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Citogeneticka, palinoloSka i filogeografska istraZivanja roda Ramonda

(Gesneriaceae) na Balkanskom poluostrvu

REZIME

Familija Gesneriaceae obuhvata biljne vrste pretezno rasprostranjene u tropskim
u subtropskim oblastima Starog i Novog sveta. Samo mali broj vrsta naseljava umerene
oblasti, a medu njima je i jedinih 5 vrsta ove familije u Evropi: Ramonda myconi,
endemit Pirinejskog poluostrva, kao i1 R. nathaliae, R. serbica, Haberlea rhodopensis i
Jankaea heldreichii, Cetiri endemicne vrste Balkanskog poluostrva. Svih pet vrsta su
relikti Tercijera, vremena kada je klima u Evropi bila toplija i vlaznija. Za vreme
Ledenog doba, one su nasle skroviste u klisurama i kanjonima gde ih najce$¢e nalazimo
i danas. Ovi ,,zivi fosili danas nepovoljne uticaje spoljasSnje sredine u velikoj meri
prezivljavaju zahvaljuju¢i poikilohidri¢nosti, pa se jo$S nazivaju i ,biljke koje
vaskrsavaju®.

Danas se dve balkanske vrste roda Ramonda odlikuju disjunktnim arealima.
Ramonda nathaliae zastupljena je u Makedoniji, S Grékoj, na obroncima planine Sare
na Kosovu i1 u JI Srbiji. Najveci deo areala vrste R. serbica nalazi se u Albaniji, a
prisutna je i na SZ Gr¢ke, u Z Makedoniji, JZ 1 SI Crnoj Gori, JZ, JI 1 SI Srbiji, kao 1 na
SZ Bugarske. Jedina zona u kojoj se areali dve vrste susre¢u nalazi se u JI Srbiji, gde na
dva lokaliteta, Oblik i Radovanski Kamen, obrazuju simpatrijske populacije. Obe vrste
prevashodno naseljavaju kre¢njacku podlogu, s tim §to se R. nathaliae moze naéi i na
serpentinitu, Skriljcima i granitu. Ova vrsta, takode, bolje podnosi otvorenija staniSta, a
njene populacije se mogu naci i na ve¢em rasponu nadmorskih visina, zbog cega se
smatra otpornijom i tolerantijom.

Ciljevi ovog rada su visestruki: da se utvrde morfoloSke osobine polena i semena
sve tri vrste roda Ramonda, jer detalji njihove grade do sada nisu istrazivani; da se
procene vijabilnost njihovog polena i klijavost semena; da se utvrdi broj hromozoma,
kao i veli¢ina genoma kod tri vrste; da se proveri da li postoje hibridne jedinke u
simpatrijskim populacijama; da se pomocu molekularnih markera utvrdi stepen
sli¢nosti 1 filogeografske veze izmedu vrsta R. nathaliae 1 R. serbica. U tu svrhu, polen

1 seme analizirani su pomocu svetlosnog i scanning elektronskog mikroskopa, broj



hromozoma odreden je standardnim karioloskim tehnikama, veli¢ina genoma
procenjena je pomocu proto¢ne citometrije, a geneticki diverzitet primenom
molekularne AFLP tehnike.

Ramonda myconi 1 R. nathaliae su diploidi sa 2n = 48, dok je R. serbica
heksaploid sa 2n = 144 hromozoma. U jednoj populaciji ustanovljeno je i postojanje
nekoliko individua sa ve¢im brojem hromozoma (2n = 8x = 192 1 2n = 10x = ~230).
Prosec¢na veli¢ina genoma kod R. myconi je 2C = 2,55 pg, R. nathaliae 2C = 2,34 pg i
R. serbica 2C = 7,85 pg, s tim S$to retki dekaploidi ove vrste imaju 2C = 11,65 pg.
Monoploidne veli¢ine genoma R. myconi (1Cx = 1,27 pg) i R. serbica (1Cx = 1,31 pg)
su sli¢ne, dok R. nathaliae ima manju vrednost ovog parametra (1Cx = 1,17 pg).

Polenova zrna sve tri vrste su mala, 3—kolporatna, uglavnom sferoidnog oblika.
Kod diploidnih vrsta su slicne veli¢ine (R. myconi E = 12,57 um; R. nathaliae E =
15,19 um), dok su kod heksaploidne R. serbica ve¢a (E = 19,80 um) u skladu sa veCom
veli¢inom genoma. Egzina je mikroretikularno-perforatna, kod R. nathaliae vise
perforatna, kod R. serbica sa krupnim lumenima unutar kojih je veliki broj perforacija,
dok je kod R. myconi intermedijarna izmedu dve balkanske rodake.

Semena su sitna, izduzenog oblika, kod R. myconi u proseku duga 814,47 um i
Siroka 217,77 um, kod R. nathaliae duga 639,23 um, a Siroka 228,09 um 1 kod R.
serbica prosecne duzine 714,36 um i Sirine 254,84 pm. Na povrsini semena uocljive su
trouglaste strukture najupadljivije kod R. myconi (visine 46 — 87 um), nesto manje kod
R. serbica (32 — 44 um), a najmanje kod R. nathaliae (21 — 30 um), ¢ija je moguca
uloga bolje pricvrs¢ivanje za podlogu. Masa semena je umereno korelisana sa
veli¢inom genoma i1 brojem hromozoma. Veliine polena i semena ne predstavljaju
dobre karaktere za razlikovanje tri vrste roda Ramonda. Razlike koje se mogu koristiti
u tu svrhu su karakteristike povrSine egzine polena, kao i1 povrSinske strukture
semenjace.

Zahvaljujuéi opseznim istrazivanjima u simpatrijskim populacijama, otkriveni su
prirodni hibridi nastali ukrastanjem R. nathaliae 1 R. serbica. Hibridne individue su
najcesce tetraploidi sa 2n = 96 hromozoma i prose¢nom veli¢inom genoma od 2C =
5,14 pg. Pronaden je i mali broj individua ¢ija veli¢ina genoma odgovara penta (2C =
6,19 pg) 1 oktoploidima (2C = 10,04 pg). Polen hibridnih individua je veoma heterogen

po broju kolpi (3-, 9- 1 12-kolporatna zrna) i veli¢ini polenovih zrna, a semena su



izuzetno sitna, 2-3 puta manja od semena roditeljskih vrsta i veoma male klijavosti
(1%). Ovi rezultati pokazuju da se u simpatrijskim populacijama deSavaju sloZeni
procesi ukrStanja dve reliktne vrste, introgesije i dupliciranja genoma.

U ekoloskom pogledu, veoma interesantna je populacija R. nathaliae sa
serpentinita ¢ije se individue odlikuju manjim precnikom rozete, najmanjim polenovim
zrnima, tanke egzine 1 slabe vijabilnosti, najmanjim semenima, pa ¢ak i najmanjom
veli¢inom genoma medu ispitivanim populacijama ove vrste.

AFLP analiza geneticke strukture populacija dve vrste potvrdila je jasnu
taksonomsku razdvojenost R. nathaliae i R. serbica. Kao endemi¢ne vrste kod kojih
nema samooprasivanja, ali je prisutno vegetativno razmnoZzavanje, one se odlikuju
malim genetickim diverzitetom, tako da su vrednosti oc¢ekivane heterozigotnosti (H)
kod R. nathaliae od 0,062 do 0,128, a kod R. serbica od 0,087 do 0,140. Varijabilnost
unutar populacija (R. nathaliae 72%, R. serbica 86%) veca je od varijabilnosti izmedu
populacija (R. nathaliae 28%, R. serbica 14%). Geneticke distance 1 indeksi fiksacije
su veci izmedu populacija R. nathaliae, na osnovu ¢ega se moze zakljuciti da je ona
starija vrsta ¢ije su populacije duze vreme medusobno izolovane.

Danasnji geneticki diverzitet populacija ovih reliktnih i endemicnih vrsta sa
Balkanskog poluostrva oslikava kako uticaj Ledenog doba tako i recentnih uslova na
njihovim staniStima. Obe vrste su svakako imale viSe refugijalnih stanista u kojima su
prezivele nepovoljne klimatske prilike tokom glacijacije. 1z njih su, nakon otopljavanja
ponovo pocele da Sire svoj areal, a novoobrazovane populacije odlikuju se manjim
genetickim diverzitetom usled efekta osnivaca i uskog grla. Kako su takve populacije
podloZnije nepovoljnim uticajima spoljasnje sredine, neophodno je sprovesti njihovu

adekvatnu zastitu.

Kljuéne reci: Ramonda, Gesneriaceae, endemiti, relikti, Balkan, poliploidija, hibridi,
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Cytogenetics, palynology and phylogeography of genus Ramonda (Gesneriaceae)

in the Balkan Peninsula

ABSTRACT

Family Gesneriaceae comprises plant species mostly distributed in the tropics
and subtropics of both the Old and New Worlds. Only a small number of species
inhabits temperate regions. Among them, there are the only 5 species of this family in
Europe: Ramonda myconi, endemic of the Iberian Peninusla, as well as R. nathaliae, R.
serbica, Haberlea rhodopensis 1 Jankaea heldreichii, four endemic species of the
Balkan Peninsula. All five species are Tertiary relicts, remnants from the times when
the climate was much warmer and more humid. During the Ice Age, they have found
shelter in canyons and gorges where can be often found today as well. These ,,living
fossils* are poikilohydric, ,resurrection plants® what helps them survive the
inhospitable environmental conditions.

Balkan species of the genus Ramonda are today characterized by disjunct
distribution. Ramonda nathaliae is restricted to Macedonia, N Greece, slopes of Mt.
Sara in Kosovo and few localities in SE Serbia. The largest part of the R. serbica range
is situated in Albania, but is also present in NW Greece, W Macedonia, SW and NE
Montenegro, SW, SE and NE Serbia and NE Bulgaria. The ranges of two species co-
occur only in two localities in SE Serbia, Oblik and Radovanski Kamen, establishing
sympatric populations. Both species prefer limestone rocks, but R. nathaliae can also
be found on serpentine, schist and granite. This species is often found in more open
habitats and in higher altitudes why it is considered as more resistant and tolerant than
R. serbica.

The aims of this study are: to investigate morphology of both pollen and seeds of
three Ramonda species; to estimate pollen viability and germination capacity of their
seeds; to determine chromosome numbers and genome size of three species; to explore
if there are hybrids in sympatric populations; to look into genetic diversity and
phylogeography of R. nathaliae and R. serbica. Pollen grains and seeds were examined

by light and scanning electron microscopy, chromosome number by standard



karyological techniques, genome size was estimated by flow cytometry and genetic
diversity by molecular AFLP method.

Ramonda myconi and R. nathaliae are diploids with 2n = 48, while R. serbica is
a hexaploid with 2n = 144 chromosomes. Few individuals with larger chromosome
numbers were detected in one population (2n = 8x = 192 and 2n = 10x = ~230).
Average genome size in R. myconi is 2C = 2.55 pg, R. nathaliae 2C = 2.34 pg and R.
serbica 2C = 7.85 pg, while rare decaploids of this last species have 2C = 11.65 pg.
Monoploid genome sizes of R. myconi (1Cx = 1.27 pg) and R. serbica (1Cx = 1.31 pg)
are similar, while this parameter has a lower value in R. nathaliae (1Cx = 1.17 pg).

Pollen grains of three Ramonda species are small, 3-colporate, mostly spheroidal
in shape. They are of similar size in diploid species (R. myconi E = 12.57 um; R.
nathaliae E = 15.19 um), while R. serbica, as a hexaploid with larger genome size, has
larger pollen grains as well (E = 19,80 pm). Exine ornamentation is microreticulate-
perforate, in R. nathaliae more perforate, in R. serbica with larger lumens with more
perforations, while R. myconi exine ornamentation characteristics are intermediary
between two Balkan relatives.

Seeds are small, elongated, 814.47 um long and 217.77 um wide in R. myconi,
639.23 um long and 228.09 um wide in R. nathaliae and with 714.36 um average
length and 254.84 um width in R. serbica. There are auriculate structures on the seed
surface, most pronounced in R. myconi (46 — 87 pum high), little bit smaller in R.
serbica (32 — 44 um) and least high in R. nathaliae (21 — 30 um). Their possible role is
better surface adhesion. Seed mass is moderately correlated to genome size and
chromosome number. While size of pollen grains and seeds are not good characters for
differentiation of three Ramonda species, differences in fine pollen exine and seed
surface ornamentations can be used for this purpose.

Natural hybrids between R. nathaliae and R. serbica are found in the scope of
extensive research performed in sympatric populations. Hybrid individuals are
tetraploid with 2n = 96 chromosomes and average genome size of 2C = 5.14 pg. Small
number of individuals could be penta (2C = 6.19 pg) or octoploids (2C = 10.04 pg) on
the basis of their 2C-values. Pollen from hybrids is very heterogeneous in number of
colpi (3-, 9- and 12-colporate) and the size of the grains. Seeds are very small, 2-3

times smaller than those from parental species and germinate weekly (c. 1%). These



results reveal complex processes of hybridisation between two relict species,
introgression and genome duplications.

Population of R. nathaliae from serpentine substrate is ecologically very
interesting. Plants have smaller rosettes, smallest pollen grains with thin exine and
lower viability, smallest seeds and even smallest genome size among investigated
populations of this species.

AFLP analysis of genetic population structure confirmed clear taxonomic
differentiation of R. nathaliae and R. serbica. As endemics without self-fertilisation,
but with vegetative reproduction present, they are characterized by small genetic
diversity. Expected heterozygosity (H) ranges from 0.062 to 0.128 in R. nathaliae
populations and from 0.087 to 0.140 in R. serbica. Variability within populations (R.
nathaliae 72%, R. serbica 86%) is higher than among populations (R. nathaliae 28%,
R. serbica 14%). Genetic distances and fixation indices are higher among R. nathaliae
populations suggesting that this is an older species whose populations are separated for
a longer period of time.

Today’s genetic population diversity of these relic and endemic species from the
Balkan Peninsula reflects the influences of the Ice Age, but of more recent conditions
in their habitats as well. Both species had several refugia where they survived harsh
conditions during glaciations. They began spreading from there after climate warming,
so newly established populations have lower genetic diversity because of the founder
and bottleneck effects. They can be more sensitive to environmental stress and

therefore must be adequately protected.

Key words: Ramonda, Gesneriaceae, endemics, relicts, Balkan, polyploidy, hybrids,
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1. UvoD

1. 1. FAMILDA Gesneriaceae Dumort. 1822. — KARAKTERISTIKE,

TAKSONOMSKI POLOZAJ I POREKLO

1. 1. 1. Opste karakteristike i rasprostranjenje

Familija Gesneriaceae (red Lamiales) obuhvata izmedu 150 i 160 rodova i oko
3240 vrsta uglavnom visSegodisnjih biljaka, ali ima i Zbunova, niskog drveca, nekoliko
jednogodisnjih biljaka, epifita i puzavica (WEBER, 2004; SKOG & BOGGAN, 2007).

Predstavnici ove familije rasprostranjeni su, pre svega, u tropskim i subtropskim
oblastima, ali ima i vrsta koja prodiru severnije i juznije, u oblasti umerenog pojasa
Juzne Amerike, Evrope i severne Kine. Na slici 1 prikazano je rasprostranjenje familije
Gesneriaceae po taksonomskim grupama.

Listovi su obi¢no jednostavni, od lineranog preko kopljastog, elipticnog do
ovalnog oblika, sa celom ili u razli¢itoj meri nazubljenom ivicom. Listovi su naspramno
rasporedeni ili izbijaju iz osnove skra¢enog stabla obrazujuéi rozetu.

Cvetovi su simetri¢ni. CaSica, najéeSée zelene boje, obi¢no se sastoji od 5
caSi¢nih listi¢a koji su ili slobodni ili su srasli u razli¢itoj meri. Krunica je sa dugom ili
kratkom cevi i obi¢no sadrzi 5, rede 4 kruni¢nih listi¢a. Boja krunicnih listi¢a je veoma
varijabilna, od bele preko zute, crvene, ljubicaste, zelenkaste, braon do gotovo crne.
Prasnika ima 2 ili 4, dok je prisustvo 5 praSnika uvek povezano sa aktinomorfnim
cvetovima. Plodnik je nadcvetan ili podcvetan, sa dve jednooke karpele i1 sa lozama po
obodu, Cesto Strée¢im. OprasSivanje je zoofilno, pomocu insekata, ptica i slepih misSeva.

Samooprasivanje je utvrdeno kod malog broja vrsta.
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Coronantheroid Gesneriaceae, — Gesnerioid Gesneriaceae
— Epithematoid Gesneriaceas, — Didymocarpoid Gesneriaceae

Slika 1. Rasprostranjenje familije Gesneriaceae po grupama (preuzeto iz WEBER,
2012).

Plodovi se mogu podeliti na ¢aure i1 bobice ili, pak, na one koji se otvaraju i
zatvorene. Suve Caure su prisutne u svim grupama familije, tako da se smatraju
primitivnim tipom. Obi¢no se otvaraju duz uzduznih proreza. Dalje raznoSenje semena
iz ovakvih plodova vr$i se na razliite naCine: pomocu vetra, vode, zivotinja ili
jednostavno padaju na okolnu podlogu (JOVANOVIC-DUNIIC, 1974; WEBER, 2004). Kod
mnogih neotropskih predstavnika familije prisutne su mesnate Caure koje se rasejavaju
pticama, slepim miSevima, pa ¢ak 1 majmunima. Plodovi koji se ne otvaraju, kao §to su,
na primer, bobice, uglavnom su prisutni kod neotropskih rodova. Medu paleotropskim
predstavnicima familije ima ih samo kod 3 roda (Cyrtandra, Sepikea, Rhynchotechum).
Nacin njihovog rasejavanja nije u potpunosti razjasnjen, ali svakako da ptice u tome
imaju znacajnu ulogu.

U svakom plodu se nalazi veliki broj sitnih semena, ¢ija je duZina manja od 1
mm, a §irina manja od 0.5 mm. Semena su obi¢no izduzenog, elipsoidnog oblika. Nesto
su veca kod neotropskih predstavnika familije. Ornamentacije na povrSini semena

prisutne su samo kod grupe didimokarpoidnih Gesneriaceae.
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Osnovni hromozomski broj jo§ uvek nije odreden za familiju kao celinu. Kod
vecine vrsta se krece izmedu x = 8 1 x = 17. Najnizi je x = 4 kod vrste Chirita pumila, a
najveé¢i x = 64 kod Streptocarpus hilderbrandii. Poliploidija je kod paleotropskih
predstavnika familije bitno doprinela specijaciji.

Predstavnici familije Gesneriaceae mogu se na¢i na veoma razli¢itim tipovima
staniSta, na nadmorskim visinama od nivoa mora do skoro 5000 m nadmorske visine
(Corallodiscus kingianus). Jedan od faktora koji je, po svemu sudeéi, vazan za opstanak
svih ovih vrsta je visoka vlaznost prisutna tokom cele ili bar u odredenom periodu
godine. Tako se najceS¢e mogu naci u Sumama, na vlaznim senovitim mestima, na
stenama u blizini izvora, reka ili vodopada, u blizini peéina, u klisurama.

Vrstama koje zive u stalno vlaznim uslovima nisu potrebne neke posebne
morfoloske ili fizioloske adaptacije kako bi prezivele. Medutim, problem se javlja kod
onih koje Zive u periodi¢no vlaznim uslovima. Kako bi prezivele nepovoljan susni
period one su morale da razviju posebne adaptacije. Tako su neke jednogodiSnje, pa
cvetaju i plodonose pre nepovoljnih uslova. Druge imaju rizome za skladiStenje
rezervnih materija, a tre¢ima opada lisce.

Najinteresentanije reSenje, medutim, predstavlja fizioloSka adaptacija koja se
razvila kod nekih vrsta familije Gesneriaceae. Naime, kada nastupe nepovoljni susni
uslovi, dolazi do usporavanja fizioloske aktivnosti i susenja listova, tako da biljka
izgleda kao mrtva. Nakon §to se povoljni vlazni uslovi ponovo uspostave, biljka se
postepeno oporavlja, uspostavlja normalnu fizioloSku aktivnost i ozelenjava. Ovakve
biljke nazivamo ,,biljke koje vaskrsavaju, a neke od vrsta iz familije Gesneriaceae koje
imaju ovu sposobnost su: Boea hygrometrica, B. hygroscopica, Streptocarpus
revivescens, Haberlea rhodopensis, Ramonda myconi, R. nathaliae 1 R. serbica.

Osnovni ekonomski znacaj familije poti¢e od hortikulturnog uzgajanja pojedinih
vrsta iz rodova Saintpaulia, Streptocarpus, Aeschynanthus, Sinningia, Achimenes,
Episcia, Columnea, Nematanthus 1 dr.

Nijedna od vrsta nije u Sirokoj upotrebi kao lekovita biljka. Medutim, neke vrste
koriste domoroci u tropskim delovima Amerike i Azije u razli¢ite svrhe, na primer za

lecenje steriliteta, dijareje, prehlade i kaslja i u druge svrhe. Vrsta Didymocarpus
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aromaticus se u severnoj Indiji i Nepalu koristi kao aromati¢ni ¢aj, dok se R. myconi u

katalonskom delu Pirineja upotrebljava za iskasljavanje (AGELET ET AL., 2002).

1. 1. 2. Taksonomski poloZaj i podela familije Gesneriaceae

Sve dosadasnje molekularne analize potvrdile su monofiletsko poreklo familije
Gesneriaceae. Kao veoma bliska navodila se cesto familija Scrophulariaceae.
Medutim, nijedna podgrupa ove familije nije se pokazala kao posebno srodna familiji
Gesneriaceae. U novije vreme pojedini predstavnici familije Gesneriaceae uvrséeni su
u molekularne analize reda Lamiales. Te analize su pokazale da Gesneriaceae
zauzimaju jednu od bazalnih pozicija u redu, a da su rodovi Sanango i Peltanthera
(Loganiaceae) potencijalni najblizi srodnici familije (WIEHLER, 1994; OLMSTEAD ET
AL.,2001).

Danasnja familija Gesneriaceae nastala je spajanjem dve familije: Gesneriaceae
koja je prvobitno obuhvatala samo predstvanike koji naseljavaju Novi svet i
Didymocarpaceae ili Cyrtandraceae koja je obuhvatala vrste iz Starog sveta. Ove dve
familije je ROBERT BROWN 1839. godine spojio u jednu i obuhvatio ih nazivom
Gesneriaceae.

Nakon klasifikacija BURTT-A (1963) i WIEHLER-A (1983), danasnja sistematska
podela potpomognuta molekularnim analizama razlikuje Gesneriaceae Novog 1 Starog
sveta, sa po nekoliko podgrupa.

Predstavnici familije iz Novog sveta podeljeni su na dve podgrupe (SMITH,
2000; ZIMMER ET AL., 2002; SMITH ET AL., 2004; CRONK ET AL., 2005):

- Coronantheroid Gesneriaceae rasprostranjene su na juznoj hemisferi sa
rodovima kao Sto su: Lenbrassia, Fieldia, Negria, Coronanthera, Depanthus,
Rhabdothamnus, Mitraria, Sarmienta, Asteranthera;

- Gesneroid Gesneriaceae prisutne su u centralnom i juznom Meksiku,
Centralnoj 1 JuZznoj Americi sa tribusima Gloxiniae, Episcieae, Gesneriae, Sinnigieae,
Sphaerorhizeae, Besleriae, Napeantheae (ova dva poslednja tribusa su najprimitivniji

medu predstavnicima Novog sveta i medusobno su veoma srodni).
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Gesneriaceae Starog sveta su se pokazale kao znatno komplikovanija grupa.

Ranija podela na tribuse nije podrzana molekularnim analizama, ve¢ su uocljive dve

grupe (MAYER ET AL., 2003; MOLLER ET AL., 2009; WANG ET AL., 2010):

Epithematoid Gesneriaceae, iz Juzne i Jugoistocne Azije sa po jednom vrstom

u Zapadnoj Africi i Centralnoj Americi (Epithema, Rhynchoglossum);

Didymocarpoid Gesneriaceae unutar koje se razlikuje nekoliko morfo-

geografskih grupa:

(o]

osnovni azijski i evropski rodovi koji obuhvataju niz raznolikih rodova, kao

Sto su Jerdonia, Corallodiscus, Haberlea, Ramonda, Jankaea,
Tetraphyllum, Boeica, Rhynchotechum, Platystemma,

africki rodovi koji ¢ine jasno definisanu grupu sa rodom Streptocarpus kao
najprimitivnijim od koga su, najverovatnije, nastali ostali africki rodovi;

napredni azijski rodovi (kao $to su Henckelia, Chirita, Didymocarpus,

Aeschynanthus 1 dr.):
+¢ rodovi sa uvrnutim ¢aurama ($to ih ¢ini sli¢énim afri¢kim rodovima),

+¢ rodovi sa pravim ¢aurama ili nepucajuc¢im plodovima.

1. 1. 3. Poreklo familije Gesneriaceae

lako je familija Gesneriaceae veoma dobo proucavana, jo§ uvek se ne zna sa

sigurnos¢u gde je familija nastala i kako se iz centra porekla dalje Sirila. Iako danas

veéina vrsta ima tropsko rasprostranjenje, smatra se da je familija nastala izvan

danasnjih tropskih predela (WEBER, 2012).

Po jednoj teoriji, familija potice iz Kine. Kao argument navodi se da danas u tom

delu sveta postoji 31 endemicna roda ove familije, kao i da je broj rodova unutar

azijskog kontinenta 3 puta veci nego u JI Aziji. Kriticari ove teorije navode nekoliko

kontraargumenata:
1) da je koncept mnogih kineskih rodova veoma uzak,

2) da se centar evolucione diverzifikacije nekriticki izjednacava sa centrom

porekla,
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3) da je teorija bazirana samo na azijskim rodovima familije i da uopste ne uzima u
obzir predstavnike iz Novog sveta.

Druga teorija je zasnovana na povezivanju danasnjeg rasprostranjenja razli¢itih
grupa familije Gesneriaceae sa pomeranjem kontinenata (BURTT, 1998). Osnovna
postavka je da familija vodi poreklo sa juzne hemisfere, sa kontinenta Gondvane, pri
¢emu bi grupa Coronantheroidnih Gesneriaceae bila reliktna, najstarija grupa familije.
Odatle su se prosirile u Ameriku preko Antarktika i od njih su nastale ostale grupe
Gesneriaceae Novog sveta.

Od Coronantheroidnih Gesneriaceae po ovoj teoriji poreklo vode i paleotropski
predstavnici familije. One su se proSirile ka severu sa kretanjem indijske ploce i vrlo
rano su se podelile na Epithematoidne i Didymocarpoidne Gesneriaceae.

Epithematoidna grupa, nekada mnogo Sire rasprostranjena u Aziji i Africi, danas
je veoma mala. Epithema tenue bi bila poslednji predstavnik grupe u Africi, dok je rod
Rhynchoglossum dospeo iz Afrike, iz koje je danas potpuno iS¢ezao, u Ameriku.

Didymocarpoidna grupa se, napredujuci ka severu, prosirila na Madagaskar, a
odatle je naselila i Afriku. Spajanjem indijske plo¢e sa Azijom, proSirila se 1 na ovaj
kontinent. Ovde je doSlo do podele na dve grupe, severnu i juznu, verovatno kao
posledica pojave susSe i prilagodavanja biljaka na takve uslove. Severna grupa se
prosirila, s jedne strane ka istoku i jugoistoku u Kinu i susedne oblasti, a s druge strane
ka zapadu u Evropu. Juzna grupa se prosirila dalje ka JI Aziji 1 Indoneziji.

Brojne su kritike 1 ove teorije o poreklu familije Gesneriaceae.

1) Veliko je pitanje da li je familija dovoljno stara da vodi poreklo jo§ iz vremena
postojanja Gondvane. Naime, starost familije je procenjena na 65 - 70 miliona
godina (RAVEN & AXELROD, 1974; BREMER ET AL., 2004), dok je razdvajanje
Gondvane zapocelo pre oko 150 miliona godina (STOREY ET AL., 1995).

2) Molekularne analize nisu ni na koji nain povezale Coronantheroidne
Gesneriaceae sa Epithematoidnom ili Didymocarpoidnom grupom, veé¢ ukazuju
samo da su one deo predstavnika familije Gesneriaceae u Novom svetu, koje su
u Americi 1 nastale, pa su se odatle preko Antarktika proSirile ka JZ Pacifiku

(CRONK ET AL., 2005).
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3) Danasnja disjunktna distribucija rodova Epithema i Rhynchoglossum mnogo
verovatnije je nastala kao posledica relativno skorasnje introdukcije nego usled
pomeranja kontinenata. Naime, ispostavilo se da je americka vrsta R. azureum
vrlo bliska nekim juznoindijskim vrstama, $to ukazuje da je ova vrsta relativno
skoro naselila Ameriku, verovatno sa migracijama ranih Polinezana (MAYER ET
AL., 2003). Lokaliteti koje danas naseljava ova vrsta u Americi upravo se nalaze
duz pacificke obale u blizini mesta gde su prvi migranti osnivali svoja naselja.

4) Molekularne analize nisu podrzale ni hipotezu o ranijem postanku africkih u
odnosu na azijske predstavnike familije. Zapravo, po ovim analizama africki
rodovi nastali su od predacke euroazijske grupe, €iji su poslednji preziveli
predstavnici osnovni azijsko-evropski rodovi.

Dakle, pravog odgovara o poreklu i putevima Sirenja familije Gesneriaceae jo$
uvek nema. lako po mnogim karakteristikama predstavnici Novog sveta deluju kao
primitivnija i starija grupa, samo razdvajanje od rodaka iz Starog sveta moralo se desiti

veoma rano.

1. 2. EVROPSKI PREDSTAVNICI FAMILIJE Gesneriaceae

Familija Gesneriaceae u Evropi predstavljena je sa 5 vrsta u okviru 3
monotipska 1 oligotipska roda. Oligotispki rod Ramonda L. C. M. Richard obuhvata 3
vrste od kojih je R. myconi (L.) Reichenb. endemit Pirinejskog, dok su druge dve vrste,
R. nathaliae Panci¢ & Petrovi¢ 1 R. serbica Panci¢ endemiti Balkanskog poluostrva.
Osim vrsta iz roda Ramonda, v Evropi, takode na Balkanu, prisutna su i dva monotipska
roda iz iste familije, Haberlea Friv. (H. rhodopensis Friv.) 1 Jankaea Boiss. (J.
heldreichii (Boiss.) Boiss.) (Karta 1).

Haberlea rhodopensis rasprostranjena je u Bugarskoj i Gr¢koj. U Bugarskoj je
prisutna na Predbalkanu i Srednjoj Staroj planini, Trakijskoj niziji (ogranci Rodopa
prema Trakijskoj niziji) i na Rodopima. U Grc¢koj se javlja u severoistocnom delu

zemlje na planinama Pangeon, Falakron i na Rodopima. Zastupljena je, pre svega, na
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kre¢njaku, ali i na silikatima (VELCEV ET AL., 1992), na nadmorskim visinama skoro od

nivoa mora do 1950 m (STRID, 1991).

® Haberlea rhodopensis
Jankaea heldreichii
® Ramonda myconii Ag
® Ramonda serbica
@® Ramonda nathaliae

Karta 1. Distribucija pet vrsta familije Gesneriaceae u Evropi predstavljena na UTM

karti 50 x 50 km (preuzeto iz SILJAK-YAKOVLEV ET AL., 2008, preradeno i dopunjeno).

Jankaea heldreichii, lokalni endemit planine Olimp u Gr¢koj, naseljava
kre¢njacke stene i klisure, na nadmorskim visinama od 400 do 2400 m (STRID, 1991).

Ramonda myconi naseljava senovite klisure Pirineja 1 druge kre¢njacke masive
centralne i zapadne Katalonije (PICO & RIBA, 2002), a nedavno su otkrivene i njene
populacije smestene juznije, u blizini mora (CALDUCH ET AL., 2007). Populacije su
medusobno izolovane. Medutim, rastojanje izmedu najudaljenijih populacija je svega
oko 300 km (PICO ET AL., 2002).

Ramonda nathaliae ima manje viSe kompaktan areal koji se najve¢im delom
nalazi u Makedoniji, a manjim u Gr&koj i na Kosovu na planini Sari. Jedina disjunkcija
je u jugoistocnoj Srbiji.

Druga balkanska vrsta ovog roda, R. serbica ima najveci areal koji se prostire od
severozapadne Grcke, preko Albanije, zapadne Makedonije, jugoistocne 1 severoistocne
Crmne Gore, jugozapadne, jugoistoCne 1 severoistocne Srbije, do severozapadne

Bugarske.
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Svi predstavnici familije Gesneriaceae u Evropi su relikti tercijerne starosti. U
vecem delu Tercijera klima je u mnogim delovima srednje, a posebno juzne Evrope bila
subtropska, odnosno znatno vlaznija i toplija nego danas. Nije poznato kakvo je bilo
njihovo rasprostranjenje ovih biljaka u Tercijeru, jer fosilnih ostataka nema. No,
predpostavlja se da su bile znatno Sire rasprostranjene. Krajem Tercijara dolazi do
zahladenja na severnoj hemisferi i pocinje Ledeno doba. Ove biljke se tada,
najverovatnije, spustaju juznije i na nize nadmorske visine i naseljavaju refugijalna
staniSta u kojima pronalaze pribeziste od nepovoljnih klimatskih prilika.

Na takvim skrovitim mestima nalazimo svih pet vrsta, najcese, i danas.
Naseljavaju klisure i kanjone u brdsko - planinskim predelima, jer su tu mikroklimatski
uslovi, a pre svega, vlaznost i temperatura povoljniji za opstanak ovih subtropskih
predstavnika u Evropi. Cesto su u blizini prisutni planinski potoci ili reke koje pruzaju
dovoljnu vlaznost vazduha za ove biljke. Osim toga, mogu se na¢i i na strmim,
stenovitim planinskim stranama. Po pravilu, svoje zajednice grade na severno
eksponiranim stranama i pre svega, na kre¢njackoj podlozi. Izuzetke predstavljaju H.
rhodopensis koja se moze naci 1 na silikatima (VELCEV ET AL., 1992) 1 R. nathaliae koja
se, osim na kre¢njaku, moze naci i na Skriljcu, serpentinitu i granitu (KOSANIN, 1921).
Biljke su najcesée ,,ususkane u tepih* od mahovina, narocito dok su jo§ mlade (SI. 2),

S§to im pruza povoljnije uslove za razvoj na strmim stenama sa minimumom zemljista.

1. 2. 1. Otkriéa evropskih predstavnika familije Gesneriaceae

Svih pet vrsta otkriveno je u 19. veku. Prvo je 1805. godine francuski botanicar
RICHARD na padinama isto¢nih Pirineja otkrio vrstu koju je nazvao Ramondia
pyrenaica. Samo ime roda dao je u Cast francuskog botani¢ara Ramonda koji je krajem
18. veka izu€avao floru Pirineja. U to vreme, otkri¢e nove biljne vrste koja je, pri tom,
predstavljala ostatak tropske flore na tlu Evrope, bilo je senzacionalno otkrice.

Sledec¢a je opisana H. rhodopensis sa Rodopa u Bugarskoj (FRIVALDSKZY,
1835). S obzirom da se radilo o novom rodu i vrsti familije Gesneriaceae u Evropi,

interesovanje evropskih botanicara bilo je veliko.
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Slika 2. Odrasle individue vrste R. serbica sa lokaliteta Radovanski Kamen (A) i mlade

jedinke sa lokaliteta Oblik (B), uSuskane u tepih od mahovina.

Skoro Cetrdeset godina kasnije, Josif Panci¢ je na planini Rtanj pronaSao biljku
za koju je prvo mislio da je H. rhodopensis, ali je kasnije, na osnovu detaljnijih
istrazivanja i poredenja, shvatio je da se radi o novoj vrsti i daje joj ime R. serbica
(PANCIC, 1874). Odjek vesti o nalazu nove vrste roda Ramonda u Evropi bio je velik, s
obzirom da se radi o reliktnoj i endemi¢noj biljci koja je ukazivala na kompleksnu
istoriju flore Evrope.

Ve¢ naredne godine Svajcarski botani¢ar BOISSER (1875) otkrio je na planini
Olimp u Grckoj biljku kojoj je dao ime Ramondia heldreichii, ali koju je kasnije
izdvojio u zaseban rod Jankaea.

