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1.UVOD

1.1. Rod Campanula L

Vrste roda Campanula (hr. zvon¢ié¢i) su jednogodiSnje, dvogodisnje ili viSegodisnje zeljaste
biljke, polugrmovi, rozetaste ili jastuCaste forme. Listovi su cjelovitog ruba, naizmjeni¢no
rasporedeni, rjede nasuprotni, po rubu cjeloviti ili nazubljeni, bez zalistaka, sjede¢i ili sa
peteljkama. Cvjetovi su entomofilni, dvospolni, radijalno simetri¢ni i skupljeni u grozdaste,
metlicaste, klasaste ili glavicaste cvatove ili su pojedinacni. OpraSivaci su najceSce solitarne
péele, a na visim nadmorskim visinama bumbari. Caska ima pet zubaca izmedu kojih ponekad
postoji nastavci. VjencCi¢ je obi¢no ljubicast, graden od pet latica koje su djelomi¢no srasle
bazalnim dijelom, dok su im gornji dijelovi slobodni (SI. 1). Oblik vjenci¢a je zvonast ili
ljevkast. Prasnika je pet, nisu srasli te imaju trokutasto proSirene baze filamenata iznad
plodnice. Plodnica je podrasla, cenokarpna, sastavljena od tri plodna lista s velikim brojem
sjemenih zametaka. Vrat tucka je u gornjem dijelu dlakav, a njuska je razdijeljena na tri
dijela. Plod je tobolac koji se otvara bazalnim, medijalnim ili vr$nim porama. Vecina
predstavnika roda Campanula se odlikuje proteroandri¢nim cvjetovima (Kovaci¢ 2006).

Rod Campanula je najbrojniji rod porodice Campanulaceae (Park i sur. 2006). Procjena je
da se u njemu nalazi izmedu 300 1 450 vrsta, koje su rasprostranjene od Arktika i umjerene
zone severne hemisfere na jug do isto¢ne Afrike, juzne Azije i severnog Meksika (Lammers
2007). Kako su morfoloski karakteri svojti unutar roda Campanula jako varijablni, a vise
filogenetskih studija je pokazalo da je rod Campanula polifiletskog ili parafiletskog
podrijetla, ni danas ne postoji jedna opée prihvatljiva klasifikacija cijelog roda (Kovaci¢ 2004,
2006).

S druge strane puno uspjes$nije su provedena parcijalna taksonomska i filogenetska
istrazivanja roda, kao Sto su npr. agregati i kompleksi, koji su morfoloski, citoloski, karioloski
1 biogeografski dobro definirani (LakusSi¢ 1 sur. 2013), a 1 na filogenetskim stablima obicno
formiraju dobro podrzane monofiletske skupine. U tim istrazivanjima ove manje skupine su
podvrgnute multidisciplinarnim analizama (Eddie i sur. 2003) pri ¢emu su obi¢no rezultati
molekularnih i statistickih analiza usporedeni s tradicionalnim sustavima klasifikacije. Ova
istrazivanja su omogucila razjasnjenje taksonomskih problema izmedu evolucijski srodnih i
geografsko bliskih skupina i svojti (Kovaci¢ 2004), a dovela su i do toga da je nekim svojtama
promijenjen taksonomski status ili su prebac¢ene u drugi rod ili vrstu (npr. Frajman &
Schneeweiss 2009, Lakusi¢ & Conti 2004).



Slika 1. Campanula portenschlagiana Roem. et Schult. (Portenslagov zvonéi¢) s
poluotoka Peljesca (Snimka: Sandro Bogdanovié).

Jedan od glavnih centara raznolikosti roda Campanula je Mediteran s oko 250 vrsta i
velikim brojem endema. Balkanski poluotok i okojadransko podru¢je kao dio isto¢nog
Mediterana se odlikuje velikim raznolikos¢éu roda Campanula. Na ovom podruéju
predstavnici roda se pojavljuju na razli¢itim stani$tima, od obala do najvisih planina (Kovaci¢
2004). Pretpostavlja se da na Balkanskom poluotoku ima znacajan broj kripti¢nih svojti kao i
onih zapostavljenin koji su kao sinonimi ukljueni u ve¢ prihvacene svojte (npr. C.
austroadriatica D. Lakusi¢ & Kovaci¢) (Lakusic i sur. 2013). Isto tako, usprkos visegodi$njim
terenskim istrazivanjima Balkanskog poluotoka i dalje se pronalaze nove vrste i podvrste
(Bogdanovic¢ i sur. 2014 a i b, Bogdanovic i sur. 2015).

Sve ovo ukazuje na to da u taksonomskom smislu rod Campanula jo$ nije proucen na

zadovoljavajuéi nacin.

