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1. UVOD

1.1 Rediporodica zvongi¢a

Red i porodica zvoncica jo$ se uvijek klasifikacijski shvaéaju u ponesto razli€itom
opsegu, ovisno o gledistima pojedinih autora (Dahlgren 1980, Cronquist 1988,
Taktadzan 1991, Thorne 1992). Prema rezultatima najnovijih, mahom molekularnih
istrazivanja, zvonCi¢i pripadaju redu Asterales (podred Euasteridae Il, prema
Angiosperm Phylogeny Group (APG) 1998, 2002) s trikolpatnim polenom, no vecina
struCnjaka za porodicu (npr. Lammers 1992 i osobni kontakt, Eddie i sur. 2003 i
osobni kontakt) i dalje smatra da red zvoncica (Campanulales) zasluzuje izdvojen
status. U najnovije doba uz klasicne taksonomske metode koje se zasnivaju na
morfologiji i anatomiji, te palinologiji, embriologiji, citologiji, ultrastrukturi i kemizmu,
molekularna istrazivanja (npr. usporedba kloroplastnih rbcL-sekvenci) daju sasvim
nove poglede na vjerojatnost srodstava izmedu biljnih porodica unutar redova - neki
od njih su i prilicno kontroverzni. Primjerice, prema Lammersu (1992), redu
Campanulales pripada ukupno 12 porodica, medu ostalima i Asteraceae, te manje
porodice razdvojene iz (nat)porodice Campanulaceae s.. (Cyphiaceae,
Campanulaceae s.s. i Lobeliaceae). Molekularna filogenija ukazuje i na to da se 12
porodica reda Campanulales dijeli na dvije temeljne razvojne grane («asteridnu» i
«kampanuloidnu»; Lammers 1992, Spichiger i Savolainen 1997). Starost Citave
skupine zvonlica moze se samo pretpostavljati temeljem vrlo oskudnih fosilnih i
polenskih ostataka njihovih najblizih srodnika’. Nema izravnih fosilnih dokaza je li se
ijjedna skupina biljaka reda Campanulales pojavila na Zemlji prije perioda oligocena
(prije oko 41 milijun godina — preuzeto iz Park i sur. u pripr.), a najprihvacenije teorije
pretpostavljaju da su se pra-zvonc€i¢i poceli razvijati u ranom tercijaru, za raspadanja
Gondvane (Eddie 1998), kad su se i Lobelioideae (-aceae) odvojile od
Campanuloideae (-aceae s.s.). Usprkos velikoj brojnosti i raznolikosti (viSe od 1200
rodova i neSto manje od 22.000 vrsta), red Campanulales je ipak u usporedbi s drugim
redovima kritosjemenjaca relativno homogena skupina biljaka. Porodica zvonc€i¢a
(Campanulaceae s.l.) rasprostranjena je Citavim planetom, s 90 rodova i vise od 2000
vrsta (Eddie 1998, Watson i Dallwitz 2000, Judd i sur. 2002). No, po misljenju vodecih
strunjaka za porodicu (Lammers 1992, Eddie i sur. 2003), porodicu Campanulaceae

ipak treba shvacati u puno uzem smislu, s ne viSe od 46 rodova i do 950 vrsta.

! Unutar Gitavog reda Campanulales do danas su pronadeni fosilni ostaci tek jednog predstavnika porodice
Asteraceae (Kamerun) i jednog Goodeniaceae (u baltickom jantaru) i to oba iz razdoblja tercijara (Mildenhall 1980,
Benton 1993).
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Najnovija molekularna istrazivanja potvrduju da je porodica i u najSirem smislu po
svemu sudeci monofiletskog postanka (Eddie 1998, Eddie i sur. 2003), no danas ne
postoji zivuéi rod, niti njegovi fosilni tragovi, koji bi se mogao smatrati pretkom
ostalima. Vecina se struCnjaka slaZze da je postanak (nat)porodice zvonci¢a vezan uz
ve¢ formirane kontinente: njihova najnovija istrazivanja (Hong 1995, Oestreich i sur.
2000, Cosner i sur. 1994, Eddie i sur. 2003) nagovijeStaju da bi pradomovina
(nat)porodice mogla biti negdje na prostoru danasnje istoCne Azije.

Tradicionalno Siroko shvacanje porodice Campanulaceae (de Candolle 1830,
Schonland u Engler i Prantl 1889, Taktadzan 1991) rezultiralo je divovskom
heterogenom organizacijom koja je na razini nizoj od porodice bez sumnje polifiletiCka.
Prve i najjednostavnije podjele porodice (De Candolle 1830, Boissier 1875) temeljile
su se na nacinu otvaranja tobolca (vrSno ili bazalno, zaklopcima ili porama), na
mofologiji ¢asSke (ne/postojanje dvostrukih zubaca ¢aske), a kasnije i na tipu otvora
(apertura) polenskih zrnaca (poratni, kolporatni ili kolpatno-kolporatni tip) rodova
porodice zvoncica. Dugo se smatralo (Fedorov 1957, Gadella 1964) kako te najstarije
podjele nisu «prirodne», no danas se Cini da i najmodernije molekularne metode
potvrduju veliku sistematsku vrijednost upravo tih karakteristika, ostavljajuci
morfologiju cvijeta i polenskih zrnaca, gradu cvata, karakteristike i mehanizme
otvaranja plodova, uz broj kromosoma i geografsku rasprostranjenost svaiti,
najvaznijima u razgrani¢avanju rodova i vrsta. Mnogobrojni su autori tijekom stoljeéa
na razliite nacine pokuSavali urediti porodicu Campanulaceae s.l. ne bi li doprinjeli
boljem razumijevanju te skupine (od de Candolle 1830, Bentham u Bentham i Hooker
1876, Schonland u Engler i Prantl 1889; do Dunbar 1975 i 1984, Dunbar i Wallentinus
1976, Suljkina 1978 i 1979, Avetisjan 1986, Kolakovski 1980, 1986, 1987, 1994,
Suljkina i sur. 2003). lako je do danas objavlieno tek nekoliko molekularnih
filogenetskih studija temeljenih na pojedinim pripadnicima porodice Campanulaceae
(Cosner i sur. 1994, 2004, Eddie i sur. 2003) glavni unutarporodi¢ni odnosi nisu se
promijenili. Dosada$niji rezultati tih istraZivanja ponovo upucuju na postojanje osnovne
dihotomije porodice, koje Eddie (2003) naziva svezama («alliance»): kolpatno-
kolporatnoj svezi pripadaju tzv. «platikodonoidi», a poratnoj «valenbergioidi» i
«kampanuloidi». Ipak, veze izmedu pojedinacnih razvojnih linija visoko srodnih rodova

unutar porodice Campanulaceae joS su uvijek neobjasnjene.



1.2 Rod zvongéi¢a (CampanulaL.)

Ime Campanula Linne je (1737. u Philosophia Botanica, str. 142) preuzeo od
Tourneforta), od lat. campana = zvono i -ula = deminutiv (hrv. zvonci¢, zvoncika,
zvoncek; ne «zvonce» = Edraianthus). Vrste toga roda naj¢esée su (polu)uspravne,
rozetaste ili jastuCaste trajnice, rjede dvogodisnje ili jednogodiSnje zeljaste biljke.
Listovi su nasuprotni, sjedeéi ili s peteljkama, cjeloviti ili nazubljeni, ponekad
razdijeljeni. Cvatovi su grozdasti ili metliCasti, ponekad klasasti, a rjede glavi€asti ili su
pak cvjetovi pojedinacni. VjenCi¢ je peterozrakast, redovito sastavijen od pet
djelomi¢no sraslih latica s pet slobodnih reznjeva, okruglast, zvoncast ili ljevkast i
gotovo iskljuivo modre boje, no sve vrste mogu imati i bijelocvjetne, a rjede i
ruziCaste forme (npr. C. waldsteiniana f. alba i C. tommasiniana f. rosea — Prilog 3, sl.
41 5), vrlo cijenjene u hortikulturi (Lewis i Lynch 1998, Eddie 2000). Rod Campanula je
redovito protandri€an, alogaman ili djelomice autogaman, s prasni¢kim nitima Siroko
trokutaste baze. Polenova zrnca uvijek su binuklearna, poratna, naj¢eSc¢e okrugla ili
malo izduzena. Samooprasivanje se kod Campanula vrlo rijetko pojavljuje: entomofilija
je pravilo s vrlo malo izuzetaka (Bielawska 1973). Plodnica je podrasla, najceSce s tri
(rjede pet) lokula, koliko je i reznjeva stigme. Placentacija je aksilarna. Plod je jajast ili
zavojit tobolac, €esto s jasno naglasenim «ljestvicamay (lignificirane zile), a otvara se
s tri postrane pore ili zaliska (rjede pet pora ili tobolac nepravilno puca). Sjemenke su
najCeS¢e sjajne, eliptiCne, vanjskom teksturom vrlo raznolike (Prilog 4) i
rasprostranjuju se vjetrom.

Stru€njaci se danas ne slazu ni oko broja vrsta i nizih sistematskih jedinica
uklju¢enih u opseg roda Campanula: raspravlja se s 350 do 450 vrsta zvoncica te
barem jos toliko podvrsta i nizih svojti (Contandriopoulos 1984, Ancev 1994, Watson i
Dallwitz 2000). Nove se svojte joS uvijek opisuju (npr. Brullo 1993, Lucchese 1993,
Hartvig 1998, Kovanda 1999), a temeljem istrazivanja neke i mijenjaju status (LakusSi¢
i Conti 2004). Zvoncic¢i su Skolski primjer orografski, edafski i mikroklimatski visoko
specijaliziranih  biljaka, karakteriziranih zapanjujuéom raznovrsnoScu. Najuze
shvaceni, zvonCi¢i naseljavaju razliita staniSta (stepska, Sumska, pustinjska,
stjenovita, pjeS€ana) toplog i suptropskog podru€ja Sjeverne polutke, ali je
varijabilnost bez sumnje najve¢a na viSim nadmorskim visinama, tj. u planinskim
poducjima. Najvaznija sredista naknadnog razvitka zvonci¢a svakako su u planinama

Kavkaza, Balkanskog poluotoka i Anatolije (Kolakovski 1987), gdje se nalazi i najveci
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broj endemicnih vrsta, kao i malih rodova (Edraianthus, Symphyandra i Adenophora te
Phyteuma i Jasione) bliskih rodu Campanula. Formiranjem Dinarida i Jadranskog
mora u danasSnjem obliku prekida se kontinuiranost populacija pra-zvonci¢a
jugoisto¢ne Europe na dva velika poluotoka, Apeninskom i Balkanskom, gdje se
tijekom mnogih tisu¢a godina razvijaju novi i jedinstveni oblici. U Europi danas raste
oko 200 vrsta roda Campanula (Fedorov i Kovanda 1976), a na Sredozemlju oko 250
(Geslot 1984): najvec¢im brojem vrsta prednjaci Turska (vise od 150), a slijede Egejski

otoci, planine Balkanskog poluotoka? i Pirineji.

Subgenericke podjele roda Campanula

U preglednom c&lanku Kovaci¢ (2004) prikupila sam najznacajniju literaturu o
istrazivanjima roda Campanula na podrucju jugoistoCne Europe, gdje su prikazani i
najznacajniji pogledi na subgeneriCka razgrani€enja vrsta toga podrucja. Kako jos od
de Candollea (1830) nema monografije porodice niti roda®, sve danasnje klasifikacije
zvoncica temeljene su na ograni¢enom (lokalnom) uzorku i stajaliStima pojedinih
autora, a objavljivane su u lokalnim Florama i preglednim ¢lancima. Podjele roda na
sekcije - kao Sto su one najpoznatije Fedorova (1957), Gadelle (1964) ili Damboldta
(1978) - uglavhom se smatraju umjetnima, dok su podjele na subsekcije, serije,
komplekse ili agregate (npr. Damboldt 1965ab, Kovanda 1970b, 1977; Geslot 1984)
vecinom blize evolucijskom slijedu razvoja svojti. Ovdje ¢u spomenuti nekoliko
najpoznatijin subgeneriCkih podjela roda Campanula, koje (barem djelomi¢no)

obuhvacaju i vrste rasprostranjene na prostoru Dinarida.

Prva podjela roda Campanula potjece od de Candollea (1830), koji ga je podijelio u
dvije sekcije obzirom na to imaju li (sect. Medium A.DC.) ili nemaju (sect. Eucodon
A.DC., kasnije sect. Campanula s.s.) nastavke izmedu zubaca ¢aske. Mada je to i

danas vazno svojstvo u svim determinacijskim kljuCevima, u de Candolleovo doba joS

2 Jo$ Turrill (1929) primje¢uje da je rod Campanula po veli€ini peti na Balkanu: iza Centaurea, Silene, Dianthus i
Trifolium.

% Hortikulturne monografije, kao $to su one Cesto citiranog Crooka (1951) ili Lewisa i Lynch (1998), ne pretendiraju
ni¢emu iznad pregleda zanimljivih vrsta i moguénosti njihova uzgoja. Opsezna, no lokalno ograniena istrazivanja
kao Sto su ona Kovande (1970ab, 1977), Shetlera (1982) ili Berninija i sur. (2002) od velike su vrijednosti, no
takoder ne daju cjelovit pristup rodu. Prema osobnim kontaktima, u pripremi je nova monografija porodice koju
priprema T. Lammers, te revizija roda W.M.M. Eddieja.
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nije bilo poznato da postoje vrste kod kojih grada zubaca ¢aske nije stalno svojstvo i
da nije izravno povezano s drugim vaznim morfoloskim karakteristikama, kao Sto je
nacin otvaranja tobolca (Eddie i sur. 2003). Boissier (1875) je po otkricu mnogobrojnih
novih vrsta vecu taksonomsku vaznost dao nacinu otvaranja tobolca (porama ili
zaklopcima, bazalno, postrano ili vrSno), te je takoder opisao dvije temeljne sekcije:
Rapunculus Boiss. i Medium (A. DC.) Boiss. (kasnije sekcija Campanula). Vecina
sustava - kojih je tijekom stolje¢a bilo mnogo, uklju€ujuci i Schoénlandov (1889) -
slijedila je tu Boissierovu temeljnu podjelu, a iako se u meduvremenu vise puta na
razliite naCine mijenjao polozaj rodova i vrsta, veCina se lokalnih Flora (tako i Flora
Europea) i do danas drzi Boissierovog nacela. Tako je Fedorov u Flori SSSR-a (1957)
prihvatio osnovne Boissierove sekcije, koje dalje dijeli u mnogobrojne podsekcije i
serije, Sto nastavljaju i kasniji autori, npr. Damboldt (1978) u Flori Turske. U Florama
se takoder joS slijede i pogledi Nymana (1878-1882), koji je podijelio rod Campanula u
tri skupine: Media (=subsekcija Quingueloculares Boiss.), Campanulastra (=subsect.
Triloculares Boiss.) i Rapunculi (=subsect. Rapunculus Boiss.)*.

Na podru€ju citologije prvi je Sugiura (1942), usprkos brojnim pogresSnim
brojenjima proizaslim prvenstveno iz pogresnih determinacija vrsta, uvidio vaznost
broja kromosoma u opisivanju srodnih grupa. Diploidija, Cesta reliktnost, recentna
intra- i interspecijska hibridizacija za kojom slijedi formiranje poliploidnih kariotipova
(sve do Cetiri stupnja ploidije) glavni su evolucijski trendovi kod Campanula (AnCev
1994), na koje je ukazao joS Gadella (1964), koji utvrduje da su de Candolleove
sekcije citoloSki ujednacenije od Boissierovih, te daje svoje videnje najvaznijih
karakteristika za taksonomiju roda, uo€ivsi da vrste unutar svake od njegovih serija
obiéno pokazuju veliku morfolosku slicnost®. Gadella (1964) je reklasificirao rod
temeljem morfoloskih, citoloSkih i genetickin podataka, istrazuju¢i ogromnu
varijabilnost vrsta citoloSkim metodama i pokusima uzgoja provedenim u jednakim
uvjetima. Contandriopoulos (1984) je temeljem Gadellinih rezultata zakljucila kako je u
izu€avanju filogenije Campanula neophodno uzeti u obzir sve: citologiju, morfologiju,
zivotni ciklus i geografsku distribuciju, Sto podrzava i Eddie (u Eddie i Ingrouille 1999,
Eddie i sur. 2003).

4 najmodernija molekularna istrazivanja (Eddie i sur. 2003) uvelike potvrduju te prve i najjednostavnije

klasifikacije roda.

® Neke vrste s vrénim i bazalnim otvaranjem tobolca mogu se krizati, kao i neke s nastavcima izmedu zubica
¢aske s onima bez. | neke vrste koje, po Fedorovu, pripadaju razli€itim serijama, takoder se mogu krizati, dok (uz
iznimke vrsta s n = 15 i n = 17-serija) u nacelu nije moguce krizati vrste koje pripadaju razli€itim serijama.
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Rapunkuloidna skupina zvonc€i¢a (sekc. Rapunculus s.l.) opcenito se smatra
primitivnijom zbog svojih morfoloSkih karakteristika, Sire rasprostranjenosti i puno vece
raznovrsnosti, od brojnijih i odvedenijih svojti sekcije Campanula. Prvi “pravi” zvoncici
sekcije Campanula, s dvostrukim nastavcima Caske i bazalnim otvaranjem tobolca
(kojima pripadaju i linije jednakolisnih i raznolisnih zvonci¢a), vjerojatno su se pojavili
krajem tercijara (Park i sur. u pripr.). U Europi, evolucija sekcije Campanula dodatno je
pospjeSena u kvartaru alpskom orogenezom i ledenim dobima, kad se formiraju nove
barijere, razdvajaju¢i nekad kontinurana podrucja rasprostranjenosti ranih vrsta
(Blondel i Aronson 1999, Johnson 2002, Willis i McElwain 2002) i omogucujuci
razvitak novih svojti. No, kako je danasSnja klasifikacija nacinjena mahom prema
morfoloSkim i citoloSkim kriterijima, usporedna istrazivanja koja ukljuuju i rezultate
raznovrsnih molekularnih metoda tek nagovijeStaju promjene u shvacanju veza medu
juznoeuropskim zvoncic¢ima (Frizzi i Tammaro 1991, Eddie i sur. 2003, Kovacic i sur.
2003, Park i sur. u pripr.). Ovdje treba spomenuti da ¢e te promjene, jednom kad
istraZzivanja budu dovrSena, biti i dalekoseznija: i na drugim kontinentima, naime, rastu
pojedine izolirane i vjerojatno vrslo stare vrste roda Campanula izoliralih areala, naoko
veoma nalik «izofiloidnoj» skupini zvonc€i¢a jugiostone Europe, kao §to su C.
acutiloba («azijska «C. garganica» iz Irana, kako je zove Crook 1951) ili C. piperi

(drzava Washington, SAD — Prilog 3, sl. 9 (ljubazno$¢u dr. Tone Wrabera)).