Poslednja je pronadena i opisana R. nathaliae od strane dr Save Petrovica i
Josifa Pancic¢a (1882). Naime, dr Sava Petrovi¢ bio je dvorski lekar kralja Milana
Obrenovica koji je, istrazuju¢i floru okoline NiSa, na Visokom kamenu u Jelasnickoj
klisuri 1 na Suvoj planini nasao biljke koje su bile veoma sli¢ne ranije opisanoj vrsti R.
serbica. Kako nije bio siguran da li se radi o istoj ili novoj vrsti, u pomo¢ je pozvao J.
Pancica koji je zakljucio da se radi o novoj vrsti roda Ramonda koju zajedno opisuju

pod imenom R. nathaliae u Cast kraljice Natalije Obrenovic.
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Prva od tri vrste roda Ramonda otkrivena je R. myconi. Otkri¢e druge vrste na
Balkanu, R. serbica nije izazvalo nedoumice da li je u pitanju nova vrsta tog roda ili ne.
Medutim, nakon otkri¢a i druge balkanske vrste R. nathaliae, otpocela je polemika o
tome da li se zaista radi o dve dobre vrste ili je jedna samo varijetet druge
(VELENOVSKY, 1898; VANDAS, 1909; HAYEK, 1917). Polemika je trajala skoro pedeset
godina, a onda je Cuveni botaniCar NEDELJKO KOSANIN objavio rad ,,Geografija
balkanskih ramondija“ (1921) u kome jasno ukazuje na morfloske, horoloske i ekoloske

razlike izmedu R. nathaliae 1 R. serbica.

1. 2. 2. Osnovne Kkarakteristike evropskih predstavnika familije

Gesneriaceae

Evropski predstavnici familije Gesneriaceae nemaju prave rizome, ve¢ prelaznu
formu korenovog sistema ka rizomima. Imaju spiralni raspored listova, koji je manje
zastupljen u familiji i uglavnom je prisutan kod vrsta koje imaju rozetu, kao $to je slucaj
evropskim, ali 1 nekim rodovima iz isto¢ne Azije. Listovi su jednostavni i celi, kod
rodova Haberlea i Ramonda nazubljenih ivica, dok jedino listovi vrste J. heldreichii
imaju celu ivicu. Listovi svih pet evropskih vrsta odlikuju se u razli¢itoj meri izrazenom
dlakavos¢éu, od blago dlakavih kod H. rhodopensis do izrazito dlakavih kod J.
heldreichii. Velika razlika izmedu tri roda je u tipu cvetova koji su kod rodova
Haberlea 1 Jankaea zigomortni (Sl. 3), dok su kod roda Ramonda aktinomortni (SI. 4).
Plod je Caura ispunjena velikim brojem sitnih semena.

Izmedu pet evropskih vrsta iz pomenutih rodova, osim morfoloskih, postoje
razlike 1 u broju hromozoma (Tab. 1). Za H. rhodopensis postoje razliciti podaci u
literaturi, od 2n = 38 do 2n = 48 hromozoma, dok je za vrstu J. heldreichii utvrden samo
broj od 2n = 56. Ramonda myconi je diploid sa 2n = 48 hromozoma, kao 1 R. nathaliae
za koju, medutim, postoji i podatak od 2n = 36 hromozoma. Kada je u pitanju vrsta R.
serbica, ona svakako ima ve¢i broj hromozoma od svih ostalih vrsta evropskih
predstavnika Gesneriaceae. Za ovu vrstu su do sada u literaturi bili poznati podaci o 2n

=72 12n =96 hromozoma (Tab. 1).
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Tabela 1. Brojevi hromozoma poznati iz literature za evropske predstavnike familije

Gesneriaceae.

Takson

2n

Referenca

R. myconi

48

RATTER & PRENTICE (1964)
CONTANDRIOPOULOS (1966)
LEPPER (1970)

R. nathaliae

36
48
48

GLISIC (1924)
RATTER (1963)
CONTANDRIOPOULOS (1966)

R. serbica

72
96

GLISIC (1924)
CONTANDRIOPOULOS (1966)

H. rhodopensis

48
38
44
44

CONTANDRIOPOULOS (1966)
BORHIDI (1968)

LEPPER (1970)

MILNE (1975)

J. heldreichii

56

CONTANDRIOPOULOS (1966)

Jos jedna zajednicka karakteristika ovih biljaka je poikilohidri¢nost, sposobnost

da nepovoljne uslove na staniStu, kao Sto su nedostatak vlage, visoke i1 niske

temperature, prezive ulaskom u anabiozu, fiziolosko stanje u kome se njihov

metabolizam usporava, a nadzemni organi dehidriraju (SI. 5). Kada se povoljni uslovi

na stani$tu ponovo uspostave, one u roku od nekoliko sati do nekoliko dana ponovo

uspostavljaju normalnu metaboli¢ku aktivnost i1 ozelenjavaju (STEVANOVIC, 1986;

STEFANOV ET AL., 1992; MULLER ET AL., 1997). Zato se jo§ nazivaju i ,,biljke koje

vaskrsavaju (eng. resurrection plants; GAFF & HALLAM, 1974).

Ovu jedinstvenu pojavu je kod roda Ramonda prvi vocio srpski botani¢ar ruskog

porekla Pavel Cernjavski (CERNJAVSKI, 1918). Prema navodima samog autora, slu¢ajno

je prosuo vodu po jednom herbarskom primerku vrste R. nathaliae. Kada je sutradan

ponovo otvorio herbar ugledao je zelenu biljku.
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& e

Slika 3. A) Haberlea rhodopensis Friv. iz Botanicke baste ,,Jevremovac* u Beogradu i

B) Jankaea heldreichii (Boiss.) Boiss. (http://www.stridvall.se/la/galleries.php).

Slika 4. A) Ramonda myconi (L)) Reichenb.
(http://erick.dronnet.free.fr/belles_fleurs de france/index.htm), B) R. nathaliae Panci¢

& Petrovi¢ sa lokaliteta Divljana i C) R. serbica Pancic¢ iz Jelasnicke klisure.
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Slika 5. Ramonda sp. u anabiozi

1. 3. KARAKTERISTIKE VRSTA RODA Ramonda NA BALKANSKOM POLUOSTRVU

Osnovne morfoloske karakteristike sve tri vrste roda Ramonda prikazane su u
Tabeli 2. Ramonda myconi se od dve balkanske vrste razlikuje po manje dlakavim
listovima, Spicastim anterama i neSto duzim ¢aurama.
S druge strane, osnovne morfoloske razlike izmedu R. nathaliae i R. serbica su u
gradi:
e listova (SI. 6):
0 pravilno nazubljene ivice lista kod R. nathaliae u odnosu na nepravilno i
izrazenije nazubljene kod R. serbica,
0 liska se naglo suzava u lisnu drSku kod R. nathaliae, a postepeno kod R.
serbica;
e cvetova (SI. 7):
O tanjirasti kod R. nathaliae, a oblika levka kod R. serbica,
0 listi¢i krunice se medusobno obodom preklapaju kod R. nathaliae, a kod R.
serbica ne,
O boja listi¢a krunice je tamnije ljubicasta kod R. nathaliae u poredenju sa R.

serbica,

14



Uvod

O antere su obicno Zute kod R. nathaliae, a ljubicasto-plave kod R. serbica.

0-RN. 48-4

Slika 6. Listovi vrste R. nathaliae (A) i R. serbica (B)

Slika 7. Cvetovi vrste R. nathaliae (A) i R. serbica (B)

Osim morfoloski, dve balkanske vrste se medusobno razlikuju i po broju
hromozoma, koji je kod R. nathaliae 2n = 36 (GLISIC, 1924) ili 2n = 48 (RATTER, 1963;
CONTANDRIOPOULOS, 1966), a kod R. serbica 2n = 72 (GLISIC, 1924) ili 2n = 96

(CONTANDRIOPOULOS, 1966).
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Tabela 2. Uporedni prikaz morfoloskih karakteristika tri vrste roda Ramonda
(MICEVSKI, 1956; Rix & WEBB, 1972; JOVANOVIC-DUNJIC, 1974; STRID & TAN, 1991;
ANDREEV ET AL., 2006; PEEV ET AL., 2011)

Karakter

Ramonda myconi

Ramonda nathaliae

Ramonda serbica

listovi

broj listova u rozeti

cvetna drSka

CaSica

Krunica

prasnici

antere

2-6x 1-5 cm,
rombicno-sfericnog
do ovalnog oblika,
izbrazdani, nazubljene
ivice, sa belim
dlakama na nali¢ju
lista i dugim Zutim na
lisnoj drsci, koja je
kratka i postepeno se
suzava ka kraju

6-12 cm, sa 1-6
cvetova, prekrivena
7lezdanim dladicama

reznjevi duZzi od tube

kruzna, skoro
aktinomorfna, sa cevi
koja je jednaka ili
kracéa od reznjeva, 3-4
cm, tamno ljubicasta
sa zutim srediStem

broj jednak broju
reznjeva krunice, svi
fertilni

slobodne, duge skoro

kao filamenti, 3-4
mm, $picaste, Zute

ceo, glavicast
5-7 mm

veca od Casice, c. 15
mm

3-5 x 1-3 cm, elipti¢no-
jajasti do Siroko jajasti,
retko rombicno jajasti,
izbrazdani, sitno i
pravilno nazubljene ivice,
sa retkim
crvenkastosvetlomrkim
dla¢icama na licu, sa
crvenkasto-svetlo-mrkim
dlakama na nalicju lista i
dugim Zutim na lisnoj
drSci, skracene osnove, sa
liskom koja se naglo
suzava u lisnu drsku, lisna
drska 1-4 cm

10-30

6-8 cm, sa 1-4 cveta,
prekrivena Zlezdanim
dlad¢icama

4-6 reznjeva, reznjevi
duzi od tube

tanjirasta, skoro
aktinomorfna, sa cevi koja
je jednaka ili kraca od
reznjeva, reznjevi su
otvoreni, ravni, 2-3.5 cm,
(3-)4(-5) rezenjeva koji se
medusobno obodom
preklapaju, lili do
ljubicasti, sa narandZasto-
zutim srediStem

broj jednak broju reznjeva
krunice, svi fertilni

slobodne, duge skoro kao
filamenti, 2.5-3 mm,
zaobljene, zute, neki put
sa malo plave boje

ceo, glavicast
c.3 mm

veca od ¢asice, ¢. 9 mm

4-7 x 2-3.5 cm, rombi¢no-
objajasti do elipti¢no-
rombiéni, izbrazdani,
nepravilno i izrazenije
testerasto nazubljene ivice,
sa retkim, belim ili pri
osnovi belim, a na vrhu
svetlozuckastim dlacicama
na licu lista, sa
crvenkastomrkim dlakama
na nali¢ju lista i dugim
zutim na lisnoj drsci,
trouglaste osnove sa liskom
koja se postepeno suzava u
lisnu drsku

do 15

5-12 cm, sa 1- 4 cveta,
prekrivena Zlezdanim
dlac¢icama

reznjevi duzi od tube

oblika levka, skoro
aktinomorfna, 2-3.5 cm, sa
cevi koja je jednaka ili
krac¢a od reznjeva, reznjevi
su blago uzdignuti i ne
preklapaju se, bledo-
ljubicasti

broj jednak broju reznjeva
krunice, svi fertilni

slobodne, duge skoro kao
filamenti, 2.5-3 mm,
zaobljene, tamno
ljubicasto-plave

ceo, glavicast
c.4-7 mm

c. 10 mm, veca od CaSice
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U ekoloskom pogledu ¢ini se da se R. nathaliae odlikuje ve¢om plasti¢noséu u
odnosu na R. serbica. Naime, ona osim kre¢njacke podloge naseljava i serpentinit
(klisura reke P¢inje iznad Velesa i Radusa), skriljce (klisura reke Topolke kod Velesa) i
granit (klisura Rajacke reke izmedu Drenove i Mramora) (KOSANIN, 1921), dok je R.
serbica prisutna isklju¢ivo na kre¢njaku.

Ramonda nathaliae zauzima vecu visinsku amplitudu od R. serbica. Naime, R.
nathaliae naseljava lokalitete koji se nalaze na nadmorskim visinama od 100 m, kao $to
je, na primer, u klisuri Vardara kod Demir Kapije (BORNMULLER, 1925/28) do 2200 m,
kao Sto je sluCaj sa populacijama na planinama Jakupici 1 NidZze u Makedoniji
(STEVANOVIC ET AL., 1997). Najmanja nadmorska visina na kojoj se sre¢e R. serbica je
oko 200 m na lokalitetu Malési e Madhe, a najve¢a oko 1950 m na lokalitetu Mali i
Cikés, oba u Albaniji (MARKU, 2007).

Osim toga, vrstu R. nathaliae ¢eS¢e pronalazimo na otvorenijim staniStima, kao
Sto je to slucaj sa populacijama kod Katlanovske banje, u klisuri reke P¢inje ili na
okomitim stenama subalpijskih regiona Suve planine, Jakupice i Nidza. Ramonda
serbica, s druge strane, uglavnom se javlja na zasti¢enijim mestima, u senci zbunova ili
Sumskog drveca, naro¢ito na ve¢im nadmorskim visinama. Inace, obe vrste striktno
naseljavaju severne, severozapadne i severoistocne ekspozicije bilo da se radi o

otvorenim ili Sumskom vegetacijom zaklonjenim stanistima.

1. 4. RASPROSTRANJENJE VRSTA RODA Ramonda NA BALKANSKOM

POLUOSTRVU

Dve vrste balkanskih ramondi naseljavaju razli¢ite oblasti na Balkanu 1 susre¢u
se samo u jugoistocnoj Srbiji gde grade simpatrijske populacije na dva lokaliteta.

Ramonda nathaliae odlikuje se relativno kompaktnim arealom koji se svojim
najveé¢im delom nalazi u Makedoniji. Van ove teritorije, prisutna je i na severu Grcke,
obroncima planine Sare na Kosovu, a najizdvojeniji deo njenog areala je u jugoistoénoj
Srbiji (Karta 2). Na zapadu, granica njenog do danas poznatog areala proteZe se od

Dobre Vode kod Kic¢eva u Makedoniji do klisure reke Gotovuse u podnozju Ljubotena
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na Kosovu. Najjuznije tatke njenog rasprostranjenja nalaze se na planini Vermion u
Grckoj. Na istoku granicu predstavljaju reke Pc¢inja i Vardar. Severnu granicu
kompaktnog dela areala predstavljaju ogranci Sar-planine i Skopske Crne Gore prema
Vardaru. Van ove teritorije, R. nathaliae se javlja jo$ jedino u jugoistocnoj Srbiji, na
Suvoj planini i u simpatrijskim populacijama u Si¢evackoj 1 Jela§nic¢koj klisuri. Gotovo
u celosti, njen areal je vezan za egejski sliv, dok samo populacije u jugoistonoj Srbiji

pripadaju crnomorskom slivu (STEVANOVIC ET AL., 1991).

Ramonda nathaliae
Florni element: balk(sk-pind(S)-mak-tes-mez(Z))

GRCKA: S: Kilkis (Paeonias (SZ Kastaneri)), Vermion (iznad sela Naoussa, padine SZ
od Tsanakatsi), Voras (Pefkoton, Loutraki, Kresna, SZ od Loutra Arideas), Pinovon,
Tzena, Smolikas (Samarina), Paiko (Gola-Tsouka, Theodorakias, Rema-Grammos, od

Grive do Kastanerija), vise Vodena (Vladovo).

MAKEDONIJA: Sara (Ljuboten (selo Vratnica, klisura reke Vratnice)), Skopska Crna
Gora (manastir Sv. Ilije, manastir Sv. Arandela), Zeden (selo Radusa (Kisela Voda)),
Matka, Skoplje (Sopiste), klisura reke P¢inje (iznad Katlanovske banje, na putu ka
Velesu), kod brane na jezeru Mladost, klisura reke Treske (Sisevo), Kar§jak, Suha Gora,
klisura reke Vardar (svi tesnaci od Zedena do Gumenze, Demir Kapija), Derven,
KaradZzica, GolesSnica planina (Begova glava), Jakupica, Drenovo (klisura Rajacke reke
(Donja klisura, izmedu Drenove i Mramora), Dautica, Kicevo (Dobra Voda), Babuna
(gornji tok), Pletvar, Trojaci, Crna reka (morihovsko-tikveski deo sliva), klisura reke

Topolke, Meglen, reka Blascica (do Alsara), Kozuf, Dudica, Kozjak, Nidze.
SRBIJA: JI: Bela Palanka (klisura kod sela Divljana), Jelasnicka klisura (Radovanski

Kamen iznad sela Cukljenik), Si¢evacka klisura (manastir Sveta Petka — Gradiste, iznad

manastira Sveta Petka, Oblik, selo Ostrovica), Suva planina (Crvena reka, Golas (Borov
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rid), Mosor, Sokolov Kamen, Trem, Rakos); Kosovo: Sara (severne padine Ljubotena

(klisura reke Gotovuse, kod sela Gotovusa)).

Tip podloge: krecnjak, serpentinit, Skriljci, granit.

Napomena: Smolikas (Samarina) (ZAGANIARIS, 1940) je nepotvrden nalaz i verovatno

se odnosi na R. serbica.

Nadmorska visina: 100 — 2200 m.

Reference: PETROVIC, 1885; KOSANIN, 1921; BORNMULLER, 1925./28.; SOSKA, 1933;
SOSKA 1937./40.; ZAGANIARIS, 1940; MICEVSKI, 1956; TATIC & STEFANOVIC, 1976;
STEVANOVIC & STEVANOVIC, 1985; STEVANOVIC ET AL., 1986B; STEVANOVIC, 1989;
STRID & TAN, 1991; NIKETIC, 1996; STEVANOVIC ET AL., 1997; TOMOVIC, 2007; TAN ET
AL., 2008.

Ramonda serbica ima najveci areal od svih predstavnika familije Gesneriaceae
u Evropi 1 karakteriSu ga dve disjunkcije (Karta 2). Najve¢i deo areala vezan je za
klisure i kanjone Jadranskog sliva pruzajuci se od Epira u Gr¢koj, preko Citave Albanije,
zapadne Makedonije, Metohije, do JI Crne Gore. Najzapadniji deo areala je na
padinama Rumije u Crnoj Gori,a najjuzniji na planini Mitsikeli u Epiru. Isto¢ne granice
ovog, manje vise, kompaktnog areala nalaze se u zapadnoj Makedoniji, na liniji Golema
i Pandijekarska reka — Radika — klisura Crnog Drima kod sela Lukovo — Galicica
(STEVANOVIC ET AL., 1986A). U okviru Crnomorskog sliva postoje dve grupe lokaliteta.
Jednu ¢ine klisure reke Ibra i ovaj deo areala je razdvojen od onog koji pripada
Jadranskom slivu prokletijskim masivom. Tu je, u okviru terenskih istraZivanja za ovu
doktorsku disertaciju, pronaden i jedan novi lokalitet za R. serbica u klisuri Mojstirske

suhovare, desne pritoke Ibra.
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Karta 2. Karta rasprostranjenja vrsta R. nathaliae (zelene tacke) 1 R. serbica (crvene
tacke).
Drugi deo predstavlja pravu disjunkciju koja obuhvata lokalitete u
severoistocnoj 1 isto¢noj Srbiji i severoistocnoj Bugarskoj. Ovde se oblast koju
naseljava R. serbica proteze od Zlota na severu, preko Rtnja i klisure Miljkovacke reke
na zapadu, do Jelasni¢ke klisure na jugu i Ciflika na jugoistoku. Najistoénija nalazista
su u severoisto¢noj Bugarskoj. Najveéi broj stanista vrste R. serbica nalazi se u okviru

jadranskog sliva, a manji pripada egejskom i crnomorskom slivu (STEVANOVIC ET AL.,

1991).
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Ramonda serbica
Florni element: dinar(JI)-balk(sk-pind(S-C)-mez(Z))

GRCKA: S Pindhos: Mitsikeli, Timfi (klisura Vikos, dolina Aods, Mikro Papingo),
Trpezitsa; SC: Bela Voda; Varnos (NP Prespa (Kalo Nero)), u blizini reke Voidomatis

(izmedu loannina i Konitsa).

ALBANIJA: Berat (Mali i Tomorit), Dibér (Fushé Studen, Klenjé, Lur€), Gjirokastér
(Kardhiq), Gramsh (Gryka e Holtés), Kolonjé (Leskovik), Kor¢é (Osoj€), Krujé (Kala e
Krujés, Mali 1 Krujés, Mali i Sarisalltékut, Qafé Shtamé), Kukés (Bicaj, Mali 1 Gjalicés,
Podbregje (Koritnik), Qafa e Keqe (Bicaj)), Librazdh (Dardhé-Mal, Sinuer
([Termenik€)), Malé€si e Madhe (Dukagjin, Gryka e Rapshés, Qafa e Thores (Bogé¢),
Rapsh), Mat (Kala e Skéndérbeut (Mali i Dejés)), Mirdité (Shkallé Konaj (Mali i
Shenjté), Pérmet (Gryka e Dragovés, Kélcyré€), Skhkodér (Cukal), Skrapar (Radesh),
Tepelené (Luzat), Tirané (Gryka e Lusés (Mali i Dajtit), Kala e Petrelés, Mali 1 Dajtit,
Qafé Priské, Tufin€), Tropojé (Dragobi, Qafa e Valbonés), Vloré (Mali 1 [1ikés).

MAKEDONIJA: Bistra, Cerovacka reka, Pandijekarska reka (desna strana puta
Gostivar-Kicevo), Gali¢ica (Zli do), klisura Male reke, klisura Mavrovske reke, klisure i
kanjoni reke Radike (selo Zirovnica, Bari¢ka klisura), Lukovo (klisura Crnog Drima),

Zvezda (Bukovik).

CRNA GORA: Bukovicka reka, kanjon reke Cijevne, kanjon Male Rijeke (leva pritoka
Morace), izmedu Rozaja i Ribari¢a, Rumija (Dobra Voda, Bijela Skala, Mali Mikuli¢,
Lisinj, Medurecka reka, kod sela Muri¢i), Stari Bar (Mikuli¢).

SRBIJA: JZ: Mokra Gora (klisura Crne reke (neposredna blizina manastira Crna reka
kod Ribari¢a), klisura Mojstirske suhovare), okolina Tutina (klisura reke Godulje,
neposredno pred uiée Godulje u Ibar, Spiljani); JI: Bela Palanka (Ciflik), Jelasnitka

klisura (izmedu sela Jelasnica i Cukljenik, Radovanski Kamen iznad sela Cukljenik),
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Kravlje (Kravljansko — Miljkovacka klisura, Kravljanska reka), Sic¢evacka klisura
(Gradistanska klisura, Kusaca, iznad manastira Sv. Bogorodice, Vis, manastir Sv. Petka,
Oblik, selo Ostrovica, Prosecki vis); I: Rtanj (locus classicus (Baba, Garnavica, greben,
ispod vrha, iznad rudnika Rtanj, Kusak, Siljak-Kusak), Svrljiske planine (Julijanska
planina, Pernatica, Ples); SI: Kucajske planine (Klancu§ (blizu Mikuljske reke), Malinik
(blizu Zlota, kanjon Lazareve reke (Kotlovi)); Kosovo: Koritnik (Dugu kec), klisure
Pecke Bistrice, Prizren (klisura Prizrenske Bistrice, Duvska klisura (iznad DuSanovog
grada (manastir Sv. Arandel)), VrbiCanska reka (izmedu Prizrena i sela Recana)),
Prokletije (Beli Drim — izvor, kod sela Radavac, Hajla (grlo Tesnac), Koprivnic¢ko-
streocki masiv, Koprivnik (Bjelo polje), Lumbardska planina, Ljubeni¢ka planina
(Ljubenica krs, Ljubenicki potok), Mokra Gora (kr§ Bogotija, selo PaSina voda, Suva
planina, Vrelo selo, Veliki potok, Vrelski potok, Vrelski potok — Crveni krs), Paklen
(klisura reke SuSice), Rugovska klisura (klisura Grlja, MiliSevski potok — kanjon, Slane
poljane, kod doma), Zljeb (Maja Rusolija), Homsur, Stubica, Stedim), iznad sela
Ljubinje, Sara (Kodza Balkan (Cerevadki potok, klisura reke Dusnice (u blizini
manastira Sv. Trojice kod sela Musutiste), klisura reke Matos (u blizini manastira Sv.
Bogorodice kod sela Musutiste), klisura reke Rusenice), Osljak (iznad sela Musnikova i

Sevca)).

BUGARSKA: Zapadni Predbalkan (Mitrovtsi, Prevala, Dolni Lom, Turgoviste, selo
Vurbovo, kod mesta Cermusnika u blizini Mihalovgrada, izmedu Gornje i Donje

Vedrenice).

Tip podloge: krecnjak.

Napomena: Navod za ovu vrstu sa planine Voras (VOLIOTIS, 1981) se, verovatno,
odnosi na R. nathaliae. Vrsta se pogresno navodi za Suvu planinu (KOSANIN, 1921), kao

i za podru¢je Sar-planine — Ljuboten (WETTSTEIN, 1892), jer se ovi lokaliteti odnose na

vrstu R. nathaliae.
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Nadmorska visina: 200 — 1950 m.

Reference: PANCIC, 1874; PETROVIC, 1885; KOSANIN, 1921; SOSKA, 1933; STEFANOV &
GEORGIEV, 1937; ROHLENA, 1942; MICEVSKI, 1956; VELCEV ET AL., 1973; TATIC &
STEFANOVIC, 1976; JANKOVIC & STEVANOVIC, 1981; PETKOVIC ET AL., 1985; PETKOVIC
ET AL., 1986; STEVANOVIC ET AL., 1986A; STEVANOVIC ET AL., 1986B; STEVANOVIC,
1989; STRID & TAN, 1991; MARKU, 2007; ToMOVIC, 2007; PEEV, 2011.

1. 4. 1. Simpatrijske populacije

U radovima autora s kraja 19. i pocetka 20. veka, pronalaze se prvi podaci koji
ukazuju na moguénost da dve balkanske vrste roda Ramonda zive zajedno negde u
jugoistonoj Srbiji. Naime, navodi se prisustvo obe vrste u Jelasni¢koj klisuri
(PETROVIC, 1882), kao i na Suvoj planinu (PETROVIC, 1882; KOSANIN, 1921). Ipak,
KOSANIN (1939) pise: ,,Njihovi areli prostiranja gotovo se nigde ne poklapaju, pa ¢ak ni
na podnozju Suve Planine. Njihovi se areali tamo samo suceljavaju, jer je R. serbica
ogranicena samo na obale reke NiSave u Si¢evackoj klisuri, gde nema R. nathaliae. Ova
raste na ostalim delovima Suve Planine, gde opet nema R. serbica.*

Uprkos ovim zbunjuju¢im i, donekle, nedovoljno preciznim podacima,
STEVANOVIC ET AL. (1986B) su tokom svojih istrazivanja nasli u Jelasnickoj i
Si¢evackoj klisuri zone prave simpatrije, odnosno sintopije dve balkanske vrste roda
Ramonda.

Jedan lokalitet zone simpatrije nalazi se na Radovanskom Kamenu iznad
JelaSnicke klisure 1 mogao bi da odgovara lokalitetu koji je opisivao PETROVIC (1882)
kao Visoki Kamen. Obe vrste rastu na nadmorskoj visini izmedu 450 i 500 m, na
severo-severoistocnoj ekspoziciji. Jedinke dve vrste nastanjuju pukotine i uzane police
ogoljenih kre¢njackih stena, kao i stene i blokove stena unutar Sume belograbic¢a
(Carpinus orientalis). Osim toga, jedna subpopulacija koju ¢ini samo R. serbica nalazi
se unutar bukove Sume (Fagus moesiaca). Ramonda nathaliae je zastupljena vise od R.

serbica. Kao kserotolerantnija vrsta, ona ovde raste na izloZenijim mikrostanistima
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kakve su okomite stene, dok R. serbica obrasta podnozja stena i ostenjake zaSti¢ene
Sumom.

Drugi lokalitet zone simpatrije nalazi se na severnoj strani Si¢evacke klisure,
iznad leve obale reke NiSave, na severnim okomitim padinama vrha Obliku, na
nadmorskoj visini izmedu 350 i 700 m. Najve¢i broj jedinki je na teSko dostupnim
strmim stranicama klisure pod senkom mesSovite Sume koju ¢ine Acer intermedium,
Carpinus orientalis, Corylus colurna i Fagus moesiaca. Deluje da je R. serbica na
ovom lokalitetu nesto zastupljenija od R. nathaliae.

U blizini ova dva simpatrijska lokaliteta postoje i1 Ciste populacije obe vrste.
Tako je R. nathaliae zastupljena kako na samoj Suvoj planini, tako i u njenom
podnozju, nedaleko od Bele Palanke, kod sela Divljana, dok R. serbica raste na
SvrljisSkim planinama, u Si¢evackoj klisuri iznad manastira Sveta Bogorodica i u samoj
Jelasnickoj klisuri.

U vreme otkri¢a ovih simpatrijskih populacija vrsta R. nathaliae i R. serbica,
autori su mislili da hibridizacije izmedu dve vrste nema, usled geneticke
inkompatibilnosti (STEVANOVIC ET AL., 1986B).

O nastanku simpatrickog areala postoje razliita miSljenja. U vreme kada je
mislio da ove dve vrste dele istu teritoriju, KOSANIN (1921) je ponudio dva moguca
objasnjenja zajednickog stanista dve vrste u JI Srbiji. Jedno objasnjenje bi bilo da je ono
ostatak njihovog, nekada mnogo veceg, zajednickog areala. Druga moguénost je da se
R. nathaliae tu doselila nakon Ledenog doba.

Medutim, STEVANOVIC ET AL. (1986B) iznose drugaciju i detaljniju hipotezu o
nastanku ovih zajednickih populacija. Naime, po njima dve vrste su se horoloski i
ekoloski razdvojile jo§ u vreme Tercijera kada su bile mnogo Sire rasprostranjene nego
Sto su danas. Za vreme Ledenog doba doslo je do smanjenja njihovih areala. Izmedu
ostalog, R. nathaliae se sa svog staniSta na Suvoj planini spustila u nize delove
Si¢evacke i Jelasnicke klisure. Mezofilnija R. serbica je za vreme Tercijera verovatno
bila prisutna i severnije, pa su njena danasnja stanista u SZ Bugarskoj 1 I Srbiji zapravo
ostaci tih populacija. Ona se pod uticajem hladnije klime spustila juznije 1 doSla u

kontakt sa R. nathaliae u okolini NiSa, a pomenuta dva jedina danasnja simpatrijska
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lokaliteta predstavljaju ostatak refugijalnih zajednica ove dve vrste iz vremena Ledenog
doba.

Postoji jos jedan lokalitet sa nesigurnim podacima o rasprostranjenju ove dve
vrste. Naime, VOLIOTIS (1981) navodi ove dve vrste roda Ramonda za planinu Voras u
Grckoj. Autor, medutim, ne pruza podatke o tome da li je u pitanju simpatrija ili su
populacije dve vrste tu razdvojene. Medutim, do danas za ovu planinu dokazano je
samo prisustvo R. nathaliae i to na vise lokaliteta. Ostalo je jo$ uvek nerazjasnjeno da li
se radilo o pogresnoj determinaciji ili u nekom delu ove planine opstaje 1 R. serbica Sto

je malo verovatno imajuci u vidu rasprostranjenje i ekologiju ove vrste.

1. 5. HIPOTEZE O POREKLU, ODNOSIMA I RASPROSTRANJENJU R. nathaliae 1 R.

serbica

Prvu pretpostavku o poreklu vrsta R. nathaliae i R. serbica daje KOSANIN (1921). Po
njemu, sposobnost evropskih ramondi da rastu na znatnoj visini ukazuje na to da su one
potomci tercijernih planinskih formi, koje su mogle preziveti Ledeno doba povlaceci se
sa planina u niske doline. Po njemu, nekada jedinstven areal vrste R. serbica smanjen je
1 isprekidan usled izmenjenih klimatskih prilika za vreme Ledenog doba. Nakon
glacijacije, ova vrsta se nije mogla u potpunosti prilagoditi novonastalim klimatskim
uslovima, tako da je ostala samo u zaklonjenim refugijalnim staniStima i nije proSirila
teritorijju. S druge strane, na osnovu neprekidnog, relativno malog areala vrste R.
nathaliae, Ko$anin zakljucuje da je ova vrsta mlada i da nije imala dovoljno vremena da
prosiri svoj areal. Kako se ove dve vrste ne razlikuju u na¢inu rasejavanja, to, po njemu,
potvrduje da je veci areal R. serbica nego R. nathaliae, posledica duze starosti 1 vece
rasprostranjenosti u tercijernoj proslosti, a ne veée sposobnosti rasejavanja u recentno
doba. Po KOSANINU (1921) ili je R. nathaliae direktan potomak vrste R. serbica ili su
obe nastale od zajednickog pretka, koji je izumro, s tim §to je R. serbica nastala znatno

ranije.
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GLISIC (1924) se oslonio na KoSaninove pretpostavke i dao je dodatne
argumente za vecu starost vrste R. serbica. Broj arhesporijalnih ¢elija je veéi kod R.
serbica i one imaju zajednicko i istovremeno razvié¢e do stadijuma sinapsisa, dok je kod
R. nathaliae prisutna samo jedna ovakva Celija. Kako se ve¢i broj ovih ¢elija kod biljaka
smatra kao dokaz njihove vece starosti, to bi se moglo zakljuciti da je R. serbica starija
vrsta. Osim toga, kao drugi dokaz za ovu tvrdnju, on navodi da ovulum vrste R. serbica
ponekad dobija istovetan izgled kao kod R. nathaliae.

Kasnije su TATIC I STEFANOVIC (1976) uporedujuci maticne stene i zemljiste sa
nekoliko lokaliteta vrste R. serbica 1 jednog na kome raste R. nathaliae (klisura reke
Topolke) zakljucili, na osnovu toga §to R. serbica nastanjuje geoloski starije stene sa
prisutnim tragovima fosilnih ostataka faune, da je R. nathaliae nastala kasnije.

Prvi koji su izneli drugaciju hipotezu bili su STEVANOVIC 1 STEVANOVIC (1985)
koji su, analizirajuéi fitocenoze dve vrste, uoc€ili da su zajednice koje formira R.
nathaliae u ekoloskom i geobotanickom poreklu raznovrsnije, Sto moze ukazivati ne

samo na vecu plasti¢nost ove vrste, ve¢ i na njenu vecu starost u odnosu na R. serbica.

1. 6. DOSADASNJA ISTRAZIVANJA VRSTA R. nathaliae 1 R. serbica

1. 6. 1. Fitocenoloska istrazivanja roda Ramonda na Balkanskom

poluostrvu

FitocenoloSkim istrazivanjima dve balkanske vrste roda Ramonda bavilo se vise
istrazivaca sa ovih prostora. Zahvaljuju¢i tim autorima danas imamo podatke o
fitocenozama koje izgraduju ove endemicne vrste.

Vrsta R. nathaliae izgraduje nekoliko razlicitih zajednica: Erysimeto-
Ramondaetum nathaliae na Suvoj planini (JOVANOVIC-DUNJIC, 1952), Asplenio
cuneifolii-Ramondaetum nathaliae na serpentinitima kod sela Radusa (STEVANOVIC &
STEVANOVIC, 1985), Viola kosaninii-Ramonda nathaliae na Karadzici (HORVAT, 1935),
Campanula formanekiana-Ramonda nathaliae na NidZama (HORVAT, 1935) 1 Vermionu

(QUEZEL, 1967), Ceterachi-Ramondetum serbicae ramondetosum nathaliae u
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simpatrijskim populacijama na lokalitetima Oblik i Radovanski Kamen (STEVANOVIC
ET AL., 1987). Sve ove zajednice su na kre¢njackoj podlozi, osim one kod sela Radusa
koja se nalazi na serpentinitu. Nadmorske visine su od 450 — 1700 m, ekspozicije S, S-
SZ, S-SI, a nagib terena od 20 - 90°. Zemljiste je tipa crnice. U zajednicama
preovladuju hemikriptofite 1 hamefite i uglavnom se karakteriSu submediteranskim,
subendemic¢nim i endemi¢nim flornim elementima.