1.2. Izofiloidni zvoncici

Unutar roda Campanula postoje dvije velike skupine vrsta koje se morfoloski lako
razlikuju po tipu listova. Jednakolistni ili izofilni zvon¢ié¢i su skupina vrsta koja se odlikuje
postojanjem samo jednog oblika lista bilo da se radi o listovima smjeStenim prizemno ili na
stabljici. Kod ove skupine svi listovi su srcolikog oblika i s jasno izrazenim lisnim
peteljkama. Osim listova za ovu skupine su karakteristi¢ni uspravni tobolci koji se otvaraju s
bazalnim porama i sjemenke s izrazenom hrptastom lupinom. Paralelna evolucijska grana

jednakolisnim zvonci¢ima je skupina heterofilnih vrsta za koju je karakteristi¢na heterofilija.



Bazalni listovi su srcoliki na peteljkama dok su stablji¢ni lancetasti bez peteljke. Osim u gradi
listova pokazalo se da izmedu heterofilnih i izofilnih zvonciCa postoje i druge znacajne
morfoloske razlike. Tako su npr. za heterofilnu skupinu karakteristi¢ni viseci tobolci i glatke

sjemenke (Kovaci¢ 2006).

Izofiloidni zvonéi¢i su manja skupina vrsta koja po svojim morfoloskim osobinama
predstavlja prijelaznu skupinu izmedu izofilnih i heterofilnih zvonc¢i¢a. Morfoloske osobine
koje izofiloidni zvonci¢i dijele s izofilnim vrstama su zvjezdasti vjencié, uspravni tobolci,
oblik zubaca ¢aSke kao i broj kromosoma (n = 34). S druge strane izofiloidni zvon¢i¢i imaju

razli¢ito gradene bazalne i stablji¢ne listove kao i heterofilne vrstea (Kovaci¢ 2004, 2006).

Unutar izofiloidnih zvonéica ubrajaju se vrste Campanula pyramidalis i C. waldsteiniana,
ali i karpatski paleoendem C. carpatica Jacq., talijanski subendem C. morettiana Rchb. te
insubrijski endem C. raineri Perpenti (Park i sur. 2006, Liber i sur. 2008). Zanimljivo je kako
se na filogenetskim stablima izofiloidni zvonci¢i povezuju jace sa skupinom heterofilih nego
izofilnih zvoncica pa bi mozda za njih bio bolji naziv heterofiloidni zvoncici (Kovaci¢ 2006).
No, bez obzira na naziv ove skupine treba imati na umu da srodstveni odnosi izofiloidnih
zvoncica sa drugim zvonci¢ima i skupinama, kao i taksonomija unutar same skupine jos$
uvijek nisu razjasnjeni te da su potrebna dodatna znanstvena istrazivanja u tom smjeru

(Kovaci¢ 2006, Park i sur. 20006).

1.3. Kompleks vrsta Campanula pyramidalis L.

Sve wvrste kompleksa Campanula pyramidalis imaju slabo izrazenu heterofiliju,
dvogodisnje su do viSegodisnje biljke s jakim rizomom, stabljikom visine 40 — 200 cm, vise
ili manje zvjezdastim vjen¢iCem i cvjetovima smjeStenim u rahle i dugacke metlicaste
cvatove. Rasprostranjene su od Trsta na sjeverozapadu do planine Konjevksa (Bugarska) na
istoku i otoka Peloponez na jugu (Jankovié i sur. 2016).

Prema dosadasnjim istrazivanja mozemo reci kako je ovaj kompleks monofiletski (Park i
sur. 2006, Liber i sur. 2008) te da se u njega, premda je do sada opisana ¢ak 21 svojta,
najéeSc¢e ubrajaju samo tri vrste: Campanula pyramidalis L., C. secundiflora Vis. & Pancic i
C. versicolor Andrews (Fedorov i Kovanda 1976, Greuter i sur. 1984, Lammers 2007, Hartvig
1991, Lovasen-Eberhardt 2000, Kovaci¢ 2004, Nikolov 2005, Nikoli¢, 2012).

Nedavna molekularno-sistematska istrazivanja ukazuju na moguénost postojanja veéeg

broja vrsta (Lakusi¢ i sur. 2013). Isto tako dosadasnja taksonomska istrazivanja ukazuju na
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potrebu obimnijeg uzorkovanje te primjenu DNA-biljega brzeg evolucijskog tempa. U skladu
s tim razvijeni su mikrosatelitni biljezi za vrste unutar ovog kompleksa (Radosavljevi¢ i sur.
2015) i provedena populacijsko-geneticka analiza na prostoru rasprostranjenja tri vrste
(Jankovi¢ i sur. 2016). Dobiveni rezultati su ukazali na mogu¢nost postojanja vise od tri vrste
unutar kompleksa te potrebu daljnjih istrazivanja primjenom mikrosatelitnih biljega na

populacijskom uzorku cjelokupnog areala.