1.3 Podruéje istrazivanja i istrazivane vrste

Vel prvi istrazivaci jugoistoCne Europe (npr. Waldstein-Wartemberg i Kitaibel
1799-1812, Neilreich 1868, 1869; Schlosser i Vukotinovi¢ 1869, Nyman 1878-1882,
Tanfani 1888, Visiani 1847; Welden 1830, Borbas 1883, Beck-Managetta 1901,
Adamovi¢ 1909, 1911, 1929; Hegi 1915-1916, Javorka 1924-1925, Fiori 1927, Turrill
1929, Hayek 1931) zamjecCuju visoku endemic¢nost zapadnobalkanske flore i
vegetacije. | ve¢ina modernih autora (npr. Aronson i Blondel 1999, Hofrichter 2002,
Greuter 2003, Heywood 2003, Stevanovi¢ i sur. 2003) prepoznaje jedinstvenost
zapadnobalkanskog i okojadranskog podruc€ja, koje ¢ini sjeverni dio
istocnosredozemne biogeografske regije (Quezel 1985). Balkanski i Apeninski
poluotok visoko su srodni u sastavu flore i vegetacije (Pignatti 1982, Junikka i Uotila
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2002), pa i u vrstama roda Campanula (Damboldt 1965a, Frizzi i sur. 1987, Bernini i
sur. 2002), noseci velik udio raznovrsnosti i endemi¢nosti roda u popisu flora Europe i
Sredozemlja (Fedorov i Kovanda 1976, Geslot 1984).

UZe podrucje ovoga istraZivanja obuhvaca isto¢nojadransko, planinsko podrucje
Dinarida (tzv. primorski, vanjski ili obalni Dinaridi). Planinski sustav Dinarida smatra se
jugoistoénim dijelom istoCnih Alpa, preko Julijskin Alpa vezanim sa srediSnjim
masivom. Dinarske planine su duge oko 650 km, a pruZaju se usporedno s
jadranskom obalom u smjeru sjeverozapad-jugoistok, od Trsta i juzne Slovenije do
Albanije. Omedene su morem (zapad) i rijekama: SoCom i Savom (sjever), Drinom
(jug), Kolubarom, Ibrom i Sitnicom (istok). Vanjski ili primorski Dinaridi pruzaju se od
furlanske nizine (sjeverna lItalija) do Skadarskog jezera i depresije (granica Bivse
jugoslavenske republike Makedonije te Albanije), a poCivaju na jadransko-dinaridskoj
karbonatnoj platformi. U tom su dijelu i dva najbolje izrazena genetiCka srediSta
diferencijacije endemicnih vrsta u Hrvatskoj: Velebit i Biokovo (Trinajstic 1992).
Priobalni dio primorskih Dinarida pruza se duz hrvatske dalmatinske obale, grubo
omeden lancem priobalnih planina republika bivde Jugoslavije: od slovenskog
Sneznika, preko hrvatskih planina Ciéarije i Uke, Gorskoga kotara, Velike kapele,
Velebita, Dinare, Mosora, Biokova, do konavoskih planina, zatim hercegovackih
planina Cvrsnice, Veleza i Bjelasnice, zavr$avajuéi Orjenom, Lovéenom i Rumijom u
Crnoj Gori. Ta je regija zapadnog Balkana iznimno bogata raznovrsnim biljnim
svojtama, gdje su najznacajniji istrazivaCi lokalnih flora 20. stolje¢a opisali i brojne
vrste roda Campanula (Adamovi¢ 1909, Hayek 1931, Rohlena 1941-1942, Beck-
Managetta i sur. 1950-1983, Horvat i sur. 1974, Mayer 1952, Pulevi¢ 2005). Znacajan
broj vrsta koje nastanjuju opisani prostor isto€ne obale Jadrana i primorskih Dinarida
je endemican, reliktan, polimorfan, visoko varijabilan i jedinstven u evolucijskim
trendovima i odvijaju¢im procesima diferencijacije: upravo ovdje je rasprostranjen i

Okojadranski zvonci¢i dijele morfoloSke karakteristike i sliCne vegetacijske
okolnosti krSkih podru¢ja mediteransko-montane regije: vecCinom su heliofitski
hazmofiti pukotina planinskih stijena, to€ila i kamenjarskih travnjaka. Citoloska
istrazivanja okojadranskih svojti zvonc¢i¢a ukazala su i na visoku srodnost u broju i
obliku kromosoma (Sugiura 1942, Gutermann 1961, Merxmduller i Damboldt 1962,
Bdcher 1960, 1963; Gadella 1964, Podlech i Damboldt 1964, Damboldt 1965ab, 1968;
LovaSen-Eberhardt 1971, Geslot 1980, Nurmi 1987, Phitos i Kamari 1988), pokazujuci
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da su zvonCici tog prostora primarno diploidi (2n=34), vrlo Cesto endemi i/ili relikti
stieSnjeni na malene prostore, a posve iznimno vrste Siroke rasprostranjenosti (C.
trachelium) ili «invazivci» (C. rapunculoides). Prema posljednjim podacima (Kovacic
2004), flora okojadranskog prostora, uklju€ujuci Sire zapadnobalkansko podrucje, broji
barem 65 vrsta i 19 podvrsta roda Campanula, Sto svakako nije konacno: mnoge
‘male vrste” ukljuCene su u kompleksnije, neke opet u opseg drugih rodova, a ni
istrazivaci lokalnih flora ne koriste jednake kriterije ni literaturu pri odredivanju vrsta, te
se tako navedene brojke ne trebaju smatrati kona¢nima, veé tek okvirnima. Visok
postotak endemicnosti zapadnobalkanskog i okojadranskog podrucja obuhvaca 63
svojte zvoncCica (75%, Kovaci¢ 2004) urodene ovoj regiji, od kojih su mnogi steno- ili
subendemi.

Ozbiljni problemi u razgraniCavanju svojti unutar roda Campanula doveli su u
drugoj polovici 20. stolje¢a do istrazivanja taksonomskih problema manijih, srodnijih i
geografski bliskijih skupina zvonci¢a (npr. Carlstrom 1986, Kovanda i AnCev 1989,
Runemark i Phitos 1996, Eddie i Ingrouille 1999, Oganesian 2001, Saez i Aldasoro
2003). Sustavna usporedna istraZzivanja zapadnobalkanskih i isto¢nojadranskih
zvoncica s istoCnobalkanskima, srednjoeuropskima i apeninskima nisu provedena, a
potencijalno su vrlo zanimljiva i mogu dati mnoge odgovore danas nepoznate
taksonomske i fitogeografske srodnosti vrsta.

Skupina endemicnih zvonci¢a primorskih Dinarida koja se klasi¢no smatra dijelom
izofilnih («jednakolisnih») zvonci¢a (Isophylla sensu Damboldt 1965a) su pripadnici
skupine Garganicae (garganica-clade sensu Park i sur. u pripr.). Vrste toga
srodstvenog kruga (Prilog 1), koje su u uzem interesu ove disertacije, karakterizirane
su jednakom gradom relativno velikih listova (bazalni bubrezasti do srcasti, nazubljeni,
na dugackim petelijkama; stabljiCni srcasti do jajasti, s jasnim peteljkama), ¢askama
bez nastavaka medu zupcima, uspravnim tobolcima s bazalnim porama (rjede
nepravilno pucaju), te okruglastim do jajastim sjemenkama s jasno hrptastom
sjemenom lupinom (Damboldt 1965a, Park i sur. u pripr.; Prilog 1, Sl. 1). Sve su vrste
izofilnih zvonc€i¢a (osim hrvatskih C. fenestrellata ssp. fenestrellata i ssp. istriaca -
Prilog 1, sl. 2 i 5) jasno disjunktne distribucije u okojadranskom prostoru, alopatricke i
zatvorene u male, Cesto kompaktne areale). Prema Damboldtu (1965a), skupina
Isophylla dijeli se u pretezito prekojadransku podskupinu “garganica” (C. fenestrellata
s.l., C. garganica s.., C. elatines, C. elatinoides, C. portenschlagiana, C.

poscharskyana - Prilog 1, sl. 1-6) i tirensku podskupinu “fragilis” (C. fragilis s.l., C.
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isophylla - Prilog 1, sl. 7). Ta je podjela bila poduprta postojanjem dva osnovna broja
kromosoma: 2n=34 (‘garganica“) i 2n=32 (“fragilis”), bez zabiljezene poliploidije.
Trinajsti¢ (u Lovasen-Eberhardt i Trinajstic 1978) prepoznaje te podskupine kao serije
Garganicae i Fragiles, a dodatno, temeljem dlakavosti listova i veliine polenskih
zrnaca izdvaja vrste C. elatines i C. elatinoides u zasebnu seriju Elatines, ostavljajuéi
seriju Garganicae strogo okojadranske distribucije.

Damboldt (1965a) je takoder smatrao i da su njegove lIsophyllae paralelna
razvojna linija s heterofilnim («raznolisnim») zvonci¢ima subsekcije Heterophylla
(Witasek) Fedorov (Prilog 2). Ta je velika skupina rasprostranjena gotovo Citavom
umjerenom zonom Sjeverne polutke (s nekoliko svojti u arktickom pojasu), a na
dinarskom je prostoru okupljena oko okruglolisnog zvonci¢a (C. rotundifolia s.l.,
kompleks ili agregat Rotundifolia s. Geslot 1984) s viSe od 50 «malih» svojti. Te su
svojte temeljno karakterizirane dvovrsnom gradom listova (bazalni na dugackim
petelijkama, bubrezasti, srcasti, ili rombicni, nazubljeni, pilasti ili jednostavni — Prilog 2,
sl. 8; stabljicni listovi naj¢esée sjededi (vrlo rijetko na peteljkama), lancestasti, linealni
do gotovo nitasti, sa zupcima ili bez njih), ¢aSkama bez nastavaka, uspravnim ili
vise¢im tobolcima s bazalnim porama, te okruglastim do jajastim i najceScCe glatkim
sjemenkama (Kovanda 1970ab, 1977; Geslot 1984). Vrste skupine Rotundifolia
Kovanda (1970a) je podijelio u serije, no gotovo je posve sigurno da su te podjele
najvec¢im dijelom umjetne. Sve svojte agregata Rotundifolia imaju n=17 (Cesta
poliploidija!), vec¢ina ih se smatra vrlo mladima, a Cesto se i preklapaju stanistima
(simpatrija). Na prostoru dinarskih planina postoji viSe endemicnih i dobro izoliranih
svojti okruglolisnih zvoncic¢a, vrlo malenih (Campanula justiniana, C. carnica, te C.
cespitosa i C. hercegovina — Prilog 2, sl. 1 i 5) ili tek neSto veCih areala (C.
marchesettii, C. witasekiana — Prilog 2, sl. 3 i 6), kao i neke heterofilne vrste koje
vjerojatno (Geslot 1984) ne pripadaju srodstvenom krugu C. rotundifolia u smislu
Kovande (npr. C. pulla, C. zoysii te C. cochleariifolia — Prilog 2, sl. 4).

Agregat Waldsteiniana (sensu Geslot 1984; Prilog 3, sl. 4 i 5), kojem je dosad
(Kovacic i Nikoli¢ 2004, Kovaci¢ i Surina 2005, Liber i sur. 2005), Damboldt je izdvojio
iz grupe Isophylla (1965ab) primijetivsi da se razlikuje od izofilnih vrsta, te donekle slici
i heterofilnima. Ta se mala skupina sastoji od samo dva visokosrodna, geografski
jasno odijeljena i morfoloski vrlo razliita prava vikarijanta (skizoendemi u smislu

Favargera i Contandriopoulos 1961): Campanula waldsteiniana i C. tommasiniana.
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Prva pripada ilirskom flornom elementu heliofilne vegetacije planinskih stijena, to€ila i
livada, koje Horvati¢ naziva ilirsko-balkanskim endemiénim biljkama (prema Trinajsticu
1992). Raste preteZzno u pukotinama vapnenackih stijena na Velebitu, Velikoj Kapeli i
Goloj Pljesivici, s nekoliko lokaliteta u Bosni i Hercegovini (llica, OsjeCnica, Ljubi¢na—
Vjetrenica) te u Sloveniji (Sneznik), na visinama izmedu 700 i 1650 m. Campanula
tommasiniana nastanjuje pak samo masiv UCke u Istri i stoga se moZe smatrati
istarskim stenoendemom u punom smislu. Vrsta je to pukotina stijena otvorenih
staniSta, ali i pretplaninskih bukovih Suma mediteransko-montanog pojasa na
visinama do 1400 m, koja se jasno razlikuje od drugih vrsta roda jedinstvenom
cjevastom gradom caSke. Opce morfoloske karakteristike dviju vrsta agregata
Waldsteiniana veoma su slicne prije cvatnje (bazalni listovi u rozetama sitni i
okruglasti, listovi stabljike lancetasti i nazubljeni, uspravan rast u busenovima
iskljuCivo iz pukotina stijena), a donekle se mogu povezati i s okruglolisnom vrstom C.
hercegovina. No, iznimno je zanimljivo da se Waldsteinov i Tommasinijev zvonci¢
uvelike razlikuju gradom vjencic¢a, $to je gotovo jedinstveno medu zvoncic¢ima uopée
(Damboldt 1965b).

Jos je nekoliko vrsta zvoncica tijekom desetljeCa dovodeno u kontekst s opisanom
jezgrom dinarskih endemicnih razvojnih linija (usp. Wohlfahrt u Koch 1902, Fiori 1927,
Hayek 1931, Crook 1951, Pignatti 1982, Kolakovski 1992ab), u prvom redu vrste
agregata Pyramidalis (Geslot 1984) uglavhom okojadranske distribucije (C.
pyramidalis, C. versicolor i C. secundiflora - Prilog 3, sl. 1, 2 i 3-ljubazno$éu mr.
Bojana Zlatkovi¢a). lzolirane vrste kao 5to su C. sartorii (endem egejskog otoci¢a
Androsa), C. morettiana (Dolomiti; Prilog 3, sl. 8), C. raineri (isto€na Insubria; Prilog 3,
sl. 7) i C. arvatica s.I. (incl. C. adsurgens, sjeverozapadna Spanjolska), od kojih se
posljednje dvije joS svrstavaju u klasiCnu Sekciju Rapunculus (usp. Fedorov i Kovanda
1976), morfoloSki donekle nalikuju «izofiloidima». Prastara vrsta (paleoendem)
karpatskog masiva C. carpatica (Prilog 3, sl. 6), te endem isto¢nih Alpa C. zoysii,
takoder «rapunkuloidi» kojima se tobolac otvara pri vrhu i ¢aska nema nastavaka,
vjerojatno su bliski srodstvenim krugovima izofilnih i heterofilnih zvonc€ica. No, sve te
morfoloski i ekoloSki «sliCne» vrste treba ukljuciti i u molekularna istrazivanja, kako bi

se dobila jasnija slika njihove medusobne srodnosti.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Kako je razvrstavanje u vrste i nize sistematske jedinice unutar roda Campanula
jos uvijek jako problemati€¢no, smatra se ispravnim za uzorak izabrati manje prirodne
skupine slicne rasprostranjenosti i podvrci ih multidisciplinarnoj reviziji (Eddie i sur.
2003, Gutermann usmeni kontakt). U srediStu ove disertacije tako se naslo nekoliko,
ve¢inom endemicnih (Fedorov i Kovanda 1976, Geslot 1984), razvojnih linija i vrsta
zvoncica primorskih Dinarida, koji su nerijeSenim i nejasnim srodstvom vezani i s
apeninskim i balkanskim, ali i srednjoeuropskim vrstama. Temeljni zadatak
istrazivanja jest razjasniti srodstvene i taksonomske odnose te mogucu filogeniju 15-
tak vrsta izofilnih («jednakolisnih»), heterofilnih («raznolisnih») 1 «izofiloidnih»
(«prijelaznih») svojti zvoncica s prostora primorskih Dinarida, temeljem dviju metoda:
usporedbenom morfometrijom cvjetova i istraZzivanjem polimorfizma restrikcijskih
fragmenata (RFLP) kloroplastne trnT-trnF DNA regije, uz prikladnu statisticku i
filogenetiCku obradu podataka.

Komparacijom dobivenih rezultata s drugim metodama koje se usporedno provode
ili su u pripremi na istom ili sli€chom uzorku zvoncCi¢a (sekvenciranje kratkih
transkribiraju¢ih razmaknica nuklearne DNA (ITS), izoenzimi, palinologija, citologija,
fenologija, ekologija, uzgoj u kulturi tkiva) nadam se u konacnici dobiti cjelovitiju sliku
evolucije i sistematskog polozZaja istrazivanih skupina dinarskih zvonc&i¢a unutar roda

Campanula i porodice Campanulaceae.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Materijal

Uzorci vrsta i populacija roda Campanula za ovo istrazivanje prikupljani su u
razdoblju pune vegetacije u sezonama od 2001. do 2004. godine, ve¢inom na
lokalitetima duZ prostora prirodne rasprostranjenosti vrsta®. Manji dio uzorka potjege iz
sjemenki ili reznica prikupljenih na prirodnim stanisStima ili dobivenih razmjenom s
drugim botanic¢kim vrtovima (putem publikacija Delectus Seminum). Primjerke vrsta s
nehrvatskih podru¢ja Dinarida (Slovenija, Bosna i Hercegovina, Srbija i Crna Gora,
Makedonija), te s Apeninskog poluotoka (Italija) prikupili su ili ustupili lokalni stru¢njaci.
Zbog nemogucnosti pristupa biljnom materijalu u svim oblicima potrebnim za ovo
istrazivanje uzorci za morfometrijsku i molekularnu analizu nisu mogli biti potpuno
ujednaceni.

