2089,60 228 0,01
SLA (mm? g?) LWC (%) TSPC (mg g)
Izvor varijabilnosti df MS F P df MS F P df MS F P

Ontogenetski stadijum 1 76,60 3,02 00839 1 1093766 8,18 10,0046 1 204,89 12058  <0,0001
Pol (Ontogenetski 2 734 029 07493 2 258861 194 01466 2 1437 846  0,0003

stadijum)
GreSka 228 2541 228  1336,96 228 1,70
TNCC (mg g?) TPhC (mgGAE g?)
Izvor varijabilnosti df MS F P df MS F P

Ontogenetski stadijum 1 34,36 4953 <0,0001 1 0,32 57,46 <0,0001

Pol (Ontogenetski 5 198 141 02460 2 001 280 0,0628
stadijum)

GreSka 228 0,69 228 0,01
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Tabela 4. Srednje vrednosti (LSM) stepena herbivorije (LAR), visine biljaka (H),
ukupne povrsine listova (TLA), specificne lisne povrsine (SLA), sadrzaja vode (LWC),
ukupnog sadrzaja rastvornih proteina (TSPC), ukupnog sadrZzaja fenola (TPhC) i
ukupnog sadrzaja kondenzovanih tanina (TCT) Zenskih (F) i muskih (M) biljaka u

reproduktivnom i post-reproduktivnom ontogenetskom stadijumu.

Ontogenetski stadijum reproduktivni post-reproduktivni
F M F M
LAR (%) 0,48 0,31 0,72 0,32
H (cm) 27,28 27,38 28,17 27,93
TLA (cm?) 184,92 182,15 170,40 192,31
SLA (mm? mg?) 38,57 38,98 40,21 39,63
LWC (%) 80,56 80,46 80,95 81,78
TSPC (mg g) 3,25 3,38 3,04 3,05
TNCC (mg g?) 9,94 10,19 9,26 9,32
TPhC (mgGAE g?) 2,47 2,32 2,05 1,97
TCT (Asoo 1) 0,20 0,19 0,15 0,14
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Slika 13. Razlike izmedu biljaka u reproduktivnoj (beli pravougaonici) i post-reproduktivnoj fazi (sivi pravougaonici) i razlike izmedu polova (F — Zenski, M — muski)

u: A. stepenu herbivorije (LAR), B. visini biljaka (H), C. ukupnoj povrsini listova (TLA), D. specifi¢noj lisnoj povrsini (SLA), E. sadrZzaju vode (LWC), F. ukupnom

sadrzaju solubilnih proteina (TSPC), G. sadrzaju ukupnih nestrukturnih ugljenih hidrata (TNCC), H. ukupnom sadrZzaju fenola (TPhC) i I. ukupnom sadrzaju

kondenzovanih tanina (TCT) (medijana, prvi i treé¢i kvartili, opseg variranja i netipi¢ne vrednosti; *** P<0,0001, ** P<0,0005, * P<0,05).
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Slika 14. Rezultati regresione analize odnosa stepena herbivorije (LAR) i A. visine biljaka (H), B. ukupne povrsine listova (TLA), C.
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Nastavak slike 14. Rezultati regresione analize odnosa stepena herbivorije (LAR) i E. ukupnog sadrzaja solubilnih proteina (TSPC), F.
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reproduktivnoj i post-reproduktivnoj fazi.
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Tabela 5. Rezultati analize varijanse (nested ANOVA) za univarijantne indekse fluktuirajuce asimetrije: duzine drSke (FAeL), duZine

centralnog nerva (FAwmvL), Sirine lisne plo¢e (FAsw), povrsine lisne ploce (FAgsa), kao i multivarijantni indeks (FAinp), sa stanista

izloZzenog punoj dnevnoj svetlosti i staniSta od vegetacijskom senkom u odnosu na izvore varijabilnosti — staniste, pol unutar stanista i

individua unutar pola i stanista (bold - statisti¢ki znacajne razlike).

FAPL FAMvL FABw
Izvor varijabilnosti df MS F P df MS F P df MS F P
Staniste 1 0,85 4,35 0,0383 1 0,01 0,66 044161 1 0,00 0,27 0,6026
Pol (Staniste) 2 0,24 1,28 0,2815 2 0,04 2,37 0,0976 2 0,00 054 0,5848
Individua (Pol (Staniste)) 116 0,19 0,85 0,8583 116 0,02 091 07361 115 0,01 0,76  0,9688
Greska 755 0,22 815 0,02 807 0,01

FABsA FAIND

Izvor varijabilnosti df MS F P df MS F P
Staniste 1 0,01 0,18 0,6712 1 0,18 7,66 0,0062
Pol (Staniste) 2 0,04 1,27 0,2835 2 0,02 0,67 0,5135
Individua (Pol (Staniste)) 115 0,03 0,64 0,9985 115 0,02 0,85 10,8630
GreSka 807 0,04 749 0,03
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Tabela 6. Rezultati analize varijanse (nested ANOVA) za stepen herbivorije (LAR), visinu biljaka (H), ukupnu povrsinu listova (TLA),
specifi¢nu lisnu povrSinu (SLA), sadrzaj vode (LWC), ukupni sadrzaj solubilnih proteina (TSPC), ukupni sadrzaj fenola (TPhC) i ukupni

sadrZaj kondenzovanih tanina (TCT) sa staniSta izloZzenog punoj dnevnoj svetlosti i staniSta pod vegetacijskom senkom u 2016. godini u

odnosu na izvore varijabilnosti — staniSte i pol unutar stanista (bold - statisti¢ki zna¢ajne razlike).

Izvor LAR (%) H (cm) TLA (cm?) SLA (mm? g?)
varijabilnosti df MS F P df MS F P df MS F P df MS F P
Staniste 1 1,79 60,67 <0,0001 1 19,86 10467 <0,0001 1 11,69 110,31 <0,0001 1 545 137,80 <0,0001
Pol (Staniste) 2 0,37 12,53 0,0009 2 0,05 0,24 0,7898 2 0,43 403 0,0202 2 0,02 0,58 0,5609
Greska 116 0,03 116 0,19 116 0,11 116 0,04

Izvor LWC (%) TSPC (mg g) TPhC (mgGAE g?) TCT (Asoo g?)
varijabilnosti df MSx10? F P df MS F P df MS F P df MS F P
Staniste 1 36,48 233,94 <0,00010 1 2,70 41,79 <0,0001 1 0,01 0,00 0,9769 1 004 058 0,4460
Pol (StaniSte) 2 0,32 2,05 01336 2 0,32 501 0,0082 2 231,03 13,38 <0,0001 2 0,89 1459 <0,0001
Greska 116 0,16 116 0,07 116 14,26 116 0,06
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Tabela 7. Srednje vrednosti (LSM) stepena herbivorije (LAR), visine biljaka (H),

ukupne povrsine listova (TLA), specifi¢ne lisne povrSine (SLA), sadrzaja vode (LWC),

ukupnog sadrZaja solubilnih proteina (TSPC), ukupnog sadrZzaja fenola (TPhC) i

ukupnog sadrzaja kondenzovanih tanina (TCT) Zenskih (F) i muskih (M) biljaka sa

stanista izlozenog punoj dnevnoj svetlosti i staniSta pod vegetacijskom senkom u 2016.

Staniste izloZzeno punoj dnevnoj svetlosti pod vegetacijskom senkom
F M F M

LAR (%) 2,19 3,85 0,68 0,48

H (cm) 19,50 18,82 27,01 26,66
TLA (cm?) 77,79 64,64 43,67 120,58
SLA (mm? mgt) 20,78 21,52 33,05 32,35
LWC (%) 71,89 73,24 79,86 79,52
TSPC (mg g) 1,47 1,23 2,39 1,88
TPhC (mgGAE g?) 19,15 15,59 19,74 15,22
TCT (Asoo g3) 0,19 0,15 0,20 0,16
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Tabela 8. Rezultati analize varijanse (nested ANOVA) za duzinu dr$ke (PL), duzinu centralnog nerva (MVL), Sirinu lisne plo¢e (BW) i

povrsinu lisne ploce (BSA) sa staniSta izloZenog punoj dnevnoj svetlosti i staniSta od vegetacijskom senkom u odnosu na izvore

varijabilnosti — staniSte, pol unutar stanista i individua unutar pola i stanista (bold - statisticki zna¢ajne razlike).

Izvor PL (cm) MVL (cm) BW (cm) BSA (cm?)
varijabilnosti  df MS F P di MS F P di MS F P di MS F P
Staniste 1 7864 61,37 <0,0000 1 2454 103,44 <0,0001 1 3845 3482 <0,0001 1 4539 60,65 <0,0001
Pol (Staniste) 2 6,54 507 0,0077 2 1,82 7,62 <0,0001 2 6,96 6,27 00026 2 559 7,44 <0,0001
Individua

(Pol 116 132 242 <0,0001 116 0,24 3,01 <0,0001 116 1,13 2,82 <0,0001 116 0,77 2,30 <0,0001
(Staniste))

GreSka 1033 0,55 1112 0,08 1112 0,40 1112 0,33
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Tabela 9. Srednje vrednosti (LSM) duzine drsSke (PL), duzine centralnog nerva (MVL),

Sirine lisne ploce (BW) i povrsine lisne ploce (BSA) sa stanista izlozenog punoj dnevnoj

svetlosti i staniSta pod vegetacijskom senkom.

Staniste izloZzeno punoj dnevnoj svetlosti pod vegetacijskom senkom
F M F M
PL(cm) 0,69 0,73 0,43 0,32
MVL(cm) 5,99 6,75 4,57 4,91
BW(cm) 2,44 2,70 2,16 2,28
BSA(cm) 8,03 7,12 12,92 10,63
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FAmvL FABSA FAIND

Slika 15. Razlike u indeksima fluktuirajuée asimetrije za duzinu drske (PL), duzinu centralnog nerva (MVL), §irinu lisne plo¢e (BW),
povrsinu lisne ploce (BSA) i multivarijantnom indeksu (IND) izmedu biljaka sa stanista izlozenog punoj dnevnoj svetlosti (beli stubici) i
stani$ta pod vegetacijskom senkom (sivi stubici), i izmedu polova (F — Zenski, M — muski) unutar stanista (srednja vrednost, standardna
greSka; *** P<0,0001).
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Slika 16. Razlike izmedu biljaka sa stanista izlozenog punoj dnevnoj svetlosti (beli kvadrati) i staniSta
pod vegetacijskom senkom (sivi kvadrati) i razlike izmedu polova (F — Zenski, M — muski) unutar oba
stanidta u: A. stepenu herbivorije (LAR), B. visini biljaka (H), C. ukupnoj povrsini listova (TLA), D.
specificnoj lisnoj povrSini (SLA), E. sadrzaju vode (LWC), F. ukupnom sadrzaju solubilnih proteina
(TSPC), G. ukupnom sadrZaju fenola (TPhC) i H. ukupnom sadrZaju kondenzovanih tanina (TCT) u 2016.
godini (medijana, prvi i tre¢i kvartili, opseg variranja i netipi¢ne vrednosti; *** P<0,0001, ** P<0,0005, *
P<0,05).
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Slika 17. Razlike izmedu biljaka sa staniSta izloZzenog punoj dnevnoj svetlosti (beli
stubici) i staniSta pod vegetacijskom senkom (sivi stubiéi) i razlike izmedu polova (F —
Zenski, M — muski) unutar stanista u: A. duzini drSke (PL), B. duZini centralnog nerva
(MVL), C. sirini lisne plo¢e (BW), D povrsini lisne plo¢e (BSA) (srednja vrednost,
standardna greska; *** P<0,0001).