1.4. Cilj seminara

Cilj ovog seminara je prikaz recentnih istrazivanja filogenetske, taksonomske i
biogeografske problematike izofiloidnog kompleksa Campanula pyramidalis L.. U svjetskoj
znanstvenoj literaturi postoje tri znanstvena rada koja se direktno ti¢u ove problematike, a
objavljena su u posljednjih cetiri godine (Lakus$i¢ i sur. 2013, Radosavljevi¢ i sur. 2015,
Jankovi€ 1 sur. 2016). Ovaj zavrs$ni seminar je svojevrstan osvrt na rezultate tih istrazivanja,
ali i procjena kako ¢e izgledati istrazivanja u buducnosti ako se Zeli konacno razrijesiti

filogenetska, taksonomska i biogeografska pitanja vezana uz ovaj kompleks.

2. MOLEKULARNA FILOGENIJA KOMPLEKSA C. pyramidalis

Jedino do sada objavljeno istrazivanje filogenije kompleksa C. pyramidalis je ono
objavljeno u znanstvenom ¢asopisu Taxon (Lakusi¢ i sur. 2013). U tom istrazivanju izolirana
je DNA iz lisnih uzoraka 96 biljaka koje pripadaju razlic¢itim prirodnim populacijama.
Populacije su birane na¢in da ovi uzorci ravnomjerno pokrivaju cjelokupni areal kompleksa
(SI. 2).

Istrazivanje se temeljilo na prouc¢avanju raznolikosti sekvenca DNA jedne jezgrene (eng.
nuclear ribosomal internal transcribed spacers /nrITS/) i tri kloroplastne (psbA-trnH, psbz-
trnfM, trnG-trnS) nekodirajuce regije. Glavni ciljevi ovog istrazivanja bili su: (1) dobiti bolji
uvid u srodstvene odnose izmedu populacija vrsta C. pyramidalis, C. versicolor and C.
secundiflora te (2) provjeriti postoji li nekakav signal u molekularnim podacima Koji bi
podrzao postojanje dodatnih svojti unutar kompleksa. Nakon §to je odreden najvjerojatniji
model po kojem su sekvence evoluirale, konstruirane su srodstvene mreze koristeci tzv.
neighbor-net (NN) algoritam i srodstvena stabla koriste¢i dvije filogenetske metode:

maksimalnu Stedljivost (eng. Maximum parsimony) i Bayesovki pristup (eng. Bayesian



approach). Srodstvene mreze i srodstvena stabla konstruirana su za pojedinacne regije i za

kombinirani set podataka dobiven spajanjem svih istrazivanih regija DNA.

® C. pyramidalis (P.1)
O C. pyramidalis (P.2)
® C. pyramidalis (P.3)
@ C. secundiflora (S)
A C. versicolor (V)

7 Danul;e b
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Slika 2. Karta rasprostranjenja kompleksa Campanula pyramidalis L. s ozna¢enim
lokalitetima na kojima su skupljeni uzorci i njihovom taksonomskom pripadnoscu.
(preuzeto iz Lakusi¢ et al 2013)

Dobiveni rezultati snazno Su podrzavali postojanje vise od tri svojte unutar kompleksa.
Naime, prije ovog istrazivanja dominiralo je misljenje da je vrsta C. pyramidalis s.str.
rasprostranjena diljem jadranske obale i otoka, od Tr$¢anskog zaljeva na sjeverozapadu do
sjeverne Albanije na jugoistoku. Medutim, rezultati ovog istrazivanja detektirali su tri razlicite
skupine populacija u obliku tri dobro podrzane filogenetske grane u filogenetskim mrezama i
stablima (SI. 3). Dvije uocene skupine opisana su kao dvije zasebne vrste C. pyramidalis s.str.
(P.1) i C. austroadriatica sp. nov. (P.2), dok se trec¢a skupina (Campanula pyramidalis s.l.



(P.3)), usko srodna s vrstom C. secundiflora, nije dovoljno jasno odvojila da bi govorili o
zasebnoj vrsti.