Sve su hrvatske vrste prikupljane na njihovim prirodnim staniStima prema
podacima iz literature uneSenim u Bazu podataka hrvatske flore (Flora Croatica
Database, Botanicki zavod-PMF i FER-ZPM, 2005). Vrste roda Campanula na terenu
sam odredivala u razdoblju pune vegetacije primjenom determinacijskih klju¢eva (npr.
Fedorov i Kovanda 1976, Domac 1994, Buzas 1998, Bernini i sur. 2002) te po
nekoliko jedinki herbarizirala kako bi se mogle i naknadno provjeriti (vaucher).
Terenski herbarij sa svim pripadaju¢éim podacima vezanim uz ovo istrazivanje
pohranjen je u Botanickom vrtu PMF-a u Zagrebu. Sva su staniSta u Hrvatskoj
fotografirana i na fotografijama oznacene jedinke s kojih su uzeti uzorci (listovi i
cvjetovi), kako bi se moglo pratiti napredovanije i vijabilnost populacije. ZabiljeZzene su
geografske koordinate i nadmorska visina, a po mogucnosti i ostale ekoloske
karakteristike vezane uz staniSte (tip vegetacije i tla, osuncanost), a podaci uneseni u
Bazu hrvatske flore (Flora Croatica Database, Botanicki zavod-PMF i FER-ZPM,
2005).

Podaci o prikupljenom materijalu nalaze se u tablici u Prilogu 5.

® Velik dio materijala prikupljen je na zastiéenim podrudjima prirode, unutar Nacionalnih parkova Sjeverni Velebit,
Paklenica i Risnjak, Parkova prirode Biokovo, UCka i Velebit prema dozvolama DrZavne uprave za zastitu prirode
za skupljanje na zasticenim podrugjima prirode u RH (broj 531-06/1DS-01-2/3 i 531-06/1-DS-02-2), te Parka
prirode Blidinje (planine Cvrsnica i Cabulja, BiH), dozvolom Uprave Parka.
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Biljni materijal za morfometrijsku analizu

Usporedbena morfometrijska analiza usmjerena je na cvjetove zvoncica agregata
(u smislu Geslota 1984) Waldsteiniana (Campanula waldsteiniana, C. tommasiniana) i
Pyramidalis (C. pyramidalis) s jedne strane, te na (ve¢inom endemicne) heterofilne
vrste primorskih Dinarida iz velikog agregata Rotundifolia s druge strane, koje dosada
nisu podrobnije istrazivane, a Damboldt (1965b) je naglasio njihovu moguéu srodnost.
Iz jednakolisne skupine zvoncCi¢a izabrala sam dvije slabije poznate vrste serije
Garganicae (u smislu Trinajstica 1978). C. debarensis (Makedonija) i C. reatina
(srediSnja lItalija; Prilog 1, sl. 3), koje Damboldt nije uspio prikupiti (usp. 1965ab) ili ih
tada nije poznavao (vrstu C. reatina Lucchese je opisao 1993.). U svojim klasi¢nim
radovima Damboldt (1965ab) je obradio morfologiju cvijeta endemicnih izofilnih
zvonCica, te istu usporedio i s morfologijom cvijeta zvonci¢a agregata Waldsteiniana,
Sto mu je dalo povoda za konacno izdvajanje zvoncCi¢a agregata Waldsteiniana iz
grupe lIsophylla. Damboldt je razmatrao oblik i polozaj ¢aske za vrijeme i nakon
cvjetanja, oblik vjencCi¢a, stupan] srastanja latica i Sirinu slobodnih dijelova latica
(reznjeva) pri bazi, te duzinu praSnica i prasnickih niti, pa sam i ja uglavnom slijedila te
osobine, uz dodatak nekih novih (Eddie i Ingrouille 1999). Materijal za morfometrijsku
analizu sastojao se tako od ukupno 410 uzoraka (cvjetova) prikupljenih unutar 33
populacije koje pripadaju u 14 vrsta roda Campanula iz skupina Waldsteiniana,
Pyramidalis, Rotundifolia i Garganicae. U geografskom pogledu uzorci potjeCu sa 27
lokaliteta na podrucju prirodne rasprostranjenosti vrsta (Sl. 3.1 i Prilog 5). Kad je to
bilo moguce, vrste uklju¢ene u ovo istrazivanje predstavljene su i uzorkom populacije
s nalaziSta prvog opisa vrste («loc. cl.» u Prilogu 5), a lokaliteti uzorkovanja
rasporedeni tako da Cine presjek (transekt) kroz cjeloviti areal svojte. Na zalost, to ni
za hrvatske endeme nije uvijek bilo moguce, jer neki, npr. C. waldsteiniana ili C.
velebitica (Prilog 2, sl. 2) i nemaju jasan locus classicus («in rupibus Croatiae»), dok
C. tommasiniana gotovo i nema «areal», ve¢ samo nekoliko lokaliteta na masivu
Ucke. Uzorci cvjetova za morfometrijsku analizu prikupljani su u vrijeme kad su
cvjetovi ve¢ potpuno razvijeni (ovisno o vrsti, od kraja lipnja do kraja rujna), s
pretpostavkom da su dosegli kona¢nu veli€inu i oblik. Cvjetovi veéine populacija na
terenu su sabirani u tekuéi medij: boCice s mjeSavinom 70%-tnog etanola (85%),
formalina (10%) i octene kiseline (5%), tzv. «FOA»-otopina prema recepturi
Tomlinsona (u Nikoli¢ 1996). Toj se metodi pristupilo temeljem iskustava starijih

19



istrazivaCa (Damboldt 1965, Eddie i Ingrouille 1999), prema kojima su specificne
karakteristike cvijeta jako vazne u determinaciji vrste gube i postaju neprepoznatljive
klasi¢nim herbariziranjem. Na Zzalost, vecinu vrsta sakupljenih (ljubaznos¢u kolega)
izvan prostora Hrvatske nije bilo moguée transporitirati drugacije nego u obliku
herbarskog materijala, te je stoga pet populacija ukljuCeno u morfometrijsko
istraZivanje prethodno herbarizirano, kao $to je naznaceno u Prilogu 5. Usporedbena
morfometrija cvjetova tako u konacnici obuhvaca tri izofiloidne vrste (dvije agregata
Waldsteiniana, jednu Pyramidalis), devet heterofilnih i dvije izofilne.

Prvobitna namjera bila je u svakoj populaciji uzeti uzorke s po 20 odraslih i sasvim
zdravih jedinki (po dva sasvim rascvjetana cvijeta), medusobno dovoljno udaljenih da
se moze pretpostaviti kako ne predstavljaju klonsku populaciju, kako bi uzorak bio
ujednacen. Medutim, s obzirom na to da su pojedine populacije bile vrlo malobrojne,
te su kao takve i zastiCene u sklopu nacionalnih parkova ili parkova prirode, od tog
sam pravila povremeno morala i odstupati. Tako je najmanja populacija zastupljena sa
samo dvije jedinke (dva cvijeta), a dvije najvece s po 24 cvijeta, te ukupni uzorak za
morfometrijsku analizu nije mogao biti ujednacen. U svakom slu€aju, populacija se pri
uzorkovanju nastojala Sto manje ostecivati, odnosno uzimalo se samo onoliko uzoraka
(cvijet, list, bazalne reznice) koliko ne Steti daljnjem zivotu jedinke, a samo je do pet
primjeraka po populaciji herbarizirano (voucher).

Biljni materijal za DNA analizu

U srediStu DNA istrazivanja nasSle su se ukupno 23 vrste (tablica u Prilogu 5)
zvoncica iz cilinog poducja primorskih Dinarida, ali i Sire, koje predstavljaju nekoliko
evolucijskih linija roda Campanula. DNA analiza usmjerena je na zvonci¢e
«izofiloidnih» agregata (u smislu Geslota 1984) Waldsteiniana (Campanula
waldsteiniana, C. tommasiniana) i Pyramidalis (C. pyramidalis), izofilne vrste serije (u
smislu Trinajsti¢a 1978) Garganicae, te izbor heterofilnih vrsta iz agregata Rotundifolia
(uglavnom ovisno o dostupnosti materijala) primorskih Dinarida i srednje Europe. Kao
kontrolna ukljuena je vrsta Edraiantus tenuifolius.

Ukupne stani¢ne DNA izolirane su iz lisnih tkiva istrazivanih svojti. Do 100 mg
odraslih i sasvim zdravih listova s iste biljke odstranjeno je pincetom i pohranjeno u
plastiCnu vrecicu ili u silika-gel (samo kad je terensko istrazivanje bilo viSednevno),

ako je bilo moguce na prirodnom lokalitetu, kad i cvjetovi za morfoloSka mjerenja.
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Listovi za DNA-izolaciju prikupljeni su vec¢im dijelom na prirodnim stanistima, a manjim
naknadno, s biljaka uzgojenih iz reznica ili sjemenki skupljenih na prirodnim stanistima
(DNA izolirana iz herbarskog materijala zbog svoje se degradiranosti pokazala

nepogodnom za RFLP analizu kloroplastne DNA).

Uzgoj i pohrana materijala

Za vrileme skupljanja biljnog materijala za potrebe morfometrijskih i DNA analiza
na svakom sam lokalitetu s po nekoliko zdravih i dobro razvijenih biljaka prema
nacCelima vrtlarstva uzela i po nekoliko bazalnih reznica, koje su zakorjenjivane u
BotaniCkom vrtu PMF-a. Pri uzgoju zvoncCi¢a iz sjemenki i reznica skupljenih na
prirodnim lokalitetima, te iz sjemenki dobivenih razmjenom s drugim botanickim
vrtovima putem publikacija Delectus Seminum (Prilog 5), primijenjene su klasi¢ne
hortikulturne tehnike iz specijalizirane literature (Crook 1951, Lewis i Lynch 1998,
Eddie 2000).

Sve biljke uzete s prirodnih staniSta, uzgojene iz sjemenki/reznica skupljenih na
prirodnim stanistima ili dobivene razmjenom s drugim botanic¢kim vrtovima nalaze se u
uzgoju Botani¢kog vrta PMF-a u Zagrebu ili mojoj privatnoj zbirci. Tako je do danas
sastavljena ziva zbirka zvoncCica koja predstavlja stalni izvor materijala za daljnja
istraZivanja, te bazu za praéenje fenologije vrsta u kontroliranim uvjetima.

Ogledni (voucher) primjerci istrazivanog materijala (klasicno herbarizirani ili ulozeni

u FOA otopinu) pohranjeni su u Botani¢kom vrtu PMF-a u Zagrebu.
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3.2. Metode analize materijala

BIOMETRIJSKA ISTRAZIVANJA — usporedbena morfometrija cvjetova

Prilikom biometrijskih istrazivanja svaki je sabrani cvijet zvoncica izvaden iz FOA
otopine, ispran u destiliranoj vodi (herbarski uzorci cvjetova Sest populacija nakratko
su prokuhani u destiliranoj vodi kako bi poprimili Sto pravilniji oblik), skalpelom
prerezan izmedu dva reznja vjenci¢a do baze ¢aske i uklopljen u glicerol izmedu dvije
predmetnice. Svi preparati skanirani su u identiCnim uvjetima i s istim povecanjem i
spremljeni u racunalnom .jpg-formatu. Snimke su uredene (podeSena transparentnost)
u Adobe 6.0 racunalnom programu i jedna po jedna prenoSene u image-analyser
program za mjerenje Carnoy 2.0 Laboratorija za biljnu sistematiku Leuwen (2004).
Nakon skaniranja svi su secirani uzorci izvadeni iz glicerola, kratko isprani u etanolu i

vraceni u bocice s FOA otopinom.
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PETLI - duzina reZnja vjenéica Z »
PETW - &irina reznja vienci¢a u najSirem dijelu U?_;

SEPW - Sirina zupca ¢aske u najsirem dijelu
SEPLI - duzina zupca caske
SEPLc - duzina sraslog dijela ¢aske

FILL

FILL - duzina prasnicke niti
ANTL - duzina prasnice
STYL - duzina vrata tucka

Slika 3.2. Mjerena morfoloSka svojstva cvjetova roda Campanula.
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Devet mijerenih kvantitativnin  morfoloskih osobina (SI. 3.2) svakoga cvijeta
zabillezeno je u milimetrima i preneseno u program Excell 2002, u kojemu su
naknadno provjerene i uredene u stupce prikladne za obradu programom
STATISTICA 7.1 (StatSoft 2005). Kvantitativnhe mjerene osobine cvjetova prilagodene
su prema literaturnim podacima, prvenstveno Damboldta (1965ab) te Eddieja i
Ingrouillea (1999).

MOLEKULARNA ISTRAZIVANJA — analiza raznolikosti restrikcijskih
fragmenata kloroplastne trnT-trnF regije (RFLP trnT-trnF cpDNA)

Izolacija ukupne stanicne DNA

Ukupne stani¢ne DNA izolirane su iz 100-150 mg svjezeq ili 30-50 mg silika-gel
osusenog lisnog tkiva upotrebom DNeasy® Plant Mini DNA izolacijskog kompleta
(Qiagen®) na sljedeci nadin:

1. Lisno tkivo smjeSteno je u 1,5 ml epruvetu, preliveno tekuéim duSikom te
usitnjeno uz pomo¢ plasticnog tucka koji svojim oblikom potpuno pristaje dnu
epruvete (Sigma).

Dodano je 400 ul AP1 pufera (otopina detergenata i proteinaze) i 4 ul Rnaze A.

Dobiveni homogenat inkubiran je 10 minuta na 65°C uz povremeno mijeSanje

(liziranje stanica).

4. Dodano je 130 pl AP2 pufera te je epruveta smjeStena 5 min na -20°C (talozenje

denaturiranih proteina).

Sadrzaj epruvete je centrifugiran 7,5 min na x g.

Gorniji vodeni sloj (sadrzi DNA molekule) je prebacen na QlAshredder Mini Spin

kolonu te filtriran centrifugiranjem na x g 4 min.

7. 450 pl filtrata prebaceno je u novu 1,5 ml epruvetu te je dodano 675 pl AP3
otopine (AP3 otopina omogucava selektivno vezanje iskljuCivo DNA molekula na
silika-membranu unutar Dneasy Mini Spin kolone).

8. Nakon Sto je sadrzaj epruvete izmijeSan prevrtanjem epruvete, nanesen je na
Dneasy Mini Spin kolonu te centrifugiran 1 min na x g (vezanje DNA molekula na
silika-membranu).

9. Nakon Ssto je filtrat prebacen na Dneasy Mini Spin kolonu dodano je 500 ul AW
otpine (glavni sastojak je 70% etanol) te je centrifugirana 1 min na x g (ispiranje
DNA molekula vezanih na silika-koloni).

10. Postupak u koraku 9 ponovljen je jos jednom.

11. Dneasy Spin kolona je ostavljena otvorena 5 min na sobnoj temperaturi kako bi
ispario sav etanol.

12. Dneasy Mini Spin kolona je smjestena u Cistu 1,5 ml epruvetu te je na silika-
membranu dodano 100 pl AE otopine (vodena otopina TRIS-a koja odrzava pH
iznad 8, Sto je nuzno za sprjeCavanje degradacije DNA kroz duzi vremenski
period),
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13. Nakon centrifugiranja 1 min na 16000 x g otopina DNA skupljena je kao filtrat
prosjec¢ne koncentracije od 200 ng DNA /ul,
14. Kvaliteta i koncentracija izolirane DNA provjerena je na 1% gelu agaroze.

Umnozavanje kloroplastne trnT-trnF regije lanéanom reakcijom polimerazom
UmnoZavanje kloroplastne trnT-trnF regije odvijalo se u ukupnom volumenu od
100 pl u uredaju GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems®). Svaka

reakcijska otopina sadrzavala je sljedece:

e PCR pufer (50 mM KCI, 10 mM TRIS-HCI pH 8,3) / Eppendorf®/

e 200 ng DNA

e 100 uM svakog od Cetiri deoksinukleotid trifosfata — dATP, dCTP, dGTP, dTTP
/Eppendorf®/

e 0,36 uM svake trnT-trnF poCetnice (pocCetnica A 5-CATTACAAATGCGATGCTCT-3';
pocCetnica F 5'-ATTTGAACTGGTGACACGAG-3)

e 2,5mM Mg(Ac),

e 3 jedinice Taqg DNA Polymerase /Eppendorf®/

e steriliziranu deioniziranu vodu do ukupnog volumena od 100 pl.

Reakcija umnozavanja DNA odvijala se prema sljede¢em programu:

e 94°C 5 min (1 ciklus)
e 94°C 1 min, 58°C 1 min, 72°C 2 min (35 ciklusa)
e 72°C 10 min (1 ciklus).

Restrikcijska razgradnja kloroplastne trnT-trnF regije
Restrikcijska razgradnja svake umnozene kloroplastne trnT-trnF regije provedena
je odvojeno s ukupno osam restrikcijskin enzima: Alul, Haelll, Hinfl, Hpall, Rsal, Mael,

Taql i Tru9l (Roche). Ukupna reakcijska otopina bila je 20 ul, a sadrzavala je:

2 ul 10 x restrikcijskog pufera

0,4 pl restrikcijskog enzima

5,6 pl sterilizirane deionizirane vode

12 pl produkta lan€ane reakcije polimerazom (trnT-trnF kloroplastna regija).

Pripremljene otopine inkubirane su dva sata na 37°C (Alul, Haelll, Hinfl, Hpall,
Rsal, Mael) ili na 65°C (Taql i Tru9l).
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Elektroforeza u gelu agaroze

Elektroforeza u gelu agaroze upotrijebljena je kako bi se odredila kvaliteta izolacije
i koncentracija izolirane DNA te kako bi se razdvojili RFLP produkti. Kako bi se
omogucilo nanoSenje DNA u jazice i pra¢enje kretanja fragmenata kroz gel, dobivenim
produktima je prije elektroforeze dodan pufer za nanoSenje (30% saharoza, 0,25%
brom-fenolno modrilo, 0,25% ksilen-cijanol - Sambrook i sur. 1989).