Zajednice koje izgraduje vrsta R. serbica su: Cetereto-Ramondietum serbicae u
Si¢evackoj 1 Jelasnickoj klisuri, kao 1 na Rtnju (JOVANOVIC-DUNJIC, 1952), Hieracio-
Ramondietum serbicae na Rumiji (LAKUSIC, 1968), Silene schwarzenbergiana-
Ramonda serbica (QUEZEL, 1968) na severnom Pindu, Musco-Valeriano tripterae-
Ramondaetum serbicae u klisuri Matos, Musco-Saxifrago rotundifoliae-porophyllae-
Ramondaetum serbicae u klisuri Rusenice i1 DusSnice, Musco-Saxifrago alpicolae-
Ramondaetum serbicae u Xklisuri Vrbi¢anske reke, Cetero-Achilleo aizoonis-
Ramondaetum serbicae u Duvskoj klisuri (JANKOVIC & STEVANOVIC, 1981), Ceterachi-
Ramondetum serbicae ramondetosum nathaliae u simpatrijskim populacijama na
lokalitetima Oblik 1 Radovanski Kamen (STEVANOVIC ET AL., 1987), Musco-Polypodio-
Ramondaetum serbicae u kanjonu Bukovicke reke i1 klisuri Crne reke, Valeriano
officinale-Galio-Ramondaetum serbicae takode u kanjonu Bukovicke reke (PETKOVIC
ET AL., 1988), Geranio-Ramondaetum serbicae (STEVANOVIC & BULIC, 1992).
Dijapazon nadmorskih visinau kojima su zabelezene ove zajednice su od 250 — 1300 m,
ekspozicije S, S-SZ, S-SI 1 SZ-SI, a nagibi terena od 20 - 90°. Podloga je kre¢njacka, a
zemljiSte organomineralna crnica. I ovde preovladuju hemikriptofite i hamefite, kao i
balkanski i submediteranski florni elementi, ali u manjem procentu zastupljene su i
srednjeevropske i subborealne vrste.

Kako je fitocenoloski obraden relativno ogranicen broj lokaliteta koje ove vrste
nastanjuju, narocito za vrstu R. nathaliae, otvoreno je jedno Siroko polje za ovaj tip
istrazivanja koja bi bila veoma znacajna, pogotovo s obzirom na refugijalni karakter

njihovih stanista.
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1. 6. 2. Anatomska i ekofizioloska istraZivanja roda Ramonda

Ekofizioloska istrazivanja na vrstama roda Ramonda zapocela su sa otkricem
njihove poikilohidri¢nosti (CERNJAVSKI, 1918). Medutim, prva detaljnija anatomska i
ekofizioloska istrazivanja na vrstama roda Ramonda obavio je KOSANIN (1939), koji je
ukazao na anatomske, fizioloske i ekoloSke razlike izmedu dve vrste. Izmedu ostalog,
on je eksperimentima utvrdio da je u hidratisanom stanju R. serbica osetljivija na visoke
temperature od R. nathaliae, kao 1 da se otpornost obe vrste povecava kada su u
isuSenom stanju. Ramonda serbica je vise zastupljena na mestima koja su zastic¢enija od
direktnog Suncevog zracenja, velikog kolebanja vlaznosti, ali i mraza, dok R. nathaliae
prezivljava i na osuncanijim mestima, ali i na velikim nadmorskim visinama gde je
izlozena intenzivhom dejstvu mraza. Ve¢ je KosSanin uocio da biljke prilikom
dehidratacije gube i1 do 94,4% vode, ali 1 da, kada im je voda ponovo dostupna, veoma
brzo potpuno povrate turgescentnost, za svega 24 - 30 casova. Istrazivao je, takode,
razlike u anatomskim presecima svezih i suvih listova i uoc¢io da u suvim listovima ovih
biljaka nema skroba, ve¢ je doslo do njegovog pretvaranja u ulja koja se mogu uociti
kao zrnaste mase u celijama, §to je potvrdeno i nasim preliminarnim istrazivanjima
konfokalnom mikroskopijom.

Tek nakon skoro 50 godina, naucnici se ponovo vracaju fizioloskim
istrazivanjima dve balkanske vrste roda Ramonda. Tako je istrazivan uticaj svetlosti 1
hormona na klijanje semena vrste R. serbica (STEFANOVIC ET AL., 1986), a od sredine
osamdesetih godina prof. Branka Stevanovi¢ sa svojim saradnicima po€inje intenzivna
anatomska, ekofizioloSka i biohemijska istrazivanja R. nathaliae 1 R. serbica. Prva
terenska istrazivanja ovih biljaka odnosila su se na anatomiju 1 vodni rezim dve vrste,
koja su pokazala da su dnevna i sezonska variranja intenziteta transpiracije, sadrzaja
vode u listovima i osmotskog pritiska mala i postepena, narocito kod vrste R. nathaliae.
Listovi su im mezomorfni, naroc¢ito kod R. serbica, sa malo kseromorfnih karakteristika

(STEVANOVIC, 1986; STEVANOVIC, 1989-1991; STEVANOVIC & GLISIC, 1997).
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Istrazivanje sastava lipida i masnih kiselina u listovima u uslovima dehidracije i
rehidratacije ukazalo je na vecu stabilnost lipida membrane kod R. serbica, kao i ve¢u
sposobnost ove vrste da obnovi sastav masnih kiselina nakon rehidracije (STEVANOVIC
ET AL., 1992). Analize elektrolita kod dve vrste potvrdile su da je R. serbica nesto
osetljivija na susu od R. nathaliae (STEVANOVIC ET AL., 1996; STEVANOVIC ET AL.,
1997/1998). Usledila su istrazivanja trihoma na listovima R. serbica (GLISIC ET AL.,
1997) i lamelarnih tela u hidratisanim ¢elijama mezofila (STEVANOVIC & SERBAN,
1997). Analizama aktivnosti hlorofilaze 1 metabolizma hlorofila tokom dehidratacije 1
rehidratacije utvrdeno je da balkanske ramonde spadaju u homojohloriflne biljke
(DRAZIC ET AL., 1998; DRAZIC ET AL., 1999). Usledio je niz istrazivanja koja su
obuhvatila fotohemijske aktivnosti fotosistema II, kao i ciklusa violaksantina (AUGUSTI
ET AL., 2001) 1 lipidnog sastava plazma membrana tokom dehidratacije i rehidratacije
kod R. serbica (QUARTACCI ET AL., 2002). Istrazivanja uloge fenola u antioksidativhom
sastavu ove vrste su pokazala da R. serbica ima veci sadrzaj fenolnih kiselina u odnosu
na druge biljke, a potvdila su i da je prva faza rehidratacije najstresnija za biljku
(SGHERRI ET AL., 2004). Proucavani su i osmotsko prilagodavanje tokom dehidratacije 1
rehidratacije kod R. serbica (ZIVKOVIC ET AL., 2005), aktivnosti antioksidativnih enzima
kod iste vrste (VELJOVIC-JOVANOVIC ET AL., 2006), kao i antioksidativni sistem i sadrZaj
dehidrina kod R. nathaliae (JOVANOVIC ET AL., 2011). U novije vreme paznja je
posvecena 1 sadrzaju isparljivih jedinjenja kod dve balkanske vrste roda Ramonda
(RADULOVIC ET AL., 2009), kao i prouc¢avanju osobina zemljista i njegovog uticaja na
mineralni sastav vrste R. serbica, pri ¢emu je otkriveno prisustvo mikorize na
korenovima ove biljke (RAKIC ET AL., 2009).

Vise autora objavilo je, takode, protokole za dobijanje i gajenje in vitro kultura
obe vrste (KONGJIKA ET AL., 2001; SABOVLJEVIC ET AL., 2008; DONTCHEVA ET AL.,
2009; DASKALOVA ET AL., 2012), a i dodatna istrazivanja ove problematike su u toku

(RAQUIN, C., Univerzitet Paris-Sud, Orsay, Francuska) .

29



Uvod

1. 6. 3. Citoloska istraZivanja roda Ramonda

Prvi rezultati citoloskih istrazivanja roda Ramonda prikazani su u doktorskoj disertaciji
GLISICA (1924). U svojoj tezi on detaljno predstavlja embriolosko razvice dve
balkanske vrste i u okviru toga daje prve brojeve hromozoma za R. nathaliae i R.
serbica.

Za vrstu R. nathaliae GLISIC (1924) navodi da je haploidan broj hromozoma na
posmatranim preparatima oko n = 18, uz opasku da je to broj hromozoma koji je
najceS¢e dobijao. Materijal za ove analize uzet je od primeraka gajenih duZze vreme u
Botanickoj basti ,,Jevremovac®. Broj hromozoma u diploidnom jedru 2n = 72 kod R.
serbica utvrden je na materijalu sakupljenom u Si¢evackoj klisuri GLISIC (1924). On,
takode, primecuje da je ceo tok embrionalnog razvi¢a kod R. serbica sporiji nego kod R.
nathaliae, ali da su razlike u samom procesu neznatne.

Tek kasnije, RATTER (1963) i CONTANDRIOPOULOS (1966) na materijalu R.
nathaliae poreklom sa Vermiona i iz klisure Vardara utvrduju da je kod ove vrste 2n =
48 hromozoma. CONTANDRIOPOULOS (1966) analizira i materijal R. serbica iz klisure

Vikosa i objavljuje da je 2n = 96 hromozoma.

1. 7. FAKTORI UGROZAVANJA I MERE ZASTITE

U razli¢itim delovima svog areala, R. nathaliae 1 R. serbica izloZzene su
razli¢itim opasnostima. Zato se navode razli¢iti faktori njihovog ugrozavanja.

1) Narusavanje staniSta usled klimatskih promena koje se ogledaju u promenama
vodnog rezima staniSta, isuSivanju manjih reka 1 potoka tokom leta
(VLADIMIROV, 2011).

2) Ljudske aktivnosti koje rezultiraju u ruderalizaciji staniSta (VLADIMIROV, 2011).

3) Mala veli¢ina, fragmentisanost i izolovanost populacija (VLADIMIROV, 2011)
mogao bi biti razlog smanjenja njihove brojnosti usled promena u staniStima

koja se, inace, odlikuju specificnom kombinacijom ekoloskih faktora.
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4)

S)

6)

Tome treba dodati da su ovo biljke koje se odlikuju sporim rastom, tako da im je
potrebno vise od 10 godina da od faze klijanca sazru u reproduktivne adulte.
Izgradnja brana u klisurama i kanjonima mogla bi biti jedan od najsnaznijih
negativnih faktora koji bi doveo do iS¢ezavanja znatnog dela populacija obe
vrste (BILz, 2011). Medutim, dosada$nji slucajevi izgradnje akumulacija u
kanjonima, npr. HE Matka u kanjonu Treske i HE Tikve§ na Crnoj reci, oba u
Makedoniji, pokazuju da su populacije R. nathaliae iznad zone potapanja u obe
akumulacije veoma brojne. Svakako da je znatan deo populacija uniSten
potapanjem, ali u delu koji je iznad danas$njeg nivoa akumulacija one su i dalje
veoma brojne i uspeSno se obnavljaju. Mogucée je i to da su izgradnjom
akumulacije poboljsani uslovi vazdusne vlage u takvim klisurama i kanjonima
Sto, nema sumnje, pogoduje ovim osetjivim biljkama. Medutim, poznajuci
visinsku distrubiciju obe vrste u odredjenim klisurama i1 kanjonima (Zlotska
klisura, JelaSnicka klisura, Prizrenska Bistrica, Rugovska klisura, itd.), njihovim
eventualnim potapanjem unistio bi se najveéi procenat populacija. Ovo se ne
odnosi samo na velike akumulacije ve¢, StaviSe, na mikroakumulacije koje se
planiraju na mnogim mestima, ukljucujuci i ona na kojima zive obe vrste roda
Ramonda.

sakupljanje biljaka u naucne ili hortikulturne svrhe svako je jedan od
potencijalno snaznih ugrozavaju¢ih faktora, pogotovu ako je nekontrolisano
(BiLz, 2011). Posebno su osetljive simpatricke populacije, jer se sakupljanjem
jedne ili druge vrste remeti interpopulacioni odnos i raspored obe vrste.

Opste uzev, populacije obe vrste uglavnom su stabilne, jer obi¢no imaju znatan

broj jedinki koje Cesto rastu na nepristupa¢nim mestima. [zuzetak su populacije vrste R.
serbica u Bugarskoj koje su izrazito fragmentisane i broje svega od nekoliko desetina

do nekoliko stotina individua (BiLz, 2011).

Po TUCN Crvenoj listi ugrozenih vrsta, R. serbica verovatno zasluzuje

kategoriju ranjive u vecini drzava. No, s obzirom da je broj lokaliteta ve¢i od 10 i da

nije jasno u kojoj meri su populacije fragmentisane, zvani¢no je svrstana u kategoriju
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vrsta koje ne zahtevaju posebnu brigu (LEAST CONCERN — LC) (BiLz, 2011). Rizik
iSCezavanja vrste je mali, ali je, ipak, neophodno preduzeti adekvatne mere zastite.

Vrsta R. serbica zasticena je Bernskom konvencijom. U pojedinacnim
drzavama, u Albaniji, Grckoj 1 Srbiji se vodi kao ranjiva (VU), u Bugarskoj kao
ugrozena (EN), dok je u Crnoj Gori zaSti¢ena zakonom. Ramonda nathaliae je, takode,
zaSticena zakonom u Gr¢koj 1 Srbiji. U Makedoniji, za sad, nisu zasti¢ene ni jedna ni
druga vrsta. Ono $to ide u korist ramondama na Balkanskom poluostrvu je $to se
lokaliteti koje naseljavaju uglavnom nalaze u podrucjima koja su pod razli¢itim
stepenom zastite.

Predlozene mere zastite obuhvataju:

1) ta¢nu procenu veli¢ine populacija i povrsine koju zauzimaju;

2) zastitu pojedinih lokaliteta, osobito onih koji su od posebne vaznosti za nauc¢na
istrazivanja (npr. simaptricke populacije);

3) obnavljanje i pojacavanje malih i prostorno ograni¢enih populacija zasejavanjem
sakupljenog semena in situ u mahovinama i na pogodnim nanostanistima,
budu¢i da najveci deo semena biva spran vodom sa stena;

4) monitoring brojnosti i uzrasne strukture izabranih populacija;

5) cuvanje semena u Nacionalnoj banci semena;

6) ex situ konzervaciju, posebno ako se ima u vidu da je moguca uspesSna

propagacija individua iz kulture tkiva.
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2. CILJEVI

Predmet ove doktorske disertacije su palinoloski, citogeneti¢ki i molekularni
metodi istrazivanja koji do sada nisu primenjeni na vrstama roda Ramonda sa

Balkanskog poluostrva.
1z tih razloga, ciljevi ove doktorske disertacije su sledeci:

e utvrdivanje i analiza morfoloskih karakteristika polena 1 semena vrsta R.
nathaliae 1 R. serbica uz poredenje sa pirinejskim srodnikom R. myconi,

pomocu svetlosnog i scanning elektronskog mikroskopa,
e odredivanje vijabilnosti polena Aleksandrovim reagensom,
e procena klijavosti semena tri vrste,
e utvrdivanje broja hromozoma standardnim karioloSkim tehnikama,

e odredivanje veli¢ine genoma protocnom citometrijom kod S$to vecéeg broja

populacija obe vrste,

e proveravanje eventualnog postojanja hibridnih jedinki analizom polena, semena,
broja hromozoma i veli¢ine genoma kod Sto veceg broja individua u

simpatrijskim populacijama,

e utvrdivanje stepena sli¢nosti i filogeografskih veza izmedu dve vrste pomocu

molekularnih markera (AFLP).
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3. MATERIJAL I METODE

3. 1. BILINI MATERIJAL

Biljni materijal sakupljan je u period od 2005. do 2008. godine, ali iz pojedinih
populacija i kasnije, sve do 2011. godine. Sakupljanja su obavljana sa velikog broja
lokaliteta Sirom Balkanskog poluostrva kako bi se pokrili §to ve¢i delovi areala obe
balkanske vrste roda Ramonda. Tako su sakupljene biljke iz Srbije, Makedonije, Crne
Gore, Bugarske, Gréke i Albanije. Zahvaljujuéi kolegama iz Spanije, dobijen je i
materijal iz nekoliko populacija vrste R. myconi. Kako bi bilo moguce poredenje broja
hromozoma i veli¢ine genoma kod vrsta roda Ramonda sa druga dva roda iz familije
Gesneriaceae u Evropi, koriS¢ene su jedinke H. rhodopensis iz Botani¢ke baste
,Jevremovac® 1 listovi iz jedne populacije vrste J. heldreichii sa planine Olimp u
Grcko;.

Materijal za pojedinac¢ne analize uzorkovan je na slede¢i na¢in. Za analizu polena
1 semena uzimani su cvetovi 1 potpuno zreli plodovi sa po 5-10 individua po populaciji.
Iz pojedinih populacija, uzeto je 2-5 biljaka koje su, zatim, posadene u Institut za
botaniku i Botani¢ku bastu “Jevremovac” kako bi se odredio broj hromozoma. Za tecnu
citometriju uziman je po 1 svez list sa po 5-10 individua po populaciji. Samo u retkim
slu¢ajevima uzorkovani su listovi sa manjeg broja individua. S druge strane, u
simpatrijskim populacijama ovom analizom je obuhvacéen znatno ve¢i broj individua, od
45 do, cak, 119. Za molekularne analize 1-2 lista sa 8-30 individua po populaciji
stavljano je odmah u zip-kesice sa silika-gelom kako bi se materijal osusio uz $to manja
ostecenja DNK. Materijal je uziman na nacin koji ne ugrozava opstanak populacija.

Herbarijumski primerci iz proucavanih populacija zavedeni pod jedinstvenim
herbarijumskim brojevima (vaucer) cuvaju se u Herbarijumu Instituta za botaniku
Bioloskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu (BEOU, HOLMGREN ET AL., 1990). U
tabeli 3 dat je detaljan pregled populacija iz kojih je sakupljen materijal, kao 1 tip

analiza kojima je svaka od njih obuhvacena.
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jedinke iz te populacije koriS¢ene za odredenu analizu.

Tabela 3. Spisak taksona i populacija roda Ramonda obuhvacenih odredenim istrazivanjima. Broj 1 u odgovaraju¢oj koloni oznacava da su

. Vaucer
Takson Drzava Lokalitet g:it:lgarafska Slf;iil:‘ﬁka ?12::::(;;:;{ a T(l)[()llo e broj
podioge  gEOU)
Katalonija, Girona,
R. myconi Spanija Camprodon, staza ka Sv. N 42°19°0.1”° E 2°22°0.1” 1000 kreénjak 177a*
Antonu
. T Katalonija, izmedu Barruera i oa " onor " .
R. myconi Spanija T N 42°30'25.85 E 2°48'51.07 1150 kreénjak 288 (BCN)
R. myconi Spanija Katalonija, izmedu Gerridela v 47019119 34 B 1°49.10 620 kreénjak 285 (BCN)
Sal i Enseu
. T Katalonija, izmedu Martinet de on 11 " oAt " "
R. myconi Spanija Cerdanya i Bastanist N 42°21'46.81 E 1°42'26.01 980 kreénjak 283 (BCN)
R. myconi Spanija éﬁﬁﬁﬁ?a R N 42°18'52" E 2°12'40" 1200 kreénjak 290 (BCN)
R.nathaliae  Greka Vermion, klisura blizu sela N40°35°5.4”  E22°1°28.5” 1000 kreénjak 20624
Sella zapadno od Naoussa
R nathaliae ~ Makedonjja  usura reke Vardar blizu N41°24°32.8”  E22°15°42.1” 163 kreénjak 31671
Demir Kapije
R. nathaliae Makedonija  Katlanovska banja N 41°53°48.5”° E 21°41°40.2” 223.7 kre¢njak
R nathaliae ~ Makedonija Slsura reke Racc, kod N41°26°14.1>  E21°49°6.3” 295.7 kreénjak
Kavadaraca, kod tunela
R nathaliae  Makedonija  ousura Vardara, nazidupored 10410150 210475637 1658 kreénjak 33186
puta kod Velesa
. .. Klisura Vardara, pre us¢a reke oAn> ' o> ’ <o
R. nathaliae ~ Makedonija Topolke, 2 km od Velesa N 41°42°16.02 E 21°47°12.91 173 kre¢njak
R.nathaliae ~ Makedonija  Matka N41°57°9.6”  E21°17°51.5” 3115 kreénjak 31669
R nathaliae ~ Makedonija  L.20"ska Klisura, Klisura reke N 41°52°30.5  E21°42°54.8” 405 serpentin 20962
Pcinje blizu sela Katlanovo
R nathaliae ~ Makedonijja  L20rska Klisura, Klisura reke N41°49°18.9”  E21°41°4.4” 266.1 serpentin 31670
P¢inje, na putu ka Velesu
R. nathaliae Makedonija  Karadzica N 41°45°0.01”’ E 21°19°59.99”> 2000 kreénjak
R.nathaliae  Kosovo* Sar planina, Klisura reke N 42°13°59” E 21°4°58.4” 1050 kreénjak 21843
Gotovuse
R.nathaliae  Srbija }S,:};’n'iévhana’ kod Bele N43°10°19.3”  E22°18°10” 346.6 krednjak 20638
R.nathaliae  Srbija Klisura reke Nisave u blizini N 43°19°49.3"  E 22°8'50" 391.4 kreénjak 20636
sela Ostrovice, Oblik
R.nathaliae  Srbija Klisura reke NiSave u blizini N43°19°47.4”>  E22°8°44.9” 4182 kreénjak 20637

sela Ostrovice, Oblik
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Srbija
Srbija
Albanija
Grcka
Crna Gora
Crna Gora
Crna Gora
Makedonija
Makedonija
Kosovo*
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija
Srbija

Srbija

Radovanski Kamen iznad sela
Cukljenik

Suva planina

Krujé

Timfi, klisura Vikos, blizu sela
Vikos

Klisura reke Cijevne u blizini
sela Sumice

Klisura reéice Kroni e Murici,
blizu sela Muriéi

Klisura reéice Kroni e Besit,
blizu sela Muriéi

Baricka klisura, klisura reke
Radika

Klisura Crnog Drima, kod sela
Lukovo

Klisura Prizrenske Bistrice
blizu sela Sredska

Ciflik

Jelasnicka klisura, Potkapine
Kanjon Crne reke, kod Ribari¢a
Kanjon Lazareve reke, Kotlovi
Klisura Mojstirske suhovare
Klisura reke Godulje

Klisura reke NiSave u blizini
sela Ostrovice, Oblik

Klisura reke Nisave u blizini
sela Ostrovice, Oblik

Klisura reke NiSave u blizini
sela Ostrovice, Oblik
Radovanski Kamen iznad sela
Cukljenik

Radovanski Kamen iznad sela
Cukljenik

Rtanj, Baba

Sicevacka klisura, kod viseceg
mosta

Klisura reke NiSave u blizini
sela Ostrovice, Oblik
Radovanski Kamen iznad sela
Cukljenik

N 43°17°1.2”

N 43°11°6.8”
N 41°30°24.94>

N 40°0°0°

N 42°25°22.3”

N 42°8°32.5”

N 42°9°19.7

N 41°39°57.1”

N 41°22°11.1”

N 42°12'0.75"

N 43°13°3”

N 43°16°56.2”
N 42°56°46.3”
N 44°1°38.1"°
N 42°55°39.6”
N 42°55°27.4>

N 43°19°52”°

N 43°19°49.3”

N 43°19°47.4>

N 43°17°5.1”

N 43°17°4.5
N 43°45°44.2”
N 43°18°38.1”°

N 43°19°47.4”

N 43°17°5.1”

E 22°4°23.5”

E 22°10°0.7”
E 19°47°37.57

E 20°54°39.6”

E 19°27°48.4>

E 19°13°9.9”

E 19°12°48.4°

E 20°37°3.6”

E 20°35°57.6”

E 20°45'45.50"

E 22°25°6.2”
E 22°3°47.1
E 20°28°9.7
E21°57°16.2”
E 20°25°58.4>
E 20°20°0.4>°

E 22°8°43.3”

E 22°8°50””

E 22°8°44.9”

E 22°4’16.6”

E 22°4°29.2”
E 21°55°53”
E 22°10°53.3”

E 22°8°44.9”

E 22°4’16.6”

576.7

1750
565

650

350

420

250

800

620

550

370
290
1100
310
920
750

279.8

391.4

418.2

574.5

564
1000
308.5

418.2

574.5

kre¢njak

kreénjak
kre¢njak

krecnjak
kre¢njak
kre¢njak
krecnjak
krecnjak
kre¢njak
krecnjak

kre¢njak
kre¢njak
kreénjak
kre¢njak
kre¢njak
kreénjak

kre¢njak
kreénjak
krecnjak
kre¢njak

kreénjak
kre¢njak

kreénjak
kre¢njak

kre¢njak

20641

20019

20629

776/90

19673

9880

2910

31676
10944
20623
20665
31675
31677

20634

20635

20636

20640

31672
31673
20639

20636

20640

1

1

1

1
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3. 2. KARTE RASPROSTRANJENJA

Rasprostranjenje celog roda Ramonda kartirano je pomo¢u UTM mreze 50 x 50
km, kao §to je praksa u Atlasu Flore Evrope (KURTO ET AL., 2004).

Vektorske karte na kojima je prikazano rasprostranjenje vrsta na istrazivanom
podru¢ju uradene su pomocu programa Manifold System 5.50 Professional Edition

(Manifold System, CDA International LTD).

3. 3. BROJ HROMOZOMA

Hromozomi su brojani u mitozi iz apikalnog meristema korenci¢a biljaka koje su
gajene u saksijama ili kamenjaru Botanicke baste Jevremovac. Korenci¢i su pretretirani
0.002 M 8-hidroksikinolinom tokom 4h 30 min na 16°C. Fiksacija je izvrSena u Carnoy
I fiksativu (apsolutni akohol/glacijalna siréetna kiselina = 3:1) na 4°C u trajanju od 24-
48 sati, a konzervacija u 70% alkoholu na 4°C. Nakon hidrolize u 1N HCI tokom 14
min. na 60°C 1 bojenja Schiff-ovim reagensom po standardnoj proceduri (FEULGEN &
ROSSENBECK, 1924), meristemi su izdrobljeni u nekoliko kapi aceto-karmina. Stalni
preparati napravljeni su tako Sto su pokrovna stakalca otklonjena, nakon zamrzavanja od
24h na -80°C. Preparat je zatim ostavljen da se osusi bar 24h na sobnoj temperaturi i
potom je ukalupljen u Euparal.

Hromozomi su posmatrani pod Zeiss Axiophot mikroskopom 1i slikani pomocu
CCD kamere (Princeton Instruments, Evry, Francuska) i programa Metavue (u
laboratoriji Univerziteta Paris-Sud, Laboratoire Ecologie, Systématique, Evolution,
UMR 8079, CNRS-UPS-AgroParisTech, Orsay, Francuska), kao i pod Leica DMLS
svetlosnim mikroskopom sa kamerom DFC295 (Institut za botaniku i Botanicka basta
,Jevremovac*, Univerzitet u Beogradu). Broj hromozoma odredivan je na osnovu bar 5

jedinki po populaciji i iz oko 25 metafaznih figura po meristemu korena.
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3. 4. MERENJE VELICINE GENOMA I ODREPIVANJE NUKLEOTIDNOG SASTAVA

DNK POMOCU TECNE CITOMETRIJE

Ukupna koli¢ina DNK odredena je metodom tecne citometrije po MARIE AND
BROWN (1993). Kao standardi kori$¢eni su Pisum sativum cv. Long Express (Truffaut
SA) (2C = 8.37 pg; 40.5% GC) 1 Lycopersicon esculentum cv. Roma (2C = 1.99 pg,
40.0% GC, MARIE AND BROWN, 1993). Deo lista proucavane vrste isecka se sa delom
lista standarda u Petri posudi sa 600 uL pufera za izolaciju jedara (GALBRAITH ET AL.,
1983) sa dodatkom 10mM natrijum metabisulfata i 1% polivinilpirolidona 10,000.
Dobijena suspenzija se procedi kroz najlonski filter sa velicinom okaca od 48 pm. Jedra
se, nakon delovanja RNAazom (2.5 U/mL) na 4°C, boje pomocu 50 pg/mL propidium
jodida, specifi¢nim interkalarnim fluorohromom za DNK.

Sastav nukleotidnih baza odreden je u dve odvojene analize. Prvo je ustanovljena
zastupljenost adenina (A) i timina (T) pomocu fluorohroma bisbenzimida Hoechst
33342 (5 pg/mL, Aldrich). U drugoj analizi koriS¢en je fluorohrom mitramicin (50
ng/mL) za odredivanje zastupljenosti guanina (G) i citozina (C). U ovom slucaju, pre
merenja neophodna je inkubacija uzorka od 20 min. Sastav nukleotidnih baza, odreden
kao procenat zastupljenosti GC, izraCunat je na osnovu nelineranog modela po
GODELLE ET AL. (1993).

Koli¢ina DNK u 5000-10000 obojenih nukleusa merena je na jednom od dva
aparata: Elite ESP proto¢nom citometru (Beckman-Coulter, Roissy, France) sa vodom
hladenim argonskim laserom ili Partec CyFlow 532 nm laserskom citometru. Paralelna
merenja uzoraka potvrdila su da aparati daju iste vrednosti veli¢ine genoma. Ukupna 2C
DNK vrednost izra¢unata je preko linearne zavisnosti izmedu fluorescentnog signala
obojenih nukleusa nepoznatog primerka i poznatog standarda.

Sve pomenute analize metodom teCne citometrije uradene su u laboratoriji
Service de Cytométrie en Flux, Dynamique de la Compartimentation Cellulaire, Institut

des Sciences du Végétal (ISV), Gif-sur-Yvette, Francuska.
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3. 5. MORFOLOGIJA I VIJABILNOST POLENA

Cvetovi su sakupljani u fazi punog cvetanja, kako bi se proucavali detalji
morfologije 1 vijabilnost polena. Acetoliza polena uradena je po metodi ERDTMAN-A
(1952) na slede¢i nacin. Nekoliko prasnika se u epruveti malo izgnjeci staklenim ili
metalnim Stapi¢em. Doda se oko 4 ml meSavine koja se sastoji od 9 delova anhidrida
sir¢etne kiseline i 1 dela sumporne kiseline i promesa se. Zatim se epruvete stavljaju u
vodeno kupatilo na sobnoj temperaturi i zagrevaju do klju¢anja uz povremeno mesanje.
Kada se postigne temperatura kljucanja, ostavljaju se jo§ 1 minut, a zatim se prebacuju
da se ohlade 5 — 10 min. Nakon toga vrSi se centrifugiranje 10 min. na 1000
obrtaja/minuti. Supernatant se odlije i zameni glacijalnom sir¢etnom kiselinom u kojoj
se polen ostavlja 15-30 min. Ponovo se vrsi centrifugiranje, nakon ¢ega se kiselina
zameni destilovanom vodom u kojoj se polen ostavlja 10 min. Ovaj korak se ponovi 2
puta. Jos jednom se vrsi centrifugiranje kako bi se voda zamenila meSavinom vode i
glicerina u odnosu 1:1 u kojoj polen miruje minimum 30 min.. Nakon toga, okrenute
epruvete se ostave na filter papiru minimalno 30 min. kako bi se meSavina vode 1
glicerina §to bolje eliminisala. Polen se, potom, nanosi na mikroskopsku plocicu i
uklapa u glicerinskom Zelatinu.

Kako bi se acetolizirani polen posmatrao i na scanning elekronskom mikroskopu
(SEM), za svaku istrazivanu populaciju uradena je i acetoliza prilagodena SEM-u. Kod
ovih uzoraka prethodno opisana acetoliza je zaustavljena nakon odlivanja siréetne
kiseline. Polenova zrna se ispiraju u apsolutnom alkoholu uz blago meSanje. Zatim se
materijal centrifugira i polen ostavi na dnu, u malo alkohola. Materijal se nanosi kap po
kap na okrugla pokrovna stakalca i posmatrati na SEM-u.

Merenja 50 polenovih zrna po populaciji su vrSena na svetlosnom mikroskopu
Leica DMLS. Ispitivani su slede¢i karakteri: duzina polarne (P) i ekvatorijalne (E) ose,
odnos P/E, debljina egzine (u ekvatorijalnom polozaju), rastojanje izmedu vrhova dve
pore (d), duzina ekvatorijalne ose u polarnom polozaju zrna (D) 1 indeks apocolpiuma ili

polarne regije (d/D) (SI. 8). Sva merenja su uradena pod uveli¢anjem od 40%. Merena su
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samo pravilno gradena polenova zrna. Klase polenovih zrna po obliku odredene su na

osnovu P/E odnosa prema klasifikaciji ERDTMANA (1943).

debliina egzine -

elovatorijalni poloZaj polarni poloZaj

Slika 8. Sematski prikaz merenih karaktera polenovih zrna.

Za posmatranja na SEM-u, pokrovna stakalca na koja su naneSena acetolizirana
polenova zrna su stavljena na aluminijumske nosace. Nakon uparivanja ¢istim zlatom u
trajanju od 100 sec strujom od 20mA u uredaju BAL-TEC SCD 005 Sputter Coater,
polenova zrna su posmatrana na scanning elektronskim mikroskopima JEOL JSM-
6460LV sa naponom ubrzanja od 25kV (Univerzitetski centar za elektronsku
mikroskopiju u Novom Sadu, UCEM-NS) i JEOL JSM-6390 na 13kV (Poljoprivredni
fakultet Univerziteta u Beogradu). Na ovim snimcima bilo je moguce proucavanje
mikromorfoloskih detalja egzine polenovih zrna, kao i brojanje i merenje lumena i
debljine njihovih zidova u polarnoj i ekvatorijalnoj regiji. Prilikom opisivanja polenovih
zrna koriS¢ena je terminologija po PUNT ET AL. (2007) 1 HESSE ET AL. (2009).

Vijabilnost polenovih zrna testirana je na najmanje 10 individua po populaciji
diferencijanim bojenjem Aleksandrovim reagensom (ALEXANDER, 1969) koji normalna
zrna boji crveno zbog prisustva citoplazme, a abortirana zeleno jer je prisutna samo

egzina.
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3. 6. MORFOLOGIJA, KLIJAVOSTI I MASA SEMENA

Semena su sakupljana u fazi pune zrelosti plodova kada su Caure ve¢ same
popucale. Duzina 1 Sirina 50 semena po populaciji merena je na svetlosnom mikroskopu
Leica DMLS pod uveli¢anjem 5%. Samo za hibridne individue mereno je 50 semena po
individui, a sa 10 individua po populaciji.

Za posmatranja na SEM-u, semena su uparena ¢istim zlatom u trajanju od 100
sec strujom od 20mA u uredaju BAL-TEC SCD 005 Sputter Coater 1 zatim posmatrana
na JEOL JSM-6460LV elektronskom mikroskopu na 25kV (Univerzitetski centar za
elektronsku mikroskopiju u Novom Sadu, UCEM-NS). Na ovim semenima posmatrani
su detalji grade povrSine semena i merena je maksimalna duzina 10 najSirih poligona i
njihovih zidova. Prilikom opisivanja semena koriS¢ena je terminologija po BARTHLOTT
(1981), BEAUFORT-MURPHY (1983) i WEBER (2004).

Kako su semena veoma sitna i lagana, merenje njihove mase vrSeno je na
elektronskoj vagi, tako §to je merena masa po 100 semena u 5 ponavljanja, a zatim je
racunata prose¢na masa jednog semena.

Za odredivanje klijavosti, 100 semena po populaciji stavljeno je na vlazan filter
papir u Petri kutije na temperaturi od 25°C. Posle 21 dana zabeleZen je broj isklijalih

semena.

3.7. AFLP

AFLP (eng. Amplified Fragment Length Polymorphism) tehnika je zasnovana
na selektivnom PCR umnozavanju restriktivnih fragmenata iz ukupne izolovane DNK.
Tehnika se sastoji od nekoliko koraka (SI. 9).

(1) Prvo se vrsi digestija, tj. restrikcija DNK pomocu dve endonukleaze (EcoRI i
Trull).
(2) Sledi ligacija dvolancanih oligonukleotidnih adaptera na restrikcijom nastale

krajeve.
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(3) Zatim se vrsi preselektivno umnoZavanje prajmerima sa dodatom jednom
selektivnom bazom. Na taj nacin se eksponencijalno umnozavaju samo fragmenti koji
adaptere imaju vezane na oba kraja i fragmenti koji nakon ligacije zapoCinju tacno
odredenom selektivnom nukleotidnom bazom, a eliminiSu se oni koji se umnozavaju
linearno 1 imaju adapter vezan samo za jedan kraj.
(4) Prociséeni uzorak prolazi kroz selektivno umnozavanje restrikcionih fragmenata
obelezenih fluorescentnim bojama, koje omoguéavaju njihovu kasniju detekciju i
razlikovanje na automatskom sekvenceru.

Prednost ove metode je mogucnost istovremenog umnozavanja velikog broja

restrikcionih fragmenata bez prethodnog poznavanja nukleotidnih sekvenci uzorka.