Utvrdena granica izmedu dvije dobro odvojene vrste (C. pyramidalis s.str.; P.1 i C.
austroadriatica sp. nov.; P.2) protezala se dolinom rijeke Neretve. Ovakav rezultat je u skladu
s rezultatima nekolicine ranijih istrazivanja biljnih (npr. Kucera i sur. 2008, 2010; Surina i
sur. 2011) ali i zivotinjskih vrsta (npr. Podnar i sur. 2004, Krystufek i sur. 2007, Sotiropoulos
i sur. 2007) s ovog podrucja. Geoloski podaci sugeriraju isuSivanje sjevernog Jadrana tijekom
posljednjeg ledenog doba (npr. Combourieru Nebout & al., 2002) dok je juzni Jadran (tzv.
Otrantski bazen) kontinuirano prisutan sve do danaSnjih dana. Zanimljivo je kako se granica
izmedu C. pyramidalis s.str. (P.1) i juzno-jadranske vrste C. austroadriatica (P.2) u
potpunosti preklapa s polozajem Jadranskog mora tijekom posljednjeg ledenog doba.
Zakljucak je bio da dolina Neretve sama po sebi nije dovoljna barijera koja bi dovela do
specijacije, nego specijaciju treba pripisati velikim ekoloskim razlikama izmedu sjevernog
(kopno) i juznog Jadrana (more) u vrijeme posljednje oledbe. Ovo istrazivanje je jo§ jednom
pokazalo koliko je veliki utjecaj Sredozemnog mora na vegetaciju i opcenito na zivot u
Mediteranu i susjednom podrué¢jima i kako mala kolebanja u morskoj razini mogu imati imaju
snazan utjecaj na Zivi svijet.

U ovom istrazivanju ime Campanula pyramidalis L. povezano je iskljucivo s populacijama
iz sjevernojadranskog priobalja i otoka, a herbarijski primjerak LINN no. 221.12 odreden je

kao lektotip (http://www.linnean-online.org/956/). Zanimljivo je da je ovaj Linne-ov

herbarijski primjerak sakupljen s kultiviranog primjerka iz Botanickom vrtu u Uppsali
(Svedska) te da nigdje nije zabiljeZeno njegovo prirodno podrijetlo. Zbog te &injenice nije bilo
mogucée odrediti prirodni lokalitet lektotipa. Od morfoloskih osobina za ovu vrstu je
specifican jak odrvenjeli rizom na ¢ijem se vrhu razvijaju karakteristicne rozete listova 1
obi¢no jedna do ¢ak tri metra visoka stabljika koja na sebi nosi brojne cvjetove. Cvjetovi
imaju karakteristicne kratke zubice ¢aske koji su zavinuti prema natrag. Biljke ove vrste zive
dvije do maksimalno tri godine.

U radu je opisana nova vrsta iz juznojadranskog priobalja, a uz opis je prilozena i detaljna
ikonografija (Sl. 4). Kao holotip vrste Campanula austroadriatica D. Lakusi¢ & Kovacié, sp.
nov. je odreden herbarijski primjerak iz herbarija Sveucilista u Beogradu (BEOU) No. 31510
skupljen na lokalitetu Risan, Boka Kotorska, Republika Crna Gora. Za razliku od C.
pyradmidalis s.str., C. austroadriatica je opisana kao dugozivuca biljka sa gusto

isprepletenom rizomom iz kojeg izbija vise uspravnih stabljika s brojnim cvjetovima. Biljke
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Slika 3. Strogo dogovorno stablo dobiveno Bayesovskom analizom kombiniranih podataka
kloroplastnih (psbAtrnH, psbZ-trnfM, trnG-trnS) i jezgrenih (rITS) nekodiraju¢ih regija DNA.
Srodstveno stablo dobiveno primjenom metode Maksimalne $tedljivosti (MP) je imalo istu topologiju.
Brojevi iznad grana oznaCavaju Bayesovsku posteriornu vjerodostojnost, dok brojevi ispod grana
predstavljaju bootstrap vrijednosti u postocima. Brojevi na kraju grana su interne oznake jedinki u
analizi. (preuzeto iz Lakusi¢ et al 2013)



ove vrste rijetko narastu preko 150 cm, a cvjetovi su im na dugackim cvjetnim stapkama s
¢askama u obliku izduzenih zubiéa, zavinutih prema natrag.

Trec¢i skupina populacija (Campanula pyramidalis s.I. (P.3)), koja se u ovom istrazivanju
nije jasno odvojila kao zasebna vrsta, raste u kontinentalnom dijelu Crne Gore. U radu je
zakljuceno da za konacne zakljucke o taksonomskoj pripadnosti ovih populacija treba sakupiti
mnogo veci uzorak jedinki i mozda primijeniti DNA biljege brzeg evolucijskog tempa (npr.

AFLP i/ili mikrosatelite).

Slika 4. Campanula austroadriatica D. Laku$i¢ & Kovaci¢ sp. nov. A, habitus; B, dio cvata; C, D,
cvijet 1 Caska; E, prasSnici prije otvaranja peludnica; F, prasnici nakon otvaranja peludnica; G,
tobolac; H, sjemenka; I, listovi prizemne rozete, J, margina prizemnog lista. — Crtez: 1. Jankovi¢.
(preuzeto iz Lakusic i sur. 2013).