Elektroforeza ukupne stanicne DNA provedena je u 0,8% gelu agaroze, u 0,5 x
TBE puferu (45 mM Tris-borat, 1 mM EDTA, pH 8) kroz 1 sat pri 100 V (Sambrook i
sur. 1989). Kako bi se odredila koncentracija i kvaliteta izolirane DNA, u istoj
elektroforezi su kao standardne DNA koriStene DNA bakteriokagBoehringer
Manheim) u koncentracijama 50, 100 i 250 ng/pl (Snowdon i Langsdorf 1998).

Za detekciju fragmenata DNA dobivenih umnozavanjem trnT-trnF kloroplastne
regije i DNA fragmenata dobivenih RFLP metodom koriStena je elektroforeza u 1,4%
gelu agaroze. Ta elektroforeza je takoder provedena u 0,5 x TBE puferu i pri naponu
od 100 V, dok brom-fenolno modrilo nije proSlo 10 cm kroz gel. Kao DNA standardi za
odredivanje veliCine DNA fragmenata na gelu agaroze upotrijebljeni su DNA veli€inski
standard VIl (Roche) raspona od 359 do 8576 bp i veliCinski standard 1X (Roche)
raspona od 50 do 1300 bp. DNA fragmenti su bojani etidij bromidom koji se specificno
veze na nukleinske kiseline interkaliraju¢i se izmedu duSi¢nih baza. Bojanje je
provedeno tako da je gel uronjen u otopinu etidij bromida u 0,5 x TBE puferu (5pg/ml)
te je tako ostavljen kroz 25 minuta. Gel je zatim ispran vodom i stavljen pod
ultraljubiasto svjetlo transiluminatora (Sigma® T-2202) gdje je fotografiran.
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3.3 Obrada podataka

UNIVARIJATNA OBRADA MORFOMETRIJSKIH PODATAKA

Staticka obrada morfometrijskin podataka obavljena je racunalno, uporabom
paketa Statistica 7.1 (StatSoft 2005). Sve koriStene metode provedene su koriStenjem
standardnih algoritama (Conover 1980, Everitt 1981, Legendre i Legendre 1998,
Sokal i Rohlf 1989, Quinn i Keough 2002).

Ovisnost mjerenih svojstava cvijeta o nezavisnim varijablama stanista

Moguci utjecaj vremena sabiranja (konzerviranja) uzoraka mjeren je koreliranjem
srednjih vrijednosti mjerenih osobina s relativnim vremenskim slijedom sabiranja
primjenom Pearsonovog koeficijenta korelacije (Legendre i Legendre 1998). Naime,
moze se pretpostaviti da prirodna sezonska, tj. razvojna varijabilost mjerenih osobina
utieCe na njihovo taksonomsko znacCenje starenjem cvjetova i smanjivanjem
(suSenjem) cvjetnih dijelova. Provjereno je stoga postojanje izravne veze izmedu
datuma sabiranja i srednjih vrijednosti osobina cvijeta.

Pearsonovim korelacijskim koeficijentom procijenjena je i ovisnost mjerenih
svojstava cvijeta s geografskim polozajem nalaziSta, kako bi se utvrdilo postoji li
njihova uzajamna veza. Geografski podaci o to€nom poloZaju lokaliteta na kojima su
prikupljani uzorci (isto€ne duzine, E, i sjeverne Sirine, N) dani su u obliku Gauss-
Krigerovih koordinata. Za hrvatske lokalitete koriSteni su podaci dobiveni GPS-
uredajem na samom terenu ili koordinatne mreze zemljovida u mjerilu 1:25.000, a za
lokalitete izvan Hrvatske pravokutne koordinatne toCke priblizno su odredene s karata
mjerila 1:100.000.

Deskriptivni statisti€ki pokazatelji

Za sve mjerene osobine cvjetova izraCunati su standardni statistiCki pokazatelji
(Conover 1980, Sokal i Rohlf 1989). Popis svih u ovom istrazivanju racCunatih
parametrijskih i neparametrijskih statistiCckin pokazatelja za svaku mjerenu varijablu

cvijeta prikazan je u Tablici 3.1.
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Tablica 3.1. Parametrijski i neparametrijski statistiCki pokazatelji izraCunavani pojedina¢no
za svaku mjerenu varijablu cvijeta.

Oznaka

varijable Opis varijable

N Veli¢ina ukupnog uzorka

X AritmetiCka sredina (srednja vrijednost), mm
) Suma vrijednosti, mm

(EE Conf (-95%) Interval povjerljivosti na -95%, mm
N Conf (95%) Interval povjerljivost na 95%, mm
‘é G Geometrijska sredina (srednja vrijednost), mm
2 H Harmonijska sredina (srednja vrijednost), mm
£ CV Koeficijent varijabilnosti, %
£ Min Najmanja izmjerena vrijednost, mm
S Max NajvecCa izmjerena vrijednost, mm
& SD Standardna devijacija, mm
SE Standardna pogreska (greska standardne devijacije)
Kurt. Koeficijent spljostenosti krivulje, kurtosis
Sk Greska koeficijenta spljostenosti krivulje
Skew. Koeficijent iskoSenosti krivulje, skewness
Sk GresSka koeficijenta iskoSenosti krivulje
= s? Varijanca (ovisi o N i x)
5 C Median (mjera sredidnje tendencije uzorka)
o Mo Mod (vrijednost koja se u uzorku najcesce pojavljuje)
g  F(Mo) Frekvencija pojavljivanja moda u uzorku
2 Q1 Donji kvartil, 25-ti percentil ili .25-ti kvantil
% Q3 Gorniji kvartil, 75-ti percentil ili .75-ti kvantil
E Raspon kvartila (3irina raspona oko medijana koja uklju¢uje 50%
= R (Q3-Q1) slu¢ajeva)
& R Ukupni raspon
< Xp(10) Percentil na 10
Xp (90) Percentil na 90

Distribucija podataka

Usporedno s rezultatima deskriptivnhe analize za svako pojedino mjereno svojstvo

nadinjeni su i neparametrijski testovi (Kolmogorov-Smirnov i y?) kojima se na razini od

5% (p>/=0,05) dokazalo slijedi li realna raspodjela ucestalosti (distribucija frekvencija)

rezultata mjerenja ciljnih varijabli normalnu (uobiCajenu, oc€ekivanu) krivulju

uCestalosti. Ovisno o statistiCkoj znaCajnosti toga testa u daljnoj su analizi koriSteni

parametrijski ili neparametrijski pokazatelji (Conover 1980, Sokal i Rohlf 1989).

27




Univarijatna analiza varijanci (Kruskal-Wallis ANOVA)

Analiza varijanci koriStena je za procjenu individualne i populacijske varijabilosti
uzorka temeljem odredenih mjerenih svojstava cvjetova. U ovom je istrazivanju
statisticka znacajnost razlika izmedu veceg broja grupa (svojti ili populacija) obzirom
na jednu varijablu (osobinu cvijeta) testirana koriStenjem neparametrijske ili Kruskal-
Wallisove analize varijanci (Conover 1980), koja se standardno koristi kad se
istraZivana svojstva ne pokazu normalno distribuiranima.

Za graficki prikaz rezultata unutar svake skupine (populacije) koriSteni su Box &
Whisker-dijagrami  koji prikazuju srednju vrijednost, standardnu pogresku, te

standardnu devijaciju pojedinih mjerenih svojstava unutar populacija.

MULTIVARIJATNA OBRADA MORFOMETRIJSKIH PODATAKA

Diskriminantna analiza

Diskriminantna analiza provodi se kad su skupine jasno definirane, tj. vec¢ prije
analize (a priori) poznate, te se za njima “ne traga”. Tom je metodom u ovom
istraZivanju ispitana struktura razlika medu populaciama uz procjenu njihovog
polozaja u diskriminacijskom prostoru (Legendre i Legendre 1998, Quinn i Keough
2002), ¢ime je utvrdeno koje se (nezavisne) mjerene varijable mogu najbolje iskoristiti
za razlikovanje dviju ili viSe prirodnih skupina primjeraka (populacija, vrsta, rodova). U
analizu su uklju¢ene sve mjerene varijable, a ne samo one koje su se na temelju
preliminarnih testiranja pokazale “signifikantnima”. Kao prirodne skupine uzeti su svi
primjerci cvjetova koji su uporabom determinacijskih klju¢eva odredeni kao pripadnici
iste vrste (zavisna ili grupiraju¢a varijabla), tako da ulazna matrica podataka nije
sadrzavala nedostajuce podatke (missing values) nego je ukljuCila sve mjerene
varijable. Podaci podrijetlom iz univarijatne statisticke analize ukazali su na postojanje
razlikovnih (diskriminantnih) varijabli, te smo primijenili «korak unaprijed» (forward
stepwise) podproceduru «korak po korak» (stepwise) diskriminacijske procedure. Tom
su metodom prvo izraCunati Wilks' Lambda koeficijenti, kojima je izrazen statisticki
znacaj snage razlikovanja u modelu. Vrijednost Wilks' Lambda varira od 1,0 (nema
razlikovnog znacenja) do 0,0 (savrSeno razlikovanje), ukazujuéi na mogucnost

razlikovanja prirodnih, unaprijed odabranih skupina.
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Vrijednost Wilks' Lambda koeficijenta izraZzen je i putem standardne F-vrijednosti,
koja je obrnuto proporcionalna od Wilks' Lambda koeficijenta, te je razlikovna snaga
varijable to veca $to je F-vrijednost veca.

Kanoni¢ka i korelacijska analiza

Za daljnji uvid u odnose varijabli i vrsta roda Campanula provedena je kanonicka i
korelacijska analiza (Legendre i Legendre 1998, Quinn i Keough 2002), temeljena na
izraCunu ukupnog broja mjerenih varijabli «manje jedna», ¢ime je dobiven odreden
broj nezavisnih, ortogonalnih diskriminacijskih funkcija od kojih svaka daljnja doprinosi
razlikovanju vrsta sve manje i manje. Za potrebe razumijevanja doprinosa svake
znaCajke cvijeta u diskriminaciji duz kanoniCkih osi, izraCunati su koeficijenti svih
kanonickih osi i svih varijabli, a matrica je standardizirana kako bi skale razli€itih
mjernih svojstava bile usporedive. Nakon 5to je utvrdeno koje osobine i u kojoj mjeri
doprinose razlikovanju vrsta duz pojedinih kanonickih osi, izraCunom kanonickih
srednjih vrijednosti (canonical means) ustanovljena je priroda te diskriminacije za
svaku o0s. Vjerojatnost pripadnosti odredenog primjerka odredenoj vrsti
pretpostavljena je na temelju rezultata diskriminacijske analize (post hoc ili a-posteriori
klasifikacija), tj. primjerci su klasificirani onoj vrsti kojoj su se na temelju osobina
cvijeta pokazali najblizima, te je tako otkrivena i nepreciznost a priori determinacije
vrsta. U grafiCkom prikazu, svaka vrsta predstavljena je centroidom, aritmetiCkom
sredinom pojedine varijable u n-dimenzionalnom prostoru (gdje je n=broj varijabli), a
udaljenost svakog primjerka do centroida svake vrste izraCunata je Mahalanobisovim

koeficijentom udaljenosti.

Analiza glavnih komponenata (PCA)

U ovoj je disertaciji PCA metoda koriStena kao klasifikacijska tehnika, kako bi se
utvrdila grupiranja vrsta ili populacija s obzirom na mjerene varijable cvjetova
(Legendre i Legendre 1998, Quinn i Keough 2002). Analiza glavnih komponenanta
primijenjena je na sve podatke, prethodno standardizirane z-score metodom, kako bi
se utvrdilo postojanje prirodnih skupina istrazivanih uzoraka, tj. kako bi ih se
klasificiralo. I1zracunato je ukupno devet PC-osi (koliko je i mjerenih varijabli) i njihovih
eigen-vrijednosti koje reprezentiraju raspon varijabilnosti (proportion of variance)
kanonickih varijabli na koje se odnose. Rezultati su prikazani i graficki, scatter-

dijagramom parova PC-osi u 2D-prostoru.
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Metode grupiranja podataka (Cluster analiza)

Cluster analiza koriStena je za utvrdivanje bioloSke udaljenosti medu prvobitno
neklasificiranim objektima (Everitt 1981, Legendre i Legendre 1998, Quinn i Keough
2002), u ovom slucaju populacijama. Koristena je UPGMA aglomerativna hijerarhijska
metoda, kojom se istovremeno samo jedna operacijska taksonomska jedinica
grupiranja (Operational Taxonomic Unit, OTU) pripaja drugoj. Ulazna informacija je
Euklidska matrica udaljenosti, a krajnji rezultat prikazan je dendrogramom. Primjenom
UPGMA metode bioloSke udaljenosti izmedu objekata (populacija) procijenjene su kao
prosjeCne Euklidske udaljenosti izmedu svih parova OTU-a u dva razliita klastera

viSedimenzionalnog prostora.

FILOGENETICKA OBRADA MOLEKULARNIH PODATAKA

Filogeneticka obrada molekularnih podataka izvrSena je racunalno, koristenjem
programskog paketa PAUP 4.0b10 (Phylogenetic Analysis Using Parsimony; Swofford
1993). Vrsta Edraianthus tenuifolius odabrana je kao kontrolna (out-group).

Analiza parsimonije (Parsimony analysis)

Prilikom analize parsimonije kao ulazni set podataka koriStena je binarna matrica
dobivena prevodenjem restrikcijskih fragmenata, tako da je postojanje restrikcijskog
mjesta kodirano s 1, a nepostojanje s 0 (Swofford 1993). KoriStena je MULPARS
opcija s jednostavnim “Stepwise” | “Tree Bisection Reconnection” (TBR) dodavanjem
grana. IzraCunate informativne karakteristike rezultirale su odredenim brojem jednako
parsimonicnih stabala (equally parsimonious trees). |z «najparsimoni¢nijin» (most
parsimonious trees) medu njima generiran je konacno jedan kladogram (50%-
majority-rule consensus tree) koristenjem CONTREE komande. Bootstrap-vrijednosti
[BS], koje ukazuju na vjerojatnost filogeneticke srodnosti odredenih grana, izraCunate
su koristenjem BOOTSTRAP komande.
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Metoda najblizeg susjeda (Neighbour-joining tree, NJ)

Kao dodatak analizi parsimonije koriStena je Metoda najblizeg susjeda.

Binarna matrica podataka upotrijebljena je za izraCunavanje genetske udaljenosti
izmedu OTU-a primjenom Nei i Li koeficijenta (Nei i Li 1979). Dobivena matrica
genetskih udaljenosti obradena je metodom najblizeg susjeda (neighbour-joining tree,

NJ - Swofford 1993), a rezultat prikazan filogenetskim stablom.
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4. REZULTATI

4.1. Rezultati usporedbenih morfometrijskih analiza

UNIVARIJATNA OBRADA MORFOMETRIJSKIH PODATAKA

Ovisnost mjerenih svojstava cvijeta o nezavisnim varijablama stanista

Ovisnost mjerenih svojstava cvijeta s vriemenskim sliiedom sabiranja uzoraka

Korelacije mjerenih varijabli cvijeta s vremenskim slijedom sabiranja prikazane su
u Tablici 4.1. Za vecinu mjerenih osobina korelacije nisu znacajne, tj. vrijeme sabiranja
uzorka nije utjecalo na izmjerene vrijednosti. lzuzetak €ini duzina prasnicke niti (FILL)
kod koje je uoena mala statisticki znacajna negativna korelacija (0=0,05, Sl. 4.1). No,
kako se i ta znacCajnost gubi uz primjenu nesSto strozeg kriterija (ve¢ na «=0,02),
mozemo zaklju€iti da vrijeme skupljanja uzoraka nije znacajno utjecalo na mjerene
varijable cvjetova, tj. razliCito vrijeme skupljanja biljnog materijala (stupanj zrelosti

(starost) cvijeta), ne utjeCe znacajnije na biometrijske rezultate istrazivanih populacija.
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Tablica 4.1. Korelacije vremenskog slijeda i mjerenih varijabli cvijeta: korelacija za FILL
znacajna je na a>/=0,05.

Varijabla| SEPLI| SEPLc| SEPW| PETL| PETLI| PETW| STYL| ANTL FILL
VremenskKi

sljed| 0,10 -0,23| 0,02 0,05| -0,04] -0,03] 0,04 0,16] -0,37

Ovisnost mjerenih svojstava cvijeta o0 geografskom polozaju

Devet mjerenih varijabli cvjetova roda Campanula stavljeno je i u prostorni
kontekst. Tri mjerena svojstva (SEPW, PETLI i ANTL) pokazala su statisticki znacajnu
korelaciju s geografskim poloZzajem lokaliteta sabiranja: redovito negativhu s
geografskom Sirinom, a pozitivhu s geografskom duzinom (Tab. 4.2), prikazanima u

obliku Gauss-Krigerovih koordinata (x koor, y koor).

Tablica 4.2. Korelacija mjerenih svojstava cvijeta ukupnog uzoraka s Gauss-Kriigerovim
koordinatama nalazista. o=0,05", a=0,03?, a=0,01°

Mjereno Koordinata nalaziSta

SVojstvo x koor y koor
SEPLI -0,08 0,21
SEPW -0,66'% 0,68'%
PETL 0,00 0,15
PETLI -0,53'% 0,47%
PETW -0,30 0,28
STYL -0,21 0,30
ANTL -0,46" 0,43!
FILL -0,37 0,34
SEPLc -0,29 0,27

ZnacCajnu pozitivnu korelaciju s geografskim poloZzajem (r=0,68) pokazuje Sirina
zubaca €aske (SEPW) u odnosu na geografsku duzinu (y koor; a=0,05, 0,03, 0,01). |
korelacija istoga svojstva s geografskom Sirinom (x koor) gotovo je jednako visoka, ali
negativna (r=-0,66), Sto znaci da Sirina zubaca ¢aske u najSirem dijelu najviSe ovisi 0
geografskom polozaju: zupci ¢asSke su to Siri Sto populacija Zivi na manjim (juznijim)
geografskim Sirinama i ve¢im (zapadnijim) duzinama. Znacajnu negativnu korelaciju

(r=-0,53) s geografskom Sirinom (x koor; «=0,05, 0,03, 0,01), pokazuje i svojstvo
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duZine reznjeva vjenci¢a (PETLI). Korelacija duzine reznjeva s geografskom duzinom
(y koor) nesSto je manje znacajna (o=0,05, a=0,03; r=0,47), no opet prati isti trend:
slobodni reznjevi vjenCica to su duZi $to vrste roda Campanula rastu na manjim
geografskim S&irinama i vecim duzZinama. Korelacije duzine prasnica (ANTL) s
geografskim koordinatama lokaliteta takoder su manje znacajne (za geografsku Sirinu
o=0,05, a=0,03 uz r=-0,46, a za duzinu a=0,05 uz r=0,43). U nesto manjoj mjeri, tako
su i prasnice roda Campanula duze Sto istrazivane populacije rastu juznije i zapadnije.