StaniSte izloZeno punom dnevnom svetlu
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Slika 18. Koeficijenti korelacija (Spearman) izmedu osobina veli¢ine biljaka (visina — H, ukupna
povrsina listova — TLA), nutritivnih (sadrZzaja vode — LWC i ukupnog sadrZaja solubilnih proteina —
TSPC) i defanzivnih osobina listova (specifi¢na lisna povrSina — SLA, ukupni sadrzaj fenola — TPhC i
kondenzovanih tanina — TCT), indeksa fluktuirajuée asimetrije listova (u duZzini dr§ke — FApL, lisnog
nerva — FAmvL, Sirini — FAgw 1 povrsini lisne plo¢e — FABsa) i stepena herbivorije (LAR) za muske (M) i
Zenske (F) biljke M. perennis sa stanista izloZzenog punoj dnevnoj svetlosti i staniSta pod vegetacijskom
senkom. Isprekidane linije oznaCavaju negativne, a pune pozitivne korelacije medu osobinama. Debljina

linija prikazuje jadinu korelacija. (modifikovano prema Miljkovi¢ i sar. 2018).
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5. Diskusija
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5.1. Uticaj svetlosnih uslova na stanistu

Uticaj svetlosnih uslova na stanistu na stepen herbivorije

Svetlosni uslovi na staniStu utiCu na varijabilnost razli¢itih morfoloskih i
biohemijskih osobina biljaka koje posreduju u njihovim interakcijama sa herbivorima
(Salgado-Luarte i Gianoli, 2012). Biljke koje naseljavaju staniSta u dubokoj senci
obi¢no poseduju listove koji su tanji, meksi sa veCom koli¢inom vode i azota, dok su
»listovi sunca“ ¢vrséi, sa manjim vrednostima SLA i viS§im sadrzajem ugljovodoni¢nih
defanzivnih jedinjenja (Barbehenn i Constable, 2011). Smatra se da navedene osobine,
koje predstavljaju deo adaptivnog odgovora biljaka na staniStima pod vegetacijskom
senkom, mogu da povecaju 1 rizik za napad od strane herbivora (Roberts i Paul, 2006).
Vedi stepen herbivorije u senci zabeleZzen je u istrazivanjima na razliitim model
sistemima (Niesenbaum i Kluger, 2006; Muth i sar.,, 2008; Guerra i sar., 2010;
Karolewski 1 sar., 2013), medutim u nekim sluc¢ajevima biljke izlozene punoj dnevnoj
svetlosti su bile viSe oStecene aktino$¢u herbivora (Louda i Rodman, 1996; Takafumi i
sar., 2010; Salgado-Luarte i Gianoli, 2011). Znacajno je ista¢i da je do sada relativno
slabo prouceno postojanje diferencijalne herbivorije u odnosu na svetlosne uslove
intenzivno ispitivan na drvenastim i Zbunastim vrstama, znatno manje paZznje je
posveceno istrazivanju pomenutih efekata na herbivoriju kod zeljastih vrsta, koje
predstavljaju klju¢ne elemente zajednica prizemnog sprata Sumskih ekosistema.

Nasim istrazivanjem utvrdeno je da su biljke M. perennis na stanistu izlozenom
punoj dnevnoj svetlosti u obe godine istrazivanja bile viSe oSteCene aktivno$céu
herbivora. Diferencijalna herbivorija u odnosu na svetlosne uslove najceSce je
objasnjavana razlikama u nutritivnim i defanzivnim osobinama biljaka. Medutim, kod
M. perennis ,listovi sunca® su se nalazili pod ve¢im pritiskom herbivora iako su imali
manju nutritivnu vrednost (niZi sadrzaj vode i solubilnih proteina u listovima) i manje
vrednosti SLA. Ovaj nalaz je u saglasnosti sa rezultatima do kojih su dosli Louda i
Rodman (1996) istrazujuci diferencijalnu herbivoriju kod skiofite Cardamine cordifolia.

Kod pomenute vrste takode je zabelezeno da su ,,listovi sunca® uprkos manjem sadrzaju
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vode i vecoj Cvrstoéi bili vise oSteCeni aktivnoS¢u herbivora. Smatra se da fizioloSka
ogranic¢enja kod skiofita, koja su posledica optimizovanja stope fotosinteze u uslovima
smanjenog intenziteta svetlosti, oteZavaju njihov opstanak na staniStima sa visokim
svetlosnim intenzitetom (Valladares i Niinemets 2008). Medutim, kako su predlozili
Louda i Rodman (1996), ukoliko je izrazeniji pritisak herbivora na stanistima koja su
izlozena vecem svetlosnom intenzitetu, to takode moze da doprinese ograni¢enju
distribucije skiofita na stanista pod vegetacijskom senkom.

Postoji moguénost da su na variranje stepena herbivorije kod M. perennis izmedu
staniSta izlozenih razli¢itim svetlosnim uslovima u izvesnoj meri uticale razlike u
abiotickim (npr. temperaturne razlike, sastav zemljiSta) i biotiCkim (npr. sastav i
brojnost zajednica herbivora) faktorima izmedu proucavanih stanista. Medutim,
eksperimentalno je pokazano da na odabir hrane kod insekata znaCajno vise uticu
razlike u osobinama ,listova sunca“ i ,listova senke®, nego razlike u abiotickim
uslovima, npr. temperaturi (Niesenbaum i Kluger, 2006). lako brojnost insekata moze
biti jedan od faktora koji utiu na prisustvo diferencijalne herbivorije (Takafumi 1 sar.,
2010), u nekim slucajevima gde nisu zablezene razlike u brojnosti herbivora zabelezene
su razlike u stepenu osStecenja izmedu stanista sa razli¢itim svetlosnim uslovima (Muth i
sar., 2008; Guerra i sar., 2010; Suérez-Pifia i sar., 2016). Budué¢im istrazivanjima na M.
perennis trebalo bi utvrditi da li i u kojoj meri sastav zajednica herbivora i njihova
brojnost doprinosi ve¢em stepenu oStecenja listova na staniStu izloZzenom punoj dnevnoj

svetlosti.

Uticaj svetlosnih uslova na velic¢inu biljaka i listova, nutritivne i defanzivne osobine

listova

Fizicke 1 biohemijske osobine na nivou cele biljke, kao 1 osobine lista (veliina 1
oblik) nalaze se pod snaznim sredinskim uticajima (Cuevas-Reyes i sar., 2011). Ovim
istrazivanjem je utvrdeno da su svetlosni uslovi na staniStu uticali na veli¢inu biljaka i
listova, nutritivne i defanzivne osobine listova kod M. perennis.

Izduzivanje stabla i povecavanje fotosintetski aktivne povrSine listova na stanistu
pod vegetacijskom senkom predstavljaju adaptivne odgovore biljaka na smanjen
intenzitet svetlosti (Barbehen i Constable, 2011). Na stanistu izlozenom punoj dnevnoj
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svetlosti biljke M. perennis su u obe godine istrazivanja bile znacajno nize i sa manjom
ukupnom povrsinom listova. Ovaj nalaz je u skladu sa predhodnim istrazivanjima na M.
perennis kojima je pokazan negativan uticaj pove¢anog intenziteta svetlosti na biomasu
biljaka (Mukerji, 1936; Wade, 1981; Jefferson, 2008). Svetlosni uslovi na stanistu
uticali i na morfologiju listova M. perennis koji su na stanistu izlozenom punoj dnevnoj
svetlosti bili manji, Sto je u skladu sa prethodnim nalazima Elia$ and Masarovieova
(1986). Pored toga, lisne drske su bile duze na staniStu pod vegetacijskom senkom, Sto
je u saglasnosti sa rezultatima koji su prethodno dobijeni kod vrsta tolerantnih na
duboku senku. Celokupna fiziognomija biljaka M. perennis na staniStu pod
vegetacijskom senkom predstavlja manifestaciju sindroma izbegavanja senke (engl.
shade avoidance syndrome). Ovaj fenomen koji je Cesto opisivan u literaturi, posledica
je delovanja prirodne selekcije na fiziognomiju biljaka ¢ime se postize optimalno
odvijanje procesa fotosinteze u senci (Weijschedé 2006).

Svetlosni uslovi na staniStu uticali su i na varijabilnost u nutritivnim i defanzivnim
osobinama listova. ,,Listovi senke* posedovali su ve¢i sadrzaj vode i ukupnih solubilnih
proteina u obe godine istrazivanja. Ovaj nalaz je u skladu sa opStim obrascima
prilagodavanja biljaka na uslove smanjenog intenziteta svetlosti (Mooney i
Niesenbaum, 2012) koji su prethodno opisani na razli¢itim biljnim vrstama (Muth i sar.,
2008; Barber i Marquis, 2011; Stoepler i Rehill, 2012; Karolewski i sar., 2013). Jos
jedna od adaptacija skiofita na smanjen intenzitet svetlosti jeste i relativno povecavanje
povrsine lista u odnosu na suvu masu, odnosno povecavanje vrednosti SLA (Lusk 1 sar.,
2010). Listovi biljaka M. perennis na staniStu pod vegetacijskom senkom imali su viSe
vrednosti SLA tokom obe godine ispitivanja, Sto je u skladu sa rezultatima dobijenim
istrazivanjima na razli¢itim Zbunastim vrstama (Mooney 1 Niesenbaum, 2012;
Karolewski i sar, 2013) i izdancima drvenastih vrsta (Barber i Marquis, 2011; Salgado-
Luarte i Gianoli, 2012), koje su kao ¢lanovi zajednica prizemnog sprata Sumskih
ekosistema tolerantne na nizak intenzitet svetlosti. Pored svega navedenog, svetlosni
uslovi na stanistu mogu da uticu i na sintezu ugljovodoni¢nih defanzivnih sekundarih
metabolita (Sinimbu 1 sar., 2011). Do sada je u vecini istrazivanja na razli¢itim biljnim
vrstama pokazano da biljke sa staniSta izlozenih veéem intenzitetu svetlosti poseduju
visi sadrzaj fenola (Guerra i sar., 2010; Takafumi i sar., 2010; Mooney i Niesenbaum,

2012). Medutim, zabelezeni su 1 slucajevi da listovi biljaka pod vegetacijskom senkom
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poseduju vise vrednosti TPhC (Yan i sar., 2014). Ovim istrazivanjem je utvrdeno da su
»listovi senke® imali vi$i sadrzaj kondenzovanih tanina tokom 2015. godine. Medutim,
razlike izmedu ,listova senke® 1 ,listova sunca® u sadrzaju fenola u obe godine

istrazivanja, kao 1 razlike u sadrzaju kondenzovanih tanina u 2016. godini nisu utvrdene.

Uticaj velicine biljaka, nutritivnih i defanzivnih osobina listova na stepen herbivorije

pod razlicitim svetlosnim uslovima stanista

Razli¢ite osobine biljaka uticale su na stepen oSteenja listova izazvanog
aktivno$¢u herbivora u zavisnosti od svetlosnih uslova na staniStu. Veli¢ina biljaka M.
perennis (visina i ukupna povrsina listova) nije uticala na stepen herbivorije na stanistu
izlozenom punoj dnevnoj svetlosti, dok su na stanisStu pod vegatcijskom senkom nize
biljke bile viSe oSte¢ene. Istrazivanje na vrsti Miconia prasina pokazalo je da fitofagni
insekti pokazuju preferenciju ka manjim listovima (Santos i sar., 2011). Ovi rezultati
nisu u skladu sa osnovnim pretpostavkama PVH hipoteze, prema kojoj biljke koje su
vecée, sa krupnijim listovima i brze rastu predstavljaju kvalitetniji izvor hrane (Price,
1991). lako su meta-analizom Cornelissen i saradnici (2008) utvrdili pozitivan odnos
izmedu herbivorije 1 vitalnosti biljaka, autori su skrenuli paznju da jacina korelacije
izmedu pomenutih osobina zavisi i od nacina ishrane herbivora. Kod endofagnih
herbivora ¢ije razvi¢e direktno zavisi od fenologije biljke, kao $to je to slucaj sa npr.
herbivorima koji formiraju mine i gale, prisutna je snazna preferencija prema biljkama
koje su krupnije, dok je kod fitofagnih insekata koji se hrane lisnom ploCom ova
preferencija slabije izrazena.