3. RAZVO] MIKROSATELITNIH BILJEGA ZA VRSTE KOMPLEKSA C.
pyramidalis

Tijekom filogenetskih istrazivanja kompleks vrsta C. pyramidalis (Lakusi¢ i sur. 2013)
zakljuceno je da bi za kona¢ne zakljucke o taksonomiji i filogeografiji kompleksa bilo dobro
izmedu ostalog primijeniti DNA biljege brzeg evolucijskog tempa (npr. AFLP 1i/ili
mikrosateliti). Slijedom tog zakljucka jedan dio istrazivaca istog tima odlucio je razviti
mikrosatelitne DNA biljege (eng. Simple Sequence Repeats, skraéenica SSR) za sve vrste
ovog kompleksa. Rezultati ovog istrazivanja objavljeni su u ¢asopisu Applications in Plant
Sciences (Radosavljevi¢ i sur. 2015).

Sam postupak razvoja mikrosatelitnih biljega poceo je izolacijom ukupne stani¢ne DNA iz
silika-gel osusenog lisnog tkiva biljke skupljene na Velebitu, te njenom fragmentacijom
pomocu veceg broja razliCitih restrikcijskih enzima kako bi se dobili fragmenti DNA veli¢ine
izmedu 300 i 700 bp. Na krajeve restrikcijskih fragmenata su nakon restrikcijske razgradnje
dodani DNA adapteri poznatog redoslijeda nukleotida. Nakon toga je provedena djelomi¢na
selekcija upotrebom hibridizacijskih membrana s DNA fragmentima mikrosatelitnih motiva.
Nakon hibridizacije na membranama su ostali vezani samo oni fragmenti DNA Kkoji su u sebi
imali mikrosatelitni motiv. Ovi su fragmenti nakon oslobadanja s hibridizacijskih membrana,
a zahvaljujuci poznatom redoslijedu nukleotida adaptera, dodatno umnozeni PCR reakcijom.
Tako dobiveni fragmenti su zatim ligacijom uneseni unutar plazmidnog vektora. Nakon toga
provela se transformacija i umnazanje bakterijskih kolonija u ve¢em broju Petrijevih zdjelica.
Na ovaj nacin su dobivene tisu¢e rekombiniranih kolonija bakterija. Dijelovi bakterijskih
kolonija su zatim prebacene na najlonsku membranu nakon cega je slijedila druga
hibridizacija upotrebom motiv-specifiénih mikrosatelitnih sondi te skeniranje s ciljem
detekcije i izdvajanja onih kolonija koje stvarno nose mikrosatelitnu sekvencu.
Hibridizacijske sonde kojima se vrsila detekcija mikrosatelitnin motiva u bakterijskim
kolonijama su oznacene Cy5 ili Cy3 flourescencijskim bojama, a skeniranje je provedeno na
Ettan DIGE Imager (GE Healthcare®) skeneru. Pozitivne kolonije su dodatno inkubirane u
teku¢em mediju kako bi im se povecao broj, a zatim je slijedilo sekvenciranje plazmida s
ugradenim mikrosatelitnim motivom te, na osnovi dobivenih sekvenci, konstrukcija PCR
pocetnica za svaki mikrosatelitni lokus.

Ukupno je konstruirano 48 pari PCR pocetnica s kojima se potencijalno moglo analizirati
48 mikrosatelitnih lokusa. No kako se u praksi nikad ne dogodi da se bas svi pronadeni

mikrosatelitni lokusi PCR umnozavaju ili ako se umnoze ne moraju nuzno biti polimorfni,
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provedeno je testiranje svih lokusa umnozavanjem na manjem uzorku od pet DNA razli¢itih
jedinki, a zatim i na bitno ve¢em broju DNA izoliranih iz 24 jedinke iz iste populacije (C.
piramidalis Velebit). Od 48 testiranih mikrosatelitnih lokusa njih 11 se uspjeSno umnozilo i

pokazalo polimorfnost alela na testiranim uzorcima DNA (Tablica 1).

Tablica 1. Osobine 11 novih mikrosatelitnih biljega za vrstu C. pyramidalis s. str.

GenBank

Locus Primer sequences (5-3") Repeat motif Allele size range (bp) accession no.