3. 7. 1. Sakupljanje materijala i ekstrakcija DNK

Za AFLP analizu sakupljeni su listovi sa 16 do 28 individua po populaciji. Samo
za dve populacije sakupljeni su listovi sa manjeg broja individua, jer su biljke vec
pocele da ulaze u anabiozu 1 bilo je tesko pronaci zelene primerke. To su populacije na
planini Rtan;j (8 individua) 1 iz klisure reke Godulje (5 individua). Listovi su stavljeni u
zip-kesice sa silika-gelom kako bi se Sto brze sasusili uz minimalna oSte¢enja DNK.
Individue sa kojih su uzimani listovi birane su tako da budu S$to udaljenije jedna od
druge kako bi se izbegla moguénost ukljucivanja u analizu jedinki koje su nastale jedna
od druge vegetativnim razmnozavanjem (klonovi).

Ekstrakcija DNK vrSena je iz delova osuSenih listova teSkih 21 do 26 mg
pomocu kompleta za ekstrakciju NucleoSpin®96 Plant Macherey-Nagel po uputstvu
proizvodaca. Kvalitet 1 kvantitet ekstrahovane DNK provereni su na dva nacina:
elektroforezom na agaroznom gelu i direktnim merenjem koncentracije izolovane DNK
koriséenjem spektrofotometra NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, USA). Za
dalju analizu koris¢eni su uzorci samo onih individua od kojih je dobijeno vise od 6

ng/ul ekstrahovane DNK.
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3.7. 2. AFLP fingerprinting

AFLP analiza uradena je po protokolu VOS ET AL. (1995) sa malim
modifikacijama.
(1) Digestija je uradena na 100 ng DNK svake individue u rastvoru enzima koji je
sadrzao 5U restrikcionog enzima EcoRI (10 U/ul), 5U enzima Trull (10 U/ul) 1 2.5 pl
ligaznog pufera (10x), dopunjeno vodom do kona¢ne zapremine od 25 pl. Nakon
inkubacije u trajanju od 2h 30 min na 37°C, dalja aktivnost enzima je onemogucena
delovanjem temperature od 70°C tokom 20 min. Nakon toga, proizvod digestije je
stavljen na -20°C gde je ¢uvan dok se priprema mesavina za ligaciju.
(2) Ligacija je obavljena u konacnoj zapremini od 50 pl koja se sastojala od 25 pl
proizvoda digestije, 2.5 ul ligaznog pufera (10X), 1 ul T4 DNA ligaze (1 U/ul; MBI
Fermentas) 1 adaptera (po 1pl adaptera EcoRI (5 uM, 5’-CTCGTAGACTGCGTACC-
3’; 5 uM, 3’-CTGACGCATCGTTAA-5’), po 1 pl adaptera Trull (50 pM, 5°-
CAGGATGAGTCCTGA G-3’; 50 uM, 3’-TACTCAGGACTCAT-5’), a do finalne
zapremine dopunjeno vodom. Inkubacija je trajala 2h 30 min na 20°C. Proizvod ligacije
razblaZen je 10 puta sterilisanom vodom i stavljen je u zamrziva¢ na -20°C. Digestija i
ligacija svih uzoraka uradena je odjednom, u toku jedne procedure.

(3) Pre-amplifikacija proizvoda ligacije uradena je pomocu prajmera komplementarnih

adapterima koji imaju joS jednu dodatnu bazu na 3’ kraju. Kona¢na zapremina ove
mesSavine je 50 pl po individui, a sadrzala je: 5 pl proizvoda ligacije 10 x rastvorenog, 5
ul pufera (10 X) bez MgCl,, 5 ul MgCl, (25 mM), 4 pul ANTPs (2.5 mM svaki), 1 pl
prajmera EcoRI (10 uM, 5’-ACTGCGTACCAATTC-3"), 1 ul prajmera Trull (10 uM,
5’-GATGAGTCCTGAGTAA-3"), 1 ul Taq polymerase (5U/ul; MP Biomedicals,
QBiogene, France) i sterilisane vode. PCR program se sastojao iz tri faze: denaturacije
na 94°C u trajanju od 30 sec, prijanjanja na 56°C tokom 1 min i elongacije na 72°C
tokom 1 min. Ove 3 faze su ponovljene u 20 ciklusa. Da bi se proverio kvalitet pre-
amplifikacije, testirana je migracija 9 pl nekoliko nasumicno izabranih uzoraka na 2%
agaroznom gelu tokom 1h na 100 V. Proizvodi pre-amplifikacije su, zatim, rastvoreni

10 puta destilovanom vodom i stavljeni u zamrziva¢ na -20°C.
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Slika 9. Sematski prikaz AFLP tehnike (preuzeto i preradeno iz ARIF ET AL., 2010).
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(4) Ukupno 8 parova prajmera je testirano na nekoliko individua, da bi na kraju bila
izabrana 3 para koja su dala najbolje profile i koja su koriS¢ena za dalje analize. Izabrani
parovi su slede¢i (fluorescentne boje kojima su obelezeni su navedene u zagradama):
EcoRI-AAC/Msel-CTC (FAM), EcoRI-ACA/Msel-CTC (NED), EcoRI-CAG/Msel-
CTC (VIC).

Konacna zapremina mesSavine za amplifikaciju od 25 pl sadrzala je: 4 ul proizvoda pre-
amplifikacije rastvorenog 10 x u sterilisanoj vodi, 2.5 ul pufera (10 X) bez MgCl,, 2.5
ul MgCl, (25 mM), 2 ul ANTPs (2.5 mM svaki), 0.5 pl fluorescentno obelezenog
prajmera EcoRI (10 uM), 0.5 pl prajmera Msel (10 uM), 0.2 pl Taq polymerase (5
U/ul; MP Biomedicals, QBiogene, France) i vode. PCR program pocinje sa “touch
down-om” od 65 do 56°C, koji se sastoji od: denaturacije na 94°C tokom 1 min,
prijanjanja na 65°C (1°C nize u svakom ciklusu) tokom 1 min i elongacije na 72°C u
trajanju od 1 min 30 sec, u okviru ukupno 10 ciklusa. Program se zavrSava sa 23 ciklusa
koja obuhvataju 3 faze: denaturaciju na 94°C tokom 30 sec, prijanjanje na 56°C tokom
30 sec i elongaciju na 72°C tokom 1 min. Proizvodi amplifikacije su, potom, do daljeg
¢uvani u zamrzivacu na -20°C.

(5) 3 ul proizvoda amplifikacije je rastvoreno u 190 pl vode. 3 pl ovog rastvora je onda
dodato u 5 pl formamida sa markerom molekularne tezine GeneScan SO0LIZ® standard
size (Applied Biosystems). Uzorci su denaturisani 3 min na 95°C i stavljeni na led pre
sekvencioniranja. Umnozeni fragmenti su detektovani pomocu sekvencera ABI Prism
3100 (Applied Biosystems) i1 analizirani programom GENESCAN 1.1 (Applied
Biosystems). Rezultati detekcije svakog para selektivnih prajmera za svaku istrazivanu
jedinku predstavljeni su graficima detektovanih fragmenata (.fsa file format). Grafici su
pretvoreni u binarnu tablicu pomoc¢u programa GeneMapper version 4.0 (Applied
Biosystems) gde je svaki od njih dobio oznaku 1 za prisutan i 0 za odsutan. Polazne
postavke u ,,Analysis Method Editor-u“ bile su: Analysis Range 50 End 500 (dakle,
analizirani su fragmenti od 50 do 500 bp), dok je vrednost minimalne visine
analiziranog pika (Edit Labels Tresholds) bila podeSena na 30. Svaki pojedinacni pik
svake israzivane individue proveren je i manualno i po potrebi njegovo stanje u binarnoj

tabeli je izmenjeno.
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Uradena su dva testa ponovljivosti rezultata kako bi bili sigurni u njihovu
verodostojnost. U prvom testu, 20 individua je amplifikovano dva puta pomocu dva
nezavisno napravljena miksa za amplifikaciju. Na ovaj nacin je odredena verovatnoca
reprodukcije amplifikacije od 99.07%. U drugom testu smo koristili uzorke dve
individue R. nathaliae 1 dve individue R. serbica koje su duplicirane iz iste
amplifikacije, a zatim je uradena njihova genotipizacija koriS¢enjem iste smese
formamida i markera molekularne tezine. Na taj nadin utvrdena je mogucnost
reprodukcije AFLP profila od 97.15%.

Molekularne analize metodom AFLP radene su u laboratoriji Univerziteta Paris-
Sud, Laboratoire Ecologie, Systématique, Evolution, UMR 8079, CNRS-UPS-
AgroParisTech, Orsay, Francuska.

3. 8. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Rezultati svih istrazivanja obuhvaéenih ovom tezom, izuzev molekularnih,
statisticki su obradeni u programu STATISTICA 5.1 (StatSoft Inc., 1996, Tulsa, OK,
USA).

Osim osnovnih statistickih proracuna (odredivanje srednje vrednosti, standarne
devijacije, koeficijenta varijabilnosti, minimalnih i maksimalnih vrednosti), uradena je
analiza varijanse One way ANOVA za analizu srednjih vrednosti merenih parametara.
Nakon nje, raden je jedan od post-hoc testova: Tukey Highest Significant Difference
(HSD) test ili Scheffe’s test u slucajevima gde je broj individua u svim uzorcima bio
jednak, odnosno Unequal N HSD gde su uzorci obuhvatali razli¢iti broj individua.

Analiza glavnih komponenti (eng. Principal Components Analysis - PCA)
koriS¢ena je kako bi se otkrila varijabilnost i klju¢ne komponente na nivou kako
populacija, tako i vrsta, ali i da bi se uocili odnosi izmedu individua.

Diskriminantna kanonijska analiza (eng. Cannonical Discriminant Analyses -
CDA) omogucava testiranje hipoteze da se analizirani uzorak sastoji od medusobno

diferenciranih grupa.
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Ovom analizom izraCunate su 1 Mahalanobisove distance koje su, zatim,
upotrebljene kao osnova za klastersku analizu metodom UPGA (Unweighted Pair
Group Average) kako bi se interpretirali medusobni odnosi izmedu populacija i vrsta.

Pearson-ov koeficijent korelacije ili regresiona analiza koris¢eni su kako bi se

ustanovilo da li eventualno postoji zavisnost izmedu istrazivanih parametara.

3. 8. 1. Statisticka obrada podataka molekularnih analiza

Program AFLP-SURYV 1.0 (VEKEMANS, 2002) koriS¢en je za procenu geneti¢ke
raznolikosti 1 geneticke strukture populacija. AFLP rezultati opisani su prvo ukupnim
brojem fragmenata (Frag,) i procentom polimorfnih fragmenata (Fragp.ly). S obzirom
na nedovoljno poznavanje nacina reprodukcije kod ispitivanih vrsta, koriS¢ene su tri
metode za procenu frekvencije alela: Bayesian metod sa neravnomernom prethodnom
distribucijom (opSti metod koji daje najtacnije rezultate), frekvencije fragementa
(pretpostavlja fiksiranu homozigotnost tako da daje preuveliCanu procenu frekvenci
kada se primenjuje na vrste sa sluajnim ukrStanjem) i metod kvadratnog korena (eng.
square root method koji daje nisku frekvencu nultog alela). Analize su uradene kako za
svaku vrstu odvojeno, tako i zajedno za obe vrste. Statistika koja opisuje geneticku
raznolikost i geneti¢ku strukturu populacije predstavljena je slede¢im parametrima:
#locP — broj polimorfnih lokusa na nivou od 5%,

PLP — procenat polimorfnih lokusa,

Hj — o¢ekivana heterozigotnost,

Var (Hj) — ukupna varijansa Hj,

Varl (Hj) — varijansa Hj usled uzorkovanja individua,

VarL (Hj) — varijansa Hj usled detektovanja lokusa,

Hw — prose¢na raznovrsnost gena unutar populacija ili uzoraka,
Var (Hw) — ukupna varijansa Hw,

Varl (Hw) — varijansa Hw usled uzorkovanja individua,

VarL (Hw) — varijansa Hj usled detektovanja lokusa,

VarP (Hw) — varijansa usled uzorkovanja populacija,
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Ht — ukupna raznovrsnost gena (ocekivana heterozigotnost ili raznovrsnost gena u
ukupnom uzorku),

Hb — prosec¢na raznovrsnost gena izmedu populacija (Nei’s Dst).

Rezultati sekvencioniranja u obliku matrice su iskorS¢eni za izraCunavanje
indeksa geneticke distance izmedu razlicitih populacija, kao i razli¢itih individua,
pomocu opcije DAS (Shared Allele Distance) (CHAKRABORTY AND JIN, 1993) u
programu POPULATIONS version 1.2.30 (LANGELLA, 1999). Na osnovu ovih rezultata
u istom programu formirano je i neighbor-joining filogenetsko stablo.

Analiza glavnih koordinata (eng. Principal Coordinates Analyses — PCoA) je
upotrebljena za proucavanje geneticke povezanosti izmedu individua pomocu programa
PCO (ANDERSON, 2003; http://www.stat.auckland.ac.nz/~mja/Programs.htm).

Distrubucija geneticke varijabilnosti (izmedu vrsta, izmedu populacija 1 unutar
populacija) procenjena je analizom molekularne varijanse (AMOVA) u programu
Arlequin 35.1.2 (EXCOFFIER AND LISCHER, 2010;

http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin35/Arlequin35.html). Pretpostavke F-statistike

nulte hipoteze testirane su na osnovu distribucija F-statistika iz simulacija 1000 uzoraka
dobijenih nasumi¢nim permutacijama originalnog skupa podataka. U istom programu,
pomocu Mantel testa ispitana je povezanost izmedu geografske razdaljine i geneticke
distance.

Diskriminantna analiza glavnih komponenti (eng. Discriminant Analysis of
Principal Components — DAPC, JOMBART ET AL., 2010) u adegenet paketu za R-
program upotrebljena je za proucavanje strukture populacija, kako bi se videlo da li se

sve individue dodeljuju populacijama iz kojih su i uzorkovane.
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4. REZULTATI

Rezultati prezentovani u ovoj doktorskoj disertaciji predstaljaju samo deo
istrazivanja koja su obavljena kako bi se dobili odgovori o ekologiji, reprodukeiji i
hibridizaciji dve vrste roda Ramonda sa Balkanskog poluostrva, ali i filogeniji
evropskih predstavnika familije Gesneriaceae. Tako su vrSena istrazivanja promena na
anatomskom nivou prilikom dehidratacije pomocu konfokalnog 1 multi-foton
mikroskopa. Ispitivano je da li kod ovih vrsta postoji moguénost samooprasSivanja i to
kako eksperimentima na terenu, tako i u Botanickoj basti ,,Jevremovac®. Uradena je
detaljna molekularna studija simpatrijskih populacija pomo¢u AFLP markera kako bi se
Sto bolje proucio proces hibridizacije izmedu R. nathaliae i R. serbica. Zapocelo se sa
istrazivanjima filogenetskih odnosa izmedu evropskih predstavnika familije, a u toku je

1 uspostavljanje novih protokola za dobijanje kulture tkiva.

4. 1. BROJ HROMOZOMA I VELICINA GENOMA

4. 1. 1. Broj hromozoma kod roda Ramonda

Broj hromozoma odreden je u ukupno 17 populacija roda Ramonda: 1 populaciji
vrste R. myconi, 4 populacije R. nathaliae, 10 populacija R. serbica i u 2 simpatrijske
populacije (Tab. 4, Karta 3). Osim toga, zbog razli¢itih podataka u literaturi o broju
hromozoma kod srodne vrste H. rhodopensis, odreden je broj hromozoma i za jedinke
ove vrste poreklom iz Bugarske, a koje godinama rastu u Botanickoj basti
»Jevremovac® u Beogradu.

Hromozomi su sitni, 0.6 do 2.4 um dugi, bez jasnih ili sa teSko uocljivim
centromerama. Osnovni broj hromozoma kod roda Ramonda je x = 24.

Ramonda myconi je diploid sa 2n = 2x = 48 hromozoma (SI. 10a).
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U svim populacijama R. nathaliae, iz razli¢itih delova njenog areala (Grcka,

Makedonija, Srbija), nadjeni su samo diploidi sa 2n = 2x = 48 hromozoma (SI. 10b).

Tabela 4. Broj hromozoma 1 veli¢ina genoma tri vrste roda Ramonda, kao 1 hibridnih
individua 1 vrste J. heldreichii: Pl — nivo ploidije, 2n — broj hromozoma, 2C — ukupna
veli¢ina genoma, 1Cx — veli€¢ina monoploidnog genoma, N — broj analiziranih
individua. pg = 978 Mbp (DOLEZEL ET AL., 2003).

Takson Lokalitet Pl 2n 2Cupgi 1Cxupgi SD Min  Max Cv N
(x) (Mbp) (Mbp) (%)

R. myconi Sp: Camprodon 2 48 2,59 (2534) 1,30 (1267) 0,03 2,54 2,64 1,35 5

R. myconi Sp: Barruera - 2 2,55 (2490) 1,27 (1245) 0,01 2,53 2,56 0,50 5
Durro

R. myconi Sp: Gerri de la Sal - 2 2,55 (2493) 1,27 (1246) 0,02 2,52 2,57 0,85 5
Enseu

R. myconi Sp: M. de Cerdanya 2 2,55 (2497) 1,28 (1248) 0,08 2,47 2,69 295 7
- Bastanist

R. myconi Sp: Rialb - 2 2,51 (2454) 1,25 (1227) 0,02 2,48 2,53 0,95 5
Queralbs

R. myconi Srednja vrednost 2 48 2,55 (2494) 1,27 (1247) 0,05 2,47 2,69 1,90 27
za vrstu

R. nathaliae Gr: Vermion 2 48 2,38 (2328) 1,L19(1164) 0,11 223 2,54 475 10

R. nathaliae Mak: Katlanovska 2 2,41 (2359) 1,21 (1179) 0,10 2,28 2,53 4,17 6
banja

R. nathaliae Mak: Raec 2 2,37 (2314) 1,18 (1157) 0,02 233 2,40 0,88 11

R. nathaliae Mak: Klisura 2 2,35 (2298) 1,17 (1149) 0,03 231 2,40 1,18 11
Vardara, Topolka

R. nathaliae Mak: Matka 2 2,26 (2208) 1,L13(1104) 0,03 2,22 2,31 1,50 5

R. nathaliae Mak: P¢inja, blizu 2 2,26 (2213) 1,13(1107) 0,01 2,25 2,28 0,56 5
Katlanova

R. nathaliae Mak: P¢inja, na 2 48 2,27 (2225) 1,14 (1112) 0,05 2,22 2,37 2,27 7

putu ka Velesu

R. nathaliae Mak: Kozjak 2 2,50 (2445) 1,25(1222) 0,02 248 2,54 0,92 5
R. nathaliae Kos: Gotovusa 2 2,32 (2266) 1,16 (1133) 0,05 2,26 2,37 2,17 5
R. nathaliae Srb: Divljana 2 48 2,35 (2294) 1,17 (1147) 0,04 2,27 2,40 1,76 10
R. nathaliae Srb: Oblik 2 2,33 (2277) 1,16 (1139) 0,06 222 2,69 2,76 64
R. nathaliae Srb: Radovanski 2 48 2,31 (2263) 1,16 (1131) 0,06 2,22 2,51 2,77 45
Kamen
R. nathaliae Srb: Suva planina 2 2,43 (2373) 1,21 (1186) 0,16 2,22 2,65 6,75 10
R. nathaliae Srednja vrednost 2 48 2,34 (2287) 1,17 (1143) 0,08 2,22 2,69 3,51 194
za vrstu
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Rezultati — Broj hromozoma i velidina genoma
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Karta 3. Karta rasprostranjenja populacija iz kojih je uzorkovan materijal za analizu
broja hromozoma 1 veli¢ine genoma (R. myconi — plavi kruzi¢i, R. nathaliae — zeleni

kruzi¢i, R. serbica — crveni kruzi¢i).

Ramonda serbica je heksaploid sa 2n = 6x = 144 hromozoma (Sl. 10c).
Medutim, kod ove vrste su pronadene i individue sa odredenim odstupanjima. Tako je
kod pojedinih individua izbrojano nekoliko hromozoma manje ili visSe (2n =144 + 2, 2n
= ~150). Najvece odstupanje je pronadeno u jednoj populaciji iz Crne Gore, iz kanjona
reke Cijevne. Tu su nadene oktoploidne individue koje su imale 2n = 8x = 192 i
dekaploidi sa 2n = 10x = ~230 hromozoma.

U jedine dve simpatrijske populacije u kojima R. nathaliae 1 R. serbica Zive

zajedno, na lokalitetima Radovanski Kamen i Oblik, ustanovljeno je postojanje tri nivoa
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Rezultati — Broj hromozoma i velidina genoma

ploidije. Naime, osim diploida R. nathaliae 1 heksaploida R. serbica, pronaden je i
veliki broj individua sa tetraploidnim intermedijarnim brojem hromozoma 2n = 4x = 96

(SI. 10d). Ove individue su potencijalni hibridi izmedu dve balkanske vrste roda

Ramonda.
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Slika 10. Metafazne hromozomske figure vrsta: a) R. myconi (2n = 2x = 48), b) R.
nathaliae (2n = 2x = 48), ¢) R. serbica (2n = 6x = 144) i d) hibridnih individua (2n = 4x

=96). Lenjir na svim slikama je 10 pm.

Za vrstu H. rhodopensis izbrojano je 2n = 2x = 48 hromozoma (SI. 11).
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Slika 11. Metafazno hromozomi vrste H. rhodopensis (2n = 2x = 48).

4. 1. 2. Veli¢ina genoma kod roda Ramonda

U okviru nasih istrazivanja dobijeni su prvi rezultati veli¢ine genoma za dve
balkanske vrste roda Ramonda, kao i za srodnu vrstu J. heldreichii. Analizirano je
ukupno 39 populacija: 5 populacija R. myconi, 13 R. nathaliae, 18 R. serbica, 2
populacije u kojima R. nathaliae 1 R. serbica Zive u simpatriji, kao 1 jedna populacija
vrste J. heldreichii.

Postoje male razlike u sadrzaju nukleotidnih baza izmedu tri vrste roda
Ramonda. Tako je sadrzaj G-C baza najnizi kod R. myconi, a najvisi kod R. nathaliae

(Tab. 5).

Tabela 5. Procentualni sadrzaj nukleotidnih baza adenin-timin (AT) i guanin-citozin

(GC) u DNK tri vrste roda Ramonda.

Vrsta AT % GC %
Ramonda myconi 60,08 39,92
Ramonda nathaliae 57,94 42,06
Ramonda serbica 58,83 41,17

Srednja 2C-vrednost kod tri vrste iznosi od 2,34 pg kod R. nathaliae, preko 2,55
pg kod R. myconi do 7,85 pg kod R. serbica, dok je kod J. heldreichii 2,69 pg. Razlika
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Rezultati — Broj hromozoma i velidina genoma

izmedu minimalne i maksimalne srednje 2C-vrednosti u ispitivanim populacijama je 3,6
odnosno 4,3 puta (ako se uzmu u obzir i malobrojni dekaploidi u populaciji iz Cijevne).
Veli¢ina genoma vrste R. nathaliae je 1,09 puta manja nego kod R. myconi i 3,35 manja
nego kod R. serbica.

Veli¢ina genoma kod 5 populacija vrste R. myconi varirala je od 2,51 pg do 2,59
pg (Tab. 4), sto Cini razliku od svega 1,03 puta. Najvece variranje zabeleZeno je u
populaciji smestenoj izmedu lokaliteta Martinet de Cerdanya i Bastanista, ali i dalje
manje od 3% (SI. 12). Analiza varijanse (Tab. 6) 1 post-hoc Scheffe test (Tab. 7) nisu

otkrili statisticki znaCajne razlike medu istrazivanim populacijama vrste R. myconi.

O DNean
270 ¢ —— [ Mean=8D
[ Meant1 96*8D
2,63
2,60 5
g 2,53 O o N
&
2.50 o
_1
2.43
2,40 —

Emye Bamuera-Duro -

Rmye Camprodon -

Rmyc Gerri de la Sal-Enseu [

Rmyc Mat. de CerdmnyaBastanist
Rmyc Rialb-Oueralbs |

Slika 12. Graficki prikaz srednjih vrednosti i standardne devijacije (SD i 1,96*SD) 2C-

vrednosti kod 5 populacija vrste R. myconi.
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Tabela 6. Rezultati analize varijanse (ANOVA) za 2C-vrednost kod tri vrste roda

Ramonda 1 hibridnih individua. Vrednosti oznacene sa * su znacajne za p<0,01000.

SS df MS SS Error df MS F p
Effect Effect Effect Error Error
R. myconi 0,0171 4 0,0043  0,0437 22 0,0020  2,1595  0,1073
R.nathaliae  0,3920 12 0,0327  0,9085 181 0,0050  6,5084  0,0000*
R. serbica 12,7034 17 0,7473 47,6809 197 02420  3,0874  0,0001*
ER”‘?‘SSL?)'I'(S: 4,0234 1 4,0234  192,6006 200  0,9630  4,1780  0,0423

Tabela 7. Post-hoc Scheffe test 2C-vrednosti za 5 istrazivanih populacija R. myconi.

{1} {2} {3} {4} {5}
M=2,5457 M=2,5914 M=2,5490 M=2,5530 M=2,5090
Rmyc_Barruera-Duro {1} 0,6281 1,0000 0,9992 0,7888
Rmyc_Camprodon {2} 0,6281 0,6900 0,7061 0,1099
Rmyc_Gerri de la Sal-Enseu {3} 1,0000 0,6900 0,9999 0,7326
ﬁr}nyc_Mart. de Cerdanya-Bastanist 0,9992 0,7061 0,9999 0,5930
Rmyc_Rialb-Queralbs {5} 0,7888 0,1099 0,7326 0,5930

U istrazivanim populacijama vrste R. nathaliae dobijene su 2C-vrednosti u
rasponu od 2,26 pg do 2,50 pg (Tab. 4), Sto ¢ini razliku od 1,11 puta. Minimalne
vrednosti su nadene u populacijama iz Matke i Taorske klisure (Makedonija), dok su
maksimalne vrednosti prisutne u populaciji ove vrste sa planine Karadzice
(Makedonija). Vece variranje veli¢ine genoma (> 3%) zabeleZeno je u tri populacije:
Vermion (Grc¢ka), Katlanovska banja (Makedonija) i Suva planina (Srbija) (SL. 13).
Analize varijanse (Tab. 6) 1 post-hoc Sheffe test (Tab. 8) utvrdili su postojanje statisti¢ki
znaCajnih razlika pre svega izmedu populacije Karadzica s jedne strane i nekoliko
drugih populacija ove vrste s druge strane (Matka, PCinja, Taorska klisura, Radovanski
Kamen).

Vrednosti veli¢ine genoma kod vrste R. serbica su bile u opsegu od 7,53 pg
(klisura reke Godulje u Srbiji) do 8,13 pg (klisura Prizrenske Bistrice na Kosovu, Tab.
4), §to ¢ini razliku od 1,08 puta. Vece variranje veli¢ine genoma zabeleZeno je u svega
nekoliko analiziranih populacija i to su klisure reka Godulje, Crne Reke i Jelasnice i kod

biljaka sa lokaliteta Radovanski Kamen (Tab. 4). [zuzetak ¢ini populacija iz kanjona
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reke Cijevne u kojoj su pronadene individue sa znatno ve¢om veli¢inom genoma (2C =
11,65 pg, Tab. 4, Sl. 14) koja bi odgovarala dekaploidnom nivou, tako da je tu variranje
zato i najvece. Ove individue imaju 1,5 puta vecu veli¢ini genoma od proseka

karakteristi¢nog za vrstu R. serbica 1 oko 5 puta ve¢u od 2C-vrednosti kod R. nathaliae.
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Slika 13. Graficki prikaz srednjih vrednosti 1 standardne devijacije (SD i 1,96*SD) 2C-

vrednosti kod 13 populacija vrste R. nathaliae.

Analiza varijanse pokazala je postojanje statisticki znacajnih razlika izmedu
populacija (Tab. 6), ali post-hoc Scheffe test je ustanovio da su to, pre svega, razlike
izmedu populacije iz kanjona reke Cijevne 1 ostalih populacija vrste R. serbica (Tab. 9).
Ako se izuzmu dekaploidi iz ove populacije, nema statisticki znacajnih razlika izmedu

preostalih populacija ove vrste.
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Slika 14. Graficki prikaz srednjih vrednosti i standardne devijacije (SD 1 1,96*SD) 2C-

vrednosti kod 18 populacija vrste R. serbica.

Vise nivoa ploidije otkriveno je na jos dva lokaliteta, u simpatrijskim populacija
na Obliku 1 Radovanskom Kamenu. U ove dve populacije osim diploidnih jedinki R.
nathaliae 1 heksaploidnih R. serbica, pronaden je i znatan broj individua sa veli¢inom
genoma koja odgovara tetraploidima (2C = 5,14 pg), kao i manji broj pentaploida (2C =
6,19 pg) 1 oktoploda (2C = 10,04 pg, Tab. 4). Variranje unutar ovih ploidnih nivoa je
malo, a analiza varijansi pracena Sheffe testom ustanovila je odsustvo statisti¢ki

znacajnih razlika izmedu dve simpatrijske populacije (Tab. 6, Tab. 10, SI. 15).
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Slika 15. Graficki prikaz srednjih vrednosti i standardne devijacije (SD i 1,96*SD) 2C-
vrednosti tetra-, penta- i oktoploida u dve simpatrijske populacije, Oblik i Radovanski

Kamen: A) za sva tri nivoa ploidije zajedno, B) za svaki nivo ploidije zasebno.
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Tabela 8. Post-hoc Scheffe test 2C-vrednosti za 13 istrazivanih populacija R. nathaliae. Vrednosti oznaCene sa * su znacajne za

p<0,01000.

{1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9} {10 {11} {12} {13}

M=2,3802 M=2,4119 M=2,4999 M=2,2577 M=2,2750 M=2,3660 M=2,2628 M=2,3495 M=23172 M=2,3456 M=2,3286 M=2,3138 M=2,4259
Rnat_Vermion {1} 1,0000 0,6584 0,6184 0,6933 1,0000 0,6875 1,0000 0,9973 1,0000 0,9685 0,8403 0,9992
Rnat_Katlanovska banja {2} 1,0000 0,9780 0,3824 0,4457 0,9998 0,4449 0,9950 0,9599 0,9926 0,8139 0,6029 1,0000
Rnat_KaradZica {3} 0,6584 0,9780 0,0059* 0,0056* 0,4302 0,0084* 0,2274 0,1763 0,2123 0,0110 0,0034* 0,9883
Rnat_Matka {4} 0,6184 0,3824 0,0059* 1,0000 0,7790 1,0000 0,9241 0,9997 0,9509 0,9668 0,9964 0,1052
Rnat_P¢inja {5} 0,6933 0,4457 0,0056* 1,0000 0,8495 1,0000 0,9643 1,0000 0,9804 0,9885 0,9996 0,1079
Rnat_Raec {6} 1,0000 0,9998 0,4302 0,7790 0,8495 0,8337 1,0000 0,9998 1,0000 0,9975 0,9620 0,9867
Rnat_Taorska klisura {7} 0,6875 0,4449 0,0084* 1,0000 1,0000 0,8337 0,9504 0,9999 0,9694 0,9821 0,9986 0,1382
Rnat_Vardar-Topolka {8} 1,0000 0,9950 0,2274 0,9241 0,9643 1,0000 0,9504 1,0000 1,0000 1,0000 0,9988 0,9082
Rnat_Gotovusa {9} 0,9973 0,9599 0,1763 0,9997 1,0000 0,9998 0,9999 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,7935
Rnat_Divljana {10} 1,0000 0,9926 0,2123 0,9509 0,9804 1,0000 0,9694 1,0000 1,0000 1,0000 0,9998 0,8901
Rnat_Oblik {11} 0,9685 0,8139 0,0110 0,9668 0,9885 0,9975 0,9821 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,1899
Rnat_Rad. Kamen {12} 0,8403 0,6029 0,0034* 0,9964 0,9996 0,9620 0,9986 0,9988 1,0000 0,9998 1,0000 0,0683
Rnat_Suva planina {13} 0,9992 1,0000 0,9883 0,1052 0,1079 0,9867 0,1382 0,9082 0,7935 0,8901 0,1899 0,0683
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Tabela 9. Post-hoc Scheffe test 2C-vrednosti za 18 istrazivanih populacija R. serbica. Vrednosti oznacene sa * su znacajne za p<0,01000.

{1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9} {10} {11} {12} {13} {14} {15} {16} {17} {18}

M=7,7 M=8,0 M=79 M=78 M=88 M=78 M=79 M=81 M=78 M=78 M=75 M=79 M=7,6 M=7,9 M=8,0 M=78 M=78 M=8,1
Timfi {1} 1,0000 1,0000 1,0000  0,1690  1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000  1,0000  1,0000 1,0000
Crni Drim {2} 1,0000 1,0000 1,0000 0,5927  1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,9999 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000  1,0000 1,0000
Radika {3} 1,0000  1,0000 1,0000  0,8140  1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000  1,0000  1,0000 1,0000
Krujé {4} 1,0000  1,0000  1,0000 0,8922  1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000  1,0000 1,0000
Cijevna {5} 0,1690 0,5927 0,8140 0,8922 0,4184 0,7597 09999 0,4920 0,6588 0,0934 0,1291 0,1447 0,8583  0,1237 0,0034* 0,5914  0,9877
Kroni e Besit {6} 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,4184 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000  1,0000 1,0000
Kroni e Murici {7}  1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,7597  1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000  1,0000  1,0000 1,0000
Priz. bistrica {8} 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000  0,9999  1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000  1,0000 1,0000
Crna reka {9} 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,4920  1,0000 1,0000 1,0000 1,0000  1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000  1,0000  1,0000 1,0000
Ciflik {10} 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,6588  1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000  1,0000  1,0000 1,0000
Godulja {11} 1,0000 09999 1,0000 1,0000 0,0934  1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,9998  1,0000 1,0000 0,9985  1,0000  1,0000 0,9996
Jelasnicka kl. {12} 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000  0,1291 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,9998 1,0000 1,0000 1,0000  1,0000  1,0000 1,0000
Lazareva reka {13} 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000  0,1447  1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,9997  1,0000  1,0000 0,9999
Mojstir {14} 1,0000 11,0000 1,0000 1,0000 0,8583  1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000  1,0000  1,0000 1,0000
Oblik {15} 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,1237  1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 09985 1,0000 0,9997  1,0000 0,9995  1,0000  1,0000
Rad. Kamen {16} 1,0000 11,0000 1,0000 1,0000 0,0034* 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,9995 1,0000  1,0000
Rtanj {17} 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,5914  1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
Sicevacka kl. {18} 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,9877  1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,9996 1,0000 0,9999 1,0000 1,0000 1,0000  1,0000
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Rezultati — Broj hromozoma i velidina genoma

Tabela 10. Post-hoc Scheffe test 2C-vrednosti za tetra-, penta- i oktoploidne individue

iz simaptrijskih populacija Oblik i Radovanski kamen. Vrednosti oznacene sa * su

znacajne za p<0,01000.
{1} {2} {3} {4} {5} {6}

M=5,118 M=5,191 M=6,117 M=6,194 M=10,134 M=9,856
RnxRs_Oblik_4x {1} 0,02105 0,00000*  0,00000%* 0,00000* 0,00000*
RnxRs_Rad. Kamen_4x {2}  0,02105 0,00000*  0,00000%* 0,00000%* 0,00000*
RnxRs_Oblik_5x {3} 0,00000*  0,00000%* 0,99676 0,00000* 0,00000*
RnxRs_Rad. Kamen_5x {4}  0,00000*  0,00000%* 0,99676 0,00000%* 0,00000%*
RnxRs_Oblik_8x {5} 0,00000*  0,00000*  0,00000*  0,00000* 0,06309

RnxRs_Rad. Kamen_8x {6} 0,00000*  0,00000*  0,00000*  0,00000* 0,06309

Tetraploidi u ovim populacijama su mogli nastati hibridizacijom diploidne R.
nathaliae 1 heksaploidne R. serbica i njihova veliina genoma je intermedijarna izmedu
dve roditeljske vrste (Sl. 16). Pentaploidi moZda vode poreklo od hibrida koji se ukrstio
sa R. serbica, ali je moguce i da su nastali ukrStanjem neredukovanog gameta R.
nathaliae sa R. serbica. Oktoploidi su mogli nastati spontanim udvajanjem genoma

hibrida.
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200 - ox ox

ax
’ 4x 4x 4x

2C(pg)
(=%
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O R nafhalize O Hibridi E R serhica

Slika 16. Odnosi veli¢ine genoma razli¢itih nivoa ploidije u simpatrijskim

populacijama.