Treba naglasiti i da na ovisnost navedenih varijabli o koordinatama stanista jako
utjieCu populacie C. pyramidalis, znatno veéih cvjetova i sabrane naj-
sjeverozapadnije. No, cvjetovi C. pyramidalis bit ¢e jednostavno najveci bez obzira na
to gdje su sabrani, a i ta vrsta cvate najkasnije od svih istrazivanih, stoga je analiza u
ovom dijelu ponovljena i bez populacija vrste C. pyramidalis. Medutim, ni ti rezultati
nisu dali znacajnijih korelacija ve¢ na razini znac€ajnosti od a=0,03. Drugim rije€ima,
geografski polozaj lokaliteta sabiranja uzorka ne utjeCe znacCajnije na biometrijske
rezultate istrazivanih populacija, s vrstom C. pyramidalis ili bez nje.

Deskriptivna statistiCka analiza s distribucijom podataka

Originalne izmjere devet varijabli cvjetova zvonci¢a na cjelokupnom uzorku, bez
obzira na vrstu i populaciju (ukupno 410 cvjetova) prikazane su u Prilogu 6. Ukupni
rezultati deskriptivne statistike po populacijama i mjerenim varijablama prikazani su u
Prilogu 7. lzraCunati parametrijski i neparametrijski deskriptivni statistiCki pokazatelji
za cijeli uzorak i sve varijable prikazani su u Prilogu 8.

Rezultati Kolmogorov-Smirnov testa normalnosti distribucije dani su u Tablici 4.3 i
otkrivaju da tri varijable (SEPW, PETLI i ANTL) pokazuju znacajno odstupanje od
normalne distribucije. U daljnjem tekstu (str. 30-44) za svaku pojedinu mjerenu
varijablu po istrazivanim populacijama prikazane su u obliku Box & Whisker-dijagrama
srednje vrijednosti (x) i pripadajuce standardne devijacije (SD) sa standardnim
pogreSkama (SE). Ti rezultati zorno prikazuju medusobni odnos srednjih vrijednosti
pojedinih populacija, njihovu varijabilnost, te ukupan raspon mjerenih osobina.
Razdiobe ucestalosti (distribucije frekvencija) sa superponiranom krivuljom ocekivane
normalne razdiobe prikazane su u obliku histograma takoder iza svakog mjerenog

svojstva.
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Tablica 4.3 Rezultati neparametrijskih testova za utvrdivanje normalnosti distribucije

frekvencija za devet mjerenih varijabli u Eitavom uzorku

Kolmogorov-

Smirnov test
varijabla d p X2-test |df p distribucija
SEPL] 0,09664 n.s. 2,62535] 2 0,2691 normalna
SEPLc 0,1161 n.s. 3,51901) 2] 0,17213 normalna
Znacajno
SEPWJ| 0,22348] <0,1] 13,48679] 1] 0,00024] odstupanje!
PETL] 0,08844 n.s.] 0,58237] 1] 0,44539 normalna
Znacajno
PETLI] 0,19974] <0,15 17,6137] 2] 0,00015] odstupanje!
PETW] 0,10399 n.s. 2,58178] 1 0,1081 normalna
STYL] 0,09443 ns.] 0,61418] 1] 0,43322 normalna
Znacajno
ANTL] 0,18145] <O0,2 2,10571] 2] 0,34894| odstupanje!
FILL] 0,17162 n.s. 2,61105] 1] 0,10612 normalna
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DUZINA ZUBACA CASKE (SEPLI)

ProsjeCna duzina zubaca ¢asSke u ukupnom uzorku iznosi 3,56 mm, krecuci se u
rasponu od 1 mm pa do gotovo 1 cm, tako da je koeficijent varijabilnosti (CV) za to
svojstvo vrlo visok (47%), Cemu najviSe doprinose dvije istrazivane populacije vrste C.
pyramidalis, te jedna populacija vrste C. rotundifolia s.l. (Prilog 8). Na Box & Whisker-
dijagramu (sl. 4.2) vidi se izdvajanje izofilnih i izofiloidnih vrsta zupcima ¢aske kracim
od 3 mm, od heterofilnih vrsta s duljim zupcima.

Najkrace zupce ¢aske (izmedu 1,5 i 2,5 mm) imaju populacije C. waldsteiniana (s
lokaliteta Alaginac i Buljma), te talijanski subendem C. reatina. Malene zupce ima i C.
tommasiniana te dvije sjeverne populacije C. pyramidalis (Prilog 6), koje zajedno s
obje populacije C. rotundifolia s.l. imaju i jako velik raspon duZina zubaca, od gotovo 1
cm. Najduzi zupci ¢aske, od gotovo 8 mm, zabiljezeni su u populaciji C. velebitica sa
Zavizana, te kod vrste C. jordanovii, dok je duzina zubaca Caske ostalih populacija
vecinom izmedu 3,5 i 4,5 (6,5) mm. Na Sl. 4.2 moze se takoder zamijetiti i odredena
slicnost populacija heterofilnih zvonci¢a (duzina zubaca kre¢e se izmedu 2,5 i 4,5
mm), koje su redom manje varijabilne (s malim rasponom standardne devijacije).
Populacije C. justiniana medusobno su gotovo identiCne, a njima se prikljuuje i vrsta
C. marchesettii. Izrazitom varijabilnoscu isti¢e se populacija C. pyramidalis s PeljeSca
(viSe od 2 mm), te C. albanica iz Makedonije i C. velebitica s Buljme. Te tri populacije
najvise utjeCu na visok koeficijent varijabilnosti duzine zubaca ¢aske u uzorku, odmah
iza Sirine zubaca ¢aske.

Usprkos tome Sto koeficijenti spljoStenosti (kurtosis) i iskoSenosti krivulje
(skewness) iznose oko 1, odnosno -1, prema rezultatima Kolmogorov-Smirnov testa
(Tab. 4.3) odstupanja od normalne raspodjele duzina zubaca ¢aske nisu znacajna (sl.
4.3).

Mod ucCestalosti je multipli, kao i kod svih drugih mjerenih svojstava.
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SIRINA ZUBACA CASKE (SEPW)

Sirina zubaca &aske u najsirem dijelu (pri bazi) u ukupnom uzorku iznosi 0,82
mm (Prilog 8), na Sto najviSe utjeCe samo jedna mjerena populacija, C. pyramidalis s
PeljeSca (gotovo trostruko Siri zupci ¢asSke od vecéine ostalih vrsta). Koeficijent
varijabilnosti vrlo je visok (84%), ¢emu opet najvise doprinosi ista populacija C.
pyramidalis, dok su ostale 32 populacije (relativno) slabo varijabilne (Prilog 8). Sirina
zubaca Caske tako je daleko najvarijabilnije svojstvo od svih mjerenih: raspon
varijabilnosti kre¢e se od 0,06 mm (izmjereno u populaciji C. waldsteiniana s Buljme)
do ¢ak 5,24 mm (peljeSka populacija C. pyramidalis). Gledaju¢i po vrstama i
populacijama, najuze zupce Caske ima vrsta C. justiniana, a zupce uze od pola
milimetra imaju i populacije vrsta C. rotundifolia, C. tommasiniana i C. debarensis.
Sirinom zubaca &aske prosje¢no veéom od 3 mm izrazito odstupa vrsta C. pyramidalis
s PeljeSca, sto je u velikom neskladu s ostalim mjerenim populacijama, pa i iste vrste.
Populacije vrste C. pyramidalis, doduSe, imaju najSire zupce ¢aske uopce, §to se vidi
u Prilogu 6, kao i na dijagramu (sl. 4.4), ali su kod svih ostalih populacija osim peljeSke
te vrijednosti manje od 2 mm. Na istom se dijagramu moZe zamijetiti i da zupce Sire
od 1 mm ima joS samo vrsta C. jordanovii, dok ostale mjerene vrste i populacije imaju
(znatno) uze zupce i ve¢inom vrlo malu varijabilnost toga svojstva.

Visoke vrijednosti ukazuju na iznimno veliku spljoStenost (12,49) i skoSenost
(asimetri¢nost, 3,19) krivulje distribucije ucCestalosti spram pravilne, te je i analiza
primjenom Kolmogorov-Smirnov i X? testova (Tab. 4.3) pokazala znagajno odstupanje

od normalne raspodjele, $to se moze vidjeti na pripadaju¢em histogramu (sl. 4.5).

DUZINA sraslog dijela CASKE (SEPLc)

Prosje€na duzina sraslog (sinsepalnog) dijela ¢aske u ukupnom uzorku iznosi
2,31 mm, a kre¢e se od 1,16 mm pa do 6,74 mm. Koeficijent varijabilnosti (CV) za to
svojstvo iznosi relativno malih 26,75% (pripadaju¢a standardna devijacija (SD)
najmanja je od svih mjerenih varijabli: iznosi samo 0,62 mm - Prilog 8). Kao $to je
uocljivo na dijagramu (sl. 4.6), prema svojstvu duzine sraslog dijela Caske (bez
zubaca) ne izdvajaju se jasno bliske populacije ni vrste. Najduze Caske imaju tri
populacije vrste C. pyramidalis, od kojih dvije i vrlo velik raspon varijabilnosti (SD) kao

i standardne pogreske (SE).
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Prema svojstvu duzine sraslog dijela ¢aske u ukupnom uzorku ponesto se istiCe
C. jordanovii sa ¢askom dugom 3 mm, te bliska C. velebitica sa ZaviZzana. Jasnije su
izdvojene populacije vrste C. waldstainiana svojim kratkim ¢askama, a ¢aske manje
od 2 mm imaju i C. debarensis te C. justiniana (iz sjene). Caske duzina izmedu 2 i 2,5
mm imaju vecinom sve ostale heterofilne populacije. Koeficijent spljoStenosti krivulje
iznosi 7,07 i ukazuje na vecu spljoStenost krivulje spram normalne, dok koeficijent
skoSenosti krivulje iznosi 1,69 i ukazuje na vecu desnu asimetri¢nost od uobiCajene
(sl. 4.7). Prema rezultatima Kolmogorov-Smrinov testa (Tab. 4.3) ta odstupanja ipak
nisu znacajna, pa se raspodjela ucestalosti za duZinu sraslog dijela ¢aske moze

Smatrati uobiCajenom.

DUZINA slobodnog REZNJA VJENCICA (PETLI)

Duzina slobodnog (nesraslog) dijela vjencica vazno je dijagnosticko svojstvo,
koje se u ukupnom uzorku krec¢e od 1,6 do 15 mm, sa srednjom vrijednoScu (x) od
5,49 mm. Koeficijent varijabilnosti (CV=45,63%) ponovo je relativno visok, ukazujuci
na znacajnu varijabilnost uzorka (Prilog 8).

Na Box & Whisker-dijagramu (sl. 4.8) istiCe se izdvajanje populacija vrste C.
pyramidalis od svih drugih, duZinama reznjeva izmedu 8 (Karlobag) i 12 mm (Brse¢).
Reznjeve duze od 6 mm imaju joS samo C. waldsteiniana sa Zavizana i C.
hercegovina sa Cvrsnice, dok veéina ostalih populacija ima reZnjeve vjengi¢a duzine
izmedu 5 i 6 mm, a najkrace C. cespitosa, C. tommasiniana i dio populacija C.
velebitica.

Koeficijent spljostenosti krivulje iznosi 1,367 i ukazuje na veéu spljoStenost
krivulje od uobiCajene, dok koeficijent skoSenosti krivulje iznosi 1,179, ukazujuéi na
desnu asimetriCnost krivulje. Analiza distribucija uCestalosti rezultata temeljem
Kolmogorov-Smirnov testa (Tab. 4.3) pokazala je znacCajno odstupanje od normalne

raspodiele (sl. 4.9).
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SIRINA REZNJA VJENCICA (PETW)

Deskriptivni pokazatelji procjenjuju prosjecnu Sirinu reznja vjenci¢a u najSirem
dijelu (PETW) u ukupnom uzorku na 4 mm, s rasponom izmjerenih vrijednosti
izmedu 0,7 i 9,24 mm. Koeficijent varijabilnosti od 40% moZe se smatrati
relativno visokim (Prilog 8). Dijagram Sirina reznja vjencCi¢a (sl. 4.10) po
populacijama pokazuje da najuze reznjeve ima vrsta C. debarensis (1,37 mm), a
jos je samo kod populacije vrste C. rotundifolia s.l. s Kuka rezanj vjenci¢a pri bazi
uzi od 2 mm. Relativho uske reznjeve (uze od 3 mm) ima i vrsta C. velebitica s
Visibabe, te obje populacije vrste C. tommasiniana. Populacije oko C. justiniana
smjestile su se izhad 5 mm, a C. velebitica iznad 3 mm. Najvece vrijednosti,
iznad 6 mm, zabilleZzene su kod populacija vrste C. pyramidalis. Uociljive su
relativno velike varijabilnosti i standardne pogreSke kod velikog broja populacija.

Raspodijela ucestalosti ove varijable u uzorku (sl. 4.11) s vrijednosti
koeficijenta spljoStenosti od -0,45 vrlo je pravilna (koeficijent skoSenosti takoder
je vrlo malen), te Kolmogorov-Smrinov test (Tab. 4.3) pokazuje da je Sirina reznja

vjenci¢a normalno distribuirano svojstvo.

DUZINA VJENCICA (PETL)

Prosje¢na duzina vjenci¢a mjerenih zvonc&i¢a u ukupnom uzorku iznosi 12,72
mm i ke¢ese od 3 mm (C. debarensis) do gotovo 23 mm (C. pyramidalis iz
Brseca), no koeficijent varijabilnosti za to svojstvo relativno je malen (27%). Zbog
najvece varijance medu svim mjerenim svojstvima (11,85 mm) i raspon
varijabilnosti (SD) je najveci i iznosi 3,44 mm (Prilog 8). lzrazito malene (kratke)
vjencice, prosjeCno duge tek 5,5 mm, ima vrsta C. debarensis, za kojom slijede
populacije vrste C. waldsteiniana s cvjetovima duZzine izmedu 7,5 i 9 mm, te vrlo
malom varijabilnoS¢u toga svojstva i duga izofilna vrsta, C. reatina, s vjenci¢cima
dugim oko 9 mm. Samo brsecCka populacija vrste C. pyramidalis te C. rotundifolia
s.l. s Cvrsnice imaju viendi¢e duze od 18 mm, uz relativno veliku varijabilnost
ovoga svojstva (sl. 4.12).

Raspodijela uc€estalosti rezultata u uzorku (sl. 4.13) s malenim vrijednostima
koeficijenta spljoStensoti i skoSenosti krivulje vrlo je pravilna, pa Kolmogorov-

Smirnov test (Tab. 4.3) dokazuje normalnu distribuciju ucestalosti.
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DUZINA VRATA TUCKA (STYL)

Srednja duzina vratova tu€aka u ukupnom uzorku iznosi 11,230 mm, a to
svojstvo ujedno ima i najmanji koeficijent varijabilnosti (CV) od svih mjerenih, manji od
25% (Prilog 8). Prosje¢no najduzi vratovi tu¢aka, od gotovo 17 mm, zabiljeZeni su kod
populacije vrste C. pyramidalis s Brse€a, koja ujedno ima i najveci raspon
varijabilnosti (SD=3,05 mm, sl. 4.14). Za Citav su centimetar kraci vratovi tuCkova
zavizanske populacije C. velebitica (7 mm), koji se podosta razlikuju i od ostalih
populacija iste vrste. Razmjerno kratke vratove (krace od 9 mm) ima i agregat C.
waldsteiniana - C. tommasiniana, te izofilna vrsta C. debarensis. Zanimljivo je
primijetiti da se dvije populacije vrste C. hercegovina s razli€itih lokaliteta i nadmorskih
visina podosta medusobno razlikuju prema duzini tu€aka, bas kao i populacije vrsta C.
rotundifolia i C. velebitica. Populacija vrste C. justiniana s Cabranke se razlikuje od
ostalih iste vrste, a Cini se slicnom populaciji vrste C. cespitosa iz Gerova. Jednako su
tako sli¢ne i populacije razli€itih primorskih vrsta: C. justiniana, C. marchesettii (Kuk) i
C. justiniana (Ucka).

Koeficijenti spljoStenosti i skoSenosti krivulje distribucije u€estalosti su maleni, pa
testovi znaCajnosti odstupanja od normalne distribucije nisu znacajni. Raspodijela

uCestalosti rezultata u uzorku (sl. 4.15) vrlo je pravilna.