CpUZ001 F: AAGTATTGGACCCCGAGCTT (ACT)y 130-163 KF926847
R: ATCACCCTAGCCATGCAATC

CpUZ002 F: CCGAATGCACCGTATACTCA (AGA)y 155-167 KF926848
R: AGCAGTAAATTGGACGGTCTG

CpUZ003 F: CCTCTTCCGAATGACGCTTA (GA)p, 167-259 KF926849
R: CACTICTTGCTTACACCTTGTGC

CpUZ004 F: GCGAGACTTCTGTGATGTGG (AGA) |, 133-181 KF926850
R: TGTGGAGAAATGGACGTTCT

CpUZ00s F: ATGTTTGCCCTTTTCACTGC (GT)), 146-160 KF926851
R: TTGGGATGTTGGAACACAAA

CpUZ006 F: CAGCAATGCAGAAATCGAAA (GT)14 212-228 KF926852
R: AAACCCCTTCCTCCTAAATCA

CpUZ007 F: TGTGGGAGGTTCATTGGTTT (GT)y6 200-248 KF926853
R: ACTGCATGCGACAAGATCAA

CpUZ008 F: ATGCAGGGAGCATTGAAGAT (GT);5 196-204 KF926854
R: CCCCAGGAGTCTTTCTCTCC

CpUZ009 F: CAAATTTGAACGGGTTTTCG (GA)yg 181-207 KF926855
R: ACTCTTCCCCTCCACATTCC

CpUZ010 F: TCCACCCACCAATARATCTCC (ATC)y 163-199 KF926856
R: ATCCAGAACCCGAARATTCC

CpUZO11 F: ACACTGCCGATATGTGCGTA (GT)6 220-246 KF926857
R: CCATGTTCGTGTGTAATCATCA

Kako su mikrosateliti visokospecificni DNA-biljezi, upotreba PCR pocetnica razvijenih za
jednu vrstu je moguc¢a samo na blisko srodnim vrstama, ali i to ne mora biti u potpunosti.
Budu¢i da su mikrosatelitni biljezi za kompleks vrsta C. pyramidalis razvijeni proucavanjem
DNA biljke s Velebita (C. pyramidalis s.str.; P.1; Lakusi¢ i sur. 2013) za potrebe istrazivanja

cijelog kompleksa bilo ih je potrebno isprobati i u populacijama drugih vrsta (Tablica 2.).

Tablica 2. Genetske osobine 11 novih mikrosatelitnih biljega nakon primjene u prirodnim
populacijama vrsta: Campanula pyramidalis s. str., C. versicolor C. secundiflora (A = broj
alela, He = ocekivana heterozigotnost, Hy = primje¢ena heterozigotnost, n = broj analiziranih

jedinki)

C. pyramidalis C. secundiflora C. versicolor
(n=24) (n=24) (n=24)
Locus A H, H? A H, H, A H, H?

0.136  0.548 0.625 0.524

(%)
(%)

CpUZ00I 5 0458 0.798

CpUZ002 5 0478 0629 — — — — —  —
CpUZO03 13 0.864 0870 8 0714 0852 6 0217 0.763
CpUZOO4 8 0542 0770 4 0833 0703 5 0500 0.758
CpuUZO05s 7 0727 0850 4 0500 0521 2 0.167 0.156
CpuZ006 8 0708 0790 6 0.792 0808 5 0500 0.660
CPUZOOT 7 0454 0531 @ — — — = = @ =
ColZnog £ GAT D68E @— — — — —
CpUZO09 7 0652 0857 2 0227 0509 4 0542 0.650
CpUZOI0 5 0409 0734 5 0792 0762 6 0375 0.607
COUZoIl 1T OB13 0885 @— = = o= = 0w
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Od 11 mikrosatelitnih biljega isprobanih na tri vrste (C pyramidalis s. str., C. versicolor i
C. secundiflora) uspjesnim se pokazalo njih sedam (CpUz001, CpUZz003, CpuUZz004,
CpUZz005, CpuUz006, CpUZ009 i CpUZ010).

4. GENETICKA RAZNOLIKOST BALKANSKOG ENDEMA C. secundiflora

Tijekom istrazivanja filogenija kompleksa Campanula pyramidalis (Lakusi¢ i sur 2013)
tre¢a skupina populacija (Campanula pyramidalis s.I. (P.3)), usko srodna s vrstom C.
secundiflora, nije se dovoljno jasno odvojila da bi govorili o zasebnoj vrsti. U radu je
zaklju€eno da za konacne zakljucke o taksonomskoj pripadnosti ovih populacija treba sakupiti
mnogo veci uzorak jedinki i mozda primijeniti DNA biljege brzeg evolucijskog tempa (npr.
AFLP i/ili mikrosateliti). Nakon Sto su za kompleks vrsta razvijeni mikrosatelitni biljezi
(Radosavljevi¢ i sur. 2015) 1 nakon §to je prikupljena 261 biljka iz 25 populacija, ve¢inom
skupine Campanula pyramidalis s.l. (P.3), ali i vrsta Campanula austroadriatica D. Lakusi¢
& Kovaci¢ (P.2), C. secundiflora Vis. & Panci¢ i C. versicolor Andrews, stvorene su
predpostavke daljnjeg taksonomskog istrazivanja. Rezultati ovog istrazivanja objavljeni su u
Casopisu Botanical Journal of the Linnean Society (Jankovic¢ i sur. 2016).