Ovim istrazivanjem je pokazano da su kod M. perennis , listovi sunca“ pretrpeli
veca oStecenja aktivnos¢u herbivora uprkos nizim sadrzajima vode 1 solubilnih proteina.
Barber i Marquis (2011) su takode pokazali da su listovi Querqus alba sa staniSta
izlozenog punoj dnevnoj svetlosti bili vise oSteceni iako su posedovali manji procenat
vode i1 azota. Regresiona analiza je pokazala postojanje negativnog odnosa izmedu
stepena herbivorije i sadrZaja vode u listovima M. perennis. Odnos je bio statisticki
znaCajan samo na staniStu izlozenom punoj dnevnoj svetlosti gde su biljke sa nizim
sadrzajem vode bile viSe oSteCene. Eksperimentalnim istraZzivanjima na Larrea

divaricata i Prosopis alpataco je pokazano da herbivori koji se hrane lisnom plo¢om
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pokazuju preferenciju prema listovima biljaka sa manjim sadrzajem vode (Bisigato i
sar., 2015). Ovi nalazi su u saglasnosti sa PSH hipotezom, po kojoj biljke koje se nalaze
pod delovanjem faktora stresa bivaju ¢eS¢e napadnute od strane herbivora (White,
1961). Meyer 1 sar. (2006) su pokazali da biljke izlozene vodnom deficitu poseduju vece
koncentracije osmolita, Se¢era i amino kiselina, te stoga predstavljaju kvalitetniji izvor
hrane i o¢ekuje da su privlacniji izvor hrane herbivorima.

Prema PSH bilo bi o¢ekivano da listovi tipi¢ne skiofite M. perennis na stanistu
izlozenom punoj dnevnoj svetlosti poseduju vecu nutritivnu vrednost 1 visi stepen
oste¢enja. U vezi sa navedenom hipotezom, na$i rezultati su pokazali da su ,listovi
sunca“ bili viSe oSte¢eni. Medutim, regresiona analiza je pokazala da unutar staniSta
izloZzenog punoj dnevnoj svetlosti sadrzaj solubilnih proteina nije uticao na stepen
herbivorije. Odsustvo povezanosti izmedu sadrzaja solubilnih proteina i stepena
herbivorije na staniStu izlozenom punoj dnevnoj svetlosti je u saglasnosti sa rezultatima
meta-analize Huberty i Denno-a (2004) koji su pokazali da stresom indukovane
promene u sadrzaju azota u listovima ne uticu zna¢ajno na preferenciju insekata koji se
hrane lisnom ploCom. Statisticki znacajan odnos izmedu TSPC i LAR zabeleZen je samo
na staniStu pod vegetacijskom senkom, gde su biljke sa manjim sadrzajem proteina bile
viSe oStecene. Postojanje negativnog odnosa izmedu stepena herbivorije i TSPC moze
biti objasnjeno kompenzatornom ishranom herbivora. Naime, postoji moguénost da
herbivori konzumiraju vecu koli¢inu biljnog tkiva niZzeg nutritivnog kvaliteta kako bi
zadovoljili svoje energetske potrebe (Cornelisen i Stiling 2005; Lusk i sar. 2010;
Stoepler i Rehill, 2012). Ipak, trebalo bi napomenuti da je u ovom istrazivanju mali
procenat ukupne varijabilnosti u stepenu herbivorije kod M. perennis bilo moguce
objasniti varijabilnos¢u u sadrzaju solubilnih proteina.

Stepen herbivorije kod M. perennis bio je negativno povezan sa vrednostima SLA
na oba staniSta, Sto takode moze biti objasnjeno fenomenom kompenzatorne ishrane.
Iako je ceS¢e zabelezeno da su listovi koji su tanji viSe oSteéeni, u manjem broju
istrazivanja zabelezeno je da su ¢vrséi listovi, sa manjim vrednostima SLA pod veéim
pritiskom herbivora (Lusk i sar., 2010; Bisigato i sar., 2015). Lusk i saradnici (2010) su
istakli da se ishranom listovima sa viSim vrednostima SLA, ostvaruje manja energetska
dobit u odnosu na ulozenu tokom konzumacije.

JoS od objavljivanja pionirskih radova Feeney-a (1976) se smatralo da
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ugljovodonicni sekundarni metaboliti, kao $to su fenoli i kondenzovani tanini, imaju
znacajnu ulogu u odbrani biljaka od Sirokog spektra herbivora (Carmona i sar., 2011).
Shodno navedenom, bilo bi ocekivano da povecani sadrzaj kondenzovanih tanina kod
biljaka na staniStu izloZzenom punoj dnevnoj svetlosti bude negativno povezan sa
stepenom herbivorije. Najpre se smatralo da fenolna jedinjenja u velikim koli¢inama
sintetiSu uglavnom drvenaste vrste (Feeny, 1976), dok zeljaste vrste produkuju
uglavnom male koli¢ine toksi¢nih supstanci. Medutim, novija istrazivanja su pokazala
da postoje i zeljaste vrste sa relativno visokim koncentracijama fenolnih jedinjenja
(Barbehenn i Constabel, 2011). Ovom studijom je pokazano da, iako se u listovima M.
perennis nalazi relativno visoka koli¢ina fenola i tanina, ova jedinjenja nisu znacajno
uticala na stepen oStecenja listova. Navedeni rezultat je u skladu sa nalazima Magalhaes
i sar. (2012), Moctezuma i sar. (2014) i Bisigato i sar. (2015) koji takode nisu utvrdili
postojanje znacajne korelacije izmedu stepena herbivorije i sadrzaja ukupnih fenola. U
brojnim studijama na raznovrsnim model sistemima, dobijeni su opre¢ni rezultati o
povezanosti sadrzaja ukupnih fenola, a naro¢ito kondenzovanih tanina, sa stepenom
oste¢enja (Muth i sar., 2009; Ballhorn i sar., 2011). Cak je zabelezeno da su kod nekih
model sistema listovi sa ve¢im sadrzajem fenola (Mooney 1 Niesenbaum, 2012) i tanina
(Barbehenn i Constabel 2011) bili vise oSteceni.

Skorasnjim istrazivanjima o ulogama fenola i tanina u odbrani od herbivora
pokazano je da mehanizam delovanja pomenutih sekundarnih metabolita, narocito
tanina, ne ukljucuje striktno precipitaciju proteina i smanjenje nutritivne vrednosti hrane
u crevnom traktu herbivora, kao Sto se ranije smatralo (Barbehenn i Constabel 2011).
Naime, uspesSna reakcija precipitacije zahteva niske vrednosti pH, dok digestivni trakt
insekata predstavlja izuzetno baznu sredinu sa pH vrednostima visim od 9. Takode,
unutradnja povrsina sistema za varenje fitofagnih insekata obloZena je surfaktantima
koji ih Stite od negativnog uticaja tanina. 1z navedenih razloga, osporeno je misljenje da
se anti-herbivorna aktivnost kondenzovanih tanina zasniva isklju¢ivo na PPK i
predloZen je alternativni mehanizam delovanja. Naime, u baznim uslovima tanini
podleZzu reakcijama oksidacije, kada nastaju produkti koji mogu imati snazno pro-
oksidativno i citotoksi¢no dejstvo (Salminen i Karonen, 2011). Barbehenn i Constabel
(2011) su skrenuli paznju na ¢injenicu da je stepen oksidacije tanina prouavan na svega

nekoliko vrsta fitofagnih insekata, a rezultati su zavisili od relativnog udela razlicitih
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grupa tanina u biljnom tkivu kojim su se hranili herbivori. Autori su istakli da bi studije
povezanosti izmedu stepena herbivorije i1 sadrzaja fenolnih jedinjenja trebalo da budu
vise usmerene ka identifikovanju konkretnih grupa fenola i njihovu relativhu
zastupljenost u listovima biljaka.

Meta-analizom Moles-a i sar. (2011) pokazano je da samo prisustvo pomenutih
sekundarnih metabolita ne mora obavezno ukazivati na njihovu anti-herbivornu
aktivnost, niti SM nuzno moraju biti adekvatni prediktori stepena oStecenja listova.
Navedene ¢injenice isti¢u potrebu za reevaluacijom uloge fenola i tanina u zastiti biljaka
od herbivora (Carmona i sar., 2011). Rezultati naSeg istrazivanja na viSegodisnjoj
zeljastoj vrsti govore u prilog ovoj pretpostavci, s obzirom da nismo utvrdili negativan
uticaj sadrzaja TPhC i TCT na stepen herbivoriije. Postoji moguc¢nost da kod Sumskog
prosinca ulogu u odbrani od herbivora ima alkaloid hermidin, Kkoji je prisutan u
nadzemnim delovima M. perennis (Lorenz i sar., 2010). lako njegova funkcija nije
dovoljno istrazena, predpostavlja se da bi hermidin mogao imati anti-herbivornu
aktivnost (Sanches-Vilas i Pannell, 2011). Osim anti-herbivorne aktivnosti, fenoli i
tanini mogu ucestvovati 1 u zastiti biljaka od foto-oSte¢enja prilikom izlaganja vecem
intenzitetu svetlosti (Close i McArthur, 2002). U procesu fotosinteze biljke iskoriste
najve¢i deo apsorbovane svetlosti, dok se visak energije neutralizuje aktivnoséu
ksantofila. Medutim, smatra se da nakon pomenute neutralizacije ipak preostaje izmedu
2 i 8% viSka energije koji moZze da dovede do produkcije reaktivnih kiseoni¢nih
jedinjenja c¢ija aktivnost dovodi do oksidativnog stresa i foto-oStecenja. Close 1
McArthur (2002) su predlozili hipotezu po kojoj fenolna jedinjenja svojom
antioksidativnom aktivno$¢u mogu da smanje negativan uticaj visokog intenziteta
svetlosti, Sto je istraZivanje na Zbunastoj vrsti prizemnog sprata Sumskih ekosistema
Lindera benzoin i potvrdilo (Mooney i Niesenbaum, 2012). Medutim, u nasem
istrazivanju nije zabeleZen znaCajno veéi sadrzaj fenolnih jedinjenja u ,listovima
sunca“, ¢cime hipoteza o foto-protektivnoj ulozi fenola kod M. perennis nije potvrdena.

Rezultati ovog istraZzivanja pokazali su da je na stepen herbivorije najviSe uticala
specificna lisna povrSina biljaka i to na oba staniSta, dok je nutritivna vrednost listova
uticala u manjoj meri. Za razliku od pomenutih osobina sadrzaji sekundarnih metabolita
nisu imali znacajnog efekta na stepen herbivorije. Ovi rezultati se slaZzu sa rezultatima

studije Guerra i saradnika (2010) koji ukazuju da na stepen herbivorije kod Aristotelia
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chilensis izlozenih razli¢itom svetlosnom intenzitetu, najvise uti¢u debljina i tvrdoca
listova. Kao Sto je skoraSnjom meta-analizom pokazano (Carmona i sar., 2011), postoji
mogucnost da fizicke osobine i morfoloske karakteristike biljaka u ve¢oj meri posreduju
u interakcijama biljaka sa herbivorima, nego S§to je to slucaj sa sekundarnim
metabolitima. Rezultati naseg istrazivanja su u skladu sa rezultatima Hakes i Cronin-a
(2011) da sadrzaji sekundarnih metabolita ne uticu u velikoj meri na rizik za napad od

herbivora.

Polno-specificne razlike u stepenu herbivorije i analiziranim osobinama biljaka U

odnosu na svetlosne uslove na stanistu

Smatra se da polno-specifi¢na herbivorija predstavlja jedan od selektivnih faktora
koji je doveo do evolucije dvodomosti kod cvetnica (Ashman, 2002). Postojanje razlika
izmedu polova u stepenu herbivorije intenzivno je istraZzivano, medutim rezultati ovih
studija su bili razliciti i ¢esto suprotni.

U ovom istraZivanju, razlike u stepenu herbivorije medu polovima M. perennis na
staniStima sa razli¢itim svetlosnim uslovima pronadene su u 2016. godini na stanistu
izlozenom punoj dnevnoj svetlosti, gde su muske biljke bile viSe oStecene. Veci stepen
herbivorije kod muskih biljaka zabelezen je i u studiji na vrsti iz istog roda, Mercurialis
annua (Barrett i Hough, 2013), Sto je bilo objasSnjeno prisustvom niZeg sadrzaja
defanzivnih SM kod muskog pola. Medutim, iako se smatralo da je muski pol najcesce
pod vecim pritiskom herbivora (Cornelissen i Stilling, 2005a), neka od istrazivanja Su
pokazala da razlike izmedu polova u stepenu ostecenja ne postoje (Espirito-Santo i sar.
2012; Buckley i Avila-Sakar, 2013).