DUZINA PRASNICA (ANTL)

Srednja vrijednost duzine praSnica u uzorku iznosi 4,15 mm, a u ukupnom
uzorku se kre¢e izmedu 1,351 i 9,341 mm. Koeficijent varijabilnosti (CV) za to svojstvo
iznosi gotovo 45% (Prilog 8). Na Box & Whisker-dijagramu (sl. 4.16) mozemo vidjeti
izdvajanje nekoliko skupina populacija. Temeljem prikazanih podataka, populacije
vrste C. pyramidalis jasno se izdvajaju daleko najveéim i prili€no ujednacenim (izmedu
7 i 8,2 mm) duZinama prasnica. Mali uzorak vrste C. rotundifolia s.I. s Cvrsnice
usamljen je izmedu 6 i 7 mm, s relativho velikim rasponom varijabilnosti (SD=1,23
mm). Dok su populacije vrste C. velebitica uglavhom «razbijene», populacije vrste C.
waldsteiniana pokazuju priliénu medusobnu sli¢nost, pa su tako i zaviZzanske
populacije vrsta C. velebitica i C. waldsteiniana bliskih duzina prasnica. Dvije
populacije vrste C. tommasiniana takoder su slicnih duzina prasnica, s malim

standardnim devijacijama i greSkama.
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Velik dio heterofilnin populacija nalazi se u istom rasponu vrijednosti duzina
pradnica: sve populacije C. justiniana (osim one s Cabranke, koja je bliza
makednonskim vrstama C. jordanovii i C. albanica), zajedno s vrstama C. marchesettii
i C. scheuchzeri. Dvije populacije vrste C. hercegovina ponovno se medusobno
razlikuju temeljem mjerenih duzina prasnica. Koeficijent spljoStenosti krivulje iznosi -
0,04 i ukazuje na gotovo normalnu spljoStenost krivulje, no koeficijent skoSenosti
krivulje iznosi 0,926 i ukazuje na znacajnu lijevu asimetriCnost. Duzina praSnica tako
je treCe mjereno svojstvo cvijeta zvoncCica za koje je analiza distribucije uCestalosti
pojavljivanja rezultata u uzorku temeljem neparametrijskih testova pokazala znacajno

odstupanje od normalne (sl. 4.17).

DUZINA PRASNICKIH NITI (FILL)

Duzina prasnickih niti (filamenata) takoder se smatra vaznim dijagnostickim
svojstvom, a u ukupnom uzorku iznosi prosjec¢no 2,95 mm (Prilog 8).

Koeficijent varijabilnosti za to svojstvo je 44,44%; najmanja izmjerena vrijednost
iznosi 0,9, a najvecCa 6,656 mm. Slicno kao i kod svojstva duzine prasnica, prema
duzini prasnickih niti (sl. 4.18) formiralo se nekoliko dobro odijeljenih grupa istrazZivanih
populacija. Jasno se izdvajaju populacije vrste C. pyramidalis, kojima se prikljuCuje i
sjenovita populacija vrste C. tommasiniana. Skupinu s prasni¢kim nitima dugim
izmedu 3 i 4 mm Ccine razliCite heterofilne populacije (C. albanica, C. cespitosa, C.
velebitica). NajveCu standardnu gresSku (SE=0,81) ima populacija vrste C. velebitica s
Visibabe, no taj je podatak diskutabilan zbog vrlo malog uzorka (samo dva cvijeta).

Neparametrijski testovi normalnosti nisu pokazali znacajnije odstupanje od
uobicCajene distribucije frekvencija (sl. 4.19).
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Rezultati Kruskal-Wallisove univarijatne analize varijanci

Neparametrijska univarijatna analiza varijanci (Kruskal-Wallis ANOVA)
provedena je na cjelokupnom uzorku od 33 populacije (410 uzoraka) za svih devet
mjerenih varijabli. U Tablici 4.4 prikazani su rezultati zbrojeva raspona mjerenih
varijabli. Rezultati su visoko znagajni (p=0,005) za sve varijable (H(n=24)>> y? 0,005),
Sto govori da se populacije medusobno znac€ajno razlikuju po svim mjerenim

osobinama cvjetova.

Tablica 4.4 Kruskal-Wallis ANOVA po zavisnim varijablama (mjerenim svojstvima cvjetova).
Nezavisna varijabla: populacija; Kruskal-Wallis test: H (32, N = 410); p = 0,005; Med =
Median test; x*= Chi-Square test (df=32).

Var SEPLI SEPLc SEPW PETL PETLI PETW STYL ANTL FILL
H 298,198 236,595| 308,309] 287,280| 324,080] 295,082 328,301 352,346| 324,774
Med 3,360 2,197 0,630{ 12,888] 5,089] 4,073] 11,091] 3,503 2,645
xz 263,139| 166,289| 224,278| 193,249| 231,534| 237,495] 291,605]| 315,232| 267,915

MULTIVARIJATNA OBRADA MORFOMETRIJSKIH PODATAKA

Diskriminantna analiza

Kako su rezultati univarijatne neparametrijske analize (Kruskal-Wallis)
nedvojbeno ukazali na postojanje razlikovnih (diskriminantnih) varijabli, u svrhu
utvrdivanja njihovog znacaja u determinaciji vrsta provedena je diskriminantna
analiza. Kao prirodna skupina (zavisna ili grupiraju¢a varijabla) uzete su vrste
zvoncica odredene uporabom standardnih determinacijskih klju€eva. Rezultati su
prikazani u Tablici 4.5, gdje je vidljivo da je Wilks' Lambda uvijek <1 (1=nema
razlikovnog znacenja, O=savrSeno razlikovanje), tj. sve izmjerene varijable cvijeta

imaju stanoviti razlikovni potencijal.

o1



Tablica 4.5 Cjelovita tablica rezultata diskriminantne analize: broj varijabli u modelu = 9;
zavisna varijabla = svojta (14 vrsta); Wilks' Lambda: 0,00194; approx. F (117,2913) =
32,516; p<0,0000

var Wilks' Partial F p-level Toler. 1-Toler.

FILL 0,005058 0,383986 47,88096 0,000000 0,848748| 0,151252
PETLI 0,005020 0,386888 47,29809 0,000000 0,405521| 0,594479
ANTL 0,004130 0,470193 33,63024 0,000000 0,633454| 0,366546
PETL 0,004117 0,471762 33,41916 0,000000 0,317709| 0,682291
STYL 0,002929 0,662973 15,17251 0,000000 0,418417| 0,581583
SEPLI 0,002655 0,731418 10,95975 0,000000 0,695678| 0,304322
PETW 0,002574 0,754437 9,71465 0,000000 0,546401| 0,453599
SEPW 0,002534 0,766317 9,10136 0,000000 0,659360| 0,340640
SEPLc 0,002322 0,836274 5,84331 0,000000 0,803752| 0,196249

Parcijalni Wilks' Lambda koeficijent (jedinstveni doprinos svake pojedine varijable,
Tab. 4.5, stupac 2) je jednak samom Wilks' Lambda koeficijentu. Najvec¢a F-vrijednost
dobivena je za duzinu prasnica (ANTL), te forward stepwise analiza zapocCinje s tom
varijablom. U daljnih devet koraka (koliko je i mjerenih svojstava cvijeta) varijable su
ukljuCivane redom, prema svojoj za svaki korak nanovo raCunatoj F (tj. parcijalnoj
Wilks' Lambda) vrijednosti (nakon ANTL slijedi FILL, pa PETLI, i td.). Kao Sto se vidi,
vrijednost parcijalnog Wilks' Lambda koeficijenta (odnosno F-vrijednosti) ukazuje da
ukupnom razlikovanju mjerenih vrsta roda Campanula u najveéoj mijeri doprinose
duzina prasnickih niti (FILL) i duzina slobodnih reznjeva vjencica vjencCi¢a (PETLI), te
dalje redom duzine prasnica (ANTL), ukupna duzina vjenci¢a (PETL), duzina vrata
tucka (STYL), duzina zubaca ¢aske (SEPLI), Sirina baze reznjeva vjenci¢a (PETW), i
Sirina baze zubaca cCaSke (SEPW). Najslabije razlikovno svojstvo je duZina
sinsepalnog dijela ¢aske (SEPLc).

Kanonicka i korelacijska analiza

Tijekom kanoniCke i korelacijske analize izraCunato je osam (9-1) nezavisnih,
ortogonalnih diskriminacijskih funkcija.

Najprije je racunato jesu li diskriminantne funkcije (roots, osi) statisticki znacajne
(Tab. 4.6). Prvi redak Tablice 4.6 sadrzi test znacajnosti za sve kanoni¢ke osi, drugi
statisticku znacajnost nakon uklanjanja prve osi, treCi nakon uklanjanja druge osi, itd.
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Osi 1-6 imaju a < 0,05, Sto znaci da mozemo doci do najmanje Sest tumacenja kako

pojedine mjerene osobine razlikuju pojedine vrste.

Tablica 4.6 Chi-Square testovi s uklanjanjem sukcesivnih diskriminantnih funkcija.

Eigen-values Canonicl Wilks' Chi-Sar. df p-level
0 10,30235 0,954737 0,001942 2481,987 |117 0,000000
1 3,93298 0,892907 0,021950 1518,046 |96 0,000000
2 2,18089 0,828023 0,108280 883,658 |77 0,000000
3 0,53458 0,590218 0,344425 423,687 |60 0,000000
4 0,45690 0,560010 0,528549 253,454 |45 0,000000
5 0,18251 0,392863 0,770043 103,870 |32 0,000000
6 0,06909 0,254206 0,910583 37,234 21 0,015823
7 0,01987 0,139576 0,973491 10,680 12 0,556562
8 0,00722 0,084660 0,992833 2,859 5 0,721668

Za potrebe razumijevanja doprinosa svake znacajke cvijeta u diskriminaciji duz
kanonickih osi, izraCunati su koeficijenti svih kanonickih osi i svih varijabli. Matrica je
standardizirana kako bi skale razliCitih mjernih svojstava bile usporedive, Sto je
prikazano u Prilogu 9. Utjecaj prve i druge kanoni¢ke osi u najvecoj su mjeri uvjetovani
istim dvjema varijablama: duZinom simpetalnog vjenci¢a (PETL) i duzinom zubaca
vienCi¢a (PETLI). Utjecaj trece kanoniCke osi u najvecoj je mjeri uvjetovan duzinom
vrata tu€ka (STYL) i prasnickih niti (FILL).

Nakon sto je utvrdeno koja svojstva cvijeta i u kojoj mjeri doprinose razlikovanju
vrsta duz pojedinih kanonickih osi, u idu¢em je koraku bilo ustanoviti prirodu te
diskriminacije za svaku os izraCunom kanonickih srednjih vrijednosti (canonical
means) po pojedinim a priori determiniranim vrstama, kao Sto se vidi u u Prilogu 10.
Ista tablica sadrzi i eigen-vrijednost, te kumulativni udio rastumacene varijabilnosti za
svaku 0s. MoZe se vidjeti da prva os sadrzi 58% objaSnjene varijabilnost, zajedno s
drugom 80%, a prve tri osi sadrze ukupno 92% objasSnjene varijabilnosti. OcCito je,
nadalje, da znacenje osi opada prema ostalima (4 do 9). Prva diskriminacijska os (root
1) u daleko najvecoj mjeri razlikuje vrstu C. pyramidalis (SI. 4.20 i 4.21), a potom u
manjoj mjeri vrste C. jordanovii, C. marchesetti te C. justiniana. Druga
diskriminacijska funkcija (root 2) u najvecoj mjeri razlikuje vrste C. debarensis i C.
waldsteiniana, a potom C. rotundifolia, iako sukladno eigen-vrijednostima i

kumulativnoj varijabilnosti te osi znatno manje nego $to je to slu¢aj za prvu os (Sl.
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4.20). Tre¢a diskriminacijska os (root 3) u najvecoj mijeri razlikuje vrste C.
tommasiniana i C. rotundifolia (SI. 4.21). Vrsta Campanula pyramidalis razlikuje se
duz prve kanoniCke osi od svih ostalih vrsta u analizi, prvenstveno pozitivhim
koeficijentom za duzinu &itavog vjenci¢a (PETL) i negativnim koeficijentom za duZinu
reznjeva vjencCi¢a (PETLI), te u manjoj mjeri negativnim koeficijentom za duzinu
prasnickih niti (FILL). Drugim rijeCima, Sto je vjenCiC kraci, a duzi njegovi reznjevi i
prasniCke niti, to je manje vjerojatno da primjerak pripada vrsti C. pyramidalis
(odnosno u manjoj mjeri i vrstama C. jordanovii, C. marchesettii i C. justiniana).

Druga kanonicka os u najveéoj mjeri doprinosi razlikovanju vrsta C. debarensis i C.
waldsteiniana od svih ostalih (Prilog 10), negativnim koeficijentom za duzinu Citavog
vijenCica (PETL) i pozitivnim koeficijentom za duZinu reznjeva vjenci¢a (PETLI), te u
manjoj mjeri negativnim koeficijentom za duzinu prasnica (ANTL). Drugim rije€ima, Sto
je vjencic¢ duzi, a kracCi njegovi reznjevi i prasni¢ke niti, manje je vjerojatno da primjerak
pripada vrstama C. debarensis i C. waldsteiniana. Duz tre¢e kanoni¢ke osi najviSe se
razlikuju vrste vrste C. tommasiniana i C. rotundifolia pozitivhim koeficijentom za
duZinu vrata tu¢ka (STLY), te negativnim koeficijentima za duzinu vjenci¢a (PETL) i
filamanata (FILL) (Prilog 9). Diskriminacijska snaga, medutim, znatno je manja nego
za prve dvije osi.

Sukladno eigen-vrijednostima i kumulativnoj varijabilnosti pojedinih osi manjoj od
3% (Prilog 9), Cetvrta kanonitka os doprinosi vrlo malo razlikovanju svojti: u najvecoj
mjeri vrste C. scheuchzeri, C. justiniana i C. debarensis, poglavito na temelju
pozitivnog koeficilenta za Sirinu baze reznja vjenCica (PETW), te negativnih
koeficijenata za duZinu sraslog dijela ¢aske (SEPL) i duzZine zubaca ¢aske (SEPLI).
Na temelju rezultata diskriminacijske analize izraCunata je udaljenost svakog
mjerenog primjerka do centroida svake vrste primjenom Mahalanobisovog koeficijenta
udaljenosti (Prilog 11). Konkretne vjerojatnosti pripadnosti mjerenih jedinki pojedinoj
vrsti nalaze se u Prilogu 12. U koloni “Vrsta” oznaCena je a priori determinacija, a u
kolonama koje slijede vjerojatnosti pripadanja toj ili nekoj drugoj vrsti. Nepodudaranje
a priori determinacije s a posteriori svrstavanjem primjerka nekom centroidu oznacen

je zvjezdicom (*).
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Slika 4.20 Scatter grafikon primjeraka prvih dviju kanoni¢kih osi (root 1, 2).
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Slika 4.21 Scatter grafikon primjeraka prve i tre¢e kanoniCke osi (root 1, 3). Legenda kao na
Slici 4.20.
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Pregled pripadnosti pojedinoj unaprijed odredenoj vrsti bez broj¢anih pokazatelja
vjerojatnosti dana je u Prilogu 13. U koloni “Vrsta” oznaCena je originalna
determinacija, a u kolonama koje slijede vjerojatnost pripadanja toj ili nekoj drugoj
vrsti, poCevsSi od najvjerojatnije klasifikacije (stupac 1) ka najmanje vjerojatnoj
(stupci>1). Nepodudaranje determinacije primjerka upotrebom klju¢eva i drugih
saznanja s a posteriori svrstavanjem istog primjerka nekome centroidu oznaceno je
zvjezdicom (*). Kao Sto se vidi, a priori determinacije heterofilnih vrsta naj¢esée su
pronalazene «netoCnima», dok su izofiloidne vrste najveéim dijelom «toCno»

determinirane.

Analiza glavnih komponenanta (PCA)

Rezultati analize glavnih komponenata pokazuju da kumulativna varijabilnost
sadrzana u prve tri PC-osi iznosi 77%, s oCekivanim najve¢im udjelom prve PC-osi od
53% (drugim rijeCima, viSe od pola ukupne varijabilnosti uzroka nosi prva PC-os, Tab.
4.7). Druga i treca PC-os doprinose ukupnoj varijabilnosti mnogo manje, 14%
odnosno 10%, dok preostalih Sest osi doprinosi tek oko 27%, pa se mogu zanemariti.
Doprinos svakog pojedinog mjerenog svojstva (varijable) svakoj od izraCunatih PC-osi
prikazan je u Tablici 4.8.

Distribuciji objekata duz prve PC-osi u najvecoj mjeri doprinose duzina prasnica
(ANTL) i vrata tucka (STYL), te manje Sirina reznja vjencica (PETW). Distribuciji
objekata duz druge PC-osi najviSe doprinosi duzina zubaca ¢aske (SEPLI) i duzina
vienCi¢a (PETL), a (manje) duzina sraslog dijela aske (SEPLc). | na kraju, distribuciji
objekata duz tre¢e PC-osi najviSe doprinosi duzina prasni¢ke niti (FILL), a mnogo
manje duZzina sraslog dijela ¢aske (SEPLc) i ukupna duzina vjenci¢a (PETL). Dva
mjerena svojstva, Sirina zubaca €aske u najSirem dijelu (SEPW) i duzina slobodnih
reznjeva latica (PETLI) nemaju znacajnijeg utjecaja na raspodjelu objekata u 3D-

prostoru prve tri PC-osi.

56



Tablica 4.7 Eigen-vrijednosti i kumulativna varijabilnost sadrzana u prvih devet PC-osi
(masno otisnute vrijednosti oznacavaju kumulativne varijabilnosti prvih triju osi).