Ukupne stani¢ne DNA su izolirane iz silica gel osusenog lisnog tkiva 261 jedinke, a
mikrosatelitna analiza je provedena na sedam mikrosatelitnih lokusa (CpUZz001, CpUZ003,
CpUz004, CpUZ005, CpUZ006, CpUZ009 iCpUZ010). Mikrosatelitni aleli su umnozeni
upotrebom PCR protokola s tzv. touchdown inicijalnim ciklusom (Radosavljevi¢ i su. 2015).
Nakon §to su mikrosatelitni fragmanti za svaki lokus 1 svaku jedinku razdvojeni 1 detektirani
kapilarnom elektroforezom na uredaju ABI 3730XL (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) rezultati su skorirani upotrebom racunalnog programa GeneMapper (Applied
Biosystems). Na mikrosatelitnim podacima je proveden veliki broj populacijsko-genetickih
analiza kako bi se testirali i odredili razni populacijsko-geneti¢ki parametri (npr. prosjecan
broj alela po lokusu (Nay), primjec¢ena heterozigotnost (Ho); o¢ekivana heterozigotnost (Hg),
inbreeding koeficijent Fs postojanje Hardy—Weinberg ravnoteze (HWE), postojanje null
alela, vjerojatnost prolaza populacija kroz geneticko usko grlo itd.). Isto tako odredena je
geneticka struktura 1 srodstveni odnosi medu jedinkama 1 populacijama upotrebom
Bayesovske metode poznate pod nazivom Structure. Geneticka srodnost medu jedinkama i
populacijama odredena je izracunom tetivne udaljenosti (eng. Chord distance, Cavalli-Sforza

& Edwards (1967)) i prikazana tzv. neighbor-net dijagramom.
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Osim molekularnih analiza u ovom istrazivanju su izvrSena i morfoloSka mjerenje kako bi
se dobio uvod u morfoloske odnose istrazivanih jedinki i populacija i omogucila usporedba s
rezultatima analize mikrosatelita. Ukupno je obradeno 47 kvantitativnih morfoloskih osobina
(grada cvijeta, listova cvatova, stabljike i sl.) na 179 jedinki iz 16 populacija.

Za sve populacije istrazivane upotrebom mikrosatelitnih biljega je utvrdeno da imaju vrlo
veliku geneticku raznolikost i veliku raznolikost alela na svih sedam istrazivanih
mikrosatelitnih lokusa. Bayes-ovska metoda Structure kao i neighbor-net dijagram bazirana
na tetivnoj udaljenosti utvrdila je postojanje Cetiri geneticki jasno odvojene skupine

populacija (SI. 51 6.).

W A1 "austroadriatica"

B A2 "montenegrina”

[ B1 "secundiflora”
& "limensis”

O B2 "versicolor"

Slika 5. Populacijsko-geneticka struktura temeljem Bayes-ovske procjene izvornih populacija
dobivena ra¢unalnim programom STRUCTURE (preuzeto iz Jankovi¢ i sur. 2016).

Budu¢i da se geneticko odvajanje populacija Campanula pyramidalis s.I. (P.3) jasno
podudaralo s morfoloSkom diferencijacijom u radu je opisana nova vrsta kompleksa
Campanula montenegrina l.Jankovi¢ & D.Lakusi¢, sp. nov, koja je rasprostranjena u
centralnom dijelu Crne Gore i1 sjevernom dijelu Albanije. Novoopisana vrsta je po
morfoloskim osobinama izmedu vrsta C. secundiflora i C. austroadriatica (Sl. 7).

S obzirom da za vrstu C. secundiflora nije postojao adekvatan opis ponovo je opisana i

odreden joj je lektotip (PAD No. H0023203). Tijekom skupljanja materijala na terenu uoc¢eno
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je da su populacije ove vrste izrazito male i izolirane (IUCN kriterij D) s manje od 50 jedinki,
na povrsini manjoj od 10 km (IUCN kriterij B2), izrazito fragmentirane (IUCN kriterij B(a))
sa stalnom degradacijom stanista (IUCN kriterij B(b)(iii). Zbog svih ovih razloga, a po IUCN
kriterijima, predlozeno je kategoriziranje ove vrste kao kriti¢no ugrozene.

Na kraju je vazno napomenuti da je u ovaj rad uvrSten klju¢ za determinaciju svih

dosad opisanih vrsta kompleksa Campanula pyramidalis (SI. 8).
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Slika 6. Neighbor-net dijagram temeljen na tetivnoj udaljenosti izmedu 25 populacija vrste
Campanula secundiflora s.I. i usko srodnih vrsta C. austroadriatica i C. versicolor.
Bootstrap vrijednosti > 50% su ispisane u blizini grana (preuzeto iz Jankovi¢ i sur. 2016).
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Slika 7. Campanula montenegrina I.Jankovi¢ & D.Lakusi¢, sp. nov. A, habitus; B, dio cvata; C,
tobolac; D, sjemenka; E, gornji listovi stabljike; F, donji listovi stabljike; G, bazalni listovi —
Crtez: 1. Jankovi¢ (preuzeto iz Jankovic i sur. 2016).