Jedno od objaSnjenja prisustva veceg stepena oSte¢enja kod muskih biljaka
zasniva se na pretpostavkama PVH hipoteze na osnovu koje krupnije, vitalnije muske
biljke predstavljaju uocljiviji izvor hrane herbivorima (Cornelissen i Stilling, 2005a).
Medutim, kod M. perennis generalno nisu zabelezene razlike medu polovima u veli¢ini
biljaka na staniStima sa kontrastnim svetlosnim uslovima u obe godine istraZivanja.
Takode povezanost izmedu visine biljaka 1 ukupne povrSine listova sa jedne strane i
stepena herbivorije sa druge strane je bila slabo izrazena. Dakle, nasa istrazivanja nisu

potvrdila hipotezu Cornelissen i Stilling-a (2005a) o uticaju razlika medu polovima u
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veli¢ini na stepen herbivorije.

Smatra se da razlike izmedu polova u veli¢ini biljaka, nutritivnim vrednostima
listova 1 nivoima odbrane predstavljaju posledice razliCitih obrazaca alokacije resursa
(Fairbairn i sar., 2007). Ukoliko Zenske biljke vise ulazu u reprodukciju, usled
postojanja uzajamnih ogranicenja izmedu stope rasta i reprodukcije, posedova¢e manju
biomasu, manje izdanke i listove u poredenju sa muSkim biljkama, Sto ¢e usloviti
nastanak polnog dimorfizma u veli¢ini (engl. sexual size dimorphism — SSD) (Barrett i
Hough, 2013). Ovim istrazivanjem utvrdeno je da Zenske biljke M. perennis ulazu vise
u produkciju cvetova i plodova (Selakovi¢ i sar., 2017). Ranijim istrazivanjima
zabelezen je SSD u populacijama M. perennis na nizim nadmorskim visinama gde su
muske biljke bile vise (Cvetkovi¢ 1 Jovanovi¢, 2007; Jovanovi¢, 2012; Vuji¢ 1 sar.,
2016). Medutim, veli¢ina razlika izmedu polova u visini izdanaka je pokazivala
tendenciju smanjivanja sa povec¢anjem nadmorske visine (Cvetkovi¢ i Jovanovi¢, 2007).
NaSe istrazivanje potvrdilo je ovaj nalaz, s obzirom da na gornjoj visinskoj granici
rasprostranjenja vrste M. perennis, gde je sprovodeno ovo ispitivanje, razlike u visini
biljaka nisu zabeleZene u obe godine istrazivanja. SkoraSnjim istrazivanjima na Populus
tremula je takode utvrdeno da razlike izmedu polova u visini opadaju sa porastom
nadmorske visine (Streamme i sar., 2018). Tokom prve godine istrazivanja nisu
zabelezene znacajne razlike medu polovima u ukupnoj povrsini listova, dok su u 2016.
godini zenske biljke posedovale statisticki znac¢ajno vece vrednosti TLA na staniStu pod
vegetacijskom senkom. Iako se smatra da razlike u reproduktivnom ulaganju obi¢no
dovode do pojave SSD u populacijama dvodomih vrsta, ovakav obrazac razlika izmedu
polova nije uvek prisutan (Juvany i Munné-Bosch, 2015). U uslovima povecanog stresa
na staniStima sa velikom nadmorskom visinom, gde je krac¢a vegetacijska sezona i1 niza
srednja godiSnja temperatura, razlike medu polovima u veli¢ini biljaka kod M. perennis
nisu bile izrazene. Pretpostavlja se da pod delovanjem sredinskog stresa evolucija tece u
pravcu smanjivanja interseksualnih razlika u alokaciji resursa u vegetativne strukture,
Sto je i potvrdeno radovima Sakai i sar. (2006) i Labouche i Pannell (2016), koji su
proucavali promene u obrascima SSD u odnosu na svetlosne uslove na stanistu 1 duz
gradijenata nadmorske visine.

Medutim, istrazivanjima na M. perennis tokom 2016. godine je pokazano da su

Zenske biljke na staniStu pod vegetacijskom senkom imale znacajno vecu ukupnu
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povrsinu listova, dok su na oba stanista listovi zenskih biljaka bili $iri, sa veCom lisnom
povrsinom i duzim centralnim nervom. Ovaj rezultat je u saglasnosti sa nalazima na
Spondias purpurea, vrste kod koje je takode utvrdeno da Zenski pol, koji ima veéu
reproduktivnu alokaciju, ulaZe viSe u biomasu (Maldonado-Lépez i sar., 2014).

Razlike izmedu polova u reproduktivnoj alokaciji mogu uticati na pojavu ne samo
razlika u veli¢ini ve¢ i razlika u nutritivnim i defanzivnim osobinama listova. Smatra se
da pol koji poseduje manju biomasu i niZe stope rasta poseduje visSe nivoe biohemijske
odbrane od herbivora i/ili tkiva niZe nutritivne vrednosti (Cornelissen i Stilling, 2005a).
Pokazano je da listovi zenskih biljaka kod vrste alpske vrbe Salix glauca, narocito u
stresnim uslovima spoljasnje sredine, imaju manji sadrzaj vode (Dudley i Galen, 2007).
Suprotno navedenom, kod Zenskih biljaka Spondias purpurea zabelezen je veci sadrzaj
vode 1 istovremeno veci stepen oSte¢enja izazvanog aktivno$¢u herbivora (Maldonado-
Lopez i sar., 2014). U naSem istrazivanju, sadrzaj vode nije se razlikovao izmedu polova
ni na jednom od posmatranih staniSta. Do sli¢nih rezultata su dosli i Ofiate i saradnici
(2011), koji su pokazali da muske i Zenske biljke vrste Urtica dioica imaju priblizno isti
sadrZaj vode, kako u uslovima stresa, tako i pod optimalnim uslovima sredine.

Polovi se takode razlikuju i po tipu jedinjenja koja se ulazu u reprodukciju. Kod
anemofilnih dvodomih vrsta, produkcija velike koli¢ine polena kod muskih biljaka
zahteva znacajno ulaganje azota u reproduktivne strukture, dok Zenske biljke alociraju
viSe ugljovodoni¢nih metabolita u formiranje semena i plodova (Juvany i Munné-
Bosch, 2015). SadrZaj azota u listovima usko je povezan sa sadrZajem ukupnih
hidrosolubilnih proteina, koji moze doprineti pove¢anom riziku za napad herbivora
(Ballhorn i sar., 2011). Kod M. perennis sadrzaj ukupnih solubilnih proteina se
razlikovao izmedu polova, pri ¢emu su Zenske biljke posedovale vise vrednosti osobine.
Slican rezultat zabelezen je i kod Salix repens (Ruuhola i sar., 2013) i Rhamnus alpinus
(Bafiuelos i Obeso, 2004). Ovakav obrazac razlika izmedu polova u TSPC je moguce
objasniti vremenskom dinamikom ulaganja u reprodukciju (Wright i Dorken, 2014).
Naime, produkcija polena kod muskih biljaka se zavrSava pre nego Sto Zenske biljke
otpo¢nu formiranje semena i plodova (Harris 1 Pannell, 2008), te je tokom tog vremena
azot iz listova preusmeren u reproduktivne strukture muskih biljaka. Nakon zavrSetka
opraSivanja, zenske biljke nastavljaju da ulazu resurse u formiranje plodova (Sanchez-

Vilas i Panell, 2011). Biljke M. perennis su uzorkovane na staniStima sa kontrastnim
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svetlosnim uslovima tokom reproduktivne faze, kada je disperzija polena bila okon¢ana
a kod Zenskih biljaka otpocelo je formiranje plodova. Shodno pretpostavkama o uticaju
vremenske dinamike ulaganja u reprodukciju, muske biljke M. perennis u trenutku
uzorkovanja posedovale su manje sadrzaje proteina, Sto je u saglasnosti sa prethodnim
nalazima na vrsti iz istog roda M. annua (Harris i Pannell, 2008; Sanchez-Vilas i Panell,
2011).

Dobijene razlike medu polovima u stepenu herbivorije na staniStu izloZzenom
punoj dnevnoj svetlosti u 2016. godini, mogu biti objasSnjene razlikama u nivoima
odbrane kod muskih i zenskih biljaka. Naime, smatra se da onaj pol koji vise ulaze u
reprodukciju, usled uzajamnih ogranicenja, vise ulaze u odbranu (Obeso, 2002). Iako u
slu¢aju M. perennis nismo pronasli razlike izmedu polova u specifi¢noj lisnoj povrsini,
odnosno tvrdo¢i listova, zabelezene su razlike u sadrzajima ukupnih fenola i
kondenzovanih tanina.

Rezultati istrazivanja na drvenastoj vrsti Acer negundo su pokazali da postoje
razlike izmedu polova u vrednostima SLA, pri ¢emu su muske biljke, ¢iji su listovi bili
tanji, viSe oSte¢ene (Jing 1 Coley, 1990). Medutim, zabelezeni su slucajevi da Zenske
biljke imaju tanje listove sa viSim vrednostima SLA, npr. kod Zbunaste vrste
Hippophae rhamnoides (Li i sar., 2007). Nasi rezultati su u skladu sa rezultatima na
visegodisnjoj zeljastoj vrsti Honckenya peploides (Sanchez-Vilas i Retuerto, 2009) i na
dvodomim drvensatim vrstama Juniperus communis i Taxus baccata (Novak-Dyjeta i
sar., 2017) kod kojih nisu pronadene razlike medu polovaima u vrednostima SLA. lako
se polovi M. perennis nisu razlikovali u nivoima fizicke rezistencije, zabelezeno je da su
zenske biljke generalno posedovale veéi sadrzaj ukupnih fenola i kondenzovanih tanina.
Sli¢an obrazac variranja sadrzaja defanzivnih sekundarnih metabolita izmedu polova
zabeleZzen je kod nekoliko vrsta palmi (Cepeda-Cornejo i Dirzo, 2010), kao i kod
drvenastih vrsta Pistacia chinensis (Zhang i sar., 2016) i Populus tremula (Strgmme i
sar., 2018). Ovaj rezultat je u skladu sa pretpostavkom da pol koji vise ulaze u

reprodukciju, usled smanjenih stopa rasta, viSe ulaze u odbranu (Barrett i Hough, 2013).
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5.2. Uticaj ontogenetskog stadijuma

Uticaj ontogenetskog stadijuma na stepen herbivorije i analizirane osobine biljaka

Tokom zivotnog ciklusa biljke su u razli¢itim ontogenetskim stadijumima izloZene
razli¢itim nivoima rizika za napad herbivora (Wiggins i sar., 2016). U nekim
slucajevima stepen herbivorije moze da bude viSi tokom ranijih ontogenetskih
stadijuma, usled smanjene fizicke rezistencije i vece nutritivne vrednosti listova
(Oliveira 1 sar., 2012; Fei 1 sar., 2017). Medutim, kod nekih model sistema stepen
herbivorije moze da bude visi tokom kasnijih ontogenetskih stadijuma, kada su biljke
krupnije, uocljivije herbivorima i kada poseduju nize nivoe hemijske odbrane (Santos i
Fernandes, 2010; Moreira i sar., 2017). Tokom vremena menjaju se obrasci alokacije
resursa u osnovne zivotne funkcije, zbog Cega se u razliitim fazama razvica biljaka
nutritivna vrednost tkiva i nivoi odbrane menjaju (Boege i Marquis, 2005). Tokom
proucavanja dinamike ontogenetskih promena u nivoima odbrane biljaka opisana su dva
opsta, medusobno suprotna obrasca (Barton i Koricheva, 2010). Odbrambeni kapaciteti
biljaka tokom razvi¢a mogu da rastu, $to je u skladu sa pretpostavkama hipoteze rasta i
diferencijacije (Hoque i Avila-Sakar, 2015), ili da opadaju, kao $to predvida hipoteza
optimalne odbrane (Godschalx i sar., 2016; Ishizaki i sar., 2016). U nekim od studija
pokazano je da se kod istog model sistema ontogenetske promene u vrednostima
pojedinih osobina menjaju u skladu sa pretpostavkama GDBH hipoteze, dok se
vrednosti ostalih defanzivnih karakteristika menjaju prema premisama ODH hipoteze
(Heath i sar., 2014; Ochoa-Lopez i sar., 2015).