62



Rezultati — Broj hromozoma i velidina genoma

Monoploidna veli¢ina genoma (1Cx) izraunata je deljenjem 2C-vrednosti
nivoom ploidije. Srednja 1Cx vrednost kretala se od 1,17 pg za R. nathaliae, preko 1,27
pg kod R. myconi, do 1,31 pg kod R. serbica (Tab. 4). Monoploidna veli¢ina genoma
kod R. myconi bila je ujednacena od 1,25 do 1,30 pg. Kod R. nathaliae variranje je
vece, od 1,13 pg kod populacija iz Matke i klisure reke P¢inje do 1,25 pg kod biljaka sa
planine Karadzice. 1Cx-vrednost kod vrste R. serbica varira od 1,25 pg kod biljaka iz
klisure reke Godulje do 1,35 pg u populacijama iz Si¢evacke klisure 1 Prizrenske
Bistrice. Samo je u populaciji iz kanjona reke Cijevne kod dekaploidnih individua
izraCunata znatno manja 1Cx-vrednost od svega 1,17 pg (Tab. 4, SI. 17). Monoploidna
veli¢ina genoma hibridnih individua je malo niza nego kod R. serbica (1Cx = 1,29 pg) i

blago se snizava kod individua koje su penta- ili oktoplodi (Tab. 4, SI. 17).

140 | @ R myconi 2x
® R nathalice 2x
A serbica bx
1,33
Fibridi da-5x-8x
1.30 ® ax
ee® @ o
El °
= 125 [ ]
I
-
5x
®
1.20 *
L ]
.. ® 10x
o % o
1.13
o®
1.10
0 5 10 13 20 23 30 35 40 45 30

Slika 17. Graficki prikaz monoplodne veli¢ine genoma (1Cx-vrednost, pg) kod tri vrste
roda Ramonda, kao 1 kod hibridnih jedinki razli¢itih nivoa ploidije. Tacke veceg

precnika oznacavaju srednju 1Cx-vrednost za dati takson.

Umerena, ali statisticki znacajna pozitivna korelacija izmedu 1Cx-vrednosti i

broja hromozoma zabeleZena je na nivou celog roda (r = 0,67, p = 0,0000, SI. 18). Slaba
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Rezultati — Broj hromozoma i velid¢ina genoma

negativna korelacija, takode statisticki znacajna dobijena je kod vrste R. serbica (r = -

0,37, p=10,0000, SI. 19A) i kod hibridnih individua (r =-0,31, p = 0,00001, SI. 19B).

Cx {pe) v=. In
Cx (pe) = 1,1468 + 00111 *2n
Comrelation: r= 67118

Cx (P

Slika 18. Korelacija izmedu monoploidne veli¢ine genoma (1Cx) i broja hromozoma

(2n) izraCunata za ceo rod Ramonda.

Cx (pg) vs. 2n
Cx (pg) = 1,5425- ,0016 *2n B
Correlation: r = -,3742

Cx (pg) vs. 2n
Cx (pg)=1,3310- 5E-3 *2n
Correlation: r = - 3067

Cx (pg)

140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240

2 80 100 120 140 160 180 200
n v 95% corfidemce n e_ 7% consdena|

Slika 19. Korelacija izmedu monoploidne veli¢ine genoma (1Cx) 1 broja hromozoma

(2n) za A) vrstu R. serbica i B) hibridne individue iz simpatrijskih populacija.
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Rezultati — Broj hromozoma i velidina genoma

4. 1. 3. Korelacije izmedu veli¢ine genoma i geografskog poloZaja populacija

Kada su u pitanju geografski polozaj i nadmorska visina, statisti¢ki znacajne, ali
slabe korelacije zabelezene su izmedu veliCine genoma (2C-vrednost) i geografske
Sirine (r = 0,14, p = 0,0006), geografske duzine (r = 0,15, p = 0,0001) 1 nadmorske
visine (r = -0,15, p = 0,0002) posmatrano za ceo rod Ramonda. Umerena statisticki
znacajna korelacija dobijena je izmedu 2C-vrednosti i geografske duzine kada se uzmu
u obzir samo predstavnici roda sa Balkana (r = -0,32, p = 0,0000, SI. 20A) 1 2C-
vrednosti i nadmorske visine kod vrste R. nathaliae (r = 0,36, p = 0,0000, Sl. 20B).

A) 2C (pg) vs. geografska duzina B) 2C (pg) vs. Nadmorska visina (m)
2C (pg) = 29,402 - 1,103 * geografska duzma 2C (pg) = 2,2983 + ,71E-4 * Nadmorska visina (m)
Correlation: r = -.3158 Correlation: r = 36362

o 2
19,0 19,5 20,0 205 21,0 21,5 2.0 225 230 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200
Geografska duzina [ 5% conmﬂm] Nadmorska visina (m) e, 95% confidence |

Slika 20. Korelacija izmedu veli¢ine genoma (2C) i A) geografske duzine za

predstavnike roda Ramonda na Balkanu i B) nadmorske visine za vrstu R. nathaliae.

Simpatrijske populacije na lokalitetima Oblik 1 Radovanski Kamen su
obuhvacene posebnom regresionom analizom kako bi se ustanovilo da li u njima postoji
neka statisticki znacajna pravilnost Sto se tiCe rasporeda roditeljskih vrsta i hibridnih
individua. U ovim populacijama geografske koordinate su zabeleZzene za svaku
uzorkovanu subpopulaciju i u njima je odredena zastupljenost roditeljskih jedinki i
hibrida prema razultatima merenja veli¢ine genoma (SI. 21).

U populaciji sa lokaliteta Oblik ustanovljena je pozitivna korelacija izmedu 2C-

vrednosti 1 geografske Sirine (r = 0,55, p = 0,0000, Sl. 22A) i negativna izmedu 2C-
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Rezultati — Broj hromozoma i velidina genoma

vrednosti 1 nadmorske visine (r = -0,63, p = 0,0000, Sl. 22B). Za individue iz populacije
sa lokaliteta Radovanski Kamen utvrdena je negativna korelacija izmedu 2C-vrednosti i

geografske duzine (r =-0,39, p = 0,0000, SI. 23).

G \;“‘ftﬂ

Slika 21. Prostorni raspored subpopulacija i zastupljenost roditeljskih 1 hibridnih

individua u njima na lokalitetima A) Oblik i B) Radovanski Kamen.
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Rezultati — Broj hromozoma i velidina genoma

A) 2C (pg) vs. Geografska sirina
2C (pg) = -116E3 + 2698.6 * Geografska sirina
Correlation: r = ,54516

2C (pg)

-13_.3190 43,3300 43,3304 43,3308 433312
43,3298 43,3302 43,3306 43,3310

Geografska sinma “e 959 confidence

B) 2C (pg) vs. Nadmorska visina (m)
2C (pg) = 16,206 - ,0304 * Nadmorska visina (m)
Correlation: r = - 6306

260 250 300 320 340 360 380 400 420 440

Nadmorska visina (m) | e _05% :mﬂﬂ,mcel

Slika 22. Korelacija izmedu veli€ine genoma (2C) i A) geografske Sirine 1 B)

nadmorske visine u populaciji Oblik.

2C (pg) vs. Geograftka duzina
2C (pz)= 17667, - 800,2 * Geografska durina
Comelation: r = 3923

=
el

2C (pe

2

1
22,0700 22,0710 22,0720

22,0730 22,0740 22,0750

22,0705 22,0715 22,0725 22,0733 22,0745

Geografsha durina "0, 05% confi dence

Slika 23. Korelacija izmedu veli¢ine genoma (2C) 1 geografske duzine u populaciji

Radovanski Kamen.
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Rezultati - Polen

4. 2. MORFOLOSKE KARAKTERISTIKE POLENA

Karakteristike polenovih zrna prouc¢avane su na biljnom materijal sakupljenom u
tri populacije R. nathaliae, tri populacije R. serbica, kao 1 iz jedne populacije vrste R.
myconi. Pored toga, u dve simpatrijske populacije, Radovanski Kamen i Oblik, uradeno
je detaljno sakupljanje polenovih zrna kako sa roditeljskih vrsta tako i sa hibridnih
individua (Tab. 3, Karta 4). Za sve populacije odredena je veli¢ina genoma, $to je bilo
posebno vazno u simpatrijskim populacijama gde je to najsigurniji karakter za

razlikovanje primeraka roditeljskih vrsta i hibrida.
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Karta 4. Karta rasprostranjenja populacija iz kojih je uzorkovan materijal za analizu
polena i semena (R. myconi — plavi kruzi€i, R. nathaliae — zeleni kruziéi, R. serbica —
crveni kruziéi).
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Rezultati - Polen

Polenova zrna sve tri vrste roda Ramonda su izopolarne monade (Tab. 11, Sl

24). Oblik polena je uglavnom prolatno sferoidan i subprolatan (Sl. 25). Prolatna i

oblatno sferoidna polenova zrna su prisutna u mnogo manjoj meri, dok su suboblatna

gotovo potpuno odsutna. Zastupljenost razli¢itih oblika polena malo je izmenjena u

simpatrijskim populacijama gde su polenova zrna vrste R. nathaliae u potpunosti

sferoidna, dok je polen hibridnih individua sa Oblika vise subprolatnog i prolatnog

oblika.

Tabela 11. Uporedni opis polenovih zrna tri vrste roda Ramonda, kao i hibridnih

individua.

R. myconi

R. nathaliae

R. serbica

R. nathaliae x R.
serbica

Kategorija u

mala (17 pm)

mala (20 um)

mala do srednja

mala (24 pm)

odnosu na (28 um) srednja (33 pm)

veli¢inu

(najduZa osa u

jum)

Oblik Prolatno sferoidna  Prolatno sferoidna  Prolatno sferoidna  Subprolatna,

do subprolatna do subprolatna do subprolatna prolatna, prolatno

sferoidna

Kontura kruzna kruzna kruzna kruzna, elipti¢na,
cetvorougaona

Broj pora 3 3 3 3,9,12

Tip Mikroretikularna- ~ Mikroretikularna- ~ Mikroretikularna- ~ Mikroretikularna-

ornamentacije  perforatna perforatna perforatna perforatna

egzine

Polenova zrna sve tri vrste imaju po tri kolpe u ¢ijem centalnom delu se nalazi

po jedna pora, s tim §to ona nije uvek jasno vidljiva. Kod hibridnih individua, medutim,

javljaju se 3 tipa polenovih zrna kada je broj pora u pitanju: 3-, 9- i 12-kolporatna (SI.

24). Sva tri tipa su nadena kod svih istrazivanih hibridnih individua. Tri-kolporna

polenova zrna su najzastupljenija i ¢ine 81% polenovih zrna kod hibrida sa Oblika i 72

% sa Radovanskog Kamena.
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Rezultati - Polen
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Slika 24. SEM fotografije polenovih zrna: 1 — R. myconi; 2 — R. nathaliae; 3 — R.
serbica; 4 — Polen sa 3 pore kod hibridnih individua; 5 - Polen sa 9 pora kod hibridnih
individua; 6 - Polen sa 12 pora kod hibridnih individua (a — ekvatorijalni izgled, b —
polarni izgled, ¢ — detalji ornamentacije egzine).
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Slika 25. Histogram ucestalosti razli¢itih kategorija polena u odnosu na oblik zrna kod

tri vrste roda Ramonda 1 hibridnih individua.

Polenova zrna vrsta R. myconi i R. nathaliae su mala (duzina polarne ose od 12
do 21 pm, a ekvatorijalne od 10 do 18 pum), dok su kod vrste R. serbica male do srednje
veli¢ine (duzina polarne ose od 16 do 28 um, a ekvatorijalne od 15 do 25 pm) (Tab. 12).
Ramonda myconi ima najmanja, a R. serbica najveéa polenova zrna medu tri
proucavane vrste (Sl. 26). Veoma malim polenovim zrnima karakteriSe se populacija
vrste R. nathaliae iz klisure reke PEinje sa serpentinske podloge. Veli¢ina polenovih
zrna hibridnih individua je veoma varijabilna, narocito zrna koja imaju tri pore (Tab. 3).

Polen hibrida sa Radovanskog Kamena je nesto veci nego kod hibrida sa Oblika.

71



Tabela 12. Morfologija polena tri vrste roda Ramonda 1 hibridnih individua (vrednosti u um).

Vista  Lokalite Polarnn osa Ekvatorijalna Debifina PE
Min-Max Srednja Cv Min-Max Srednja Cv Min-Max Srednja Cv Min-Max Srednja Cv
vrednost (%) vrednost (£SD) (%) vrednost (%) vrednost (%)
(xSD) (xSD) (xSD)

R. myconi Sp: Katalonija 12.17-17.15 14.24 (1.00) 7.06 | 10.63-14.53 12.57 (0.82) 6.55 | 0.53-2.12 1.29 (0.37) 28.71 | 0.93-1.33 1.14 (0.10) 8.49
R. nathaliae  Mak: P¢inja 13.55-18.64 15.65 (1.07) 6.85 11.84-15.46 13.65 (0.87) 6.38 0.53-1.57 0.86 (0.23) 26.33 | 0.95-1.54 1.15(0.12) 10.21
R. nathaliae ~ Srb: Divljana 15.49-20.87 17.76 (1.15) 6.48 12.84-17.16 15.47 (1.05) 6.79 0.86-1.47 1.16 (0.17) 14.35 | 0.98-1.50 1.15 (0.09) 8.03
R. nathaliae Mak: Vardar 13.44-20.45 16.47 (1.49) 9.07 9.98-15.00 13.11 (1.02) 7.77 0.64-1.37 0.97 (0.19) 1991 | 1.01-1.68 1.26 (0.15) 12.06
R. nathaliae  Srb: Radovanski Kamen | 15.64-18.40 16.95 (0.69) 4.04 14.68-18.06 16.74 (0.76) 4.55 0.59-1.76 1.13 (0.29) 2590 | 0.89-1.15 1.01 (0.05) 5.03
R. nathaliae ~ Srb: Oblik 15.01-18.41 16.90 (0.78) 4.63 14.42-18.23 16.97 (0.71) 4.20 0.59-1.57 1.07 (0.22) 20.28 | 0.90-1.11 1.00 (0.04) 4.23
R. nathaliae ~ Srednja vrednost 13.44-20.87 16.75 (1.27) 7.59 9.98-18.23 15.19 (1.81) 11.91 | 0.53-1.76 1.04 (0.25) 23.86 | 0.89-1.68 1.12 (0.14) 12.59
R. serbica Gr: Timfi 20.91-25.20 23.09 (1.08) 4.66 | 15.66-21.35 19.21 (1.03) 5.36 0.59-1.58 1.09 (0.20) 18.46 | 1.07-1.59 1.21 (0.10) 7.92
R. serbica Srb: Jelasnicka klisura 16.80-27.36 20.35 (2.08) 10.22 | 15.37-23.96 18.68 (1.47) 7.89 0.63-1.46 1.02 (0.19) 18.28 | 0.90-1.39 1.09 (0.13) 12.17
R. serbica Srb: Godulja 18.69-28.10 22.00 (2.03) 9.22 17.99-25.13 21.14 (1.33) 6.31 0.74-1.86 1.21 (0.24) 19.40 | 0.83-1.51 1.05 (0.13) 12.10
R. serbica Srb: Radovanski Kamen | 20.20-25.84 22.87(1.33) 5.82 15.73-23.39 19.98 (1.63) 8.13 0.59-1.56 1.13 (0.23) 19.98 | 0.97-1.49 1.15 (0.10) 8.75
R. serbica Srb: Oblik 21.07-26.67 23.31(1.39) 5.96 16.65-22.62 19.97 (1.22) 6.12 0.59-1.68 1.10 (0.24) 22.06 | 0.95-1.44 1.17 (0.11) 9.38
R. serbica Srednja vrednost 16.80-28.10 22.32 (1.95) 8.73 | 15.37-25.13 19.80 (1.58) 7.98 | 0.59-1.86 1.11 (0.23) 20.41 | 0.83-1.59 1.13 (0.13) 11.19
Hibridi 3p Srb: Radovanski Kamen | 18.24-24.69 20.93 (1.53) 7.33 13.71-20.05 16.91 (1.32) 7.82 0.74-1.72 1.12 (0.20) 17.61 | 1.04-1.52 1.24 (0.12) 9.56
Hibridi 9p Srb: Radovanski Kamen | 20.28-32.92 26.07 (2.91) 11.17 | 16.87-26.24 21.83 (2.35) 10.75 | 0.62-1.47 1.06 (0.21) 19.40 | 1.01-1.42 1.20 (0.10) 8.18
Hibridi 12p  Srb: Radovanski Kamen | 20.62-33.06 27.43 (2.99) 10.89 | 16.75-27.93 23.34 (2.32) 9.93 0.79-1.40 1.08 (0.16) 15.09 | 0.95-1.58 1.18 (0.11) 9.75
Hibridi 3p Srb: Oblik 18.64-23.18 20.87 (1.05) 5.06 12.57-17.64 15.07 (1.35) 8.94 0.86-1.51 1.08 (0.18) 16.98 | 1.13-1.68 1.40 (0.14) 9.84
Hibridi 9p Srb: Oblik 17.99-32.14 25.57 (3.65) 14.27 | 14.10-24.99 19.87 (2.70) 13.57 | 0.56-1.49 0.96 (0.21) 21.71 | 0.97-1.58 1.29 (0.13) 9.80
Hibridi 12p  Srb: Oblik 20.59-32.35 26.33 (2.70) 10.26 | 17.22-24.93 21.09 (1.84) 8.74 0.53-1.39 0.96 (0.19) 2031 | 1.01-1.65 1.26 (0.15) 11.99
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Tabela 2. Nastavak

Ekvatorijalna osa u polarnom

Indeks apocolpiuma (polarne oblasti)

Vrsta Lokalitet Rastojanje izmedu vrhova dve pore (d) polozaju (D) (@/D)
Min-Max Srednja CV (%) Min-Max Srednja CV (%) Min-Max Srednja CV (%)
vrednost vrednost vrednost
SD) (SD) (SD)
R. myconi Sp: Katalonija 2.36-4.85  3.61(0.66) 18.38 11.28-16.20  13.21 (1.08) 8.20 0.17-0.40  0.27 (0.05) 18.99
R. nathaliae Mak: Péinja 245673  4.55(1.05) 23.05 12.40-16.75  14.57 (0.90) 6.19 0.16-0.45  0.31(0.07) 22.06
R. nathaliae Srb: Divljana 274-6.78  4.37(0.90) 20.66 14.23-18.76  16.76 (0.94) 5.60 0.17-042  0.26 (0.06) 21.57
R. nathaliae Mak: Vardar 2.30-5.56 3.72 (0.70) 18.72 12.15-17.08  14.52 (1.06) 7.29 0.16-0.38  0.26 (0.05) 19.14
R. nathaliae Srb: Radovanski Kamen 2.42-5.89 3.90 (0.81) 20.84 15.51-18.58  16.85 (0.70) 4.18 0.15-036  0.23 (0.05) 21.84
R. nathaliae Srb: Oblik 2.62-577  4.22(0.68) 16.06 15.49-19.24  17.13 (0.77) 451 0.15-0.33  0.25(0.04) 15.99
R. nathaliae Srednja vrednost 2.30-6.78  4.15 (0.89) 21.33 12.15-19.24  15.97 (1.46) 9.16 0.15-0.45  0.26 (0.06) 22.86
R. serbica Gr: Timfi 2.94-9.71 5.81(1.37) 23.50 17.24-22.78  19.52 (1.23) 6.30 0.17-0.48  0.30(0.07) 22.64
R. serbica Srb: Jelasnicka klisura 3.29-7.41 5.68 (0.99) 17.41 12.98-25.83  21.06 2.25)  10.67 0.16-0.36  0.27 (0.05) 17.53
R. serbica Srb: Godulja 3.90-9.52 6.46 (1.43) 22.08 18.34-25.08  22.10 (1.40) 6.34 0.19-042  0.29 (0.06) 19.31
R. serbica Srb: Radovanski Kamen 4.00-11.40  7.26 (1.46) 20.16 20.03-25.44  23.07 (1.25) 5.43 0.18-0.46 0.31 (0.06) 19.56
R. serbica Srb: Oblik 5.16-9.69 6.91 (1.06) 15.31 19.57-24.56 2239 (1.18) 5.25 0.23-043  0.31(0.04) 14.43
R. serbica Srednja vrednost 2.94-11.40  6.43 (1.41) 21.87 12.98-25.83  21.63 (1.95) 9.01 0.16-0.48 0.30 (0.06) 19.43
Hibridi 3p Stb: Radovanski Kamen 3.85-7.60  5.39(1.04) 1919 | 1640-24.02 20.35(1.40)  6.87 0.180.39  027(0.05 1933
Hibridi 9p Srb: Radovanski Kamen
Hibridi 12p Srb: Radovanski Kamen
Hibridi 3p Srb: Oblik 3.82-7.96  5.26(0.85) 16.21 16.49-21.99 19.55(1.38)  7.07 0.19-040  0.27(0.04) 16.49
Hibridi 9p Srb: Oblik
Hibridi 12p Srb: Oblik
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SI. 26. Veli¢ina polena u prouCavanim populacijama roda Ramonda: A — duzina

polarne ose, B — duzina ekvatorijalne ose (u pm).

Egzina je najtanja kod vrste R. nathaliae i hibridnih individua, a najdeblja je kod
R. myconi, kod koje ovaj karakter i najviSe varira (Tab. 12). Najtanja egzina medu svim
proucavanim populacijama zabeleZena je kod populacije R. nathaliae sa serpentinita.
Ornamentacija egzine je mikroretikularno—perforirana kod sve tri vrste. Medutim,
razlikuju se po detaljima povrSine egzine, a pre svega po veli¢ini lumena koja je najveca
kod R. serbica (Tab. 13). Razlike u veli¢ini lumena izmedu apo- i mezokolpiuma

uocljive su samo kod vrste R. myconi.
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Tabela 13. Karakteristike ornamentacije egzine polenovih zrna tri vrste roda Ramonda i

hibridnih individua (u zagradi SD, P - polarna oblast, E — ekvatorijalna oblast).

Broj Odnos Sirina lumena/sirina Br. perforacija po Br. lumena / 25

Vrsta kolpi Sirina lumena (pm) Sirina zida lumena (um) zida lumenu um?
P E P E P E P E P E

R. myconi 3 0.14 (0.06) 0.24(0.07) | 0.18 (0.03) 0.15(0.04) | 0.82(0.32) 1.74 (0.88) 1-4 1-3 149 221
R. nathaliae 3 0.14 (0.04) 0.12(0.04) | 0.13 (0.03) 0.14(0.03) | 1.13(0.42) 0.92 (0.36) 1-6 1-3 330 >330
R. serbica 3 0.36 (0.11) 0.37(0.12) | 0.19 (0.03) 0.18 (0.05) | 1.87(0.59) 2.31(1.44) 1-5 1-4 116 99
Hibridi 3 0.29 (0.06) 0.24 (0.10) | 0.18 (0.03) 0.19(0.04) | 1.62(0.44) 1.32 (0.56) 1-3 1-3 114 170
Hibridi 9 0.39(0.11) 0.31(0.09) | 0.20 (0.04) 0.20 (0.06) | 1.94(0.53) 1.61 (0.45) 1-4 1-5 104 100
Hibridi 12 0.37(0.09) 0.34(0.10) | 0.20 (0.05) 0.14 (0.04) | 1.98 (0.65) 2.52 (0.85) 1-4 1-4 136 160

Karakteristike apokolpiuma su veoma varijabilne (Tab. 12). Rastojanje izmedu
vrhova dve pore (d) je najmanje kod R. myconi (3.61 um), dok je gotovo duplo veée kod
R. serbica (6.43 um). Kod hibridnih individua ovaj parametar je meren samo kod
polenovih zrna sa tri pore. Njegova veli¢ina bila je intermedijarna u odnosu na vrednosti
kod R. nathaliae 1 R. serbica. Vrednosti indeksa apokolpiuma sli¢ne su kod R. nathaliae
1 R. myconi, dok su malo ve¢e kod R. serbica (Tab. 12).

Rezultati analize varijanse (ANOVA) praceni Post-hoc Scheffe testom pokazali
su da sve merene karakteristike polena imaju statisticki znacajan, ali ne i podjednak
uticaj pri verovatno¢i p = 0.000 (Tab. 14). Pri tom, Cetiri parametra (duzina polarne i
ekvatorijalne ose, duzina ekvatorijalne ose pri polarnom poloZaju zrna i rastojanje
izmedu vrhova dve pore) pruzaju podatke na osnovu kojih se tri vrste mogu razlikovati.
Prve dve ose pri analizi glavnih komponenti opisuju oko 60% varijabilnosti uzorka. Kao
glavni faktori koji doprinose ovoj varijabilnosti pojavljuju se upravo cetiri karaktera
pomenuta pri ANOVA analizi (Tab. 15). Prva osa koja opisuje 41,5% varijabilnosti
razdvaja populacije R. myconi i R. nathaliae od vrste R. serbica (Sl. 27). Hibridne
individue se nalaze velikim delom u prostoru uzmedu njih. Druga osa ne dovodi do
daljih razdvajanja. Analiza glavnih komponenti ukazuje i na postojanje blagog
grupisanja u okviru vrste R. nathaliae, tako da su populacije iz Makedonije medusobno
sli¢nije 1 postavljene blize vrsti R. myconi nego §to je to slucaj sa populacijama te vrste

iz Srbije (SI. 27).
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Tabela 14. Vrednosti F-statistike u okviru analize varijanse uradjeni za sve uzorke
zajedno u odnosu na pripadnost populacijama, odvojeno za pojedinacne vrste, kao i za
sve uzorke u zavisnosti od pripadnosti vrsti, bez obzira na populaciju. Sve vrednosti su

statisticki znacajne pri p=0,000.

F

populacije-

ukupno za vrste-ukupno

sve uzorke | R. nathaliae | R. serbica | za sve uzorke
polarna osa (P) 157,22 2549829 | 27,66234 424,481
ckvatorijalna osa (E) 106,98 194,1773 | 23,70781 236,353
debljina egzine 13,09 15,42574 5,237086 17,536
rastojanje izmedju vrhova dve pore (d) 69,61 8,118226 14,26177 157,307
ekvatorijalna osa pri polarnom izgledu (D) 339,34 108,9290 41,74428 530,442
Indeks apocolpiuma (d/D) 11,67 15,87006 | 4,468677 12,743
P/E 47,33 61,46580 | 1568137 63,987

Tabela 15. Opterecenja analiziranih karaktera polena u odnosu na PCA ose.

Factor 1 | Factor 2 | Factor 3

polarna osa (P) 0,794686 | 0,510570|-0,206991
ekvatorijalna osa (E) 0,794934 | 0,372524 | 0,342589
debljina egzine -0,004165 | -0,094617 | 0,370253

rastojanje izmedju vrhova dve pore (d) 0,856545 | -0,488530 | -0,053293
ekvatorijalna osa pri polarnom izgledu (D) | 0,804655 | 0,091642| 0,207050
Indeks apocolpiuma (d/D) 0,499826 | -0,771407 | -0,269748
P/E 0,103859 | 0,269682 |-0,889948

Diskriminantna analiza ukazala je na finije razdvajanje R. myconi i R. nathaliae s
jedne strane prve ose, dok su najveci broj hibrida i populacije vrste R. serbica ostali s
druge strane ose (Sl. 28). Uoc€ljivo je da su karakteristike polena jasno razdvojile dve
balkanske vrste, ali ne i R. myconi od R. nathaliae. 1 dalje je uocljiva podela populacija
R. nathaliae na dve grupe: jednu ¢ine populacije iz Makedonije, a drugu populacije iz
Srbije. Karakteristike polenovih zrna jasno odvajaju hibridne individue od roditeljskih s

obzirom na heterogenost u veli€ini, obliku 1 broju pora.
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Slika 27. Graficki prikaz rezultata analize glavnih komponenti (PCA) karakteristika

polena tri vrste roda Ramonda i hibridnih individua u odnosu na prve dve koordinatne
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Slika 28. Graficki prikaz rezultata diskriminantne analize (CDA) karakteristika

polenovih zrna vrsta roda Ramonda u odnosu na prve dve diskriminantne ose.
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Kada se analiza glavnih koordinata kao i diskriminantna analiza urade uzimajuci
u obzir samo pripadnost individua vrstama, a ne i populacijama, odnosi izmedu vrsta
postaju ocigledniji. Grafici analize glavnih komponenti, kao 1 diskriminantne analize
pokazuju delimi¢no preklapanje karakteristika polena dve diploidne vrste, R. myconi i
R. nathaliae, dok su razlike izmedu dve balkanske vrste roda Ramonda na nivou polena

mnogo jasnije 1 uocljivije (SI. 29, SI. 30).

actor 2 (21,21%)
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Factor 1 (38,69%)
Slika 29. Grafi¢ki prikaz analize glavnih komponenti (PCA) za karakteristike polena tri

vrste roda Ramonda samo u zavisnoti od pripadnosti odredenoj vrsti.
Ukoliko ove podatke predstavimo u obliku srodnickog stabla na osnovu

Mahalanobis distanci dobijenih diskriminantnom analizom, opet se moZe uociti veca

sli¢nost dve diploidne vrste u zavisnosti od karakteristika polena (SI. 31).
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Slika 30. Graficki prikaz rezultata diskriminantne analize (CDA) za karakteristike

polena tri vrste roda Ramonda samo u zavisnoti od pripadnosti odredenoj vrsti.
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Slika 31. Srodnicko stablo dobijeno na osnovu karakteristika polena tri vrste roda

Ramonda.
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4. 2. 1. Vijabilnost polena

Sve tri vrste odlikuju se visokom vijabilnos¢u polena (Sl. 40). Izuzetak
predstavlja populacija R. nathaliae iz klisure reke P¢inje sa serpentinske podloge ¢iji je
polen slabije vijabilnosti. Kod hibridnih individua, vijabilnost polena je manja nego kod
roditeljskih vrsta. Osim toga, vijabilnost 9- i 12-kolporatnog polena je za 11-16% veca

nego kod normalnog 3-kolporatnog.
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Slika 40. Histogram vijabilnosti polena (%) istrazivanih populacija tri vrste roda

Ramonda 1 hibridnih individua.

4. 2. 2. Korelacija karakteristika polena sa veli¢inom genoma i geografskim

poloZzajem

Analiza koeficijenata korelacije izmedu karakteristika polena 1 2C- vrednosti,
1Cx-vrednosti 1 broja hromozoma za sve populacije ukljucene u istraZivanje polena,

ukazala je na statisti¢ki znacajnu i visoku korelaciju pre svega izmedu ekvatorijalne ose
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pri polarnom izgledu (D) i pomenutih citoloskih parametara (Tab. 16, SI. 41). Umerena
korelacija je uoCena i izmedu citoloskih parametara i duzina polarne i ekvatorijalne ose,
kao 1 rastojanja izmedu vrhova dve pore (d) (Tab. 16). Kada je u pitanju povezanost
karakteristika polena sa geografskom Sirinom, geografskom duzinom i nadmorskom
visinom, ona je na nivou roda statisticki znacajna, ali relativno niska (Tab. 16). Nesto
veca korelacija postoji samo izmedu geografske duzine i dimenzija polarne i

ekvatorijalne ose, kao 1 nadmorske visine i duzine ekvatorijalne ose (Tab. 16).

Tabela 16. Vrednosti koeficijenata korelacije izmedu karakteristika polena 1 citoloskih
parametara i geografskog polozaja na nivou roda. Vrednosti obelezene * su znacajne za

p<0,01. Vrednosti > 0,5 su zasencene.

Geografska  Geografska Nadmorska 2C 1Cx 2n
sirina duzina visina (pg) (pg)
P axis 0,23* 0,38* 0,28* 0,34*  0,28*  0,59%
E axis 0,28* 0,38* 0,39* 0,31*  0,26% 0,61%
exine thickness 0,05 -0,23* 0,28* 0,18%* 0,09 0,04
broj pora 0,29* 0,16* 0,10* 0,05 0,13 0,05
rastojanje izmedju vrhova 2 pore (d) 0,12% 0,27* 0,23%* 0,54* 031* 0,70%
?]l;;/atorijalna osa pri polarnom izgledu 031* 0.44% 031* 078%  0,61* 084*
Apocolpium (polar area) index (d/D) -0,12%* 0,00 0,05 0,12 -0,03  0,25*
P/E -0,06 0,08 -0,15* 0,06 0,04 0,06
2C (pg) 0,06 0,25% 0,28* 1,00 0,55%  0,99*
Cx (pg) 0,21%* 0,02 0,28%* 0,55* 1,00  0,57*
2n 0,01 0,26* 0,35* 0,99  0,57* 1,00

Kada se, medutim, analiziraju dve balkanske vrste zasebno, dobijaju se nesSto
drugacije vrednosti. Kod R. nathaliae dolazi do izrazaja uticaj geografskog polozaja na
karakteristike polena (Tab. 17). Najvece vrednosti korelacije zabelezene su izmedu
geografske Sirine i duzine ekvatorijalne ose (Sl. 42A), geografske duzine i dimenzija
ekvatorijalne ose pri polarnom izgledu (S1. 42B), kao i nadmorske visine i ekvatorijalne
ose (Sl. 42C). Povezanost karakteristika polena sa citoloskim parametrima kod ove vrste

nije statisticki znacajna (Tab. 17). S druge strane, kada je u pitanju vrsta R. serbica,
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uoCljiva je statisticki znacajna, ali umerena zavisnost izmedu veli¢ine genoma i

nadmorske visine, kao i duzine ekvatorijalne ose (D) i geografske Sirine (Tab. 18).

A) 2nvs. D B) 2C (pg) vs. D
D= 12,623 +,06416 * 2n D = 12,895 + 1,2072 * 2C (pg)
Correlation: r = 83665 Correlation: r = ,77970

om izgledu

(D)

ckvatorijalna osa pri polarnom izgledu

80 100 120 140 160 1 2 3 4 3 6 7 8 )
In “w..95% confidence 2C (pg) T 95% :onﬁd.mcel

Slika 41. Graficki prikaz korelacije na nivou roda izmedu duZine ekvatorijalne ose pri

polarnom izgledu (D) i A) broja hromozoma (2n) i B) 2C-vrednosti.

Tabela 17. Vrednosti koeficijenata korelacije izmedu karakteristika polena i citoloskih
parametara 1 geografskog polozaja za vrstu R. nathaliae. Vrednosti obelezene * su

znacajne za p<0,01.

Geografska  Geografska Nadmorska 2C Cx

sirina duzina visina (rg) (pg)
P axis 0,41%* 0,52%* 0,22% 0,30 0,30
E axis 0,84* 0,67* 0,76* 0,16 0,16
exine thickness 0,39* 0,42* 0,29* -0,04 -0,04
broj pora
rastojanje izmedju vrhova 2 pore (d) 0,03 0,02 -0,01 -0,25 -0,25
:elI;;/atorijalna osa pri polarnom izgledu 0.80* 0,73 0.63* 0.05 0,05
Apocolpium (polar area) index (d/D) -0,30* -0,29* -0,26* -0,26 -0,26
P/E -0,58%* -0,35% -0,61* 0,15 0,15
2C (pg) 0,22 0,34 0,07 1,00 1,00
Cx (pg) 0,22 0,34 0,07 1,00 1,00
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Tabela 18. Vrednosti koeficijenata korelacije izmedu karakteristika polena i citoloskih
parametara 1 geografskog polozaja za vrstu R. serbica. Vrednosti obeleZzene * su
znacajne za p<0,01.