PC-osi Eigenvalue % Total Cumulative Cumulative
1 4,765339 52,94821 4,765339 52,9482
2 1,275914 14,17683 6,041253 67,1250
3 0,899085 9,98983 6,940338 77,1149
4 0,632248 7,02498 7,572586 84,1398
5 0,526145 5,84606 8,098731 89,9859
6 0,354562 3,93958 8,453293 93,9255
7 0,206326 2,29251 8,659619 96,2180
8 0,200171 2,22413 8,859791 98,4421
9 0,140209 1,55788 9,000000 100,0000

Tablica 4.8 Faktor-koordinate mjerenih varijabli utemeljene na korelacijama. Masno su
oznacene po tri osobine za prve tri PC-osi €ije je doprinos distribuciji najznacajniji.

varijabla Factor 1 Factor 2 Factor 3 Factor 4 Factor 5 Factor 6 Factor 7 Factor 8 Factor 9

SEPLI -0,546580 -0,589373 0,235756 -0,494520 -0,118012 0,054734 -0,135931 0,135047 0,011020

SEPLc -0,623561 -0,379919 -0,354336 -0,061438 0,573071 -0,065985 0,057902 -0,037145 -0,002875

SEPW -0,708348 0,448442 0,091823 -0,453455 -0,061073 -0,047909 0,194721 -0,186178 -0,066984

PETL -0,762139 -0,448165 -0,030589 0,215941 -0,277184 -0,141746 0,077114 -0,180479 0,187843
PETLI -0,755652 0,513430 0,156366 0,009913 0,175355 0,022428 -0,284537 -0,068907 0,154498
PETW -0,777656 0,091911 0,402630 0,214609 0,051210 -0,364929 0,045107 0,178604 -0,094368
STYL -0,865036 -0,178731 0,057590 0,263777 -0,068330 0,244084 -0,100171 -0,135253 -0,233022
ANTL -0,865491 0,182080 -0,025744 0,111382 -0,007753 0,334048 0,192369 0,213606 0,102089
FILL -0,567475 0,212386 -0,719752 -0,059434 -0,255238 -0,141363 -0,102944 0,112919 -0,053025

Scatter graf na Slici 4.22 sadrzi prikaz disperzije svih 410 mjerenih cvjetova na 2D-
prikazu obzirom na prvu i drugu PC-os, koje zajedno nose 67% ukupne varijabilnosti.
Uodljivo je izdvajanje uzoraka vrste C. pyramidalis od ostalih uglavhom duz prve PC-
osi, tj. temeljem duzine prasnica (ANTL) i vrata tucka (STYL), te Sirine reznjeva
vienCi¢ca (PETW). Ostatak uzorka sastoji od dvije medusobno nesto slabije izolirane
skupine biljaka, koje se odvajaju uglavnhom na temelju duzine sraslog dijela ¢aske
(SEPLc), te duzine slobodnih reznjeva vjenci¢a (PETLI) i zubaca ¢aske (SEPLI). Prvu
podskupinu €ine gotovo isklju€ivo uzorci cvjetova prethodno odredenih kao C.
waldsteiniana, dok se u drugoj podskupini ne mogu jasno razdvoijiti pripadnici ostalih

analiziranih svoiti.
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Slika 4.22 2D-scatter graf s a-priori determiniranim vrstama uzorka u koordinatnom sustavu
prvih dviju PC-osi.

Kao Sto se jasno vidi, uzorci originalno odredeni kao pripadnici agregata
Rotundifolia ne mogu se temeljem Kkarakteristika cvijeta jasno razdvojiti prema
vrstama, odnosno, bit ¢e potrebni i drugi faktori u to€nom odredivanju vrsta te skupine.
Tek su neSto kompaktnije rasporedeni primjerci vrsta C. justiniana, C. jordanovii i C.
scheuchzeri, dok su uzorci a priori odredeni kao C. albanica i C. velebitica rasprSeni
«oblakom» skupine Rotundifolia. Pripadnici agregata Pyramidalis i Waldsteiniana
puno se bolje razdvajaju, s tim da C. tommasiniana ima donekle intermedijarni polozaj
prema agregatu Rotundifolia. Izofilna vrsta C. debarensis kompaktnijeg je «oblaka»,
ali nejasno izdvojena od Rotundifolia, dok se C. reatina (mjeren mali broj uzoraka), ni

po ¢emu ne istiCe obzirom na varijable koje opisuju prve dvije PC-osi.
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Metode grupiranja podataka (Cluster analiza)

Primjenom UPGMA aglomerativne hijerarhijske metode dobiven je dendrogram
(SI. 4.23) za 33 istrazivane populacije roda Campanula prema mjerenim
karakteristikama cvijeta. Topologija dendrograma jasno ukazuje na postojanje dviju
glavnih skupina istrazivanih vrsta roda Campanula s obzirom na mjerene varijable
cvijeta, kao Sto je to veC prikazano i rezultatima prethodnih analiza. Skupina
sastavljena iskljuivo od populacija vrste C. pyramidalis sasvim je odvojena od svih
ostalih vrsta i populacija ve¢ na Euklidskoj udaljenosti od D=9,76. Medusobno se
najviSe razlikuju populacije s poluotoka (Istra i PeljeSac, D=6,28), dok su najsli¢nije
one geografski najblize (s primorskih obala Tribnja i Karlobaga, D=2,18). U drugoj
velikoj skupini mogu se prepoznati Cetiri ve¢e podskupine populacija. Prva se odvaja
(na D=8,27) podskupina gradena od izofilnih vrsta C. debarensis i C. reatina, koja je
nesto sli¢nija klasteru triju blisko povezanih populacija C. waldsteiniana. U sljedeéem
se stupnju (na D=7,74), odvajaju vrste grupe Rotundifolia: sasvim odvojena od ostatka
vrsta je populacija C. velebitica sa Zavizana, a slijedi niz slabije povezanih populacija:
C. jordanovii, C. velebitica s Dabra, te hercegovacke populacije C. rotundifolia s.I. i C.
hercegovina s Jelinka. Mali zasebni klaster unutar ovog veceg €ine dvije populacije C.
justiniana sa suncanih staniSta razliCitih ekspozicija Snjeznika (zapravo ista
populacija, s najmanjom izmjerenom Euklidskom udaljeno$¢u od D=1,17), kojima se
prikljuCuje i uzorak C. velebitica sa suncanog stanista Visibabe.

Treéu skupinu vrsta formiraju obje populacije C. tommasiniana, koje se gradom
cvijeta Cine najslicnijima klasteru vrsta C. cespitosa i C. hercegovina iz doline
Drezanke (vezane na D=1,97), a toj se skupini prikljuCuju i dvije populacije C.
velebitica, s travnatih staniSta Buljme i Visibabe. Posljednji veci klaster (odvaja se na
D=4,71) vrlo je heterogen, graden od razliCitih, srodnih vrsta grupe Rotundifolia.
Formiraju ga C. rotundifolia s.l. s Kuka iznad Platka, sjenovita populacija C. justiniana
s izvora Cabranke, te makedonska C. velebitica i C. marchesettii s Kuka. Makedonska
C. albanica takoder se malo izdvaja od ostalih srodnih vrsta: C. scheuchzeri, C.

justiniana s UCke te C. velebitica s Malog Alana (vezane na vrlo maloj D=1,19).
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Slika 4.23 Dendrogram za 33 populacije roda Campanula dobiven UPMGA metodom.

Zanimljivo je primijetiti da samo nekoliko a priori determiniranih populacija istih
vrsta agregata Rotundifolia generira zajedniCke skupine (nekoliko populacija C.
velebitica i C. justiniana), istiCuci veliki polimorfizam unutar skupine. Kao $to se i ovdje
vidi, za sigurnu determinaciju vrsta agregata Rotundifolia o€igledno nisu dovoljne

samo morfoloSke karakteristike cvijeta, vecC i drugi parametri.
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4.2 Analiza materijala za molekularna istrazivanja

RAZNOLIKOST RESTRIKCIJSKIH FRAGMENATA KLOROPLASTNE trnT-trnF
REGIJE

Izolacija ukupne stanicne DNA

Rezultati izolacije ukupne stani¢ne DNA svih istrazivanih svojti roda Campanula
upotrebom DNeasy® Plant Mini DNA izolacijskog kompleta (Qiagen) prikazani su na
Slici 4.24. 1z prikazane fotografije vidljivo je kako je izolirana ukupna stanicna DNA
visoko polimerna, bez vidljive degradacije te bez prisutnosti polisaharida i RNA
molekula. Usporedbom s DNA koncentracijskim standardima bakteriofaga A odredena
je veli€ina izoliranih DNA fragmenata od 23 kb i prosje¢na koncentracija od 200 ng/pl.

1234567 89 1011121314151617181920212223 24252627 2829

kb

23,0 LA Y e . I T i I E L TrTmeeys R e —

Slika 4.24 Ukupne stanitne DNA 26 svojti roda Campanula te kontrolne vrste Edraianthus
tenuifolius. Pruga: 1. = C. rotundifolia I, 2. C. carpatica, 3. C. garganica, 4. C. isophylla, 5.
C. cochleariifolia, 6. C. fenestrellata, 7. C. hercegovina, 8. C. scheuchzeri, 9. C.
witasekiana, 10. Edraianthus tenuifolius, 11. C. rotundifolia 1l, 12. C. fenestrellata ssp.
istriaca, 13. C. pyramidalis, 14. C. tommasiniana, 15. C. velebitica, 16. C. justiniana, 17. C.
poscharskyana, 18. C. portenschlagiana, 19. C. waldsteiniana, 20. C. versicolor, 21. C.
reatina, 22. C. romanica, 23. C. xylocarpa, 24. C. gentilis, 25. C. tatrae, 26. C. moravica,
27. A DNA 50 ng/ul, 28. A DNA 100 ng/ul, 29. A DNA 250 ng/pl.
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UmnoZavanje kloroplastne trnT-trnF regije lanéanom reakcijom polimerazom

Umnozavanjem trnT-trnF lan€anom reakcijom polimerazom dobiveni su fragmenti
DNA veliCine 1,8 kb. Na Slici 4.25 prikazan je rezultat umnozZavanja trnT-trnF

kloroplastne regije osam od ukupno 26 istrazivanih svojti zvoncica.

Slika 4.25 trnT-trnF kloroplastne regije osam vrsta roda Campanula umnozZzene lanéanom
reakcijom polimerazom. Pruga 1. = C. rotundifolia s.I., 2. C. carpatica, 3. C. hercegovina,
4. C. pyramidalis, 5. C. fenestrellata s.s., 6. C. tommasiniana, 7. C. portenschlagiana, 8. C.
waldsteiniana, 9. DNA veli€inski standard VIl (Roche).

Restrikcija trnT-trnF kloroplastne regije

Restrikcijom trnT-trnF kloroplastnih regija 25 svojti zvonci¢a i vrste Edraianthus
tenuifolius dobiveno je ukupno 73 polimorfna fragmenta (tablica u Prilogu 14). Najvedi
broj polimorfnih fragmenata dala je restrikcija s restrikcijskim enzimom Alul (14), a
najmanji broj s restrikcijskim enzimom Rsal (pet). Na Slici 4.26 prikazan je tipi€an
restrikcijski profil nakon elektroforeze u 1,4% gelu agaroze osam od ukupno 26
istrazivanih svoiti.
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Slika 4.26. Restrikcija kloroplastnih trnT-trnF regija osam vrsta roda Campanula upotrebom
restrikcijskog enzima Hinfl. Pruga 1. = DNA veliCinski standard IX (Roche) 2. C.
rotundifolia s.l., 3. C. carpatica, 4. C. hercegovina, 5. C. pyramidalis, 6. C. fenestrellata
s.s., 7. C. tommasiniana, 8. C. portenschlagiana, 9. C. waldsteiniana,10. DNA veli€inski
standard VII (Roche).

FILOGENETICKA OBRADA MOLEKULARNIH PODATAKA

Analiza parsimonije

Nakon Sto su su dobiveni restrikcijski fragmenti prevedeni u binarnu matricu
(1=fragment prisutan, O=fragment odsutan) izlazna matrica podataka sadrzavala je
ukupno 26 svojti i 73 binarne karakteristike (Prilog 14). Wagnerova analiza parsimonije
tog seta podataka sadrzi 14 konstantnih i 20 varijabilnih karakteristika, neinformativnih
za potrebe parsimonije. Ukupno 39 informativnih karakteristika rezultiralo je s 23
jednako parsimoni¢na kladograma (equally parsimonious trees) s duzinom od 89
koraka, indeksom konzistencije (Cl) 0,6629 (CI bez neinformativnih
karakteristika=0,5652), indeksom homoplazije (HI) 0,3371 (HI bez neinformativnih
karakteristika=0,4348) i indeksom retencije (RI) 0,8636. Kladogram (50%-majority-rule
consensus tree) generiran iz 23 «najparsimonicnijihny dendrograma (most

parsimonious trees) prikazan je na Slici 4.27. OCito je grupiranje uklju¢enih svojti u
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dvije osnovne skupine (kladusa). Prva grupa (bootstrap-vrijednost [BS] od 100%)
obuhvaca obje podvrste C. fenestrellata, zatim vrste C. portenschlagiana, C.
poscharskyana, C. garganica i, kao najudaljeniju, vrstu C. reatina. Dobiveni rezultati
sasvim podrzavaju teoriju o bliskoj srodnosti medu izofilnim vrstama serije
Garganicae. NeocCekivano, tipicna izofilna vrsta nekadasnje Damboldtove grupe
Isophylla, C. isophylla, sasvim je razdvojena od glavne jezgre jednakolisnih zvoncica.

Druga skupina vrsta jasno je podijeljena u dvije podskupine. Prva podskupina
sastavljena je od “izofiloidnih” svojti, ¢lanova agregata Pyramidalis i Waldsteiniana, s
pridruzenim paleoendemom C. carpatica. Kako se mala skupina izofiloidnih svoijti Cini
nedvojbeno zajednickog postanka (monofileticka) s heterofilnom podgrupom vrsta (BS
100%), izgleda da bi joj bolje pristajao radni naziv «heterofiloidna». Vrsta C. isophylla
¢ini se bliskijom toj «heterofiloidnoj» skupini (mada je ta teorija poduprta vrlo malenim
BS, od samo 65%), nego «pravim» jednakolisnim vrstama.

Druga podskupina druge skupine vrsta pokazuje veliku medusobnu srodnost (BS
100%) glavne jezgre svojti kompleksa vrste C. rotundifolia s.l.: zapravo, slicnost
izmedu tih svojti prevelika je da bi se jasno razlucCila koriStenjem RFLP analize cpDNK.
Ono Sto je ovdje najuocljiviie i najzanimljivije je to da, usprkos velikoj morfoloSkoj
slicnosti s grupom Rotundifolia vrsta C. cochleariifolia doista ne pripada tome
srodstvenom krugu, nego je vrlo «labavo» vezana s heterofilnim vrstama (BS od

samo 57%).

Metoda najblizeg susjeda

Opca topologija filograma dobivenog NJ-metodom (SI. 4.28) veoma je sli€na onoj
«50%-majority-rule consensus» stabla (Sl. 4.27). Ponovo se jasno razlu€uju iste dvije
temeljne skupine vrsta, izofilna i heterofilna/heterofiloidna. Skupina sastavljena od
jednakolisnih zvonci¢a ponovno odgovara seriji Garganicae; vrsta C. reatina se ovaj
put Cini nesto srodnijom s linijjom C. fenestrellata, ali je joS uvijek prilicno udaljena.
Vrsta C. isophylla ponovo je sasvim odvojena od izofilnih vrsta i prikljucena
«heterofiloidnim» svojtama druge grupe, koje obuhvacaju vrste agregata Waldstiniana
i Pyramidalis, uz vrstu C. carpatica. U heterofilnom klasteru («grozdu») najizdvojenija
je vrsta C. cochleariifolia, dok su svojte okupliene oko C. rotundifolia prakti¢no

neprepoznatljive.
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Slika 4.27 «50%-majority-rule consensus» stablo izabrano izmedu 23 «najparsimonicnija»
(most parsimonious) stabla temeljena na PCR-RFLP restrikcijskim fragmentima trnT-trnF
kloroplastnih DNA regija. Brojevi na granama ukazuju na vjerojatnost (u %) kojom se
podupire poloZaj svake grane. Kratice svojti roda Campanula na stablu nalaze se u tablici
u Prilogu 5. Edraianthus tenuifolius koridten je za «zakorjenjivanje» kladograma.
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Slika 4.28 Kladogram dobiven Neighbour-joining metodom uporabom Nei-ovog koeficijenta

genetiCke razli€itosti,

temeljen na PCR-RFLP

restrikcijskim fragmentima trnT-trnF

kloroplastnih DNA regija. Kratice svojti roda Campanula na stablu nalaze se u tablici u
Prilogu 5. Edraianthus tenuifolius koristen je za «zakorjenjivanje» kladograma.
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5. RASPRAVA

5.1. Usporedbena morfometrija cvjetova i moguéa srodnost zvonéi¢a
primorskih Dinarida

Naglasak na morfoloSke karakteristike cvijeta u ovome je radu stavljen iz dva
razloga: Prvo, srodstvene linije roda Campanula u srediStu istrazivanja tradicionalno
su razdvojene temeljem grade listova (ne/postojanje heterofilije), dok se o morfoloSkim
karakteristikama cvjetova govori samo kao o zvjezdastima ili zvonCastima, bez
provedene temeljitije komparacije njihovih svojstava. Drugo, istrazujuéi gradu cvijeta
kod dva blisko srodna ¢lana agregata Waldsteiniana Damboldt (1965b) je zaklju€io da
varijable cvijeta, a osobito oblik vjenci¢a, trebaju biti tretirani kao puno vaZznije
sistematsko svojstvo unutar roda Campanula, stoga sam odlucila upravo nijih
usporediti sa cvjetovima agregata Rotundifolia i Garganicae.

Obzirom na to da je razvitak svake populacije temeljen na genetiCkim osobinama
kao i na raznovrsnim utjecajima okoliSa, morfometrijske su metode dobri pokazatelji i
interakcije genoma i staniSta. No, kao Sto su rezultati pokazali, korelacije s
vremenskim slijedom sabiranja uzoraka nisu se pokazale znacCajnima: jedino se
duzina prasnickih niti (FILL) malo smanjuje prema kraju vegetacijske sezone, a to je
trend koji se i oCekuje kod proterandri¢nih vrsta. PrimijeCena mala korelacija s
geografskim polozajem lokaliteta (gledano od sjeveroistoka prema jugozapadu zupci
Caske (SEPW) su sve Siri, a reznjevi vjencCi¢a (PETLI) i praSnice (ANTL) sve duze)
takoder se izgubila ve¢ uz nesto strozZe kriterije. Tako se temeljem rezultata korelacija
devet morfometrijskih varijabli s nezavisnim varijablama staniSta moze zakljuciti da su
mjerena svojstva cvijeta pod jakom genetiCkom kontrolom.

lako su rezultati neparametrijske univarijatne analize pokazali visoku znacCajnost za
sve mjerene varijable cvijeta, one nisu sve jednako vaZzne u razlikovanju srodstvenih
linija 14 vrsta roda Campanula uklju€enih u morfoloski dio istrazivanja.