Kako bi istrazili ontogenetske promene u veli¢ini biljaka, nutritivnim i
defanzivnim osobinama listova kod M. perennis uporedivane su vrednosti navedenih
karakteristika izmedu reproduktivne i post-reproduktivne faze. Biljke M. perennis u
post-reproduktivnoj fazi bile su vise oSteCene, a njihovi listovi su imali nizu nutritivnu
vrednost (manji sadrzaj LWC, TSPC, TNCC) i manji sadrzaj defanzivnih SM (TPhC i
TCT). Takode, biljke izmedu ispitivanih ontogenetskih stadijuma se nisu medusobno
razlikovale u veli¢ini (H, TLA) niti u vrednostima (SLA), §to je u skladu sa prethodnim
navodima da kod M. perennis nakon potpunog zatvaranja vegetacijskog sklopa ne
dolazi do formiranja novih listova i da se stope rasta smanjuju (Jefferson, 2008). lako bi
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bilo ocekivano da se vrednosti SLA menjaju tokom sezone, jer listovi tokom vremena
postaju ¢vrséi (Lusk 1 sar., 2010), u nasem istrazivanju vremenski razmak izmedu dva
uzorkovanja bio je previse kratak da bi se registrovala znac¢ajna promena u specifi¢noj
lisnoj povrsini. Zaklju¢eno je da su vise vrednosti LAR kod biljaka u post-
reproduktivnoj fazi rezultat kumulativnog ostecenja.

Sa druge strane, kod M. perennis listovi biljaka u post-reproduktivnoj fazi su
posedovali znacajno manje ukupnih nestrukturnih ugljenih hidrata i solubilnih proteina
zbog Cega su bili losiji izvor hrane. Smanjenje sadrzaja TNCC i TSPC nakon
reprodukcije obi¢no je posledica alokacije ugljenika i azota iz listova u semena i
plodove (Schulz i sar., 2013). Do sli¢nog rezultata dosli su i Fei i sar. (2017) koji su
pokazali da kod zeljaste vrste Sinapis arvensis biljke koje se nalaze u reproduktivnoj
fazi poseduju listove Ciji su sadrzaji Secera 1 amino kiselina visi u odnosu na listove
biljaka u post-reproduktivnoj fazi. Kod visegodisnjih biljaka transport metabolita iz
listova u druge organe se odvija pri kraju vegetacijske sezone (Orians i sar., 2011).
Medutim, uzorkovanje biljaka M. perennis koje su koriS¢ene u ovom istrazivanju
obavljeno je krajem maja i pocetkom juna, tako da zabeleZzeno smanjenje sadrzaja
TNCC i TSPC verovatno nije posledica fenoloskih procesa. Smatra se da napadi
herbivora takode mogu da uti¢u na obrasce alokacije resursa iz listova u druge organe.
Naime, u uslovima povecanog pritiska od strane herbivora, produkti fotosinteze se
transportuju iz listova u druge organe (Orians i sar., 2011), $to moZe biti deo defanzivne
strategije biljaka, s obzirom na to da se smanjenjem nutritivne vrednosti listova moze
smanjiti verovatnoc¢a napada herbivora (Schultz i sar., 2013).

Nasi rezultati nisu u skladu sa modelom Boege i Marquis (2005) prema kome su
kod viSegodisnjih vrsta, prisutni visoki nivoi odbrane nakon zavrSetka reprodukcije.
Kod M. perennis sadrZaj defanzivnih sekundarnih metabolita (ukupnih fenola i
kondenzovanih tanina) bio je nizi u listovima biljaka u post-reproduktivnoj fazi, sto je u
skladu sa pretpostavkama modela Boege i Marquis (2005) koji se odnosi na
jednogodisnje vrste. Skorijom meta-analizom pokazano je da kod zeljastih vrsta zaista
postoji opsta tendencija smanjivanja nivoa odbrane tokom adultnog stadijuma razvic¢a
(Barton i Koricheva, 2010). Rezultati naseg istrazivanja su u saglasnosti sa zakljuckom
do kog je doSao Massad (2013), da su zeljaste vrste biljaka u fazi cvetanja i

plodonosenja bolje zasticene od herbivora u odnosu na kasnije faze u razvicu. U
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studijama na drugim zivotnim formama (Lawrence i sar., 2003; Boege, 2005; Goodger i
sar., 2013; Karolewski i sar., 2013; Zhang i sar., 2016) zabelezeno je da se obrasci
ulaganja u sintezu odbrambenih jedinjenja menjaju u toku ontogenije u skladu sa
pretpostavkama hipoteze optimalne odbrane, Sto naSi nalazi podrZavaju. Smatra se da
oStecenje listova tokom ranijih ontogenetskih stadijuma znacajno utice na smanjenje
fitnesa biljaka, pa bi bilo ocekivano da nivoi odbrane budu viSi tokom mladih
ontogenetskih stadijuma. SkoraSnjom meta-analizom potvrdeno je da se nivo
defanzivnih jedinjenja u listovima smanjuje tokom strenja (McCall i Fordyce, 2010),
naroCito kada su u pitanju sadrzaj ukupnih fenola i kondenzovanih tanina (Brunt i sar.,

2006; Boege i Marquis, 2006; Bixenmann i sar., 2013).

Uticaj velicine biljaka, nutritivnih i defanzivnih osobina listova na stepen herbivorije u

razlicitim ontogenetskim stadijumima

U naSem istrazivanju, razli¢ite osobine biljaka su uticale na stepen herbivorije u
razli¢itim ontogenetskim stadijumima. U reproduktivhom stadijumu nivo osStecenja je
znacajno bio povezan samo sa sadrzajem ukupnih nestrukturnih ugljenih hidrata, dok su
u post-reproduktivnoj fazi na LAR uticale osobine veli¢ine biljaka 1 sadrzaj
kondenzovanih tanina.

Listovi biljaka M. perennis u reproduktivnoj fazi sa nizim sadrzajem ukupnih
nestrukturnih ugljenih hidrata bili su viSe oSteceni. Kao §to je ve¢ navedeno, ovakav
obrazac korelacija izmedu stepena herbivorije 1 nutritivne vrednosti listova moze biti
objaSnjen kompenzatornim konzumiranjem veée koliCine tkiva loSijeg kvaliteta
(Cornelisen i Stiling, 2005; Lusk i sar., 2010). Osim sadrzaja ugljenih hidrata, smatra se
da sadrzaj azota i1 vode u listovima takode moze da uti¢e na stepen herbivorije (White,
2008; Agrawal i Weber, 2015). Medutim, kod M. perennis sadrzaj vode i ukupnih
solubilnih proteina nisu bili povezani sa stepenom herbivorije. Odsustvo efekta LWC i
TSPC na stepen oStecenja listova ukazuje na c¢injenicu da herbivori ne konzumiraju
veliku koli¢inu tkiva sa viS§im sadrzajem proteina, ve¢ prilagodavaju svoju ishranu
putem izbalansiranog unosa ugljenih hidrata i azota (Raubenheimer i sar., 2009).

U naSem istrazivanju sadrzaj sekundarnih metabolita u listovima M. perennis

uglavnom nije uticao na stepen oStecenja. Medutim, u post-reproduktivnoj fazi sadrzaj
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kondenzovanih tanina u listovima M. perennis bio je negativnho povezan sa stepenom
oStecenja listova. Postojanje negativnih korelacija izmedu stepena herbivorije i sadrzaja
kondenzovanih tanina zabelezene su kod mnogih vrsta (Salminen i Karonen, 2011).
lako su kod M. perennis tokom reproduktivne faze vrednosti TCT bile viSe u odnosu na
post-reproduktivnu, nije utvrdeno postojanje povezanosti izmedu TCT 1 stepena
herbivorije. Jedno od objasnjenja opisanih obrazaca povezanosti TCT i stepena
herbivorije tokom dva ispitivana ontogenetska stadijuma mozZe biti vezano za sastav
zajednica herbivora. Postoji moguénost da su ranije tokom sezone na staniStu viSe
prisutni herbivori specijalisti na koje sadrzaj kondenzovanih tanina ima slab efekat, dok
se kasnije sastav zajednice menja tako da su na starijim biljkama brojniji herbivori
generalisti (Ochoa-Lopez et al., 2015) na koje TCT moze imati veci uticaj. Medutim,
Joern 1 saradnici (2012) su pokazali da je uoceni sastav zajednica herbivora u vecoj
meri povezan sa biomasom biljaka nego sa njihovim nutritivnim i defanzivnim
osobinama.

Kod M. perennis u post-reproduktivnoj fazi zabelezen je pozitivan odnos izmedu
veli¢ine biljaka (visine i ukupne povrSine listova) i stepena herbivorije, $to je u
saglasnosti sa pretpostavkama PVH hipoteze (Price, 1991) i rezultatima dobijenim na
drugim model sistemima (Santos et al., 2010; Santos and Fernandes, 2013; Espirito-
Santo et al., 2012). Medutim, u nasem istrazivanju nije utvrdeno postojanje znacajnog
odnosa izmedu stepena herbivorije 1 veli¢ine biljaka u reproduktivnoj fazi. Kod
Anacardium occidentale zabeleZena je pozitivna korelacija izmedu veli¢ine biljaka i
listova, 1 stepena herbivorije samo kod adultnih stadijuma u razvicu, dok kod mladih
ontogenetskih faza ovaj odnos nije uoCen (Santos i Fernandes, 2010). Autori su kao
objasnjenje opisanog obrasca korelacija izmedu stepena herbivorije 1 veli¢ine biljaka u
razli¢itim ontogenetskim stadijumima ponudili jednu od pretpostavki PVH hipoteze.
Naime, tokom ontogenije menja se i veli¢ina biljaka, pri ¢emu starije i krupnije biljke
vremenom postaju uocljiviji izbor hrane herbivorima. Medutim, veli¢ina biljaka M.
perennis se nije razlikovala izmedu reproduktivne i post-reproduktivne faze, tako da
navedeno objasnjenje nije mogucée primeniti na M. perennis. Postoji moguénost da
tokom trajanja reproduktivne faze, na interakcije sa herbivorima utiCu osobine
nutritivnog kvaliteta listova (ukupnim sadrzajem nestrukturnih ugljenih hidrata), dok

tokom post-reproduktivne faze na interakciju herbivora uti¢e veli¢ina biljaka.
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Polno-specificne razlike u stepenu herbivorije i analiziranim osobinama biljaka U

zavisnosti od ontogenetskog stadijuma

Obrasci polnog dimorfizma u stepenu herbivorije i ispitivanim osobinama biljaka
i listova razlikovali se se izmedu biljaka u reproduktivnoj i post-reproduktivnoj fazi. U
reproduktivnoj fazi nutritivni kvalitet listova (TSPC) i sadrzaj defanzivnih jedinjenja
(TPhC) znacajno su se razlikovali izmedu polova, dok interseksualne razlike u stepenu
ostecenja nisu uocene. Nasuprot tome, u post-reproduktivnoj fazi polovi su se nalazili
pod razli¢itim pritiscima herbivora pri ¢emu je ukupna povrsina listova bila jedina
osobina u kojoj je bio prisutan polni dimorfizam.

Kao §to je veC istaknuto, ¢eS¢e su zabelezeni slucajevi u kojima su muske biljke
bile viSe oSte¢ene aktivnoS¢u herbivora (Cornelissen i Stiling, 2005a), medutim, iako
rede, kod nekih model sistema Zenske biljke su zbog vece nutritivne vrenosti i/ili nizih
defanzivnih nivoa bile pod viSim pritiskom herbivora (Petterson i sar., 2009; Kabir i
sar., 2014; Maldonado-L6pez i sar., 2014). Listovi Zenskih biljaka M. perennis u post-
reproduktivnom stadijumu su bili viSe oSteceni, medutim u ovoj fazi nisu zabeleZene
razlike medu polovima u nutritivnim i defanzivnim osobinama listova. Postoji
mogucénost da je koncentracija nekih drugih defanzivnih SM, koji nisu bili ispitivani u
ovom istrazivanju (npr. alkaloida), bila niza u listovima zenskih biljaka, sto je moglo da
utiCe na povecan stepen herbivorije kod Zenskog pola. lako se smatra da je, usled
postojanja uzajamnih ogranicenja, zenski pol obi¢no bolje zasti¢en od napada herbivora,
jer poseduje vece sadrzaje defanzivnih jedinjenja, u nekim od istraZivanja zabelezeno je
I suprotno. Tako su npr. Bafiuelos i sar. (2004) pokazali da je sadrzaj antrakinona kao
defanzivnog SM u listovima muskih biljaka Rhamnus alpinus bio znacajno visi.