Geografska  Geografska Nadmorska 2C Cx
sirina duzina visina (rg) (pg)
P axis -0,19* -0,03 0,21* -0,03 -0,03
E axis 0,14 -0,28%* 0,35% -0,10 -0,11
exine thickness 0,02 -0,18* 0,23%* -0,07 -0,06
broj pora
rastojanje izmedju vrhova 2 pore (d) 0,22% 0,13 0,05 -0,08 -0,08
:,g\)/atorljalna osa pri polarnom izgledu 0,54* 0,23 005 020 020
Apocolpium (polar area) index (d/D) 0,00 0,04 0,07 -0,15 -0,14
P/E -0,25% 0,16 -0,07 0,04 0,05
2C (pg) 0,28 0,46 -0,54* 1,00 1,00%*
Cx (pg) 0,28 0,46 -0,54* 1,00* 1,00
A) Geografska sirina vs. E osa B) Geografska duzina vs. ekvatorijalna osa pri polamom izgledu (D)
Eosa=-72,17 + 2,0478 * Geografska sirina D =-86,86 + 4,6736 * Geografska duzina
Correlation: r = ,84091 Correlation: r = ,72836
19 20
:
-cI
o] g
9 s 11
41,6 418 42,0 422 424 426 4238 43,0 432 434 ':1:6 21,7 218 219 220 2.1 12 23 24
Greografska sirina “w._93% confidence Geografska duzina T 95% cwﬁdenf.el

C) Nadmorska visina vs. E osa
E osa=11,707 + 00997 * Nadmorska visina
Correlation: r = ,75714

ehvatorijalng osa (E)

100 150 200 250 300 330 400 430 500 530 600

Nadmorska visina e 05% :mﬂm|

Slika 42. Graficki prikaz korelacija kod vrste R. nathaliae izmedu A) geografske Sirine 1
ekvatorijalne ose (E), B) geografske duzine i ekvatorijalne ose pri polarnom izgledu (D)
1 C) nadmorske visine i ekvatorijalne ose (E).
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4. 3. KARAKTERISTIKE MORFOLOGIJE SEMENA

Semena tri vrste roda Ramonda su sitna, duzine manje od 1 mm 1 Sirine manje
od 0.5 mm. Elipsoidnog su oblika i tamno braon boje. U jednoj Cauri se razvija veliki
broj semena. Najduza su semena vrste R. myconi, koja ujedno imaju i najizduzeniji
oblik (Tab. 19, Sl. 43). Semena dve balkanske vrste imaju isti odnos duzine i Sirine, s
tim Sto su kod vrste R. serbica ona neSto duza i Sira nego kod R. nathaliae. Najmanja
semena su izmerena u populaciji vrste R. nathaliae sa serpentinita. Izuzetak
predstavljaju jo§ sitnija semena hibridnih individua koja su 2-2.5 puta kraca i 3-3.5 puta

uza od semena rodteljskih vrsta (Tab. 19).
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SI. 43. Duzina (A) i Sirina semena (B) (u pm) u proucavanim populacijama roda

Ramonda.
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Tabela 19. Morfologija semena tri vrste roda Ramonda 1 hibridnih individua.

Vrsta Lokalitet DuZina (um) Sirina (nm) Duzina/Sirina Masa semena
(ng)
SI.VI. sd min max (0% SI.VI. sd min max CV (%) srvr. sd min  max (0\% SI.VI. sd
(%) (%)
R. myconi Sp: Katalonia 814.47  81.57 58345 1001.34 10.02 217.77 38.88 81.52 272.63 1785 3.89 097 283 817 2494 17.4 1.52
R. nathaliae  Mak: P¢inja 45095 102.58 309.56  733.54 22775 158.68 2854 11136 21524 1799 293 087 190 573 29.62 16.0  2.00
Srb: Divljana 785.85 68.68  583.52 890.60 8.74 230.44 20.14 195.87 280.80 874 344 046 2.13 439 1348 19.6  0.89
Mak: Vardar 584.10 70.95 432.67 72033  12.15 19728 2826 137.48 247.64 1432 3.00 045 219 458 1494 9.8 249
Srb: Rad. Kamen  682.75 71.44 513.40 863.84 1046 278.84 3552 185.79 390.84 1274 248 039 173 3.76 15.73 216 321
Srb: Oblik 692.51 94.44  522.42 907.67 13.64 27520 53.41 192.02 425.17 1941 256 038 191 3.67 1471 2333  1.15
Srednja vrednost  639.23  140.52 309.56  907.67 21.98 228.09 57.7 111.36 425.17 2530 2.88 0.64 1.73 5.73 22.11 18.066 5.37
R. serbica Gr: Timfi 746.61 67.95 62528 954.20 9.10 27532 2541 207.13 33528 923 273 033 198 342 1218 27.6  1.82
Srb: Jelasnica 649.13 88.26 465.63 820.10 13.60 250.59 3227 18398 354.10 12.88 264 055 1.58 424 20.67 20.8 1.09
Srb: Godulja 752.23 7243 61824  912.87 9.63 26590 2530 180.23 303.74 951 286 040 222 376 1385 256 1.14
Srb: Rad. Kamen ~ 734.90 104.37 505.11 909.04 1420 24232 45.12 140.63 357.26 18.62 3.15 081 1.84 582 2568 208 1.30
Srb: Oblik 688.93 105.17 43582 888.86 15.27 240.06 56.16 101.22 348.40 2340 305 098 1.71 7.1 3218 17.6  5.90
Srednja vrednost 71436  96.74  435.82 95420 13.54 254.84 4083 101.22 357.26 16.02 2.88 0.68 1.58 7.11 23.63 2248 4.04
Hibridi Srb: Rad. Kamen ~ 284.47 58.12  161.52 622.69 2043 7475 1346 4390 126.61 18.00 3.88 0.85 215 8.64 2181
Srb: Oblik 297.87 51.03 16646  481.00 17.13 7296 14.27 38.63 118.07 19.56 4.18 084 245 9.80 20.02
Srednja vrednost  291.17  55.07 161.52  622.69 18.91 73.86 13.89  38.63 126.61 18.81 4.03 085 215 9.80 21.20
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Rezultati - seme

Analiza varijanse ukazala je na postojanje znacajnih razlika kako izmedu vrsta
tako 1 medu istrazivanim populacijama kada su u pitanju duzina i Sirina semena, a u
manjoj meri 1 za odnos ova dva paremtra (Tab. 20). Dok su razlike medu populacijama
vrste R. nathaliae za karakteristike semena znatne, izmedu populacija R. serbica one su

male.

Tabela 20. Vrednosti F statistike analize varijanse za proucavane karakteristike semana

tri vrste roda Ramonda 1 hibridnih individua. Sve vrednosti su statisticki znacajne za

p<0.01.

F
izmedju izmedju
R. nathaliae | R. serbica
populacija vrsta
Duzina (um) 521,80 117,94 12,30 808,78
Sirina (um) 524,10 107,68 7,78 832,46
D/S 47,07 25,20 5,09 114,81
Masa semena (ng) 18,31 26,41 9,66 7,18

Posto su semena vrsta roda Ramonda veoma lagana, mereno je pet puta po 100
semena, pa je zatim racunata prose¢na masa jednog semena. Rezultati su pokazali da R.
myconi ima najlakSa, a R. serbica najteza semena (Tab. 19). Individue R. nathaliae iz
simpatrijskih populacija odlikuju se tezim semenima od onih koje rastu u Cistim
populacijama. S druge strane, kod R. serbica individue iz simpatrija imaju nesto laksa
semena no §to je to slucaj sa Cistim populacijama te vrste.

PovrSina semena je hrapava, retikularna, sa brojnim dodatnim strukturama (SI.
44). Lumeni na povrSini semena su izduzZeni, medusobno jasno odvojeni i vidljivi kod
svih individua. Njihove dimenzije su najveée kod R. myconi, a najmanje kod R.
nathaliae (Tab. 21). Odnos izmedu duZine semena 1 duzine lumena je sli¢na kod R.
myconi (7.26) 1 R. serbica (6.90), dok je kod vrste R. nathaliae (8.63) 1 narocito kod
hibridnih individua (9.45) ve¢i, $to ukazuje na manje lumene njihovih semena. PovrSina
semena je veoma slina kod tri vrste sa pravim, blago izdignutim antiklinalnim

zidovima. Delimi¢no se razlikuju po obliku lumena koji su izduzeni kod sve tri vrste, ali
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su kod R. myconi 1 R. nathaliae ¢etvoro- do Sestougaoni, dok su kod R. serbica ¢etvoro-

do petougaoni, rede trougaoni, a kod hibrida ¢etvorougaoni.

x50 15kV X150 100pm

Slika 44. SEM mikrofotografije semena vrsta roda Ramonda: 1) R. myconi; 2) R.

nathaliae; 3) R. serbica; 4) hibridne individue.

S druge strane, na povrSini semena se nalaze dodatne strukture nalik
bradavicama ili izrastajima koje su naroCito upadljive kod vrsta R. myconi i R. serbica.
Njihova visina je razli¢ita kod tri vrste. Tako su veoma visoke kod R. myconi, gotovo

duplo niZe kod R. serbica, a josS nize kod R. nathaliae (Tab. 21). Kod hibridnih
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individua ove strukture su obi¢no odsutne. Semena hibrida su veoma sitna i smezurana,
tako da postoje samo naznake prisustva izraStaja u pojedinim lumenima. Ove

ornamentacije su neravnomerno rasporedene po povrsini semena.

Tabela 21. Karakteristike ornamentacije semena tri vrste roda Ramonda 1 hibridnih

individua.
Vrsta DuZina lumena (pum) Sirina lumena (pm) Sirina zida lumena (1nm) Visina izra$taja (um)

SI.VI. sd min max SI.VI. sd min max SI.VI. sd min max SI.VI. sd min max
R. myconi 112.16 12.09 91.55 127.59 40.11 5.36 31.65 50.44 6.97 1.20 4.71 8.95 64.27 12.50 46.24 87.42
R. nathaliae 74.11 16.81 39.53 95.35 2431 6.24 12.71 34.12 5.63 1.23 3.84 7.50 26.54 322 20.91 30.29
R. serbica 103.50 24.43 56.59 131.71 33.01 9.69 22.46 54.43 6.16 1.45 4.16 8.55 37.58 3.34 32.62 43.74
R. hybrida 3091 11.10 16.26 51.35 11.63 4.73 6.14 21.83 2.79 0.85 1.59 4.14

Diskriminantna analiza ukazuje na veliko preklapanje karakteristika semena kod
tri vrste roda Ramonda (Sl. 45). Jedino se jasno izdavaju semena hibrida usled svoje
izuzetno male veliine. Srodnicko stablo nacrtano na osnovu Mahalanobis distanci
dobijenih analizom samo karakteristika semena ukazuje na vecu sli¢nost vrsta R. myconi

1 R. serbica (Sl. 46).

4. 3. 1. Klijavost semena

Klijavost semena obe balkanske vrste roda Ramonda je visoka. Postoje, ipak,
razlike u uspesnosti klijanja semena medu populacijama unutar vrsta (S1. 47). Tako su
semena vrste R. nathaliae iz Divljane 1 sa Radovanskog Kamena imala jako visoku
stopu klijanja, dok su ona sa serpentinita P¢inje i iz simpatrijske populacije Oblik imala
neSto nizu uspesnost. Najniza klijavost od svega 4% okarakterisala je populaciju iz
klisure reke Vardar blizu Velesa. Kada je u pitanju R. serbica, njene Ciste populacije
karakteriSe visoka klijavost semena, dok je u obe simpatrije ta vrednost znatno sniZena.
S druge strane, semena vrste R. myconi klijala su jako lose (5%), dok je ta brojka jos$

manja za hibride izmedu vrsta R. nathaliae 1 R. serbica (1%).
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Root 2

# R. myconi

O R. nathaliae

& R serbica

5 i ; ; i i : + Hibrid Rad. Kamen
6 4 2 0 2 4 6 g * Hibrid_Oblik

Root 1

Slika 45. Graficki prikaz rezultata diskriminantne analize za karakteristike semena za tri

vrste roda Ramonda 1 hibridne individue.

Unweighted pair-group average
Euclidean distances

R. myconi

R. serbica

R. nathaliae

Hibrid_Rad. Kamen

| S—

Hibrid_Oblik

0 10 20 30 40 50 60 70
Linkage Distance

Slika 46. Srodnicko stablo na osnovu Mahalanobis distanci dobijenih analizom

karakteristika semena tri vrste roda Ramonda 1  hibridnih  individua.
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Slika 47. Histogram stope klijanja semena (%) tri vrste roda Ramonda, kao 1 hibridnih

individua.

4. 3. 2. Korelacija karakteristika semena sa velicinom genoma i geografskim

poloZzajem

Kada se posmatra rod Ramonda kao celina uocljiva je samo umerena statisticki
znacajna korelacija izmedu mase semena i veli¢ine genoma i broja hromozoma (Tab.
22). Povezanost veli¢ine genoma sa drugim karakterina semena je manja. S druge
strane, kada je u pitanju korelacija pojedinih merenih osobina semena i geografskog
polozaja populacije, uocljiva je jedino znacajnija pozitivna korelacija izmedu mase
semena 1 nadmorske visine (Tab. 22, SI. 48).

Znacajnije korelacije dobijene su tek kada je analiza uradena za svaku vrstu
ponaosob. Tako je kod vrste R. nathaliae uocljiva umerena korelacija izmedu duzine
semena 1 veli¢ine genoma (Tab. 23). Nesto veca pozitivna korelacija uocena je izmedu

duZine i Sirine semena i1 geografskog polozaja populacije (S1. 49A), a jo$ veca izmedu
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mase semena 1 geografske Sirine, geografske duZzine i nadmorske visine (Tab. 23, SI.

49B).

Tabela 22. Vrednosti koeficijenata korelacije izmedu karakteristika semena 1 citoloskih

parametara i geografskog poloZaja na nivou roda. Vrednosti obeleZene * su znacajne za

p<0,01. Vrednosti > 0,5 su zasencene.

Geografska Geografska Nadmorska 2C

1Cx

sirina duzina visina (rg) (pg) 2n
Geografska sirina 1,00 0,20%* -0,03 0,06 0,21* 0,01
Geografska duzina 0,20%* 1,00 -0,30* 0,25* 0,02 0,26*
Nadmorska visina -0,03 -0,30% 1,00 0,28* 0,28*%  0,35%*
Duzina (um) -0,29* -0,33* 0,10%* -0,08 -0,28* 0,02
Sirina (um) -0,29* -0,14* 0,06 -0,10  -0,32* 0,07
D/S 0,20* -0,12* 0,06 0,06 0,11 -0,04
Seed mass (ng) -0,06 0,11 0,67* 0,45* 0,18 0,47*
2C (pg) 0,06 0,25% 0,28* 1,00 0,55*  0,99*%
1Cx (pg) 0,21%* 0,02 0,28* 0,55%* 1,00 0,57*
2n 0,01 0,26* 0,35% 0,99* 0,57* 1,00

Nadmorska visina vs. masa semena (ug)
Masa semena (ug) = 11,139 + 01919 * Nadmorska visina
Correlation: r = 67124

Masa semena (pg)

100 200 300 400 500 600 700 800

Nadmorska visina e, 95% confidence

Slika 48. Graficki prikaz korelacije na nivou roda izmedu mase semena i nadmorske

visine.
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Tabela 23. Vrednosti koeficijenata korelacije izmedu karakteristika semena i citoloskih
parametara 1 geografskog polozaja za vrstu R. nathaliae. Vrednosti obelezene * su

znacajne za p<0,01.

Geografska Geografska Nadmorska 2C 1Cx

sirina duzina visina (rg) (rg)

Geografska sirina 1,00 0,90* 0,82* 0,22 0,22
dGlf;’ii;afSka 0.90* 1,00 0.55* 034 034
Nadmorska visina 0,82* 0,55* 1,00 0,07 0,07
Duzina (um) 0,67* 0,79* 0,39*% 0,51* 0,51*
Sirina (um) 0,71* 0,60* 0,63* 0,29 0,29
D/S -0,14 0,08 -0,30* 0,27 0,27
Seed mass (ng) 0,84* 0,63* 0,78* -0,08 -0,08
2C (pg) 0,22 0,34 0,07 1,00 1,00
1Cx (pg) 0,22 0,34 0,07 1,00 1,00

A) Geografska duzina vs. Duzma semena (um)
Duzina semena (um) = -100E2 + 486,81 * Geografska duzina
Correlation: r = 78949

B) Geografska sirina vs. masa semena (ug)
Masa semena (ug) = -228,6 + 5,7796 * Geografska sirina
Correlation: r = 84051

g :
S Zn
wh-%"
-
8 .
200 6
21,6 21,7 18 219 220 n1 222 223 224 41, 418 420 422 424 426 428 43,0 432 434
Geografska duzina “e._95% confidence Geografska sirina Te 95% :onﬁd.mcel

Slika 49. Graficki prikaz korelacija kod vrste R.nathaliae izmedu A) duzine semena i

geografske Sirine 1 B) mase semena i geografske Sirine.

Kada je u pitanju R. serbica, postoji znacajna negativna korelacija mase semena

sa geografskom Sirinom i duZinom, a pozitivna sa nadmorskom visinom (Tab. 24).
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Tabela 24. Vrednosti koeficijenata korelacije izmedu karakteristika semena i citoloskih
parametara i geografskog polozaja za vrstu R. serbica. Vrednosti obelezene * su

znacajne za p<0,01.

Geografska sirina  Geografska duzina Nadmorska visina 2C (pg) 1Cx (pg)

Geografska sirina 1,00 0,50* -0,45* 0,28 0,28
Geografska duzina 0,50* 1,00 -0,85% 0,46 0,46
Nadmorska visina -0,45* -0,85* 1,00 -0,54* -0,54*
Duzina (um) -0,19* -0,29* 0,39* -0,50 -0,49
Sirina (um) -0,27* -0,29* 0,22* -0,44 -0,43
D/S 0,12 0,10 0,03 0,21 0,20
Seed mass (nug) -0,63* -0,71%* 0,64* -0,48 -0,47
2C (pg) 0,28 0,46 -0,54* 1,00 1,00*
1Cx (pg) 0,28 0,46 -0,54* 1,00%* 1,00
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4. 4. REZULTATI AFLP ANALIZE

AFLP analiza obuhvatila je ukupno 16 populacija: 5 populacija R. nathaliae i 11
R. serbica (Karta 5).
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Karta 5. Rasprostranjenje populacija dve vrste roda Ramonda, R. nathaliae (zeleni

kruziéi) 1 R. serbica (crveni kruzi¢i) koje su uklju¢ene u AFLP analizu.

Analizom fragmenata DNK dobijenih AFLP procedurom koriste¢i tri para
prajmera, ukupno je dobijeno 1182 fragmenta: 349 za par E-AAC/M-CTC, 468 za E-
ACA/M-CTC i 365 za E-CAG/M-CTC. Cetiri fragmenta (0.34%) bilo je prisutno u

svim individuama obe vrste. Kod vrste R. nathaliae bilo je prisutno 200 specifi¢nih
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fragmenata (16.92%), a kod R. serbica 269 (22.76%). Fragmenti niske ucestalosti
preovladavaju kod obe vrste (SI. 50).

OFE. nathalae
400 HR gerbica

No. of individuals

0,05 0.1 0,15 0.2 0,25 0.3 0,35 04 0,45 0.5 0,55 0,6 0.65 0,7 0,75 0.8 0,85 0.9 0,95 1

frequency

Slika 50. Histogram ucestalosti polimorfnih fragmenata kod vrsta R. nathaliae 1 R.

serbica.

Ramonda serbica, kao heksaploid, ima nesto veci broj dominantnih fragmenata
nego diploidna R. nathaliae. Nije utvrden nijedan fragment koji je bio prisutan kod svih
individua jedne vrste, a potpuno odsutan kod druge. Nije bilo ni fragmenata
karakteristi¢nih za neku od populacija. Bilo je, ipak, nekoliko fragmenata prisutnih kod
samo jedne populacije jedne vrste i u nekoliko ili svim populacijama druge vrste.

Prosecan broj fragmenata po individui racunat za obe vrste zajedno iznosi 220.3,
dok je ukupan broj razdvajaju¢ih fragmenata 1176 (99.5%). Kod R. nathaliae prose¢an
broj fragmenata po individui bio je 184.2, a razdvajajucih fragmenata 903 (76.4%), dok
su kod R. serbica ove vrednosti 239.4, odnosno 973 (82.3%).

Za procenu genetickog diverziteta 1 geneticke strukture populacija koris¢ene su
tri metode. Vrednosti zastupljenosti polimorfnih fragmenata (PLP), kao i o€ekivane

heterozigotnosti (Hj), bile su nesto viSe dobijene Bayesian metodom nego putem druge
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dve metode koje su dale sli¢ne rezultate (Tab. 25). Minimalne vrednosti oba parametra
(PLP 1 Hj) su dobijene kod populacije R. nathaliae sa Suve planine u Srbiji, dok su
maksimalne vrednosti zastupljene kod R. serbica sa planine Timfi u Gr¢koj. Variranje
ocekivane heterozigotnosti nastalo usled uzorkovanja individua (Varl) bilo je ve¢e samo
u dve populacije gde je uzorkovan manji broj individua. U svim ostalim slu€ajevima
preovladuje varijansa nastala detekcijom fragmenata (VarL).

Vrednosti prose¢nog genetiCkog diverziteta unutar populacija (Hw) iznosio je od
0.089 do 0.101 u zavisnosti od metode proracuna koji je koris¢en (Tab. 26). U ovom
sluCaju, dominantan je uticaj uzorkovanja populacija na varijabilnost parametra.
Ukupan geneticki diverzitet (Ht), prosecan geneticki diverzitet izmedu populacija (Hb),
kao 1 Writght-ov indeks fiksacije (Fst) imali su neSto viSe vrednosti metodom
frekvencije fragmenata, dok su druge dve metode dale medusobno sli¢ne rezultate (Tab.
27). Geneticki diverzitet unutar populacija pri tom je veéi nego izmedu populacija, dok
vrednost indeksa Fst svakako ukazuje na visoku geneticku diferencijaciju izmedu
proucavanih populacija.

Za odvojene populacione analize dve vrste koriS¢ene su dve metode: Bayesian
metod sa neravnomernom prethodnom distribucijom i metod frekvence fragmenta (koji
pretpostavlja fiksiranu homozigotnost). Dobijeni su sli¢ni rezultati (Sl. 51). Geneticki
diverzitet unutar populacija visi je kod obe vrste od genetickog diverziteta izmedu
populacija. Dok su vrednosti Hw priblizno jednake kod dve vrste, Hb 1 narocito Fst su
visi kod R. nathaliae.

Analiza genetickih distanci u programu POPULATIONS pokazala je jasnu
diferencijaciju dve vrste koje su se nasle na razliitim krajevima stabla (Sl. 52). Medu
populacijama vrste R. nathaliae najmanja distanca je utvrdena izmedu jedinki sa planine
Vermion u Gr¢koj 1 iz Demir Kapije u Makedoniji, dok je najveca izmedu populacija sa
lokaliteta Matka u Makedoniji i sa Suve planine u Srbiji (Tab. 28). Kod vrste R. serbica,
geneticki najudaljenije su populacije sa planina Timfi u Grckoj i Rtnja u Srbiji, dok su
geneti¢ki najsli¢nije dve populacije iz Srbije, iz kanjona Lazareve reke i iz Ciflika.
Geneticke distance medu populacijama R. nathaliae su veée nego kod R. serbica (Tab.

29).
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Tabela 25. Rezultati zastupljenosti polimorfnih fragmenata (%) 1 o¢ekivane heterozigotnosti (Hj) dobijeni putem tri razli¢ite metode: A)

Bayasian metod sa neravnomernom prethodnom distribucijom, B) metod frekvencije fragmenata 1 C) metod kvadratnog korena.

PopID | A n |#loc |#loc P | PLP | Hj S.E.(Hj) | Var(Hj) | Varl(Hj) | Varl% | VarL(Hj) | VarL(%)
popA | Rnat Suva pl 26|1182(244 |20,6 |0,062|0,00380 |0,000014 |0,000001 | 10,4 0,000013 | 89,6
popB | Rnat Matka 231182419 |35,40,128|0,00462 | 0,000021 | 0,000002 |9 0,000019 |91
popC | Rnat Pcinja 26| 1182301 25,5 10,085 0,00433 | 0,000019|0,000001 |7,6 0,000017 | 92,4
popD |Rnat Demir Kapija |24|1182|339 |28,7|0,101|0,00435 |0,000019 |0,000002 |9,6 0,000017 | 90,4
popE | Rnat Vermion 24|1182|305 |25,8 0,088 0,00440 | 0,000019|0,000002 |8,7 0,000018 |91,3
popF | Rser Rad. Kamen |28|1182]361 30,5 | 0,100 | 0,00455 |0,000021 | 0,000002 |9 0,000019 |91
popG | Rser Rtanj 8 [1182]332 |28,1]0,0870,00442 |0,000020|0,000005 |27 0,000014 |73
popH | Rser Radika 2211182381 32,210,107 0,00474 | 0,000022 | 0,000002 | 10,3 0,000020 | 89,7
popl Rser_Kroni e Murici | 26 | 1182|348 29,4 | 0,092 | 0,00445 | 0,000020 | 0,000002 | 10,1 0,000018 | 89,9
popJ |Rser Kronie Besit [26|1182|358 30,3 0,109 |0,00481 |0,000023 | 0,000002 | 7,8 0,000021 |92,2
popK |Rser Crni Drim 26|1182(358 30,3 0,109 0,00474 | 0,000022 | 0,000002 | 8,3 0,000021 |91,7
popL | Rser Timfi 16| 1182|454 |38,40,140|0,00509 |0,000026 | 0,000003 | 10,8 0,000023 | 89,2
popM | Rser Mojstir 26| 1182341 28,8 | 0,087 | 0,00432 | 0,000019 | 0,000002 | 10,9 0,000017 | 89,1
popN | Rser Lazarevareka |24 | 1182375 31,710,121 | 0,00506 |0,000026 | 0,000002 | 6,9 0,000024 |93,1
popO |Rser Ciflik 25|1182(343 |29 |0,095]|0,00453 |0,000020|0,000002 |9,8 0,000018 |90,2
popP | Rser Godulja 5 1182|326 |27,60,105]|0,00485 |0,000024 |0,000007 | 31,1 0,000016 | 68,9
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PopID |B n |#loc |#loc P | PLP | Hj S.E.(Hj) | Var(Hj) | VarI(Hj) | Varl% | VarL(Hj) | VarL(%)
popA | Rnat Suvapl 26|1182(179 15,1 10,0553 0,00382 | 0,000015|0,000001 |7 0,000014 |93
popB | Rnat Matka 2311182(483 40,9 |0,1464|0,00503 | 0,000025 | 0,000003 | 13,4 0,000022 | 86,6
popC |Rnat Pcinja 26|1182(268 |22,7|0,0844|0,0046 |0,000021 |0,000001 |6,7 0,00002 93,3
popD |Rnat Demir Kapija |24 |1182 (364 |30,8 |0,1058|0,00451 |0,00002 |0,000003 | 12,7 0,000018 | 87,3
popE | Rnat Vermion 24|1182(265 |22,40,0827|0,00453 |0,000021 | 0,000002 |7,6 0,000019 92,4
popF |Rser Rad. Kamen |28|1182|286 24,2 |0,0856|0,00428 |0,000018 | 0,000002 |9,4 0,000017 | 90,6
popG | Rser Rtanj 8 1182189 16 0,063 |0,00445 |0,00002 |0,000003 |13,7 0,000017 | 86,3
popH |Rser Radika 22|1182(292 |24,7|0,0942|0,00474 | 0,000022 | 0,000002 | 8,7 0,00002 91,3
popl Rser Kroni e Murici | 26| 1182|245 | 20,7 | 0,0803 | 0,00447 | 0,00002 |0,000001 |7,1 0,000019 |92,9
pop) |Rser KronieBesit |26|1182|315 26,6 |0,0969|0,0046 |0,000021 |0,000002 |9,1 0,000019 |90,9
popK | Rser Crni Drim 26|1182|312 |26,4|0,0981|0,00458 |0,000021 | 0,000002 |9,5 0,000019 | 90,5
popL | Rser Timfi 161182593 50,2 10,1356 | 0,00491 | 0,000024 | 0,000005 | 19,6 0,000019 | 80,4
popM | Rser Mojstir 26|1182|233 19,7 10,0726 | 0,00417 | 0,000017 | 0,000001 | 8,2 0,000016 |91,8
popN |Rser Lazarevareka |24 1182|348 |29,4|0,1081 | 0,00466 |0,000022 |0,000002 | 11,4 0,000019 | 88,6
popO | Rser Ciflik 25|1182(264 |22,30,0822|0,00441 |0,000019 |0,000002 | 8,3 0,000018 |91,7
popP | Rser_Godulja 5 1182207 17,510,0778|0,00503 | 0,000025 | 0,000005 | 19,9 0,00002 | 80,1
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PopID]|C n |#loc [#locP[PLP[Hj |S.E.(Hj)| Var(Hj) | VarI(Hj)| Varl% | VarL(Hj) | VarL(%)
popA | Rnat_Suva pl 261182162 [13,7 [0,0536]0,00379 [0,000014 [ 0,000003 [ 19,9  [0,000011 |80,1
popB | Rnat_Matka 23] 11821405 [34,3[0,1194]0,00463 |0,000021 [ 0,000002 [ 10,6  |0,000019 | 89,4
popC | Rnat_Pcinja 2611821253 [21,4 [0,0757]0,00431 [0,0000190,000002 [ 11,7  [0,000016 | 88,3
popD | Rnat Demir Kapija |24 [1182]297 [25,1]0,0906[0,00433 [0,000019[0,000003 [ 13,7 |0,000016 | 86,3
popE | Rnat_Vermion 24[1182]244 [20,6 |0,07750,0044 | 0,000019]0,000003 [ 142 |0,000017 |85,8
popF | Rser Rad. Kamen |28]1182[293 |24,8[0,09160,0046 |0,0000210,000003 [13,9 |0,000018 |86,1
popG | Rser_Rtanj 8 [1182]189 |[16 |0,0681]0,00438 [0,000019|0,000014 73,9  |0,000005 |26,1
popH |Rser Radika 22[1182]296 |25 [0,0944[0,00479 |0,000023]0,000004 [17,3  |0,000019 |82,7
popl | Rser Kroni e Murici | 26 | 1182253 | 21,4 [0,0809 [ 0,00449 |0,00002 |0,000004 (17,7 |0,000017 |82,3
pop] | Rser Kronie Besit |26|1182[301 |25,5]0,09930,00485 |0,000024[0,000003 [ 11,6  |0,000021 | 88,4
popK | Rser_Crni Drim 26[1182[307 |26 [0,1001[0,00477 |0,000023]0,000003 | 12 0,00002 |88
popL |Rser Timfi 16]1182]423  [35,80,1276[0,00512 |0,000026 | 0,000004 [ 14,4  [0,000022 | 85,6
popM | Rser_Mojstir 26[1182[236 |20 [0,0764[0,00437 |0,000019]0,000004 |20 0,000015 |80
popN | Rser Lazarevareka |24|1182[336 |28,4 (0,112 [0,00509 |0,000026|0,000002 | 9,6 0,000023 | 90,4
popO | Rser_Ciflik 25[1182]255 [21,6 | 0,084 [0,00457 |0,000021 |0,000004 [16,9 [0,000017 | 83,1
popP | Rser_Godulja 5 (1182207 [17,5[0,0784]0,00469 |0,000022]0,000019 | 88 0,000003 | 12
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Tabela 26. Rezultati analize prosecnog genetickog diverziteta unutar svih proucavanih

populacija roda Ramonda dobijeni putem tri razliCite metode: A) Bayasian metod sa

neravnomernom prethodnom distribucijom, B) metod frekvencije fragmenata i C)

metod kvadratnog korena.

A Hw |S.E.(Hw) | Var(Hw) | Varl(Hw) | VarL(Hw) | VarP(Hw)
n=16 0,101 |0,00467 |0,000022 | 0,000000 |0,000001 |0,000021

% of Var(Hw) 0,7 5,29 94,01

B Hw S.E.(Hw) | Var(Hw) | VarI(Hw) | VarL(Hw) | VarP(Hw)
n=16 0,091810,00597 |0,000036 | 0,000000 |0,000001 |0,000034

% of Var(Hw) 0,41 3,24 96,35

C Hw S.E.(Hw) | Var(Hw) | VarI(Hw) | VarL(Hw) | VarP(Hw)
n=16 0,0894 | 0,00482 | 0,000023 | 0,000000 |0,000001 |0,000022
% of Var(Hw) 1,27 4,39 94,34
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Tabela 27. Ukupan geneticki diverzitet (Ht), prosecan geneticki diverzitet unutar populacija (Hw), prosecan geneticki diverzitet izmedu
populacija (Hb) 1 Wright-ov indeks fiksacije dobijeni analizom pomocu tri razli¢ite metode za sve prouc¢avane populacije roda Ramonda.

Ht Hw Hb Fst
Metod Metod Metod Metod Metod Metod Metod Metod
Bayesian | frekvencije kvadratnog Bayesian | frekvencije kvadratnog Bayesian | frekvencije kvadratnog Bayesian | frekvencije kvadratnog
n metod fragmenta korena metod fragmenta korena metod fragmenta korena metod fragmenta korena
16 0,147 0,164 0,140 0,101 0,092 0,089 0,046 0,072 0,051 0,312 0,443 0,364
S.E. | 0,00467 | 0,00597 0,00482 0,00794 | 0,01244 0,00884 0,13267 | 0,10431 0,12390
Var | 0,000022 | 0,000036 0,000023 0,000063 | 0,000155 0,000078 0,0176 0,01088 0,01535
A ORamonda nathaliae B DRamonda nathaliae
0.2 ®m Ramonda serbica i) M Ramonda serbica
0,18 03
0,272
0.16
0.14 5
012 0,116 0,116 e
0,105 ’
0.1 0,09 0,097 0.167
0,15
0,08 0,131
0,108 =
0.06 0.1 0095 4,090
0,04
0,023 0.05 0,036
0 - 0
Ht Hw Hb Fst Hrt Hw Hb Fst

Slika S51. Vrednosti ukupnog genetickog diverziteta (Ht), prosecnog genetickog diverziteta unutar populacija (Hw), prose¢nog genetickog
diverziteta izmedu populacija (Hb) i Writght-ovog indeksa fiksacije (Fst) za R. nathaliae i R. serbica dobijenih pomocu dve metode: A)
Bayesian metod sa neravnomernom prethodnom distribucijom i B) metod frekvence fragmenta.
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Slika 52. Stablo dobijeno na osnovu genetickih distanci ispitivanih populacija vrsta R.

nathaliae 1 R. serbica.

Tabela 28. Geneticke distance medu 5 populacija vrste R. nathaliae.

Pop ID Suva planina | Matka Pcinja Demir Kapija | Vermion
popA | Suva planina |0 0.0571795 1 0.0347636 | 0.0491497 0.0458583
popB | Matka 0.0571795 |0 0.0313602 | 0.0386855 0.0442586
popC | P¢inja 0.0347636 | 0.0313602 |0 0.0412845 0.0376907
popD | Demir Kapija | 0.0491497 | 0.0386855|0.0412845 |0 0.017557
popE | Vermion 0.0458583 | 0.0442586 | 0.0376907 | 0.017557 0
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Tabela 29. GenetiCke distance medu 11 populacija vrste R. serbica.

Pop ID Rad. Kamen | Rtanj Radika Kroni e Murici | Kroni e Besit | Crni Drim | Timfi Mojstir Lazareva reka | Ciflik Godulja
popF | Rad. Kamen |0 0.00529401 | 0.00869723 | 0.0194838 0.0130067 0.012692 | 0.0347768 | 0.0103596 | 0.0127501 0.00890109 | 0.0283024
popG | Rtanj 0.00529401 | 0 0.0153619 | 0.0254496 0.0210339 0.0199303 | 0.0462379 | 0.0187185 | 0.0220064 0.0179356 | 0.0372956
popH | Radika 0.00869723 | 0.0153619 |0 0.01044 0.0079307 0.0109035 | 0.0259851 | 0.0149037 | 0.0190986 0.0143543 | 0.0260018
popl | Kroni e Murici | 0.0194838 | 0.0254496 | 0.01044 0 0.00699123 | 0.0172121 | 0.026981 |0.0199711 | 0.0301669 0.0235488 | 0.0238648
popJ | Kroni e Besit | 0.0130067 | 0.0210339 | 0.0079307 | 0.00699123 0 0.00583695 | 0.0252587 | 0.0185331 | 0.0201018 0.0165974 | 0.0267481
popK | Crni Drim 0.012692 0.0199303 | 0.0109035 |0.0172121 0.00583695 |0 0.0263154 | 0.0202725 | 0.0167115 0.0157962 | 0.029057
popL | Timfi 0.0347768 | 0.0462379 | 0.0259851 | 0.026981 0.0252587 0.0263154 |0 0.0303048 | 0.0305684 0.0298227 | 0.0263444
popM | Mojstir 0.0103596 | 0.0187185 | 0.0149037 | 0.0199711 0.0185331 0.0202725 |0.0303048 | 0 0.00969258 | 0.00533146 | 0.0168932
popN | Lazarevareka | 0.0127501 | 0.0220064 |0.0190986 | 0.0301669 0.0201018 0.0167115 | 0.0305684 | 0.00969258 | 0 0.00397857 | 0.0188683
popO | Ciflik 0.00890109 | 0.0179356 | 0.0143543 | 0.0235488 0.0165974 0.0157962 | 0.0298227 | 0.00533146 | 0.00397857 |0 0.0169745
popP | Godulja 0.0283024 | 0.0372956 | 0.0260018 | 0.0238648 0.0267481 0.029057 | 0.0263444 | 0.0168932 | 0.0188683 0.0169745 |0
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Rezultati - AFLP

Analiza glavnih koordinata (PCoA) opisala je varijabilnost pomoc¢u 12 osa. Prva
osa je odgovorna za ¢ak 56% variranja i ona jasno deli dve vrste tako da se s jedne
strane nalaze populacije R. nathaliae, a sa druge R. serbica (Sl. 53A), dok druga i tre¢a
osa objasnjavaju samo 4.63%, odnosno 3.94% variranja. Druga osa je samo izdvojila
populaciju iz Matke od ostalih populacija vrste R. nathaliae, dok su populacije R.
serbica ostale medusobno izmeSane. Samo se nekoliko individua ove vrste izdvojilo u
srediSnjem delu grafika. Treéa osa je dalje razdvojila populacije R. nathaliae iz
Makedonije od populacija iz Grcke i1 Srbije (SI. 53B). Odnosi medu populacijama R.
serbica, takode, postaju malo jasniji. S negativne strane tre¢e ose nalaze se populacija sa
Timfija i vecina individua iz Grcke i Makedonije. Populacije ove vrste iz Srbije
uglavnom su locirane iznad treée ose, a samo se po nekoliko individua iz populacija sa

lokaliteta Ciflik, Lazareva reka i Godulja, spustilo niZe.