1. Biennial with strong, vertical, semi-woody rhizome; calyx teeth short triangular, usually bent backwards, equal or
shorter than ovary; northern and central-eastern Adriatic coast (northern Italy, Croatia) to delta and valley of

Neretva TIver (CrOatial). ...ttt ettt e ettt et e et e e et et e taaen et nananen C. pyramidalis
1. Perennial with stout, brittle woody or semi-woody stock; calyx teeth linear to triangular or subulate, erect to
reflexed, 1.5-3.0 times as 10ng A8 The OVary ...t e 2

2. Stem robust, erect to ascending, 40-150 cm tall; uppermost leaves short-petiolate; inflorescence paniculate,
30-100(-120) em long; ovary shallowly sulcate; corolla campanulate, bell-shaped; corolla lobes long triangular
10-19(-27) x 9-13(—16) mm; southern Adriatic coast from delta and valley of Neretva river (Croatia and Bosnia and
Herzegovina) to Krujé in north-western Albania............ooiiiiiiiiiii e C. austroadriatica

2. Stem not robust, erect to pendulous, 10-90 cm tall, uppermost leaves sessile or attenuate; inflorescence paniculate
to subcapitate, 5-25(-50) em long; ovary deeply sulcate; corolla campanulate to almost rotate; corolla lobes
triangular to triangular deltoid 6.0-12.0(—15.5) x 4.5-9.0(—12.5) MM . ...ttt e 3

3. Corolla widely campanulate to subrotate, violet to pale bluish-violet usually without dark blue eye; corolla lobes
triangular deltoid 8.0-12.0(-15.5) x 6.0-9.0(-12.5) mm; central and eastern continental part of Montenegro
.................................................................................................................................. C. montenegrina

3. Corolla subrotate to rotate, pale bluish-violet to white, usually with a dark blue eye; corolla lobes triangular
6.5-10.0(—11.5) 3 4.5-T.0(—8.5) TN ...ttt e e e aas 4

4. Stem ascending to erect; uppermost leaves with short pedicel or sessile; inflorescence narrowly paniculate to
subcapitate; flower pedicels 0.8-6.0(-13.5) mm long; calyx teeth triangular to subulate, two to three times as long
as the ovary; southern Serbia, Republic of Macedonia, Albania, south-western Bulgaria, Greece, southern
B e e e C. versicolor

4. Stem pendulous or erect; uppermost leaves sessile or attenuate; inflorescence paniculate with clusters and flowers
oriented to one side; flower pedicels (1-)3-9(—~12) mm long; calyx teeth subulate to almost linear, three times as long
as the ovary; south-western Serbia and north-eastern Montenegro..............cooooiiiiiiiii. C. secundiflora

Slika 8. Klju¢ za determinaciju svih dosad opisanih vrsta kompleksa Campanula pyramidalis
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5. ZAKLJUCAK

Nakon objave rezultata istrazivanja u ova tri znanstvena rada moze se zakljuciti da je
taksonomska i biogeografska slika kompleksa C. pyramidalis sada puno jasnija, no za
konacno razjasnjenje svih nedoumica ¢ini se presudnim sakupiti veliki populacijski uzorak
svih ikad =zabiljezenih svojti i na njemu provesti molekularnu analizu primjenom
mikrosatelitnih i AFLP biljega. Isto tako bilo bi poZeljno na takvom uzorku ponovo provesti

filogenetska istrazivanja proucavanjem Kloroplastnih i jezgrenih DNA regija.
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7.SAZETAK

Cilj ovog zavr$nog rada je bio prikaz recentnih istrazivanja filogenetske, taksonomske i
biogeografske problematike kompleksa Campanula pyramidalis. U svjetskoj znanstvenoj
literaturi postoje tri znanstvena rada koja se direktno ti¢u ove problematike, a objavljena su u
posljednjih Cetiri godine (Lakusi¢ i sur. 2013, Radosavljevi¢ i sur. 2015, Jankovi¢ i sur. 2016).
Ovaj zavrSni seminar je svojevrstan osvrt na rezultate tih istraZivanja i procjena kako provesti
buduca istrazivanja ako se Zele konacno razrijesiti filogenetske, taksonomske i biogeografske

nejasnoce vezana uz ovaj kompleks.

8. SUMMARY

The aim of this final seminar was to present recent studies of the phylogenetic, taxonomic and
biogeographic issues of the Campanula pyramidalis complex. In the world scientific literature
there are three scientific papers dealing directly with these issues and have been published in
the last four years (Lakusi¢ et al. 2013, Radosavljevic¢ et al., 2015, Jankovi¢ et al., 2016). This
final seminar is a kind of overview on the results of these papers and an estimate of how to
manage future research if we want to finally solve phylogenetic, taxonomic and
biogeographic ambiguities related to this complex.
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