Smatra se da, kod dvodomih vrsta biljaka, pol koji viSe resursa ulaze u proces
reprodukcije ima smanjenu stopu rasta, odnosno manju biomasu (Obeso, 2002). Kod M.
perennis je u post-reproduktivnoj fazi utvrdeno prisustvo polnog dimorfizma u ukupnoj
povrsini listova kada su Zenske biljke posedovale manji TLA, medutim u reproduktivnoj
fazi ove razlike nisu zabeleZene. Postoji moguénost da kod Zenskih biljaka dolazi do
redukcije stope rasta usled nizeg sadrzaja proteina, odnosno nizeg fotosintetskog
kapaciteta, tokom ranijih ontogenetskih stadijuma (Obeso, 2002; Obeso i Retuerto,

2002). Navedeni faktori bi mogli da rezultuju manjom ukupnom povrsinom listova kod
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zenskih biljaka u post-reproduktivnoj fazi, sto je i zabelezeno kod M. perennis.
ViSegodisnja istrazivanja na vrsti Rumex hastatulus su takode pokazala da se obrasci
polnog dimorfizma u osobinama veli¢ine biljaka takode mogu menjati tokom vremena
(Teitel i sar., 2016). Autori su promene u razlikama izmedu polova u visini povezali sa
vremenskom dinamikom ulaganja u reprodukciju i biomasu (Pickup i Barrett, 2012).
Sveobuhvatnija skoraSnja istrazivanja na ovom model sistemu su pokazala da se
promene u obrascima SSD tokom razvi¢a manifestuju ne samo u visini, ve¢ 1 u ukupnoj
biomasi biljaka. Naime, tokom reprodukcije resursi su usmereni u produkciju polena,
semena i plodova, dok se manje energije i metabolita alocira u vegetativni rast. Kod
vrsta koje se opraSuju vetrom, cvetanje muskih biljaka se odvija ranije u toku sezone.
Tokom cvetanja alokacija resursa u nadzemni vegetativni rast je smanjena, tako da
tokom pojavljivanja prvih cvetova nisu uocljive razlike izmedu polova u nadzemnoj
biomasi. Medutim, kasnije u toku sezone Zenske biljke nastavljaju da ulazu resurse u
formiranje semena i plodova, pri ¢emu se manje alocira u rast vegetativnih organa.
Opisanim razlikama u dinamici ulaganja u reprodukciju moguée je objasniti i
zabeleZene promene u obrascima polnog dimorfizma u veli¢ini kod M. perennis. Zenske
biljke usled dugotrajnijeg i veéeg ulaganja u reprodukciju verovatno imaju smanjenu
stopu rasta tokom reproduktivne faze, Sto bi dovelo do manifestovanja razlika izmedu
polova u TLA tek kasnije u toku sezone.

U ovom istrazivanju nije ustanovljeno postojanje statisticki znaéajnih razlika
medu polovima u sadrZaju ukupnih nestrukturnih ugljenih hidrata ni u jednom od
ispitivanih ontogenetskih stadijuma. S obzirom da biljke tokom reprodukcije ulazu veéu
koli¢inu ugljovodoni¢nih jedinjenja u formiranje semena i plodova, bilo bi ocekivano da
¢e alokacija pomenutih metabolita iz listova u reproduktivne strukture dovesti do pojave
polnog dimorfizma u sadrzaju TNCC. Medutim, opisani obrazac nije zabelezen kod M.
perennis. Sli¢ni rezultati su zabeleZeni na drugim model sistemima (DeSoto i sar., 2016;
Novak-Dyjeta i sar., 2017). Ovi autori su nepostojanje razlika izmedu polova u TNCC
objasnili visSim stopama razmene gasova i fotosinteze kod Zenskih biljaka kojim ovaj pol
nadomesc¢uje vece potrebe za ugljovodoni¢nim jedinjenjima.

Pokazano da zenske biljke M. perennis viSe ulazu u formiranje reproduktivnih
struktura i da poseduju ve¢i sadrzaj ukupnih fenola kao defanzivnih jedinjenja u

reproduktivnoj fazi. SliCan obrazac razlika izmedu polova u TPhC opisan je i kod
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drugih dvodomih vrsta (Cepeda-Cornejo i Dirzo, 2010; Zhang i sar., 2016). Medutim,
polni dimorfizam u sadrzaju kondenzovanih tanina nije zabelezen ni u jednom od
ispitivanih ontogenetskih stadijuma kod M. perennis, Sto je u skladu sa rezultatima
dobijenim istrazivanjima na Populus tremula (Robinson i sar., 2014).

Listovi muskih biljaka M. perennis u reproduktivnoj fazi imali su veci sadrzaj
ukupnih solubilnih proteina u odnosu na zenske biljke, dok je kod druge vrste istog
roda, M. annua, dobijen obrnut obrazac razlika (Sanchez-Vilas i Panell, 2011). Postoji
mogucénost da je azot iz listova Zenskih biljaka M. perennis u trenutku uzorkovanja bio
alociran u formiranje plodova. Istrazivanjima na Rhamnus alpines je pokazano da listovi
zenskih biljaka tokom obrazovanja plodova imaju nizi sadrzaj azota u listovima u
odnosu na muske biljke (Banuelos 1 Obeso, 2004). Sli¢no navedenom skorasnja studija
na zeljastoj, viSegodiSnjoj vrsti Honckenya peploides je pokazala da Zenske biljke
tokom Ccitave sezone, a naroCito tokom trajanja reproduktivne faze, alociraju vece
koli¢ine azota u reproduktivne strukture u odnosu na muske biljke (Retuerto i sar.
2017). Moguce je da se azot iz listova koristi za sintezu azotom bogatih defanzivnih
jedinjenja kao Sto su alkaloidi koji su prisutni u nadzemnim delovima M. perennis
(Lorenz i sar., 2010).

Medutim, u post-reproduktivnoj fazi razlike izmedu polova u sadrzaju solubilnih
proteina i ukupnih fenola nisu zabelezene. Sli¢an rezultat dobijen je u eksperimentalnoj
studiji na vrsti iz istog roda M. annua. Naime, kod M. annua uoc¢ene su razlike u
sadrzaju azota ranije u toku sezone, dok su tokom kasnijih faza u razvicu ove razlike
nestale, verovatno usled ogranicenih resursa u eksperimentalnim uslovima (Sanchez-
Vilas i Panell, 2011). Medutim, u slucaju M. perennis, biljke su sakupljane iz prirode, te
odsustvo razlika izmedu polova u sadrzaju solubilnih proteina tokom post-
reproduktivne faze verovatno ne predstavlja posledicu ograni¢enosti resursa u
pomenutoj fazi. Obimna istrazivanja na Populus trichocarpa i Populus balsamifera koja
su ukljucivala 34 vegetativne osobine biljaka, su ukazala na odsustvo polnog
dimorfizma u strukturama koje ne uéestvuju direktno u procesu reprodukcije (McKown,
1 sar., 2017). Dakle, postoji mogucénost da se nakon zavrSetka procesa reprodukcije,
kada dolazi do promena u obrascima alokacije resursa, sadrzaji metabolita u listovima
muskih i zenskih biljaka M. perennis izjednacavaju.

Polni dimorfizam u vegetativnim i biohemijskim karakteristikama biljaka je
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intenzivno proucavan fenomen (Barett i Hough, 2013). Medutim, znatno rede je
Istrazivano na koji se nacin obrasci polnog dimorfizma mogu menjati u zavisnosti od
ontogenetskog stadijuma biljaka (Teitel i sar., 2016; Retuerto i sar. (2017)). Polni
dimorfizam u vegetativnim osobinama predstavlja posledicu postojanja razlika u
obrascima reproduktivne alokacije (Obeso, 2002). Medutim, tokom razviéa polovi
alociraju razliCite tipove metabolita u reproduktivne strukture. Posledi¢no, obrasci
polnog dimorfizma u razlicitim tipovima jedinjenja se mogu menjati tokom ontogenije
(Teitel i sar., 2016). Retuerto i saradnici (2017) su istakli da je prilikom proucavanja
obrazaca polnog dimorfizma od izuzetne vaznosti u obzir uzeti i vremensku dimenziju,
odnosno ontogenetski stadijum u kom se prouCavane biljke nalaze, Sto je nase

istraZzivanje na Sumskom prosincu i potvrdilo.

5.3. Uticaj svetlosnih uslova na stani$tu na fluktuirajuéu asimetriju kao pokazatelj

razvojne nestabilnosti

Iako je uticaj razliCitih faktora stresa na nivoe fluktuiraju¢e asimetrije, kao
indikatora razvojne nestabilnosti, intenzivno proucavan, uticaj suboptimalnih uslova
svetlosti na FA biljnih organa je do skoro bio slabo istrazen (Miljkovi¢, 2012; Venacio i
sar, 2016; Moura i sar., 2017). Pokazano je da razvojnu nestabilnost listova moze da
prouzrokuje kako smanjen (Puerta-Pifiero i sar., 2008; Freeman i sar., 2003) tako i
povecéan intenzitet svetlosti (Alves-Silva i Del-Claro, 2013). Medutim, zabelezeni su i
slucajevi u kojima svetlosni uslovi nisu uticali na razvojnu nestabilnost listova. Tako su
npr. Sander 1 Mattheis (2017) studijom na zeljastoj visegodisnjoj biljci Silene vulgaris
pokazali da eksperimentalna manipulacija intenziteta svetlosti ne dovodi do znacajnih
promena u vrednostima fluktuirajuce asimetrije listova.

U naSem istrazivanju svetlosni uslovi staniSta nisu u velikoj meri uticali na nivoe
fluktuirajuce asimetrije M. perennis sto je u skladu sa zaklju¢kom Sander-a i Mattheis-a
(2017) da stresni uslovi ne moraju nuzno prouzrokovati promene u nivoima
fluktuiraju¢e asimetrije. Venacio i sar. (2016) su skrenuli paznju na to da bi, prilikom
proucavanja efekata stresa na razvojnu nestabilnost listova, trebalo imati u vidu i koja su
staniSta optimalna za konkretnu biljnu vrstu.

NaSa osnovna hipoteza je bila da izlaganje visokom intenzitetu svetlosti dovodi do
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razvojne nestabilnosti listova kod vrste M. perennis koja je tipi¢na skiofita. Medutim,
nasi rezultati nisu potvrdili postojanje znacajnog uticaja visokog intenziteta svetlosti na
vrednosti FA. Osim za vrednosti FApL i kompozitnog indeksa FAinp koje su se
statisticki znacajno razlikovali izmedu ispitivanih staniSta kontrasnog svetlosnog
inteziteta. Vrednosti pomenutih indeksa FA su bile viSe na staniStu izlozenom punoj
dnevnoj svetlosti u odnosu na staniSte sa vegetacijskom senkom. Dobijeni rezultatise
podudaraju sa studijama koje pokazuju da negativan uticaj raznovrsnih sredinskih
faktora ne mora nuzno uticati na razvojnu nestabilnost listova biljaka (Graham i sar.,
2010; Zverev i sar., 2018).

Skora$njim istraZivanjima utvrdeno je postojanje slabog efekta sredinskog stresa
na FA, ¢ak 1 kada su biljake izlagane snaznom stresu u eksperimentalnim uslovima
(Costa i sar., 2013; Wadhwa i sar., 2017; Zverev i sar., 2018). Slab efekat stresa na FA
moze biti objaSnjen adaptiranjem biljaka na dugorocno izlaganje odredenom tipu stresa
(Anne 1 sar., 1998). Medutim, ukoliko sredinski stres ne uti¢e znacajno na smanjenje
fitnesa biljaka, onda se njegov negativan uticaj ne mora odraziti ni na nivoe FA (Beasley
i sar., 2013). Slab efekat svetlosnih uslova na vrednosti FA indeksa, moZe biti objaSnjen
1 ¢injenicom da je razvice listova iz istog nodusa medusobno manje zavisno u odnosu na
razvice leve i desne polovine istog lista (Sandner i Mattheis, 2017).