C :Rnat_Suvapl.
© :Rnat_Maka
© :Rnat_Pdnja
: Rnat_Demir Kapija

O : Rnat_Vermion

| :Rser_Rad. Kamen
N : Rser_Rtanj
% | A :Rser Radka
: Rser_Kroni e Murici
: Rser_Kroni e Besit
: Rser_Crni Drim
: Rser_Timfi 0,08
: Rser_M ojstir
: Rser_Lazarevareka
: Rser_Ciflik
: Rser_Godulja -0,12

(m]
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Axis 2 (4.63%)
[=]
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-0,10 ¢ O

0,12 o®

OO0OOO0O¢ 4+

-0,14

-0,08 -004 000 004 008 012 016 008 -004 000 004 008 012 016

Axis 1 (56.06%) Axis 1 (56.06%)
Slika 53. Graficki prikaz rezultata PCoA analize za proucavane populacije R. nathaliae

1 R. serbica za A) prvu i drugu, B) prvu i trecu osu.

Analiza molekularne varijanse (AMOVA) uradena je kako za obe vrste zajedno,
tako 1 za svaku vrstu posebno. U prvom slucaju, dobijene vrednosti indeksa fiksacije Fct
i Fst ukazuju na visok nivo geneticke diferencijacije izmedu dve vrste (Tab. 30).
Procenat variranja izmedu populacija unutar grupa je nizak (9.91%). Ovo je potvrdeno i

u odvojenim analizama dve vrste, naro€ito za vrstu R. serbica. S druge strane,
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Rezultati - AFLP

varijabilnost unutar populacija je visoka, $to postaje narocito upadljivo kada se analize
urade za svaku vrstu posebno. Analiza indeksa Fst za svaki par populacija pokazuje
jasnu diferencijaciju izmedu vrsta R. nathaliae i R. serbica, pri ¢emu su vrednosti za Fst

nesto ve¢e medu populacijama R. nathaliae (Tab. 31).

Tabela 30. Rezultati analize molekularne varijanse za obe vrste zajedno, kao i za svaku

od vrsta zasebno.

R. nathaliae + R. serbica R. nathaliae R. serbica

Variranje (%)
Izmedu grupa 48.51
Izmedu populacija unutar grupa 9.91 27.83 13.8
Unutar populacija 41.58 72.17 86.2
Fsc (izmedu populacija unutar vrsta) 0.193
Fst (unutar populacija) 0.584 0.278 0.138
Fct (izmedu vrsta) 0.485

Mantel test je koriS¢en kako bi se utvrdilo da li postoji korelacija izmedu
genetickih 1 geografskih distanci medu populacijama. Rezultati su pokazali umerenu
korelaciju kod obe vrste, pri cemu je r = 0,51 (p = 0,131) kod R. nathaliae (Sl. 54A), ar
=0,56 (p = 0,000) kod R. serbica (SI. 54B).

Rezultati diskriminantne analize glavnih komponenti (DAPC) pokazali su da i
po genetickoj strukturi gotovo sve individue pripadaju populacijama iz kojih su i
sakupljene (S1. 55). Izuzeci su se pojavili samo u nekoliko populacija vrste R. serbica:
sa Radovanski Kamen i Rtnja, dve geografski veoma bliske populacije iz Crne Gore, i
samo jedna individua iz Ciflika je po ovoj analizi pripala populaciji iz kanjona Lazareve
reke (Tab. 32). Detaljnija analiza koja je obuhvatila samo R. serbica dovela je do
izdvajanja populacija iz Gr¢ke, Makedonije i Crne Gore s jedne strane prve ose, dok su
populacije iz Srbije ostale grupisane s druge strane, dok je druga osa odvojila populaciju

1z Grcke od populacija iz Makedonije 1 Crne Gore (Sl. 56).
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Tabela 31. Vrednosti indeksa Fsts za svaki par 16 proucavanih populacija vrsta R. nathaliae 1 R. serbica (sve vrednosti su statisticki
znacajne za p=0.05).

Rser Rser Rser Rser Rser Rser Rser Rser Rser Rser Rser Rnat Rnat Rnat Rnat Rnat
Rad. Rtanj Radika Kronie Kronie Crni Timfi Mojstir  Laz. Ciflik Godulja Suva Matka Péinja Demir Vermion
Kamen Murici  Besit Drim reka planina Kapija

Rser_Rad. Kamen 0.00000

Rser_Rtanj 0.04581  0.00000

Rser_Radika 0.08165 0.12937  0.00000

Rser_Kroni e Murici  0.17741  0.22964  0.09983  0.00000

Rser_Kroni e Besit 0.11492  0.16598  0.06956  0.06731  0.00000

Rser_Crni Drim 0.11175 0.15606  0.09254 0.14849 0.05119  0.00000

Rser_Timfi 0.23361  0.25756  0.17287  0.19321 0.16954  0.17406  0.00000

Rser_Mojstir 0.10698  0.19400 0.14256 0.19489 0.16655 0.17819  0.22441  0.00000

Rser_Lazarevareka  0.11070  0.15837  0.14584 0.22572  0.15098 0.12652  0.18304 0.09316  0.00000

Rser_Ciflik 0.08831 0.16836 0.12985 0.21020 0.14394 0.13701  0.20887  0.05982  0.03925  0.00000

Rser_Godulja 0.23086  0.33446 0.19716  0.21137  0.19547  0.20689  0.13542  0.18063 0.12178  0.15869  0.00000

Rnat_Suva planina 0.68248  0.73162 0.67139 0.68653  0.64401  0.64439 0.61597 0.71326  0.64025 0.68868 0.71876  0.00000

Rnat_Matka 0.52569  0.49261 0.50326 0.52846  0.48362 0.47960 0.43018 0.55593 0.46698 0.52169 0.45638  0.34480  0.00000

Rnat_P¢inja 0.60350 0.61799 0.58899 0.61202 0.56520 0.56340 0.52544 0.63737 0.55667 0.60584 0.60219  0.31602 0.19712  0.00000

Rnat_Demir Kapija  0.59464 0.59632 0.57480 0.59304 0.55072  0.54866 0.49642 0.62244 0.54664 0.59558 0.55629  0.36246 0.21191 0.28286  0.00000

Rnat_Vermion 0.62588  0.64652 0.61056 0.62860 0.58542  0.58211 0.53937 0.65694 0.58177 0.62988 0.62080  0.38392  0.25597 0.29197 0.14414  0.00000
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Slika 54. Grafici koji prikazuju korelaciju izmedu geneticke i1 geografske distance

proucavanih populacija vrsta A) R. nathaliae i B) R. serbica.

¥ Pop A (100%) Pop B (100%) Pop C (100%)

< Pop E (100%) Pop F (96.43%) Pop G Pop H (100%)
(87.50%)

- Pop J (96.15%) Pop K (100%) Pop L (100%)

° Pop N (95.83%) Pop O (100%) op
(100%)

Pop M (100%)

Slika 55. Graficki prikaz rezultata DAPC analize o genetickoj pripadnosti individua

odredenim populacijama (znacenje oznaka populacija u tabeli 32).
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Tabela 32. Rezultati DAPC analize o genetickoj pripadnosti individua odredenim populacijama.

popID

popA

popB | popC | popD popE popF popG | popH popl popJ popK popL | popM popN popO | popP
Rnat Rser Rser Rser Rser Rser

Rnat Rnat Rnat Demir Rnat Rad. Rser Rser Kroni Kroni Crni Rser Rser Lazareva Rser Rser

Suvapl | Matka | Pcinja | Kapija Vermion | Kamen Rtanj Radika | Murici Besit Drim Timfi | Mojstir | reka Ciflik | Godulja
Pripadnost
populaciji 1,00 [1,00 |1,00 |1,00 1,00 0,96 0,88 |1,00 0,88 096 [1,00 [1,00 |1,00 0,96 1,00 |1,00
Veli¢ina grupe
pre analize 26 23 26 24 24 28 8 22 26 26 26 16 26 24 25 5
Veli¢ina grupe
posle analize 26 23 26 24 24 28 8 22 24 28 26 16 26 23 26 5

108




Rezultati - AFLP

Slika 56. Graficki prikaz DAPC analize samo za vrstu R. serbica (znaCenje oznaka

populacija u tabeli 32).
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5. DISKUSIJA

5. 1. KARIOLOSKE I CITOGENETICKE KARAKTERISTIKE ISPITIVANIH VRSTA

Od ranije su u literaturi bili poznati brojevi hromozoma za vrste roda Ramonda.
Medutim, u opticaju su bile razli¢ite vrednosti. Tako se za R. nathaliae navode 2n = 36
(GLISIC, 1924) 1 2n = 48 (RATTER, 1963; CONTANDRIOPOULOS, 1966), a za R. serbica 2n
=72 (GLISIC, 1924) i 2n = 96 (CONTANDRIOPOULOS, 1966).

Istrazivanje broja hromozoma u razli¢itim populacijama ove dve vrste Sirom
Balkanskog poluostrva otkrilo je konstantan broj od 2n = 2x = 48 hromozoma za vrstu
R. nathaliae. Kod svih istraZivanih populacija vrste R. myconi, takode je nadeno 2n = 2x
= 48 hromozoma ili, bar, veli¢ina genoma koja odgovara ovom broju hromozoma.

Sto se ti¢e vrste R. serbica, dobijeni rezultat od 2n = 6x = 144 hromozoma je
bitno drugaciji od ranije poznatih brojeva, ali je potvrden analizom biljaka iz veceg
broja istrazivanih populacija. Broj od 2n = 4x = 96 hromozoma je pronaden u
simpatrijskim populacijama i karakteri$e hibridne individue. Sto se broja od 2n = 72
hromozoma tic¢e koji navodi GLISIC (1924), moguée je da se, zapravo, radi o individui
nastaloj ukrStanjem hibrida (2n = 96) i R. nathaliae (2n = 48). Medutim, uprkos velikom
broju individua za koje je odredivan broj hromozoma i, pre svega, veliCine genoma,
narocito u simpatrijskim populacijama, ovaj broj nije potvrden ni kod jedne individue
niti 2C-vrednost koja bi odgovarala ovom ploidnom nivou (triploid).

Osim navedenih, u pojedinim populacijama vrste R. serbica pronadene su
individue sa neSto manjim (hipoaneuploidija) ili neSto ve¢im brojem hromozoma
(hiperaneuploidija), a u populaciji iz kanjona reke Cijevne, pronadene su i individue sa
2n =8x =192, kao i 2n = 10x = ~230 hromozoma.

U okviru istrazivanja za ovu doktorsku disertaciju dobijeni su prvi podaci o
postotku nukleotidnih baza DNK (A-T 1 G-C) u genomima tri vrste roda Ramonda, kao

1 0 veliCini genoma za vrste R. nathaliae i R. serbica. 1z literature do sada je bila
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poznata samo veli¢ina genoma za R. myconi od 2.6 pg (ZONNEVELD ET AL., 2005) §to je
u saglasnosti sa nasim rezultatima (2C = 2,55 pg). Najmanju veli¢inu genoma ima R.
nathaliae (2C = 2,34 pg) koja ima najveéi procenat GC baza (42,06%). S toga je
moguce da je do smanjenja veli¢ine genoma kod ove vrste doSlo usled gubitka AT
sekvenci ili je kod druge dve vrste doSlo do amplifikacije AT sekvenci. Najvecu
veli¢inu genoma ima R. serbica i to kako preovladuju¢i heksaploidi sa 2C = 7,85 pg,
tako 1 veoma retki dekaploidi sa 2C = 11,65 pg. Svi navedeni nivoi ploidije su potvrdeni
brojem hromozoma.

U jedine dve simpatrijske populacije, analiza veli¢ine genoma i broja
hromozoma dovela je do otkri¢a postojanja hibridnih individua. Najveéi broj takvih
biljaka ima tetraploidnu veli¢inu genoma od prose¢no 2C = 5,14 pg i 2n = 96
hromozoma. Dakle, odlikuju se 2C-vredno$¢u koja je intermedijarna izmedu dve
roditeljeske vrste, diploidne R. nathaliae 1 heksaploidne R. serbica. Kako ovako nastali
hibridi nasleduju jedan deo genoma od diploidnog (R. nathaliae) 1 tri dela od
heksaploidnog roditelja (R. serbica), o¢ekuje se da morfoloski vise lice na R. serbica.
Na samom terenu vrlo je teSko razlikovati hibride od individua R. serbica (Sl. 57A). U
toku su detaljne analize metodom geometrijske analize rozeta, listova i cvetova, koje ¢e,
nadamo se, pokazati koji su to morfoloSki parametri na osnovu kojih bi bilo moguce
prepoznati ih, ali koji ¢e ukazati i na nacine nasledivanja pojedinih karaktera kod ovih
biljaka.

Osim tetraploida, uocene su u manjem broju i jedinke sa prose¢nom 2C = 6,19
pg. Ove jedinke bi mogle biti pentaploidi (2n = 5x), ali to, na Zalost, nije potvrdeno
brojanjem hromozoma. Ovakve jedinke su mogle nastati, s jedne strane, ukrStanjem
tetraploidnog hibrida sa heksaploidnom R. serbica. No, kako listovi ovih jedinki
uglavnom jako podsecaju na listove R. nathaliae (S1. 57B), moguce je, takode, da su
nastale spajanjem neredukovanog gameta ove dilpoidne vrste i R. serbica. U svakom
sluc¢aju, ovi potencijalni pentaploidi su u nesto ve¢em broju prisutni na lokalitetu

Radovanski Kamen, dok je na Obliku nadena samo jedna ovakva jedinka.
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Slika 57. Hibridne individue u simpatrijskim populacijama R. nathaliae i R. serbica: A)

tetraploid sa lokaliteta Oblik i B) pentaploid sa lokaliteta Radovanski Kamen.

Drugi tip ¢ine jedinke sa 2C = 10,04 pg koje bi mogle biti oktoploidi (2n = 8x)
nastali spontanim dupliciranjem genoma tetraploidnih hibrida. No, ni ovo nismo uspeli
da potvrdimo brojem hromozoma. I jedne i druge individue su dosta retke i prakti¢no se
sporadi¢no javljaju s obzirom da ¢ine svega 8,4 % (2n = 5x), odnosno 4,5 % (2n = 8x)
ispitanih individua.

Interesantne podatke pruZzilo je poredenje monoploidne veli¢ine genoma (1Cx).
Naime, iako bi ocekivali da je kod dve diploidne vrste ona slicna, R. nathaliae, zapravo,
ima znatno nizu 1Cx-vrednost od svega 1Cx = 1,17 pg. Ramonda myconi sa 1Cx = 1,27
pg ima monoploidnu veli¢inu genoma koja se mnogo vise priblizava ovoj vrednosti kod
vrste R. serbica (1Cx = 1,31 pg). To jos vise dolazi do izrazaja kada se uporede
minimalne 1 maksimalne vrednosti kod svake vrste, jer se onda vidi da postoje, ¢ak, i
veoma sli¢ne vrednosti kod pojedinih populacija R. myconi i R. serbica.

Kada se uporedi monoploidna veli¢ina genoma sa nivoom ploidije, odnosno
brojem hromozoma, vidi se da kod roda Ramonda generalno postoji pozitivna korelacija
izmedu ovih parametara (r = 0,67, p=0,0000). Dakle, na nivou roda nije uocljivo
smanjenje monoploidne veli¢ine genoma sa povecanjem nivoa ploidije, kao Sto je to
sluc¢aj kod mnogih drugih skrivenosemenica (LEITCH & BENNETT, 2004). Medutim,

umerena negativna korelacija izmedu Cx-vrednosti i broja hromozoma postoji kod vrste
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R. serbica 1 hibrida, kod kojih individue sa ve¢im brojem hromozoma imaju manju
monoploidnu veli¢inu genoma.

Sve u svemu, poliploidija predstavlja vrlo bitan mehanizam evolucije u rodu
Ramonda. Osnovni broj hromozoma (x) u familiji Gesneriaceae je veoma razliCit, od x
=4 do x = 64, ali je najcesce izmedu x = 8 i x = 17 (WEBER, 2004). Tri vrste evropskih
predstavnika ove familije imaju isti broj hromozoma, 2n = 48 i1 to su Haberlea
rhodopensis, R. myconi 1 R. nathaliae. No, veli¢ine genoma se razlikuju, od najmanje
kod R. nathaliae (2C = 2,34 pg) do najvete kod H. rhodopensis (2C = 2,80 pg,
ZONNEVELD ET AL., 2005). Nesto ve¢i broj hromozoma ima Jankaea heldreichii, 2n =
56 (CONTANDRIOPOULOS, 1966), ali ne i veli¢inu genoma (2C = 2,69 pg). Dakle,
svakako da je diploidni nivo kod roda Ramonda stariji. No, ako uzmemo u obzir da je
osnovni broj hromozoma za ovaj rod x = 24, mogli bi zakljuciti da se radi o drevnim
poliploidima ili paleopoliploidima. Dalja poliploidizacija se desila kasnije pri cemu je
nastala R. serbica, verovatno spajanjem jednog redukovanog i jednog neredukovanog
gameta i daljom duplikacijom ovako nastalog hromozomskog seta. Time bi ova vrsta
bila autopoliploid. Simpatrijska populacija je svakako sekundarnog porekla, nastala kao
rezultat migracija dve vrste, R. nathaliae sa ve¢e nadmorske visine Suve planine u nize
toplije i zaSticenije predele i R. serbica iz severnijih populacija vise ka jugu
(STEVANOVIC ET AL., 1986B). Hibridizacija medu njima ne upucuje na zakljucak da se
radi o nedovoljno « dobrim » vrstama, ve¢ pokazuje da mehanizmi koji bi sprecili
njihovo medusobno ukrstanje jos uvek nisu do kraja efikasni.

Posebne pravilnosti u geografskom rasporedu analiziranih populacija, kada su
broj hromozoma i veli¢ina genoma u pitanju, nema. Kod taksona na Balkanu primecuje
se umerena negativna korelacija 2C-vrednosti 1 geografske duzine (r = -0,32, p =
0,0000), sto je povezano sa zapadnijim polozajem analiziranih populacija R. serbica.
Kod vrste R. nathaliae uocljiva je umerena pozitivna korelacija ove vrednosti sa
nadmorskom visinom (r = 0,36, p = 0,0000), s obzirom da se najve¢om veli¢inom
genoma kod ove vrste odlikuju upravo visokoplaninske populacije sa Karadzice (2000
m) 1 Suve planine (1750 m). Do uzoraka iz visokoplaninskih populacija R. serbica

nismo dosli, tako da se ova korelacija za nju ne moZe ni opovrgnuti ni potvrditi. Znatna
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pozitivna korelacija izmedu veli¢ine genoma i nadmorske visine utvrdena je ranije kod
pojedinih vrsta, kao §to su Festuca arundinacea (CECCARELLI ET AL., 1992) i
Dasypyrum villosum (CACERES ET AL., 1998). No, poznati si i suprotni primeri, kao §to
je Dactylis glomerata (REEVES ET AL., 1998). Postoji nekoliko objaSnjenja ovakve
korelacije izmedu veli¢ine genoma i nadmorske visine, kao §to su da su individue sa
ve¢om veli¢inom genoma otpornije na mraz (MACGILLIVRAY & GRIME, 1995), da mogu
imati teza semena ili duzi period cvetanja. No, sva ta objasnjenja su hipoteticka i bez
dovoljno dokaza.

Kada je u pitanju raspored jedinki u simpatrijskim populacijama, uocljive su
pozitivna korelacija izmedu 2C-vrednosti ispitivanih individua i geografske Sirine i
negativna sa nadmorskom visinom na lokalitetu Oblik. Razlog tome je $to su tu jedinke
R. serbica prisutne u nizim delovima smestenim viSe severno, dok se njihova brojnost
smanjuje sa povecanjem nadmorske visine 1 smanjenjem geografske Sirine. Na
lokalitetu Radovanski Kamen prisutna je samo umerena negativna korelacija izmedu
2C-vrednosti i1 geografske duzine (r = -0,39, p = 0,0000), jer u istocnijem delu
populacije preovladuju jedinke R. nathaliae 1 hibridi, zatim u centralnom delu zajedno
zive obe roditeljske vrste i hibridi, dok u zapadnijem delu populacije dominira R.

serbica.
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5. 2. MORFLOSKE KARAKTERISTIKE POLENA

Polenova zrna predstavnika familije Gesneriaceae istrazivao je u proslosti veliki
broj nau¢nika. Tako su ERDTMAN (1952) i WEBER (2004) dali opSte opise polenovih
zrna ove familije. Drugi autori su detaljno obradili pojedine rodove ili grupe, kao na
primer: Gesneria, Hypocyrta, Nematanthus (MELHELM AND MAURO, 1973), neotropske
predstavnike familije (WILLIAMS, 1978), Columnea (FRITZE AND WILLIAMS, 1988),
Kohleria (KVIST AND SKOG, 1992), rodove iz Azije (LUEGMAYR, 1993A), Cyrtandra
(LUEGMAYR, 1993B; SCHLAG-EDLER & KIEHN, 2001), brazilske predstavnike
(GASPARINO, 2008; FOURNEY ET AL., 2010) i druge. Medutim, za evropske predstavnike
familije Gesneriaceae, detaljni podaci gotovo da ne postoje (HALBRITTER, 2000
ONWARDS). Stoga, rezultati prezentovani u ovom doktoratu predstavljaju prvo detaljno
uporedno istrazivanje morfologije polenovih zrna sve tri vrste roda Ramonda. Ovi
rezultati pruzaju nove podatke za medusobno razlikovanje tri vrste, za objasnjenje
njihovih uzajamnih odnosa i ekoloskih specifi¢nosti na odredenim staniStima.

Polenova zrna vrsta roda Ramonda su mala, 3-kolporna, uglavnom sferoidnog,
kruznog oblika. To su, ujedno, 1 opSte karakteristike polenovih zrna familije
Gesneriaceae (WEBER, 2004). Dve diplodne vrste, R. myconi i R. nathaliae, imaju polen
sli¢ne veli¢ine i oblika. Tako je prose¢na duzina polarne ose kod R. myconi 14,24 um, a
R. nathaliae 16,75 pm. Medutim, polenova zrna vrste R. serbica su veca, prosecnog
precnika oko 22 pm, s tim S$to maksimalne izmerene vrednosti u pojedinim
populacijama iznose i do 28 um. Dostupni bibliografski podaci pokazuju da je pre¢nik
polena paleotropskih predstavnika familije u opsegu od 9 - 24 um, dok je kod
neotropskih 25 - 51 um (WEBER, 2004). U skladu sa tim, polen diploidnih vrsta se
uklapa u opsege paleotropskih predstavnika familije, dok je polen heksaploidne vrste R.
serbica veci §to se moze objasniti viSim nivoom ploidije i ve¢om veli¢inom genoma
koja je karakteriSe.

Najmanja polenova zrna medu balkanskim populacijama karakteriSu populaciju
vrste R. nathaliae iz klisure reke PCinje. Ova populacija je jedna od retkih koja

prezivljava na serpentinskoj podlozi, §to je verovatno jedan od faktora koji doprinosi
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maloj veli¢ini polenovih zrna. Osim toga, i vijabilnost polena ovih biljaka je veoma
niska za razliku od ostalih populacija. Kada su biljke sa ovog lokaliteta prebacene u
Botanicku bastu “Jevremovac”, one su proizvodile polen visoke vijabilnosti (95%), Sto
ukazuje na presudan uticaj negostoljubive serpentinske sredine. Polenova zrna biljaka iz
ove populacije odlikuju se 1 najtanjom egzinom. Jedno od mogucih objasnjenja jeste da
im to kroz harmomegacijski mehanizam omogucava lako i brzo klijanje polena u sredini
u kojoj povoljni vlazni uslovi veoma kratko traju.

Egzina je kod sve tri vrste mikroretikularno-perforirana. Medutim, razlika u
veli¢ini lumena egzine, njthovom broju, kao i broju perforacija unutar lumena je
ocigledna izmedu R. nathaliae 1 R. serbica. Tako R. nathaliae ima veoma male brojne
lumene unutar kojih obi¢no postoji samo po jedna, rede vise perforacija. S druge strane,
R. serbica ima duplo vece lumene na povrsini polenovih zrna unutar kojih gotovo uvek
postoji veci broj perforacija. Ako se, pak, pogleda R. myconi, veli¢ina lumena njenog
polena je mala, ali ipak nesto ve¢a nego kod R. nathaliae i to pre svega u ekvatorijalnoj
oblasti, a broj perforacija unutar lumena je uglavnom veci od 1. Medutim, pirinejska R.
myconi kod koje su lumeni veci 1 sa ve¢im brojem perforacija nego kod R. nathaliae, ali
mani nego kod R. serbica, deli karakteristike egzine sa obe balkanske rodjake.

Rastojanja izmedu pora, kao i indeksi apokolpiuma su sli¢ni kod R. myconi i R.
nathaliae, dok su kod vrste R. serbica veéi u skladu sa ve¢im polenovim zrnima.

StatistiCke analize su jasno pokazale vecu sli¢nost izmedu polena dve diplodne
vrste, R. myconi i R. nathaliae, 1 njegovu razlicitost u odnosu na polen heksaploidne R.
serbica. Najvecée razlike su u dimenzija ekvatorijalne ose, ali kako se vrednosti ovog
karaktera preklapaju kod tri vrste, mora se koristiti obazrivo. Osobine povrSine egzine
su drugi parametar za razlikovanje vrsta roda Ramonda.

Analize su, takode, pokazale, ve¢u medusobnu sli¢nost populacija R. nathaliae
iz Makedonije u odnosu na populacije iz Srbije. Uzrok tome mogu biti klimatski uslovi
koji se u Makedoniji odlikuju viSom temperaturom, manjom koli¢inom padavina i
nizom vlazno$¢u vazduha u odnosu na uslove u Srbiji. Treba uzeti u obzir i to Sto su

populacije R. nathaliae iz Makedonije sli¢nije vrsti R. myconi nego populacije te vrste
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iz Srbije. Ova c¢injenica moze i¢i u prilog hipotezi da su te dve grupe populacija

izvedene iz istog tipa ancestralnih populacija.

5. 2. 1. Polen roditeljskih vrsta i hibridnih individua u simpartijskim

populacijama

Preliminarne analize polena (LAZAREVIC ET AL., 2009) koje su usledile nakon
otkri¢a intermedijarnog ploidnog nivoa izmedu R. nathaliae i R. serbica (LAZAREVIC ET
AL., 2007; SILJAK-YAKOVLEV ET AL., 2008) ukazale su da su tetraploidne individue
zapravo hibridi izmedu dve vrste. Zato su obavljena detaljna istrazivanja karakteristika
polenovih zrna kako dve roditeljske vrste, tako i hibrida koji se izmedu njih formiraju.

Hibridi se odlikuju velikom heterogenosc¢u u veli€ini polena. Osim toga, mogu
imati 3-, 9- 1 12-kolporatna polenova zrna. Poslednja dva tipa (9- i 12- kolporatna zrna)
najverovatnije su polijade nastale u toku nepravilne mikrosporogeneze. Sama povrsina
egzine polena hibridnih individua je gotovo ista kao kod vrste R. serbica. StatistiCke
analize su pokazale da hibridi, na osnovu karakteristika polenovih zrna, imaju
Vijabilnost polenovih zrna hibrida manja je nego kod roditeljskih vrsta. Nesto veca
vijabilnost 9- i 12-kolporatnih zrna moze ukazivati na njihovu vecu selektivnu prednost.

lako R. nathaliae 1 R. serbica spadaju u reliktne vrste, postoji nekoliko faktora
koji doprinose postojanju prirodne hibridizacije izmedu njih. Naime, u veem delu
areala ove dve vrste su medusobno razdvojene. Postoje samo dva lokaliteta, gde one
zive zajedno, u simpatriji i to su Radovanski Kamen i Oblik, oba u jugoisto¢noj Srbiji.
Obe vrste cvetaju u isto vreme i imaju slicne cvetove koje posecuju isti oprasivaci, kao
Sto su Bombus haematurus Kriechbaumer 1870. ili neke vrste roda Bombylus sp. No,
nije isklju¢eno da ih opraSuju i neke druge vrste insekata. Izveden je eksperiment u
Botanickoj basti “Jevremovac” u kome su pupoljci vrsta R. nathaliae 1 R. serbica
prekriveni kesicama kako bi se sprecilo njihovo oprasivanje polenom drugih individua.
Sakupljeni su plodovi onih individua kod kojih je doslo do njihovog formiranja, ali su

svi plodovi bili prazni, bez semena, §to je pokazalo da samooprasivanja kod ovih vrsta
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ili nema ili je ta pojava veoma retka. Dakle, postojanje hibridnih individua izmedu ove
dve vrste ukazuje da, iako su one jasno razdvojene, jo§ uvek nema potpuno efikasnih
prepreka njihovom medusobnom ukrstanju, $to je slucaj i kod nekih drugih predstavnika
familije Gesneriaceae, kao na primer kod nekih predstavnika rodova Columnea,

Kohleria i Vanhouttea (KVIST AND SKOG, 1992; FUCHS ET AL., 2011).

5. 2. 2. Korelacija karakteristika polena sa veli¢inom genoma i geografskim

poloZajem

U okviru statistickih analiza razmatrana je i eventualna korelacija izmedu
merenih karaktera polenovih zrna i veli¢ine genoma ili broja hromozoma s jedne stane,
odnosno geografskog polozaja populacija, s druge strane. Rezultati su pokazali da
postoji visok stepen korelacije na nivou roda izmedu veli¢ine polenovih zrna i duzine
ekvatorijalne ose, kao i veli¢ine polenovih zrna i sva tri citoloska parametra (2C, 1Cx,
2n). U principu, polenova zrna poliploida su gotovo uvek veca od zrna diploida
(ERDMAN, 1952), pa je takav slucaj i kod roda Ramonda. Korelacije sa geograskom
Sirinom 1 duzinom, kao i nadmorskom visinom vise dolaze do izrazaja na nivou vrsta i
to, pre svega, kod vrste R. mnathaliae. Za nju je karakteristicna izrazita pozitivna
korelacija izmedu duzine ekvatorijalne ose polena i geografskog polozaja. Tako su
polenova zrna severnijih populacija ve¢a od onih koje se nalaze juznije. Dijametar im
se, takode, povecava od zapada ka istoku 1 sa porastom nadmorske visine. Kod vrste R.

serbica ova povezanost je znatno slabije izrazena.
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5. 3. KARAKTERISTIKE MORFOLOGIJE SEMENA

Nekoliko autora je u proSlosti istrazivalo karakteristike semena pojedinih
predstavnika familije Gesneriaceae. Tako su, na primer, detaljnije istraZena semena
roda Kohleria (KVIST AND SKOG, 1992), zatim rodova Didissandra, Ridleyandra i
Raphiocarpus (SONTAG AND WEBER, 1998). Najsveobuhvatnije istraZzivanje semena
vrsta iz familije Gesneriaceae objavila je BEAUFORT-MURPHY (1983), koja daje opis i
semena svih pet predstavnika familije u Evropi. Medutim, opisi su bazirani na SEM
snimcima semena sakupljenih iz herbara, tako da pruzaju podatke samo o obliku
semena 1 osnovnim ultrastrukturnim karakteristikama celija semenjace. Stoga, rezultati
predstavljeni u ovom doktoratu predstavljaju prvu detaljnu uporednu morfolosku
analizu semena tri vrste roda Ramonda, kao i1 hibridnih individua. Na osnovu tih
rezultata dobijeni su podaci o razlikama izmedu semena ove tri vrste, ali i njihovoj
reprodukciji i ekologiji.

Rod Ramonda karakteriSu sitna semena elipsoidnog oblika koja se u velikom
broju razvijaju u plodovima. Semena nisu specijalizovana za neki poseban vid
rasejavanja. Ona, prilikom pucanja plodova, slobodno padaju na okolne stene i
mahovine. No, kako su sitna, moguce je i da vetar ima odredenu ulogu u njihovom
rasejavanju.

Dimenzije semena tri vrste se u velikoj meri preklapaju. Tako su semena R.
myconi duga 580 — 1000 pm, a Siroka 80 — 270 um. Semena R. nathaliae duga su 309 —
908 um, a Siroka 111 — 425 pum, dok su ove vrednosti kod vrste R. serbica iznose 435 —
954 pm za duzinu, odnosno 101 — 357 um za Sirinu. Narocito je velika varijacija u
veli¢ini semena kod vrste R. nathaliae (koeficijent varijacije je 22% za duzinu i 25% za
Sirinu), verovatno zbog vece varijabilnosti njenih stanista.

Masa semena je sli¢na kod dve diploidne vrste, R. myconi i R. nathaliae. Ona su
lakSsa nego semena heksaploidne R. serbica, tako da je prisutna umerena korelacija
izmedu mase semena 1 veli¢ine genoma i broja hromozoma.

Kod sve tri vrste na povrSini semena je prisutna oramentacija u obliku

trouglastih izraslina. Kako su te strukture razlic¢itih dimenzija kod ove tri vrste, mogu
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posluziti kao jo§ jedan karakter za njihovo medusobno razlikovanje. Interesantno je da
se u nekim referencama navodi da evropski predstavnici familije Gesnericacae imaju
semena bez posebne ornamentacije (MOLLER ET AL., 2009). To jeste tacno za druga dva
evropska roda ove familije, Haberlea and Jankaea (BEAUFORT-MURPHY, 1983).
Medutim, rezultati naSih istrazivanja semena roda Ramonda pokazuju da na povrSini
semena postoji izrazena ornamentacija. Slicne strukture mogu se videti i kod nekih
africkih predstavnika familije (Streptocarpus), kao i kod nekih azijskih rodova familije
Gesneriaceae (Trisepalum, Cyrtandra). Uloga ovih struktura na povrSini semena moze
biti u povecanju sposobnosti da se seme pri¢vrsti za povrSinu stene ili mahovina.
Postoje, takode, podaci da povrsine koje su neravnije i imaju viSe ornamentacija, mogu
da povecaju termodinamic¢ku razmenu kod biljaka koje rastu pod stresnim uslovima
vodnog ili temperaturnog rezima (BARTHLOTT, 1981), S§to je cesto slucaj sa
predstavnicima roda Ramonda.

Semena hibridnih individua, prose¢no duga oko 290 pum i Siroka oko 74 pum,
znatno su sitnija od semena roditeljskih vrsta. Ona se odlikuju vrlo niskim stepenom
klijavosti, od svega oko 1%. Kako na dva simpatrijska lokaliteta postoji veliki broj
hibridnih individua, moze se pretpostaviti da se prva generacija hibrida uspostavlja iz
semena, ali da u njihovoj daljoj reprodukciji vegetativno razmnoZzavanje postaje
dominantno.

Na osnovu kako kvantitativnih tako 1 kvalitativnih karakteristika semena, moze
se zakljuciti da su semena tri vrste medusobno sli¢na, ali 1 da semena diploidne R.
myconi dele vise zajednickih osobina sa semenima heksaploidne R. serbica nego,

takode diploidne, R. nathaliae.

5. 3. 1. Klijavost semena

Klijavost semena kod roda Ramonda uglavnom je visoka. Izuzetak u ovom
istrazivanju pretstavlja R. myconi ¢ija su semena klijala u izrazito malom broju. No,

uzrok tome u ovom slucaju, kao i kod populacije R. nathaliae iz klisure Vardara, moze

biti starost semena i njihovo neadekvatno ¢uvanje do pocetka eksperimenta. Kod druge
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dve vrste samo su se pojedinacne populacije odlikovale nesto manjom klijavoséu, kao
Sto je, na primer, slucaj sa R. nathaliae sa serpentinita, ali i obe roditeljske vrste u

simpatrijskim populacijama.