Najvarijabilnijim svojstvom unutar Citavog uzorka, s koeficijentom varijabilnosti od
84%, pokazala se Sirina zubaca ¢aske (SEPW), za kojom slijedi duzina zubaca ¢aske
(SEPLI), te duzina reznjeva vjenci¢a (PETLI). Dok je SEPLI normalno distribuirano
svojstvo u ukupnom uzorku, SEPW i PETLI (zajedno s duzinom prasnica, ANTL)
prema rezultatima Kolmogorov-Smirnov testa to nisu. Treba takoder naglasiti i da na
tako visok postotak varijabilnosti (posebno za SEPW) jako utjeCu populacije vrste C.
pyramidalis (Tribanj-Marija Magdalena) koja ima iznimno Siroke zupce, dok je to
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svojstvo inaCe, kod vecine ostalih populacija i vrsta, relativno stabilno i slabo
varijabilno. Populacije C. pyramidalis svojim krupnim cvjetovima uvelike utjeCu na
podatake u ukupnom uzorku, Sto se dobro vidi na Box & Whisker dijagramima za
PETLI (SI. 4.8, str. 37) i ANTL (Sl. 4.16, str. 44). U ukupnom uzorku najmanje varira
duzina vrata tuCka (STYL), a osobito varijabilne nisu ni Sirina reznja vjencica (PETW),
te duzina prasnica (ANTL) i prasnickih niti (FILL), koji normalno ovise o zrelosti cvijeta.
Tako je ve¢ metodama deskriptivne statisticke analize razdvojeno nekoliko «prirodnih»
skupina zvonci¢a obzirom na gradu cvijeta, no tek multivarijatna obrada podataka daje
jasniju sliku kretanja mjerenih svojstava cvjetova po populacijama i vrstama.

Rezultati diskriminantne analize u ukupnom razlikovanju mjerenih vrsta roda
Campanula u najvecoj mjeri daju vaznost duzini prasni¢kih niti (FILL) i slobodnih
reznjeva vjencCi¢a (PETLI). Tu opet treba naglasiti da jedino cvjetovi vrste C.
pyramidalis imaju filamente znatno krace od antera, $to ponovo utjeCe na sliku
kretanja tih svojstava u ukupnom uzorku. Ovo jasno izdvajanje populacija C.
pyramidalis vrlo je dobro uocljivo na Scatter grafikonima kanoniCke i korelacijske
analize (sl. 4.20i 4.21, str. 50), kao i PCA (sl. 4.22, str. 52). Cvjetovi te vrste jasno se
izdvajaju od svih ostalih prvenstveno veliCinom svojih vjencica (PETL, PETLI), ali
temeljno slijede osnovni tip grade cvijeta koji se moze nazvati zvjezdastim ili
«izofilnim» (kakav imaju jednakolisni zvoncici).

Uzorci preklasificirani kao izofilni i izofiloidni (Campanula fenestrellata ssp.
debarensis, C. reatina, C. waldsteiniana i posebno C. pyramidalis) slijede taj
zvjezdasti oblik cvijeta i temeljem kvalitativnih varijabli sasvim su jasno razdvojeni od
ostatka, uzoraka heterofilnih vrsta kojima se pridruzuje i C. tommasiniana zvonc¢asto-
cjevastog cvijeta (to je dobro uocljivo na dendrogramu cluster-analize, sl. 4.23, str.
55). Pokazalo se i da su a priori klasifikacije uzoraka koji slijede izofilnu gradu cvijeta
najcesce «toCney, jer se usprkos slicnom tipu grade cvijeta te vrste medusobno dobro
razlikuju, za razliku od heterofilnih, koje su najceSce «netoCne» jer slijede gotovo
identi¢ni tip grade cvijeta. Temeljem rezultata kanoniCke i korelacijske analize
mozemo zaklju€iti i da su diskriminantne karakteristike vjencica vece od onih Caske,
Sto se vidi i na rezultatima PCA analize (sl. 4.22, str. 52). Uzorci preklasificirani kao
pripadnici vrste C. pyramidalis jasno se razlikuju veliCinom cvijeta (prvenstveno
vjencica) i duzinom prasnica (ANTL) od svih ostalih, pa bi bilo dobro u narednim
istrazivanjima tu vrstu iskljuCiti iz statistickin analiza. | rezultati RFLP metode

provedene u ovom radu, kao i rezultati drugih molekularnih istrazivanja (Park i sur. u
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pripr.), naznacuju neobiCan polozaj vrste C. pyramidalis. Filogeneticke metode obrade
opdataka dobivenih RFLP metodom (SI. 4.27 i 4.28, str. 59 i 60) nagovijestile su,
naime, po prvi put mogucéu srodnost morfoloski naizgled vrlo raznolikih «izofiloidnih»
vrsta agregata Pyramidalis i Waldsteiniana, te s jo§ nekim izoliranim vrstama zvoncica
(C. carpatica, C. raineri, C. morettiana), koje nemaju bliskijih srodnika. Te se vrste
dalje €ak pokazuju neSto srodnijima s heterofilnima, pa sam ih uvjethno nazvala
«heterofiloidnima»: i njihove pojedine morfoloSke, a pogotovo fenoloSke karakteristike
podupiru takvu moguénost. Skupni rezultati molekularnih istraZzivanja pomalo daju
sliku moguce medusobne srodnosti «izofiloida» i jasnu razdvojenost izofilnih i

heterofilnih zvonci¢a, Sto ¢u poblize objasniti po pojedinacnim razvojnim linijjama.

Jednakolisni zvon€iéi srodstvenog kruga Garganicae
(s. Trinajsti¢ u Lovaden-Eberhardt i Trinajsti¢ 1978; garganica-clade s. Park i sur. u pripr.)

U morfometrijski dio ovog istrazivanja bile su ukljuCene samo dvije najslabije
poznate svojte serije Garganicae (nazalost, vrlo malenim uzorkom), Cije je mjesto u
sistematici zvoncCi¢a slabo rijeSeno: talijanska C. reatina, te makedonska C.
fenestrellata subsp. debarensis, koje se morfoloSki i biogeografski razlikuju od
srediSnje jezgre ser. Garganicae sjeveroistoCnih obala Jadrana (Damboldt 1965a,
Lucchese 1993). Rezultati su potvrdili da se izofilni tip cvijeta zvoncica jasno razlikuje
od heterofilnog (Sirokoljevkasti vjencic relativno je duboko urezan, zupci ¢aske kratki i
trokutasti), ali i da je moguée samo prema svojstvima cvijeta medusobno razlikovati
navedene izofilne vrste. Ipak, pitanje medusobne srodnosti izofilnih vrsta, kao Sto je
dilema o stvarnoj srodnosti C. reatina ili o taksonomskom statusu C. debarensis,
problemi su koje klasi¢ne taksonomske metode ne mogu rijesiti, veC je idealno za
molekularna istrazivanja (uzorak C. debarensis na zalost nije dostajao za RFLP).
Najblizi srodnici ser. Garganicae zasad se ne mogu pretpostaviti (potrebno je joS puno
uzorkovanja i iz udaljenijih regija Euroazije), a mozebitno su i izumrli, no to nikako ne
moraju biti zvoncCici tek slicne morfologije i rasprostranjenosti.

U molekularnom dijelu istrazivanja, u koje je bilo ukljueno sedam izofilnih svaoiti,
najveCim se iznenadenjem pokazala C. isophylla. Ta se vrsta sasvim odvojila od
razvojnog kruga Garganicae, Sto moze ukazivati i na njenu veliku starost i na vezu sa
zajedniCkim precima razvojnih linija izofilnih i heterofilnih zvonci¢a. Takoder, rezultati

pokazuju da bi C. istriaca doista trebalo smatrati podvrstom C. fenestrellata, a ne
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samostalnom vrstom kao Sto se tretira u Popisu hrvatske flore (Lovasen-Eberhardt
2000). Rezultati RFLP metode (Sl. 4.27 i 4.28, str. 59 i 60) razdvajaju i C. reatina od
C. garganica te je priblizavaju kompleksu C. fenestrellata, Sto bi trebalo i dodatno
istraziti. U svakom slucaju, kao $to je i Lucchese (1993) zakljucio, C. reatina je prava
Clanica ser. Garganicae, Sto je potvrdeno i u ovoj disertaciji.

Na okojadranskom prostoru rastrkana serija Garganicae morfoloSki je visoko
konzervirana, no po Damboldtu (1965a) samo jedna od tri manje skupine iste
(monofiletske) razvojne linije Isophylla, Sto se godinama smatralo ispravnim. Medutim,
bilo je i drugacijih miSljenja, a ono zanemareno Trinajstica (u LovaSen-Eberhardt i
Trinajsti¢ 1978) - koji je smatrao da Isophyllae nisu baS tako visoko srodne, te ih je
kao sekciju podijelio na tri paralelne razvojne linije odredenog unutarnjeg polimorfizma
— pokazuje se ispravnim i koriStenjem najmodernijih metoda molekularne sistematike
(Park i sur. u pripr.). | rezultati ovoga istrazivanja na tom su tragu, sasvim jasno
izdvajajuci tipicnu izofilnu vrstu C. isophylla od kompaktne skupine vrsta serije
Garganicae. Daljnja istrazivanja trebala bi obuhvatiti veéi broj vrsta iz Sireg
srodstvenog kruga «izofilnih» vrsta, jer se najblizi srodnici ni serije Garganicae zasad
ne mogu pretpostaviti (potrebno je joS puno uzorkovanja Campanula i iz udaljenijih
regija Euroazije), a mozebitno su i izumrli, no to nikako ne moraju biti zvonci¢i tek

slicne morfologije i rasprostranjenosti.

Raznolisni zvon€iéi srodstvenog kruga Rotundifolia

(s. Kovanda 1970a; subsekcija Heterophylla (Witasek) Fedorov 1957)

Damboldt je smjestio svoje Isophyllae kao paralelnu razvojnu liniju s daleko vecom
i raSirenijom subsekcijom Heterophylla, unutar koje se posebno istiCe skupina
(agregat, kompleks) Rotundifolia ovdje shvaéena u smislu Kovande (1970a). lako su
Isophylla i Rotundifolia (Heterophylla) temeljno razdvojene temeljem ne/postojanja
heterofilije, medu tim su skupinama, koliko god bile umjetno sastavljene, razlike
daleko vece: komparativha morfometrija cvjetova pokazala je da se i gradom cvijeta
sasvim jasno razlikuju. To je osobito vazno sad kad znamo da bi Damboldtovu
skupinu Isophylla trebalo revidirati.

lako jasno razdvojeni od izofilnih vrsta, uzorci vrsta i populacija agregata
Rotundifolia uklju¢enih u ovo istraZivanje veoma se slabo medusobno razlikuju i

mofloloSkim i molekularnim metodama. Jednostavne varijable cvijeta ne mogu biti sa
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sigurnoscu koriStene u determinaciji vrsta ovoga agregata, usprkos tome sto ¢emo po
op¢im karakteristikama cvjetova odmah uoditi da pripadaju razvojnoj liniji Campanula
rotundifolia (linealni do gotovo nitasti zupci Caske duzi od sraslog dijela, zvoncasti
oblik cvijeta s relativno kratkim reZnjevima vjen&i¢a spram sraslog dijela). Cini se da
su morfoloski tek nesto jasnije diferencirane starije vrste toga agregata, kao Sto su C.
cespitosa i C. justiniana, dok se C. velebitica i njeni najbliskiji srodnici (C. albanica, C.
jordanovii) gotovo uopce ne razlikuju. Kao Sto smo vidjeli u poglavlju Rezultati, mali
dio a priori odredenih raznolisnih vrsta (npr. C. velebitica s.l., C. hercegovina, C.
rotundifolia s.l. ili C. scheuchzeri) donekle se moZe raspoznati unutar zajednickog
«oblaka» heterofilnih uzoraka temeljem omjera cvjetnih varijabli i - donekle -
jednostavnih izmjera STYL, ANTL, FILL i SEPO. Istini za volju, velike se poteskoce
javljaju pri determiniranju svojti agregata Rotundifolia i temeljem Citave biljke, kamoli
samo temeljem cvjetnih varijabli, a bez podatka o geografskoj pripadnosti vrste gotovo
da je to i nemoguce. | lokalne populacije Cesto funkcioniraju kao «male vrste», a
Rotundifoliae k tome i najvjerojatnije hibridiziraju (Bécher 1960) kad rastu simpatricki
(npr. C. scheuchzeri, C. marchesettii, C. velebitica s.l., C. witasekiana), vjerojatno i
bez obzira na stupanj ploidije (Kovanda 1999). Determinacijski kljucevi nedosljedni su
oko klasifikacijske vrijednosti svojstava kao Sto su ne/bradaviCavost plodnice,
trepetljiCavost baza prasnickih niti, poloZaj cvjetnih pupova i tobolaca, tip podzemnih
organa te oblik, veli€ina i dlakavost listova i stabljika, jer ti uvelike variraju i unutar iste
svojte (pa i jedinke!), a mozda su rezultat viSestrukih hibridizacija. Rezultati RFLP
metode potvrduju ovakav stav: od 12 ukljuenih vrsta srodstvenog kruga Rotundifolia
moguce je bilo razlikovati samo jednu: Campanula cochleariifolia. Sve druge vrste
uopce nije bilo moguée razlikovati primjenom ove metode. Na ovom stupnju
istrazivanja stoga smatram da bi bilo kakav novi klju¢ baziran na ovako konfuznoj
morfologiji unio samo jos viSe zabune u ionako prekompliciranu sistematiku skupine
Rotundifolia.

Treba spomenuti i to da je Citav srodstveni krug Rotundifolia, iako jedan od
najistrazivanijih na Planetu, posve sigurno «neprirodan», odnosno sastavljen umjetno
— &ak i u manjem opsegu vrsta kakvim ga drzi Geslot (1984)". Bocher (1960) je
smatrao da bi pravilan taksonomski tretman sjevernoatlanskog kompleksa C.
rotundifolia s.l. bio taj da je to sve jedna divovska vrsta s puno podvrsta (kao Sto je

" Medu najcitiranijim istraZivanjima kompleksa Rotundifolia radovi su Kovande (1970a, b, 1977),
Geslota (i Medus 1974; Geslot 1980, 1984) i Shetlera (1982), gdje se mogu nadi i popisi literature.
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predlagala jos Witasek 1902), a vrlo je zanimljivo i to 5to sve tetraploidne populacije C.
rotundifolia s europskog i sjevernoamerickog kontinenta joS uvijek hibridiziraju bez
ikakvih poteSkoca, tj. nema genetskih barijera (Bielawska 1972, Shetler 1982).
Podrobnija podjela srednjoeuropskog dijela kompleksa Rotundifolia na serije, koju je
Kovanda (1970ab, 1977) sastavio na glediStima mnogobrojnih starijih autora
(poglavito Krasana 1894) i prosirio vlastitim dugogodisnjim istrazivanjima, temelji se
na njihovoj na morfologiji, biogeografiji i (dijelom) citologiji. | ta se podjela u
meduvremenu pokazala umjetnom. Gadella (1964) je tretirao kompleks C. rotundifolia
u smislu Hrubyja (1930), te primjeCuje da se iz kolektivhe vrste jasnije izdvaja tek
nekoliko «dobrih vrsta», medu ostalima C. cespitosa, C. carnica, C. cochleariifolia i C.
scheuchzeri. Ta, kao i joS neke starije i jednostavnije sistematizacije skupine
okruglolisnih zvonc€i¢a (npr. Nyman 1878-1882; Witasek 1902, 1906; Podlech 1962,
1965) mogle bi biti na tragu prirodne srodnosti razvojnih linija heterofilnih zvonc€ica
grupe Rotundifolia, ali ne u cijelosti, bas kao i KraSanova i Kovandina. Jasno je da
pojedine vrste uopce ne pripadaju srodstvenom krugu Rotundifolia (usp. Geslot 1984,
Kolakovski 1992ab, Park i sur. u pripr.), kao Sto se pokazalo temeljem molekularnih
metoda za stari diploid C. cochleariifolia, no tek se od sofisticiranijin tehnika o¢ekuju

novi prilozi poznavanju filogenije tog dijela roda Campanula.

Prijelazne svojte: «izofiloidni» ili <heterofiloidni» zvongiéi?

Nekoliko manjih razvojnih linija zvonc€ica areala slicnih kao i prije opisane skupina
Garganicae i Rotudifolia zbunjuju botaniare stolje¢ima, a Eddie ih je nazvao
«izofiloidnima» (Eddie i sur. 2003, Eddie i Kovaci¢ 2004). Kao Sto sam spomenula, na
prostoru primorskih Dinarida «izofiloidnima» u tom smislu mozemo smatrati u prvom
redu pripadnike agregata Waldsteiniana i Pyramidalis (s. Geslot 1984) koji morfoloSki
donekle zauzimaju intermedijerni polozaj izmedu Damboldtove grupe Isophylla i
Fedorovljeve subsekcije Heterophylla, a sad se po prvi put pokazalo da i molekularne
metode to podupiru.

MorfoloSke karakteristike koje «izofiloidi» dijele s jednakolisnim zvonci¢ima su
uspravni tobolci, trokutasti do produzeno-jajasti zupci ¢aske i zvjezdasti vjencici (osim
kod C. tommasiniana): usporedbena morfometrija cvjetova tih vrsta u ovome radu
doista pokazuje njihovu bliskost s izofilnim primjercima uklju¢enim u istrazivanje, no u

vecini ih se sluCajeva moze viSe ili manje jasno raspoznati. Medutim, vrste agg.
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Waldsteiniana imaju jasnu (mada Cesto previdenu) heterofiliju (okrugli bazalni listovi
vec vecinom nedostaju za cvatnje), bo€ne sterilne ogranke (zajedno s C. versicolor),
izrazenu teksturu sjemene lupine (Prilog 4), te prezimljuju u obliku prizemnih lisnih
pupova poput Heterophylla, a ne «zimskih» listova kao Isophyllae, te se «bude» u
rano proljeCe i dalje razvijaju na sasvim isti nacin kao i heterofilne vrste. Vrste
agregata Pyramidalis, s druge strane, takoder prezimljuju u obliku rozeta srcastih
listova, koji su kod C. pyramidalis sasvim nalik kasnijim listovima cvatucih izbojaka.
Medutim, kod C. versicolor, a pogotovo kod C. secundiflora (koja ima listove stabljike
oblikom jako slicne agg. Waldsteiniana) listovi zimskih rozeta neSto su drugacijeg
oblika od listova stabljike, pa bi trebalo izvrSiti dodatna komparativha istrazivanja
oblika i veliCine listova svih triju vrsta (posebno C. secundiflora, koja morfoloski najvi