Smatra se da je prilikom prouCavanja razvojne nestabilnosti adekvatnije
kori¢¢enje kompozitnih indeksa fluktuiraju¢e asimetrije, nego indeksa izracunatih na
osnovu vrednosti pojedina¢nih osobina (Dongen, 2006; Miljkovi¢, 2012). Istovremenim
ispitivanjem veéeg broja osobina i izraCunavanjem viSekomponentnih indeksa FA
povecava se verovatnoca za utvrdivanje efekata stresa na razvojnu nestabilnostost
organa ili individue (Leung i sar., 2000). Rezultati na M. perennis su u skladu sa ovom
tvrdnjom s obzirom na to da su svetlosni uslovi na staniStu znacajno uticali na vrednosti
kompozitnog indeksa FAnD, dok je efekat svetlosnih uslova na indekse fluktuirajuée
asimetrije pojedinacnih osobina bio slabije izrazen. Biljke na stanistu izlozenom punoj
dnevnoj svetlosti posedovale su viSe vrednosti FAinp ¢ime je potvrdena inicijalna
hipoteza o vecoj razvojnoj nestabilnosti na stanistu izlozenom punoj dnevnoj svetlosti
koje je stresno za skiofitu kao Sto je Mercurialis perennis. Sli¢ni rezultati, tj. veée
vrednosti visekomponentnog indeksa FA na stresnijem staniStu, dobijeni su i kod

viSegodisnje zeljaste vrste Iris pumila (Miljkovi¢, 2012).
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Pokazano je u nekim slucajevima da ¢ak i visok intenzitet stresa, Koji moze da
prouzrokuje smanjenje biomase biljke za 60%, ne mora imati znacajan efekat na
vrednosti FA (Sandner i Mattheis, 2017). U naSem istraZivanju, biljke na staniStu
izlozenom punoj dnevnoj svetlosti imale su manju visinu izdanaka i manju ukupnu
povrsinu listova, ¢ime je pokazano da visok intenzitet svetlosti zaista predstavlja faktor
stresa za biljke M. perennis.

Tokom razvica lisne ploce dolazi do njenog prilagodavanja na uslove spoljasnje
sredine, usled ¢ega se moze ocekivati da se vrednosti FA odrzavaju na relativno niskom
nivou. Pokazano je da se simetricnost listova moze povecavati tokom vegetacijske
sezone (Freeman 1 sar., 2003), pa je moguée da se sa starenjem listova nivoi FA
smanjuju. Postoji moguénost da iz navedenih razloga kod M. perennis nije pronaden jak
efekat svetlosnih uslova na nivoe FA. Sa druge strane, postojanje razlika u FA
vrednostima duzine drSke i nepostojanje razlika u nivoima FA ostalih ispitivanih
osobina listova izmedu staniSta izlozenih razli¢itim svetlosnim uslovima, moze biti
objasnjeno cCinjenicom da su osobine listova u razliitoj meri osetljive na uticaj

sredinskog stresa (lvanov i sar., 2015).

Odnos izmedu fluktuirajuce asimetrije 1 stepena herbivorije pod razlicitim svetlosnim

uslovima stanista

Indeksi fluktuiraju¢e asimetrije se obi¢no smatraju dobrim indikatorima nivoa
sredinskog stresa, a ujedno i razvojne nestabilnosti (Graham, 2010). Ukoliko biljke
izlozene stresu predstavljaju kvalitetniji izvor hrane herbivorima (Cornelissen i Stiling,
2005b), bilo bi ocekivano da su biljke sa viSim nivoima FA pod veéim pritiskom
herbivora (Lempa i sar., 2000). Osnovna hipoteza u ovom istrazivanju je bila da se
biljke M. perennis na staniStu izlozenom punoj dnevnoj svetlosti nalaze pod vec¢im
stresom i da poseduju viSe vrednosti FA indeksa. Prema pretpostavkama PSH hipoteze,
biljke sa pomenutog stanista nalazile bi se pod veéim pritiskom herbivora. Na stanistu
izloZenom punoj dnevnoj svetlosti listovi M. perennis su bili viSe osteceni aktivno$cu
herbivora, pri ¢emu su su neki od merenih indeksa FA bili visi (FArL i FAnD). Kod
muskih biljaka FAgsa (na staniStu izlozenom punoj dnevnoj svetlosti) i FAmvL (na

staniStu pod vegetacijskom senkom) su bili statisticki zacajno korelisani Sa stepenom
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herbivorije, medutim indeks korelacija bio nizak. Osim navedenih, nije ustanovljeno
prisustvo znacajnih korelacija izmedu ostalih FA indeksa i stepena herbivorije.

Odnos izmedu razvojne nestabilnosti kvantifikovane indeksima flutuirajuce
asimetrije 1 stepena herbivorije je intenzivno proucavan, medutim dobijeni su oprecni
rezultati (Cornelissen i Stiling, 2011). Neke od studija pokazale su postojanje pozitivnog
odnosa izmedu FA i stepena herbivorije (Cuevas — Reyes i sar., 2011; Cornelissen i
Stiling, 2011; Ribeiro i sar., 2013; Santos i sar., 2013; Cuevas — Reyes i sar., 2013;
Fernandes 1 sar., 2016), dok u slucaju nekih model sistema pomenute korelacije nisu
zabelezene (Auslander i sar., 2003; Hagen i sar., 2008; Costa i sar., 2013). Rezultati
naseg istrazivanja su u saglasnosti sa rezultatima istrazivanja na vrstama Rhamnus
alpinus (Bafiuelos i sar., 2004) i Coccoloba cereifera (Telhado i sar., 2010) u kojima
nije utvrdeno prisustvo znacajnog odnosa izmedu FA 1 stepena herbivorije.

Bitno je naglasiti da je pozitivna korelacija izmedu vrednosti FA indeksa i stepena
herbivorije najcesce zabelezena kod biljnih vrsta kojima se herbivori endogeno hrane
(npr. insekti koji formiraju gale) (Cornelissen i Stiling, 2011). Smatra se da listovi
biljaka koje su izlozene stresu poseduju vecée koli¢ine azota i manje sarZaje defanzivnih
sekundarnih metabolita (Lempa i sar., 2000). U slucaju biljnih vrsta kojima se herbivori
hrane egzogeno (npr. insekti koji konzumiraju lisnu plocu), moguce je da nivoi FA nisu
pouzdan indikator nutritivne vrednosti i sadrzaja defanzivnih jedinjenja u listovima.
Meta-analizom je pokazano da odredene grupe herbivora izbegavaju biljke koje su
izloZene stresu, iako su one zaista povoljniji izvor hrane, jer poviSen sadrzaj azota u
njihovim listovima moZe biti praen smanjenjim sadrzajem vode, ¢ime je insektima
otezan pristup azotu (Huberty i Denno, 2004). Sli¢no nalazima Bafiuelos i saradnika
(2004) koji nisu pronasli statisticki znaCajnu povezanost sadrzaja defanzivnog
sekundarnog metabolita antrakinona u listovima i FA, ni mi nismo utvrili postojanje
korelacija izmedu vrednosti FA indeksa i vrednosti nutritivnih i defanzivnih osobina

listova M. perennis.

Polno specificne razlike u fluktuirajucoj asimetriji pod razlicitim svetlosnim uslovima

staniSta

Uticaj sredinskog stresa na razlike izmedu polova u performansama dvodomih vrsta

87



biljaka (npr. biomasi, visini izdanaka, fotosintetskoj aktivnosti, stopi rasta) predstavljaju
fokus mnogih istrazivanja u oblasti evolucione ekologije (Retuerto i sar., 2018). lako se
smatralo da je Zenski pol manje tolerantan na poviSene nivoe stresa, usled postojanja
uzajamnih ogranicenja, Simancas i sar. (2018) su u dobili rezultate kojima se potvrdjuje
da su zenske biljke visegodiSnje zeljaste vrste Urtica dioica tolerantnije na abioticki
stres u odnosu na muske biljke. Medutim, polovi mogu biti jednako osetljivi na
negativan uticaj abiotckog i biotickog stresa (Juvany i Munné-Bosch, 2015). Posto su
neka od ranijih istrazivanja na M. perennis ukazala na to da su Zenske biljke osetljivije
na povecanje intenziteta svetlosti na staniStu (Vandepitte i sar., 2009), u ovoj studiji
istrazivano je potencijalno prisustvo razlika izmedu polova u nivoima FA, kao
pokazatelja razvojne nestabilnosti, u odnosu na svetlosne uslove na stanistu. lako je bilo
o¢ekivano da vrednosti FA indeksa budu viSe kod Zenskog pola, nisu zabelezene
znacajne razlike izmedu polova u nivoima fluktuiraju¢e asimetrije, $to se podudara sa
rezultatima studije Juvany i Munné-Bosch, (2015) da polovi mogu biti jednako osetljivi
na negativan uticaj stresa.

Do danas je sproveden manji broj studija (Bafiuelos i sar., 2004; Inbar i Kark,
2007) kojima je proucavan efekat pola biljaka istovremeno na stepen herbivorije i na
nivo razvojne nestabilnosti listova, koji je kvantifikovan pomocu indeksa fluktuirajuce
asimetrije. Inbar i Kark (2007) su pored efekta pola, proucavali i efekat sredinskih
uslova na stepen herbivorije 1 nivoe razvojne nestabilnosti listova. Nije utvrdeno
postojanje polno-specifi¢nih razlika u vrednostima FA indeksa kod M. perennis, u
uslovima pune dnevne svetlosti i vegetacijske senke, Sto je u saglasnosti sa rezulatima
do kojih su dosli Barfiuelos i sar. (2004) na dvodomoj Zbunastoj vrsti Rhamnus alpinus.
Istrazivanje na M. perennis pruza znacajan doprinos proSirivanju saznanja o tome na
koji nacin na korelacije izmedu herbivorije i FA mogu da uti¢u istovremeno svetlosni

uslovi na stanistu i pol biljaka kod visegodisnjih, dvodomih zeljastih vrsta.
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- Biljke Mercurialis perennis na staniStu izloZzenom punoj dnevnoj svetlosti
pretrpele su veci stepen oStecenja izazvanog aktivnosc¢u herbivora, iako su bile znacajno
manje (nize i sa manjom ukupnom povrsinom listova), posedovale listove sa manjim
vrednostima SLA i nize nutritivne vrednosti (sa manjim sadrzajem vode i solubilnih
proteina) u poredenju sa biljkama sa staniSta pod vegetacijskom senkom. Pomenuti
nalazi su u skladu sa postoje¢im tumacenjem o kompenzatornom konzumiranju tkiva
nize nutritivne vrednosti. Rezultati ove studije ukazuju na prisustvo diferencijalne
herbivorije kod M. perennis u odnosu na svetlosne uslove stanista.

- Razli¢ite osobine biljaka su uticale na stepen herbivorije u zavisnosti od
svetlosnih uslova staniSta. Na oba ispitivana stanista, listovi sa niZzim vrednostima
specifi¢ne lisne povrsine su bili viSe oSteceni. lako bi bilo oc¢ekivano suprotno, smatra
se da u ovom slucaju korist po herbivore, u energetskom smislu, moze biti ve¢a. Na
stanistu izlozenom punoj dnevnoj svetlosti stepen herbivorije je bio negativno povezan
sa sadrZzajem vode u listovima, a na staniStu pod vegetacijskom senkom sa visinom
biljaka 1 sadrzajem solubilnih proteina. Ovim istrazivanjem pokazano je da znacajniju
ulogu u interakcijama izmedu M. perennis i herbivora imaju morfoloSke osobine biljaka
u odnosu na sadrzaj ispitivanih defanzivnih sekundarnih metabolita. Navedeni rezultati
potvrduju nova saznanja o izuzetnoj kompleksnosti odnosa izmedu sekundarnih
metabolita i stepena hrebivorije.

- Istrazivanje promena u stepenu herbivorije tokom ontogenije pokazala su da su
biljke u post-reproduktivnoj fazi bile vise oste¢ene aktivno$cu herbivora, iako su njihovi
listovi posedovali nizu nutritivnu vrednost (sa manjim sadrZzajem vode i solubilnih
proteina) i niZze nivoe odbrane (sa nizim sadrzajem ukupnih fenola i kondenzovanih
tanina). Zabelezeno smanjenje sadrzaja defanzivnih sekundarnih metabolita kod M.
perennis u post-reproduktivnoj fazi je u skladu sa osnovnim pretpostavkama hipoteze
optimalne odbrane.