5. 3. 2. Korelacija karakteristika semena sa veli¢inom genoma i geografskim

poloZajem

Parametri koji su mereni na semenima uglavnom nisu pokazali statisticki
znacajnu korelaciju sa veli¢inom genoma ili brojem hromozoma. Izuzetak je umerena
korelacija mase semena sa brojem hromozoma i veli¢inom genoma (r, = 0,47, 1c =
0,45, p <0,01). Zbog toga na osnovu dimenzija semena ne mozemo zaklju¢ivati o nivou
ploidije kod jedinki roda Ramonda. To 1 nije tako neocekivano s obzirom da je odnos
izmedu veliine genoma i, na primer, mase semena slozen i nije pravolinijski
(BEAULIEU ET AL., 2007). Naime, kako veli¢ina i masa semena mogu u velikoj meri
zavisiti od uslova na staniStu (BROCHMANN, 1992), moguée je da su upravo uslovi
sredine ti koji u ovom slucaju imaju presudan uticaj. A da je taj uticaj kod roda
Ramonda zaista prisutan, pokazuju i rezultati po kojima jedinke iz populacije koja je,
mozda, u najvecoj meri izloZzena stresnim uslovima sredine, a to je R. nathaliae sa
serpentinita klisure reke P¢inje, imaju i najmanja semena.

Kada je u pitanju geografski polozaj populacija, regresiona analiza je pokazala
da se dimezije i masa semena vrste R. nathaliae povecavaju sa poveéanjem geografske
Sirine (od juga ka severu), sa povecanjem geografske duzine (od zapada ka istoku), kao i
sa povecanjem nadmorske visine. Objasnjenje moze lezati u razli¢itim uslovima sredine
izmedu ovih populacija. Analizirane populacije iz Makedonije su vise izlozene
negatinom dejstvu visoke temperature i nedostatka vlage. U takvim uslovima, jedinke
R. nathaliae u njima ranije u toku letnje sezone ulaze u stanje anabioze nego biljke iz
severnijeg dela areala. Usled toga, njihova semena mogu imati manju koli¢inu rezervnih
materija, pa samim tim i manju masu i dimenzije. Kod R. serbica korelacija dimenzija
semena sa geografskim polozajem je manja. No, ovde dolazi do smanjenja mase semena

sa geografskom Sirinom i duzinom, a do povecanja sa nadmorskom visinom. To opet
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moze biti povezano sa uslovima sredine, koji su, medu populacijama iz kojih su
uzorkovana semena, najkontinentalniji na staniStima populacija u isto¢nom delu areala.
Osim toga, populacije ove vrste sa juga (planina Timfi) i iz JZ Srbije (klisura reke
Godulje) nalaze se u planinskim podrucjima, u kojima bi ve¢a masa semena sa veCom
koli¢inom rezervnih materija predstavljala prednost u uslovima kracih i hladnijih leta,

sa duzim zadrzavanjem snega tokom zime (PLUESS ET AL., 2005).

122



Diskusija - AFLP

5. 4. GENETICKI DIVERZITET POPULACIJA VRSTA R. nathaliae 1 R. serbica —

EKOLOSKI I ISTORIJSKI ASPEKT

Na geneticki diverzitet populacija biljnih vrsta mogu da utic¢u razliciti faktori, od
onih koji su delovali u proslosti kroz geoloSku istoriju do onih koji deluju danas i
odreduju u kojoj meri ¢e se deSavati razmena genetickog materijala izmedu populacija.
Dve endemicne balkanske vrste, R. nathaliae i R. serbica, su dugoziveée biljke, ostaci
flore Tercijera u Evropi, danas fragmentarnog rasprostranjenja, Sto sve zajedno bitno
utie na genetiCku strukturu njihovih populacija. Vrednost indeksa fiksacije (0,312 do
0,443 u zavisnosti od metode proracuna), i druge primenjene statisticke analize
potvrduju da su dve vrste jasno razdvojene. Medutim, AFLP analiza nije otkrila
postojanje tzv. dijagnostickih fragmenata karakteristicnih za jednu od vrsta ili neku od
njihovih populacija. Stoga se moZze zakljuciti, da razdvajanje dve vrste nije bilo u tako
davnoj proslosti.

Zastupljenost polimorfnih fragmenata (PLP) i ocekivana heterozigotnost (Hj)
imaju slicne vrednosti kod dve vrste ili nesto vece kod R. serbica u zavisnosti od
primenjene metode proracuna. Kod R. nathaliae srednja vrednost ocekivane
heterozigotnosti u populacijama je oko 0,093, dok je kod R. serbica oko 0,105.

Najmanja ocekivana heterozigotnost kod R. nathaliae zabelezena je u populaciji
sa Suve planine (Hj = 0,055). Jedno od objaSnjenja ovako male genetiCke varijabilnosti
jesu ekstremni uslovi staniSta. Naime, od svih ispitivanih populacija, ona se nalazi na
najvec¢oj nadmorskoj visini od, ¢ak, 1750 m. Diskontinuitet u povoljnim uslovima na
ovakvom stani$tu, kako u davnoj proslosti, za vreme Ledenog doba, tako i u recentno
vreme, mogao je dovesti do smanjenja veli¢ine populacije 1 ograni¢enog protok gena,
Sto za posledicu ima i1 smanjenu geneticku varijabilnost populacije. Najveca o¢ekivana
heterozigotnost kod ove vrste zabeleZena je na lokalitetu Matka (Hj = 0,146) ukazujuci
na najbolje stanje populacije.

Kod vrste R. serbica najmanja ocekivana heterozigotnost je u populaciji sa

planine Rtanj (Hj = 0,063), a najvec¢a kod populacije sa Timfija u Grckoj (Hj = 0,136).
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Ostale populacije se odlikuju relativno ujednacenim vrednostima heterozigotnosti, koje
se u proseku kre¢u od 0,08 do 0,1.

Zavisnost geneti¢ke varijabilnosti populacija R. nathaliae od geografske Sirine (r
=-0,29, p < 0,641) i1 duzine (r = -0,69, p < 0, 199) nije statisti¢ki znacajna. Da bi se
dobili sigurniji podaci o tome za ovu vrstu, neophodno je analizirati veci broj
populacija. Kod R. serbica uoc€ljivo je umereno smanjenje geneticke varijabilnosti od
juga ka severu (r = -0,66, p < 0,027). Ako bi posmatrali proseéne vrednosti
heterozigotnosti po geografskim oblastima kod ove vrste, najnizom genetickom
varjabilnos¢u odlikuju se populacije u JZ Srbiji, a najve¢om u Grekoj 1 Makedoniji.

Ni kod srodne vrste sa Pirinejskog poluostrva R. myconi nije utvrdeno postojanje
fragmenata specifi¢nih za neku od populacija ili oblasti njenog prostiranja. Za razliku
od balkanskih vrsta roda Ramonda, njene populacije se, medutim, odlikuju veCom
genetickom varijabilnoS¢u. Tako vrednosti ocekivane heterozigotnosti dobijene
analizom RAPD fragmenata iznose od 0,131 (Sto je reda veli¢ine maksimalnih vrednosti
dobijenih za R. nathaliae 1 R. serbica) do 0,255 (DUBREUIL ET AL., 2008). Kod roda
Saintpaulia geneticki diverzitet analiziran je pomoc¢u ISSR prajmera koji su, takode,
dali veée vrednosti heterozigotnosti (H = 0,28 — 0,35, KOLEHMAINEN, 2008). Ostaje
pitanje da li je to posledica razli¢itog vremena njihovog postanka, povoljnijih uslova na
njihovim staniStima ili razli¢itih metoda istrazivanja.

Geneticki diverzitet unutar populacija veci je nego izmedu populacija kod obe
vrste sa Balkanskog poluostrva, Sto je zabeleZeno i kod srodnog roda Saintpaulia
(KOLEHMAINEN, 2008). To pokazuje da se izmedu jedinki unutar jedne populacije
geneticki materijal razmenjuje viSe nego izmedu jedinki iz razli¢itih populacija, $to je
generalno karakteristika vrsta kod kojih nema samooplodnje (HAMRICK & GODT, 1996;
TORRES ET AL., 2003). To je, s jedne strane, ocekivano, s obzirom da su semena kod
roda Ramonda lagana, ali bez ikakvih adaptacija koja bi im omogucila uspeSan transport
na vece razdaljine pomocu Zivotinja ili vetra.

Indeks fiksacije je ve¢i kod R. nathaliae (Fst = 0,278) ukazuju¢i na vecu
medusobnu izolaciju njenih populacija nego Sto je to slucaj sa populacijama R. serbica

(Fst=0,138). Kod R. myconi (Fst = 0,281, DUBREUIL ET AL., 2008) i R. nathaliae ove
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vrednosti su slicne. Veca geneticka diferencijacija izmedu populacija vrsta R. myconi i
R. nathaliae moze biti posledica njihove vece starosti i duze razdvojenosti populacija u
odnosu na R. serbica koja je mogla nastati nesto kasnije usled ¢ega se uticaj protoka
gena izmedu populacija jos uvek oseca.

Vrednosti medupopulacijskih indeksa fiksacije kre¢u se kod populacija R.
nathaliae od 0,144 do 0,384 (prosec¢na vrednost 0,178), a kod R. serbica od 0,039 do
0,334 (0,120 u proseku). Raspon ovih vrednosti je znatno manji kod balkanskih
predstavnika roda nego kod R. myconi gde Fst iznosi od 0,037 do 0,506 (DUBREUIL ET
AL., 2008), ali su srednje vrednosti znacajno vece nego kod ispitivanih taksona roda
Saintpaulia kod kojih srednja vrednost medupopulacijskih Fst iznosi svega 0,06
(KOLEHMAINEN, 2008).

Kod R. nathaliae najveca geneticka izolacija se uocava izmedu populacije sa
Suve planine u Srbiji 1 ostalih istraZivanih populacija ove vrste, §to je i ocekivano s
obzirom da je ovaj lokalitet i geografski najudaljeniji od ostatka areala. Medusobno su
najsli¢nije populacije sa Vermiona i iz Demir Kapije.

lako je geneticka izolacija izmedu razli¢itih populacija kod vrste R. serbica u
proseku manja, moze se uociti postojanje 3 grupe: jednu €ine biljke sa Timfija u Gr¢koj,
drugu populacije iz Crne Gore i Makedonije, a treu populacije iz Srbije. Najveca je
sli¢nost izmedu populacija iz Ciflika i Lazareve reke, a najmanja izmedu Timfija i
populacija R. serbica u Srbiji. Postojanje nekoliko jedinki R. serbica koje se na PcoA
grafiku nalaze izmedu dve vrste ukazuje na slozenost genetickih odnosa u tim
populacijama, moguce duplikacije genoma ili introgresiju.

Kod obe vrste postoji umerena korelacija izmedu genetickih i geografskih
distanci, statisticki znacajnija kod R. serbica. Individue se gotovo u potpunosti pripisuju
populacijama iz kojih su i uzorkovane uz svega nekoliko izuzetaka koji ukazuju ili da se
radi samo o subpopulacijama ili da su te populacije geneticki veoma sli¢ne i da su, do
ne tako davno, razmenjivale gene. Protok gena izmedu populacija je mali, narocito kod
R. nathaliae 1 veca je verovatnoca da se desi izmedu populacija koje su geografski blize.
Postoji izrazen efekat izolacije putem distance uocen i kod srodne R. myconi (DUBREUIL

ET AL., 2008).
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Rezultati jasno potvrduju razdvojenost dve vrste, R. nathaliae 1 R. serbica, s tim
Sto se obe odlikuju relativno niskom genetickom varijabilnos¢u. Geneticka varijabilnost
populacija zavisi od velikog broja faktora, izmedu ostalog od veli¢ine populacije,
veliCine areala, zivotne forme, nacina razmnozavanja 1 dr. Vrste ograni¢enog
rasprostranjenja obi¢no se odlikuju manjom genetiCkom varijabilnos¢u od Siroko
rasprostranjenih rodaka (HAMRICK & GODT, 1996; GE ET AL., 1999). Razlog tome lezi u
vecoj verovatnoéi deSavanja efekta osnivaca (eng. founder effect) ili efekta uskog grla
(eng. bottleneck effect), jer su populacije endemi¢nih vrsta obi¢no manje od populacija
Siroko rasprostranjenih vrsta (UTELLI ET AL., 1999). HAMRICK & GODT (1996) analizirali
su veliki broj vrsta i podatke o njihovoj geneti¢koj varijabilnosti. Po njima prose¢na
vrednost ocekivane heterozigotnosti za endemicne vrste kod kojih nema
samoopraSivanja iznosi 0,142. Ako im se semena, pri tom, ne raznose na velike
razdaljine, §to je verovatno slucaj i sa R. nathaliae 1 R. serbica, prosecna ocekivana
heterozigotnost je nesto manja, oko 0,130. S obzirom da je kod roda Ramonda u velikoj
meri prisutno i vegetativno razmnozavanje, moguce je da ono dodatno snizava vrednost
geneticke varijabilnosti u populacijama.

Kada su u pitanju predstavnici roda Ramonda, neizostavno se mora uzeti u obzir
efekat Ledenog doba na populacije ovih tercijernih relikata. Naime, smatra se da su ove
vrste u toplom i vlaznom periodu Tercijera bile Sire rasprostranjene na Balkanskom
poluostrvu, narocito na planinama. Sa zahladenjem klime, one se povlace vise ka jugu 1
na manje nadmorske visine. Pri tom osnivanju populacija na novim lokalitetima, dolaze
do izrazaja uticaji efekta osnivaca i uskog grla koji dovode do smanjenja genetiCke
varijabilnosti populacija. Potrebno je dosta vremena da se u novonastaloj populaciji
uspostavi geneticka ravnoteza (NEI ET AL., 1975). Kada je Ledeno doba zavrSeno,
mnoge biljne vrste su ponovo pocele da Sire svoje areale, sada iz refugijalnih staniSta u
kojima su naSle skroviSte tokom nepovoljnog perioda (HEWITT, 1996). Istrazivanja
pokazuju da se populacije koje se nalaze na ishodnim refugijalnim stanistima odlikuju
vec¢om heterozigotnos¢u od onih koje su nastale prilikom kasnijeg Sirenja vrste (COMES
& KADEREIT, 1998; UTELLI ET AL., 1999; NI ET AL., 2006). One se obi¢no odlikuju

stabilnijom populacionom dinamikom i ve¢om veli¢inom populacije. Nasuprot tome, u
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populacijama koje su nastale prilikom kasnije ekspanzije vrste jo§ uvek se oseca efekat
uskog grla. Sto su udaljenije od refugijalnog staniita, taj uticaj je veéi, a geneticki
diverzitet u njima manji (COMES & KADEREIT, 1998).

U skladu sa ovim polazistem i rezultatima koje smo dobili, mogli bismo
zakljuciti da je Matka jedno od refugijalnih staniSta vrste R. nathaliae. Verovatno da su
tokom glacijacije populacije R. nathaliae sa visokih planina, kao §to su Suva planina,
Karadzica — Jakupica i Nidze, nasle utociste u obliznjim klisurama. Odatle su se, zatim,
prosirile po zaklonjenim klisurama zapadno od Vardara i1 dalje ka jugu. Mali deo
njihovih populacija mogao je preziveti i na samim planina, u kom sluc¢aju bi se, zbog
male brojnosti i smenjivanja povoljnih i veoma nepovoljnih perioda, one odlikovale
malim geneti¢kim diverzitetom. Sto se tie populacije na Suvoj planini, vrlo je
verovatno da je ova vrsta tu postojala pre Ledenog doba. Sa zahladenjem klime,
uspostavljaju se nove populacije na manjim nadmorskim visinama, kao S§to su
populacije kod sela Divljana, Radovanski Kamen i Oblik. Sa ponovnim otopljavanjem,
populacija na Suvoj planini se obnavlja, ali je poveéanje genetickog diverziteta u njoj
usporeno usled nepovoljnijih uslova visokoplaninskog staniSta. Velike geneticke
distance i indeksi fiksacije izmedu populacije na Suvoj planini i populacija R. nathaliae
u Makedoniji ukazuju na €injenicu da su u JI Srbiji populacije ove vrste postojale pre
Ledenog doba, a da su se u toku njega u klisurama ove oblasti formirala refugijalna
pribezista nezavisno od onih u Makedoniji.

Kod vrste R. serbica uocljiv je umereni trend opadanja geneti¢kog diverziteta od
juga ka severu. Populacije sa juga areala (Grc¢ka i Makedonija) odlikuju se vecom
heterozigotno$¢u u odnosu na one iz Srbije. S druge strane, 1 populacija sa samog severa
areala, iz klisure Lazareve reke, karakteriSe se neSto ve¢om heterozigotnosc¢u. S obzirom
da se populacije iz Bugarske uglavnom odlikuju malom brojnos¢éu (BiLz, 2011), za
oc¢ekivati je da je u njima geneticki diverzitet mali. Ako uporedimo geneticke distance i
indekse fiksacije medu populacijama, uocljivo je da su njihove vrednosti manje nego
kod R. nathaliae. S obzirom da je nacin reprodukcije, opraSivanja i raznoSenja semena
kod dve vrste isti, objasnjenje za razliku u nivou diferencijacije izmedu populacija

najverovatnije lezi u manjoj starosti vrste R. serbica ili je ona kasnije odreagovala na
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prestanak Ledenog doba i otopljavanje. U svakom slucaju, 1 ovde je postojalo vise
refugijuma iz kojih su prezivele populacije proSirile areal. Potencijalna ishodna
refugijalna stanista su na severo-zapadu Grcke (Timfi), klisurama zapadne Makedonije,
ali 1 na severo-istoku Srbije (klisura Lazareve reke). Verovatno da i neke populacije u
Albaniji, takode, predstavljaju refugijalna stanista jo$ iz Ledenog doba. No, na Zalost,
materijal iz Albanije nam u trenutku rada na AFLP-u nije bio dostupan. Kako su
najveée geneticke distance izmedu populacije Timfi u Grckoj i ostalih analiziranih
populacija, za pretpostaviti je da su staniSta u Grckoj teSnje povezana sa populacijama u
Albaniji. Populacije iz Crne Gore i Makedonije verovatno vode poreklo iz zajednicke
refugijalne oblasti. Sto se ti¢e lokaliteta u Srbiji, populacije u jugozapadnim delovima,
po svemu sudeci, vode poreklo iz refugijuma sa severoistoka areala. Za populacije u JI
Srbiji moguce je da su nastale prilikom spustanja areala viSe ka jugu, a da je kasnije,
posle Ledenog doba doSlo do priliva genetickog materijala iz juznijih refugijuma

Makedonije.
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6. ZAKLJUCAK

Balkansko poluostrvo je jedan od refugijuma u kome su pribeziste nasle brojne
biljne 1 zivotinjske vrste za vreme Ledenog doba. Ramonda nathaliae i R. serbica su
Tercijerni relikti, ostaci tropske i subtropske flore, nekada mnogo Sire rasprostranjene
na Balkanskom poluostrvu. Za vreme glacijacije, one se se povukle u klisure i kanjone,
gde prezivljavaju do dana$njih dana. Kao ,,biljke koje vaskrsavaju i retki predstavnici
familije Gesneriaceae u Evropi, ineteresantne su za razli€ite tipove istrazivanja.

Osnovni broj hromozoma kod roda Ramonda je x = 24. U svim istrazivanim
populacijama, broj hromozoma kod vrste R. nathaliae bio je 2n = 48, isto kao kod R.
myconi sa Pirinejskog poluostrva, a kod R. serbica 2n = 144. Dakle, R. myconi i R.
nathaliae su diploidi, a R. serbica je heksaploid. Veliki osnovni broj hromozoma
ukazuje da se radi o drevnim poliploidima ili paleopoliploidima. Dalja, kasnija
poliploidizacija dovela je do nastanka R. serbica, koja je verovatno autopoliploid. U
populaciji ove vrste iz kanjona reke Cijevne, pronadeno je 1 nekoliko individua koje se
odlikuju jo§ ve¢im brojem hromozoma i to 2n = 8x = 192 i 2n = 10x = ~230.

Nasa istrazivanja pruzaju prvi uvid u veli¢inu genoma dve vrste roda Ramonda
sa Balkanskog poluostrva koja omogucavaju i poredenje sa pirinejskom R. myconi.
Prosec¢na veli¢ina genoma kod R. myconi je 2C = 2,55 pg, R. nathaliae 2C = 2,34 pg i R.
serbica 2C = 7,85 pg, s tim §to retki dekaploidi ove vrste imaju 2C = 11,65 pg.
Monoploidna veli¢ina genoma otkrila je veéu sli¢nost izmedu R. myconi (1Cx = 1,27
pg) 1 R. serbica (1Cx = 1,31 pg), dok R. nathaliae ima manju vrednost ovog parametra
(1Cx = 1,17 pg). Posebne pravilnosti u geografskom rasporedu istraZivanih populacija u
pogledu veli¢ine genoma nema. Jedino je kod R. nathaliae uocljivo da visokoplaninske
populacije sa Karadzice i sa Suve planine imaju nesto vecu veli¢inu genoma.

Posebno su interesantni podaci o brojevima hromozoma i veli¢ini genoma u
simpatrijskim populacijama sa Oblika i Radovanskog Kamena. To su jedina dva

lokaliteta gde dve balkanske vrste roda Ramonda zive zajedno. Na ovim lokalitetima,
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naSim rezultatima je po prvi put dokazano da, pored diploidnih individua R. nathaliae i
heksaploida R. serbica, zive i hibridne individue nastale njihovim ukr§tanjem. Naime,
opseznim istrazivanjem broja hromozoma i, narocito, veliine genoma u ovim
populacija (ukupno je analizirano 226 individua na Obliku i 179 na Radovanskom
Kamenu) ustanovljeno je da postoje u znatnom broju i tetraploidne hibridne individue
sa 2n = 4x = 96 hromozoma i 2C = 5,14 pg u proseku. Ove individue je na terenu tesko
morfoloski razlikovati pre svega od vrste R. serbica, tako da su u toku detaljna
morfometrijska istraZzivanja u ovim populacijama kako bi se utvrdilo na osnovu kojih
karaktera bi bilo moguce prepoznati ih. Osim tetraploida, u simpatrijskim populacijama
su u malom broju zastupljene i jedinke sa 2C = 6,19 pg koje bi mogle biti pentaploidi
nastali ukrStanjem tetraploidnog hibrida sa heksaploidnom R. serbica ili spajanjem
neredukovanog gameta diploidne R. nathaliae 1 R. serbica. Pronadene su, takode, u
malom broju 1 jedinke sa 2C = 10,04 pg, potencijalni oktoploidi koji su mogli nastati
spontanim dupliciranjem genoma tetraploidnih hibrida.

Sve tri vrste roda Ramonda imaju polenova zrna slicna ostalim predstavnicima
familije Gesneriaceae. To su mala, 3 — kolporatna zrna, uglavnom sferoidnog, kruznog
oblika. Kod dve diploidne vrste, R. myconi 1 R. nathaliae ona su slicne veli¢ine, dok su
kod vrste R. serbica ona veca u skladu sa veCom veliCinom genoma. No, kako se
minimalne i maksimalne veli¢ine polenovih zrna tri vrste delimi¢no preklapaju, ovaj
karakter se mora Kkoristiti obazrivo za njihovo razlikovanje. Polen populacija R.
nathaliae iz Makedonije sli¢niji je polenu vrste R. myconi nego $to je to slucaj sa
populacijama iz Srbije. Moguci razlog je da te dve grupe populacija vode poreklo iz
istih ancestralnih populacija.

Egzina polenovih zrna je kod roda Ramonda mikroretikularno-perforatna.
Detalji njene morfologije se znacajno razlikuju kod R. nathaliae kod koje je ona vise
perforatna, sa malim lumenima i R. serbica kod koje su lumeni egzine krupni sa velikim
brojem perforacija. Karakteristike egzine polenovih zrna vrste R. myconi su
intermedijarne izmedu dve balkanske rodake.

Polen hibridnih individua je vrlo heterogen po broju kolpi (3-, 9- 1 12-kolporatna

zrna) i veli¢ini polenovih zrna. Najverovatnije je da su 9- i 12- kolporatna zrna polijade
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koje nastaju u procesu nepravilne mikrosporogeneze. Polen hibridnih individua je i
manje vijabilnosti od polena roditeljskih vrsta.

Semena roda Ramonda su sitna, elipsoidnog oblika, bez adaptacija za neki
poseban tip rasejavanja. Razlike u njihovim dimenzijama kod tri vrste su male, tako da
se duzina 1 Sirina semena ne mogu koristiti kao jasan karakter za razlikovanje vrsta.
Medutim, na povrsini semena prisutne su trouglaste strukture ¢ija visina se razlikuje kod
tri vrste. One su najizrazenije kod R. myconi (visine 46 — 87 pm), nesto su manje kod R.
serbica (32 — 44 um), a najmanje kod R. nathaliae (21 — 30 um). Njihova moguca uloga
je u boljem pri¢vrs¢ivanju za podlogu.

Masa semena je umereno korelisana sa veli¢inom genoma i brojem hromozoma,
tako da su semena R. serbica veée mase nego kod diplodnih R. myconi i R. nathaliae.

Semena hibridnih individua su 2 do 3 puta manja od semena roditeljskih vrsta.
Za razliku od R. nathaliae 1 R. serbica ¢ija semena klijaju u velikom procentu, kod
hibrida ona se odlikuju izuzetno malom klijavos¢u (1%). Postojanje hibrida izmedu R.
nathaliae 1 R. serbica pokazuje da mehanizmi koji bi sprecili njihovo uspesno ukrstanje
jo$ uvek nisu u potpunosti uspostavljeni. Kako su semena hibrida veoma male
klijavosti, oni ostaju lokalizovani samo u simpatrijskim populacijama, u kojima su,
ipak, dostigli veliku brojnost, verovatno zahvaljujuéi vegetativnom razmnoZzavanju.

U ekoloskom pogledu, interesantni rezultati su dobijeni za populaciju vrste R.
nathaliae sa serpentinske podloge iz klisure reke P¢inje. Naime, R. nathaliae je jedina
medu evropskim predstavnicima familije Gesneriaceae koja naseljava i serpentinsku
podlogu. Uprkos ¢itavom nizu negativnih faktora koji na tom lokalitetu deluju (visoka
temperatura, mala vlaznost, nedostatak hranljivih elemenata, visok sadrzaj teskih metala
u podlozi i dr.), njene jedinke tu opstaju i formiraju relativno brojnu populaciju. Rozete
su u proseku manjih dimenzija nego u populacijama sa kre¢njaka. Odlikuju se
najmanjim polenovim zrnama najslabije vijabilnosti medu istraZzivanim populacijama,
najmanjim semenima, pa ¢ak i najmanjom veli¢inom genoma. Njen opstanak na
ovakvom staniStu je verovatno mogu¢ upravo zahvaljuju¢i poikilohidri¢nosti, koja
povecava verovatnocu preZivljavanja u najnepovoljnijem letnjem, toplom i suSnom

periodu godine.
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AFLP analiza geneticke strukture populacija dve vrste pokazala je jasnu
razdvojenost R. nathaliae 1 R. serbica. Obe vrste odlikuju se relativno malim genetickim
diverzitetom, Sto je Cesta odlika endemicnih vrsta, ovde dodatno izrazena zbog
vegetativnog razmnozavanja i ¢esto negativnog uticaja spoljasnje sredine na uspesnost
reprodukcije. Odsustvo dijagnostickih fragmenata ukazuje, medutim, na ne tako davno
odvajanje dve vrste.

Geneticki diverzitet populacija dve vrste oslikava i uticaj Ledenog doba i
savremenih uslova na njihovim stanistima. Naime, danasnji disjunktni areali dve vrste
svakako su nastali kao posledica Ledenog doba, kada su ove vrste potrazile utoCiSte u
skrivenijim klisurama i kanjonima. Ta refugijalna staniSta su za R. nathaliae verovatno
bila u klisurama zapadne Makedonije, kao $to je Matka, ali i u klisurama JI Srbije. Vrsta
R. serbica opstala je u refugijumima na SZ Grcke 1 Makedonije, ali i na SI Srbije, na
primer u kanjonu Lazareve reke. Iz tih refugijalnih staniSta nakon glacijacije, ponovo su
pocele da Sire svoj areal, a novoobrazovane populacije odlikuju se manjim genetickim
diverzitetom usled efekta osnivaca i uskog grla.

Kod obe vrste je dominantna varijabilnost unutar, a ne izmedu populacija, §to
sugeriSe na izolaciju putem distance. Indeksi fiksacije i geneticke distance medu
populacijama su veéi kod R. nathaliae, na osnovu cega se moze zakljuciti da je ona
starija vrsta Cije su populacije duze vreme medusobno izolovane. Ovi parametri u
populacijama R. serbica imaju znatno manje vrednosti, Sto ukazuje na mladi nastanak
populacija i doskorasnji protok gena medu njima.

Populacije koje se odlikuju veéim genetickim diverzitetom imaju vecéu
sposobnost odgovara na spoljasnje uslove sredine. Ukoliko je njihov geneticki diverzitet
manji, one su podloznije nepovoljnim uticajima spoljasnje sredine. Iako populacije dve
balkanske vrste roda Ramonda najceS¢e deluju stabilne i1 sa velikim brojem individua,
nizak geneticki diverzitet u njima pokazuje da populacije obe vrste treba zastiti. U tom
smisli posebnu paznju treba posvetiti populacijama koje se odlikuju nizim geneti¢kim
diverzitetom, ali 1 simpatrijskim populacijama kao jedinim lokalitetima gde dve reliktne

1 endemicne vrste, R. nathaliae 1 R. serbica Zive zajedno i obrazuju hibride.
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BIOGRAFIJA AUTORA

diplomirani biolog Maja Lazarevi¢

Dipl. biolog Maja Lazarevi¢ (rodena TomaSevi¢) rodena je 18. marta 1976.
godine u Beogradu gde je sa odlicnim uspehom zavrsila osnovnu Skolu i IIT beogradsku
gimnaziju. Skolske 1995./96. godine upisala je studije biologije na Biologkom fakultetu
Univerziteta u Beogradu. Diplomirala je na Katedri za ekologiju i geografiju biljaka 2002.
god. sa temom ,,Uticaj aerozagadenja u gradskim uslovima na ekofizioloske i morfo—
anatomske karakteristike vrsta Carpinus betulus L. i Ligustrum ovalifolium Hassk.“ sa
ocenom 10. Studije na Fakultetu zavrsSila je sa prosenom ocenom 9,53.

Po zavrSetku studija, 2002. godine upisala je poslediplomske studije na smeru
Ekologija biljaka, a 2003. g. dobila je Stipendiju Ministarstva nauke 1 zaStite Zivotne
sredine Republike Srbije.

Od 2005. do 2007. angazovana je kao asistent-pripravnik na Katedri za ekologiju i
geografiju biljaka, zatim kao istrazivac-pripravnik, a od 2010. god. do danas kao
istrazivac-saradnik. Ucestvovala je u realizaciji praktinih vezbi na predmetima:
Biogeografija, Ekologija biljaka, Ekologija i geografija biljaka, Osnovi ekologije i Principi
ekologije. Osim toga, 2008. godine bila je angazovana i kao saradnik u nastavi na Katedri
za hranljivo 1 otrovno bilje, na Fakultetu veterinarske medicine u Beogradu.

Skolske 2006./07. godine upisala je doktorske studije Bioloskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu, studijski program Ekologija, biogeografija 1 =zastita
biodiverziteta, modul Ekologija 1 geografija biljaka.

Tokom svog dosadaSnjeg rada Maja Lazarevi¢ je ucestvovala u 3 nacionalna i 4
medunarodna projekta. Boravila je na struénim usavrSavanjima u inostranstvu iz oblasti
palinologije, citogenetike i molekularne biologije (Univerzitet Paris-Sud XI, Orsay i
Institut des Sciences du Végétal, Gif-sur-Yvette, Francuska). Dva puta bila je dobitnik
stipendije Ambasade Francuske.

Rezultate svog dosadasnjeg istrazivackog rada objavila je u okviru 5 naucnih
radova u medunarodnim i nacionalnim casopisima, kao i 19 saopstenja na nau¢nim
skupovima u zemlji 1 inostranstvu.

Aktivno se sluzi engleskim i francuskim jezikom.
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Mpwnor 1.

WUsjaBa o ayTopcTBy

MoTnucanu-a Maija P. llazapesuh
Gpoj uHgekca DA 060121

Wsjasreyjem
Aa je AoKTopCKa AucepTauuja nog HacnosoM

LutoreHeTuuka, nanwHonolwka u ¢punoreorpaccka UCTpaxuearea poga Ramonda

(Gesneriaceae) Ha bankaHckom nonyocTpsy

*  pesynTaT CONCTBEHOr UCTpaXWBauKor paga,

« fa npeanoxeHa AucepTauMja y LeNUHW HY ¥ Aenosuma Huje 6una npeanoxeHa
3a pobujae 6uno koje AuNNoMe npema CTYAUjCKAM nporpamuma apyrux
BUCOKOLUKONCKUX YCTaHOBaA, ;

*  [a Cy Pe3yNTaTH KOPEKTHO HaBEASHN U

* fa HUCaM Kplwuo/na ayTopcka Mpaea WM KOPUCTMO WMHTENeKTyanHy CBOjuHY
Apyrvx nuya.

Mornuc pokropanaa

Y Beorpagy, __ 01.10.2012.___
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Mpunor 2.

M3jaBa 0 UICTOBETHOCTH WITAMMaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje OOKTOPCKOr paaa

Wme n npesume aytopa Maja P. llasapesuh
Bpoj uHaekca DA 060121

Cryaujcku nporpam __ Ekonorwja, Guoreorpadhmja v 3awTtura GuoaueepauteTa

Hacnos papa LiuToreHeTuyka, nanuHonoLuKa u dunoreorpaccka
wcTpaXmneara poga Ramonda (Gesneriaceae) Ha bankaHckom nonyocTpsy

MenTop _npod. Ap Bnagumup CtesaHosuh, komeHTop ap Cowa lnsbak - Jakosrbes_

MoTnucaxu/a Maja P. llasapesuh

Wajasrbyjem aa je wramnaHa eepsvja Mor [OKTOPCKOr paja WCTOBETHAa eneKTPOHCKO)
BEpaUjM Kojy cam npeaac/na 3a ofjaBrbwBare Ha noprany [durutanHor
penosuTtopujyma YHuBepauteta y Georpapy.

[Mo3ssorbasam fa ce ofjase MOjU NUYHW nogauy Be3aHu 3a Aobujare akagemckor
3BaKa [OKTOpa Hayka, Kao LUTo CYy UMe W Npe3umMe, roauHa U mMecto pofjersa 1 fatym
oabpaxe papa.

OBu nuyHM nopgauu Mmory ce ofjaBuTv Ha MpexHUM CcTpaHuuama aurutante
BubnuoTeke, y eNekTpoHCKOM KaTtanory W y nybnukauvjama YHueepanteTa y beorpagy.

Motnuc gokTopaHaa
Y Beorpagy, _ 01.10.2012.__

LA I3 L e
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Mpwunor 3.

MNzjaBa o kopuwhemwy

Oenawhyjem YHusepauteTcky Gubnuoteky ,CeeTozap Mapkoewh® ga y fururanHu
penosuTopujiym YHueepauteta y Beorpagy yHece mojy AOKTOPGRY AucepTauujy nof
Hacnosem:

LMToreHeTMyka, NOAMHOAOLLKA M dhmMacreorpadbcka CUTRAXMBAHG POAQ

Ramonda (Gesneriaceae) HO BAAKGHCKOM NOAYOCTRBY

Koja je moje ayTopcko geno.

[vcepTauujy ca CBMM NPUNOaMmMa npefac/na cam y enexkTpoHcKom dopmaTy norogHom
3a TpajHo apxuBupase.

Mojy AOKTOPCKY AWcepTauM)y noxparseHy y [urutanHu penosvtopujym YHueepsuteta
y Beorpaay mMory ga KopucTe cBM Koju nowwTyjy oapeabe cagpxade y ogaGpaHom Tvny
nuueHue KpeatweHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyqno/na.

1. AyTopcTeo
2. AytopcTeo - Heii'omepumjanﬁo
@y‘ropcmc — HexkoMepuwjanHo — Be3 npepage
4. AYTOpPCTBO — HEKOMEPLIWjanHo — Ael-n»rru rog, UCTUM ycrnoBKumMa
5. AytopcTteo — Dea npepage
6. AyTopcTBO — [enuT Nnog UCTUM YCrioBMMa

(Monwvmo fa saokpykwTe camo jefHy of LWecT MoHyReHUX NUUEHUMW, Kpatak onuc
NUUEHUW AaT je Ha nonefuHu nucra)

MNoTtnuc nokTopauaa

¥ Beorpagy, _ 01.10. 2012.
- \ [ 1
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