- U zavisnosti od ontogenetskog stadijuma razliCite osobine biljaka su uticale na
stepen herbivorije. Kod biljaka u reproduktivnoj fazi sadrzaj ukupnih nestrukturnih
ugljenih hidrata bio je negativnho povezan sa stepenom herbivorije, Sto moze biti
objasnjeno fenomenom kompenzatorne ishrane. U post-reproduktivnoj fazi veli¢ina
biljke (odnosno visina i ukupna povrsina listova) je pozitivno uticala na stepen

herbivorije, Sto je u saglasnosti sa pretpostavkama hipoteze biljne vitalnosti, dok je
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sadrzaj kondenzovanih tanina bio negativno povezan sa stepenom herbivorije. Postoji
moguénost da tokom reproduktivne faze na interakcije izmedu biljaka i1 herbivora u
vecoj meri uti¢e nutritivna vrednosti tkiva, medutim, kasnije u toku sezone na stepen
herbivorije znacajnije uti¢e vitalnost biljaka.

- Konzistentne razlike u stepenu herbivorije izmedu muskih i zenskih biljaka M.
perennis nisu pronadene. Znacajne razlike u stepenu oste¢enja izazvanog aktivnoscéu
herbivora su utvrdene na stanistu izlozenom punoj dnevnoj svetlosti u uzorku iz 2016.
godine gde su muske biljke bile viSe oStecene. U analizi uticaja ontogenetskog
stadijuma na stepen herbivorije, polovi su se razlikovali u post-reproduktivnoj fazi, kada
su zenske biljke pretrpele vecéi stepen osStecenja. Navedeni rezultati ukazuju na
varijabilne obrasce razlika izmedu polova u stepenu oSte¢enja.

- Svetlosni uslovi na staniStu su uticali na obrasce polnog dimorfizma u sadrzaju
solubilnih proteina, ukupnih fenola i kondenzovanih tanina. Tokom ontogenije, razlike
izmedu polova su bile prisutne u sadrzaju solubilnih proteina i fenola samo u
reproduktivnoj fazi, a u post-reproduktivnoj fazi u ukupnoj povrsini listova. Navedeni
rezultati mogu biti interpretirani u kontekstu fenologije procesa reprodukcije, kao i
razlika izmedu polova u reproduktivnoj alokaciji i tipovima metabolita koji se ulazu u
formiranje cvetova i plodova.

- Indeksi fluktuiraju¢e asimetrije FApL I FAnD bili su znacajno visi na staniStu
izlozenom punoj dnevnoj svetlosti, dok se vrednosti ostalih FA indeksa nisu znacajno
razlikovale izmedu stani$ta sa razli¢itim svetlosnim uslovima. Ovaj rezultat ukazuje na
to da su kompozitni indeksi fluktuirajuée asimetrije pouzdaniji indikatori razvojne
nestabilnosti na nivou citave individue, kao i da nisu sve osobine biljaka jednako
podlozne uticaju faktora stresa. Bilo bi o¢ekivano da izlaganje visokom intenzitetu
svetlosti predstavlja faktor stresa po tipi¢nu skiofitu, kakav je Sumski prosinac, te da bi
se biljke na tom staniStu nalazile pod veéim pritiskom herbivora. Ova hipoteza
delimi¢no je potvrdena s obzirom na to da je pokazano da stepen herbivorije jeste bio
viSi na staniStu izlozenom punoj dnevnoj svetlosti. Kod muskih biljaka FAgsa (na
staniStu izlozenom punoj dnevnoj svetlosti) i FAmvL (na staniStu pod vegetacijskom
senkom) bili su znacajno korelisani sa stepenom herbivorije, dok kod ostalih indeksa to
nije bio slucaj. Navedeni rezultati ukazuju na moguc¢i manji uticaj stresa na nivoe

razvojne nestabilnosti analiziranih osobina M. perennis.
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Mpwunor 1.

U3jaBa o ayTopcTBY

Nme u ipesume ayropa Capa JI. CenakoBuh
Bpoj unnexkca 53013/2012

NsjaBibyjem
Jla je JOKTOpCKa AUCepTaIyja moj| HaCJIOBOM

EdexTr nosa n xeTeporeHnx yciioBa CBETJIOCTH Y ONyJIalijaMa JIBOJJOME BPCTE
Mercurialis perennis L. Ha mudepenuujanny xepOuBopHjy

® pe3yaTar CONCTBEHOT UCTPAKUBAUKOT Pajia;

e Jla JIucepTandja y UEJIWHUA HH Yy JeJOBHMa HUje Omia MpenjioKeHa 3a CTHIIAmhE
JIpyre JIWIIOME TpeMa CTYIHjCKUM MpOrpaMHMa APYTUX BHCOKOIIKOJICKHX
YCTaHOBA;

® J1a Cy pe3yJITaTH KOPEKTHO HaBEIEHU U

e Jla HUCaM KpIIHO/Ja ayTOpcKa MpaBa W KOPHCTHO/JIa WHTEJEKTYaJHY CBOJUHY

JpYyTUX JIULA.
IHornmuc ayTopa
s P’ 2 y
Ay Y. A
VY Beorpany, (SHe  (hatedly

,’
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Mpwunor 2.

MU3jaBa 0 NCTOBETHOCTM LUTaMMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKoOr paja

Nme u ipesume ayropa Capa JI. CenakoBuh

Bpoj unnexkca 53013/2012

Crynujcku nporpam EBonyiimona 6uosoruja

Hacnos pana Edexru mona u xereporeHux yclioBa CBETIOCTH Y TOIMyJalijama JIBOJIOME
Bpcte Mercurialis perennis L. Ha nudepeHimjanny XxepOuBopHjy

MenTopu ap [parana [IsetkoBuh u np Hemama CranucaBsbeBuh

W3jaBibyjeM Aa je mTamMIiaHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA €JIEKTPOHCKO]
BEp3MjH KOjy caM Ipefao/Ja paaud NoxpameHa y JUTHTaJIHOM Pemno3uTopujymy
Yuusep3urera y beorpany.

Jlo3BospaBaM Ja ce 00jaBe MOjH JIMYHU MOAALM BE3aHU 3a 100Mjamke akaJeMCKOT Ha31uBa
JIOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UM M Mpe3nMe, TOANHA M MeCTO polema U 1aTyM of0paHe
pana.

OBM nWYHM momamM MOTy ce O0jaBUTH Ha MPEXKHHM CTPAaHHMIAMa JUTHTAIIHE
O6ubimoreke, y €JIeKTPOHCKOM KaTajlory u y myOnukanujama YHuBep3uteTa y beorpany.

Ilornuc ayropa

Ctatesty

A

V Beorpany,
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Mpwunor 3.

U3jaBa o kopuwhemwy

Opnamthyjem YHuBep3uteTcKky OuOmmoteky ,,CBerozap MapkoBuh® ma y Jururanau
peno3uTopujyM YHuBep3uTeTra y beorpany yHece Mojy JOKTOPCKY AMCEPTALUjy IO
HACIIOBOM:

EdekTy mosia 1 XeTeporeHux ycJaoBa CBETIOCTH Y HONVIIAM]aMa JBOAOME BPCTE
Mercurialis perennis L. Ha nudepeHumjatny xepOuBopujy

KOja je MOje ayTOpCKO JEJI0.
Jucepranujy ca CBUM MPHIIO3UMA TPEAao/sia caM y eJIeKTPOHCKOM (opMaTy MOTOJHOM
3a TPajHO apXUBHUPABHE.
Mojy IOKTOpCKY JAMCepTanujy TMoXpameHy Yy JWrutamsHoM peno3uTopujymy
VYuuBep3utera y beorpany m 10CTynmHY y OTBOPEHOM NPHCTYILy MOTY J1a KOPHUCTE CBU
KOjU TIOIITYjy ofpende caapxkaHe y onabpaHoMm Tuny juneHune KpeatuBHe 3ajenHurie
(Creative Commons) 3a K0jy cam ce O[Ty4qHro/Ja.
1. Aytopctso (CC BY)
2. AyropctBo — nekomepigjainao (CC BY-NC)
,@AyTopCTBo — HexomepumjainHo — 6e3 mpepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTopcTBO — HEKOMepIHjaTHo — aenut mox uctuM ycinosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyropctBo — 0e3 mpepana (CC BY-ND)
6. AyropcTtBo — nmenutu nox uctum ycinosuma (CC BY-SA)
(Monumo 11a 320KpyKHTE CaMo jeHY OJ] IECT MOHYl)eHUX JTHUILIECHIH.
Kparak omwc JHIIEHIH je cCacTaBHU JI€0 OBE H3jaBe).

ITornuc ayropa

[ A CetatedCH v

VY Bbeorpany, e
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1. AytopcTBo. /[03BOJbaBaTe YMHOXKABaWHE, TUCTPUOYITH]Y M JaBHO CAOIIIITABAE JIETIa,
U TIpepajie, ako ce HaBelle MMe ayTopa Ha Ha4MH ofipeheH of cTpaHe ayTopa Win
JlaBaolla JIMIICHIIE, YaK B y KoMepIiijanHe cBpxe. OBo je HajcIo00aHI]a O] CBUX
JUTICHITH.

2. AyTOpCcTBO — HeKOMepUHjaaHo. /[03BobaBaTe yMHOXKABaWke, TUCTPUOYIIN]Y U JaBHO
CaoIIIITaBaKE JIeTIa, U TIpepajie, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HaYuH ofpeheH of cTpaHe
ayTopa WM JaBaolia yuineHne. OBa JHIIEHIIA HE J03BOJbaBa KOMEPIHUjalIHY YHOTpedy
nena.

3. AyTOopcTBO — HeKoMepuHjajJHo — 0e3 mnpepana. Jlo3BospaBare yMHOXKaBambE,
TUCTpUOYIMjy ¥ jaBHO CAONINTaBame Jena, Oe3 MpPOMEHa, MPeoOIMKOBamka WU
ynotpe0e Aena y CBOM ey, ako Ce€ HaBele MME ayTopa Ha Ha4MH ofapeheH on cTpaHe
ayTopa WM naBaonia JinneHne. OBa JHIICHIIA HE J03BOJhaBa KOMEPIHjaIHY YHOTpeOy
nena. Y OJHOCY Ha CBE OCTalie JIMIICHIIE, OBOM JIMIIEHIIOM C€ OTpaHWYaBa HajBehn oOuM
npasa Kopuirhema fena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIHjaJIHO — JAeJUTH TMOJ UCTUM ycjaoBuma. J[o3BospaBare
YMHOXaBambe, AUCTPUOYIM]Y U jaBHO CAOMIITaBamkE JeNla, U Tpepaje, ako ce HaBele
uMe ayTopa Ha HauyMH ofpeheH on cTpaHe ayropa WM JaBaolla JIMIICHIIE M aKo ce
npepaga AWCTpUOyHpa TOA HUCTOM WM CIMYHOM JmieHinoMm. OBa JUIeHIA He
JI03BOJbaBa KOMEPIIHjaIHy yrnoTpeOy Jena u npepajia.

5. AytopcTrBo — 0e3 mpepaaa. J[o3BosbaBaTe yMHOXaBambe, JUCTPUOYIHM]Y U jaBHO
caomITaBame jena, 0e3 mpomMeHa, MpeoOIMKOBama UK YIOTpeOe Jena y CBOM Jeny,
aKo ce HaBe/le MME ayTopa Ha HauuH ofpeheH on cTpaHe ayropa WM 1aBaola JIUIEHIIE.
Oga nuIieHI1a 103B0JbaBa KOMEPIIHjaIHY yIIOTpeOy aena.

6. AyTOpPCTBO — IeJIUTH MO HCTHM ycJa0BUMA. J[03BOJbaBaTe yMHOXKABAbE, TUCTPUOYIH]Y U
jaBHO caoniuTaBame Acja, U IMpepanac, ako €€ HaBCAC NMC ayTOpa Ha HAYUH onpeljeH O CTpaHC
ayTopa WIH [1aBaolla JMICHIIC M aKo Ce Tpepaaa MUCTPUOyHpa TOJ WUCTOM WU CIHIHOM
murieHioM. OBa JIMIIEHIIA T03BOJbaBa KOMEPIHjaTHy YIoTpeOy aema u mpepama. CindHa je
CO(l)TBepCKI/IM JIMIICHIIaMa, OAHOCHO JIMIICHIIaMa OTBOPCHOI' KOAA.
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