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1. UVOD

Iako pokrivaju manje od 1% Planete Zemlje (Coleman i Jove, 1992), serpentinizirane
podloge predstavljaju unikatne habitate za razvoj specijalizirane flore, obicno veoma
bogate endemicnim vrstama i vrstama koje cesto pokazuju specificnu adaptivnu
morfologiju. Podrucje Balkana, kao najveca serpentinska zona u Europi, se po tome ne
razlikuje od drugih velikih svjetskih serpentinskih zona, i predstavlja jedan od centara
floristicke diferencijacije i specijacije. Zbog toga ova podrucja predstavljaju stalni interes

(Riter-Studnicka, 1963; Stevanovic et al., 2003; Chiarucci i Baker, 2007).

Serpentinske zone Balkana ekstenzivno su istrazivane tokom 19-og vijeka te su
otkrivene brojne vrste. Medutim, u Bosni i Hercegovini su prva veca, viSegodisnja i
sistemska istrazivanja serpentinske flore i habitata izvrSena od strane Hilde Riter-
Studnicka. Ova autorica je svoje rezultate objavila u viSe nacnih radova u drugoj
polovini 20. vijeka. NaZalost, iako je bilo iskazano odredeno interesovanje (Beus, 1980 i
1986, Redzi¢, 1988; Vojnikovi¢, 2006), ovaj prirodni fenomen i bogatstvo flore na
serpentinima u BiH tokom proteklih 40 godina nisu znacajnije istrazivani. Kao doprinos
poznavanju ovih specifi¢nih habitata i biljnih vrsta koje tu obitavaju, odlucili smo se za
citogeneticki pristup, koji omogucava brzi screening vrsta na serpentinskim podlogama,
kolic¢inu nuklearne DNK, identifikaciju broja hromosoma te prisustvo hibrida, razlicitih
nivoa ploidije i prekobrojnih hromosoma (B hromosoma). Ovaj pristup, kao dio
dinamike u uspostavljanju DNK baze na Balkanu (Siljak-Yakovlev et al., 2010), moze
mnogo pomoci u evaluaciji i konzervaciji biodiverziteta biljnog svijeta u Bosni i

Hercegovini.



1.1. Ultramafitne stijene

Ultramafitne (ultrabazicne, serpentinske, peridotitske) stijene su magmatske stijene koje
su karakterizirane vrlo malim sadrZajem silicijuma (manje od 45%), vise od 18%
magnezij oksida, visokim nivoom Zzeljeznih oksida, niskim sadrzajem kalija, i najcesce
sa vise od 90% mafi¢nih minerala (tamno obojenih, sa visokim koncentracijama
magnezija i Zeljeza). Serpentinizirane stijene su distribuirane na cijeloj Planeti, u svim
klimatskim zonama i predstavljaju oko 13% globalnih geoloskih supstrata (Sequeira i
Pinto da Silva, 1991; Coleman i Jove, 1992). Ultramafitne stijene grade specijalizirane
habitate s ekstremnim edafskim uvjetima i Cesto imaju jedinstvene biljne zajednice i
,ostrva” biodiverziteta sa brojnim ugroZenim i endemicnim vrstama. Zbog svih ovih
karakteristika, serpentini su interesantni za biljne ekologe, evolucioniste i ekofiziologe
te istrazivace u domenu genetike i evolucije (Stevanovi¢ et al., 2003; Chiarucci i Baker,
2007). Na Balkanu serpentinska zona pokriva velika podrudja, povrsine od 1300 km?,
tako da pored Urala predstavlja najvec¢i masiv ultrabazicnih stijena u Evropi, i to bilo u
obliku velikih blokova ili malih stijena (Riter-Studnicka, 1963; Stevanovic et al., 2003).
Isto¢cnomediteranski serpentinski region se moze podijeliti na , Zapadni region”,
koji ukljucuje Balkan (Bosna i Hercegovina, Srbija, Albanija, FYR Makedonija, Grcka,
Bugarska) i na ,Istocni region” (Turska, Sirija, Kipar), gdje su ofioliti uglavnom iz
razdoblja Krede. Metamorfni slojevi balkanskih ofiolita su uglavhom formirani u
vrijeme srednje jure, te postoji vise subparalelnih ofiolitskih pojaseva, koji sistematski
pokazuju razlicit kemijski sastav. Jedna od grana Alpsko-Himalajskog orogenskog
pojasa se pruza jugoistocno od Alpa preko Dinarida u Hrvatskoj, Bosni i Srbiji, i potom
juzno kroz Albanide i Helenide, i dalje. Unutar Dinarida su uoceni subparalelni
ofiolitski pojasi: jugozapadni Dinarski ofiolitski pojas sensu stricto (DB); centralni
Vardarski zapadni pojas (VZWB), te sjevernoistocni, kao glavna Vardarska zona (Fig.

2



1). Svi ovi pojasi su uglavnom sastavljeni od ofiolitskog melanza, koji ukljucuje
terigenske sedimentarne stijene (nastale erozijom stijena i zemljiSta), male koli¢ine
silikata i krecnjaka, zajedno sa bazaltom, dijabazom, razli¢itim gabrovima i
ultramafitnim stijenama. Ofiolitske stijene su razlicite veli¢ine: od malih blokova do
velikih masiva sa melanzom (Pami¢, 1964; Pamic et al., 2002; Robertson, 2004; Bazylev et

al., 2009).
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Fig. 1. Pozicija peridotitskih masiva u geodinami¢kom okviru regiona. Ofiolitski pojasi i
okolni tereni: DB — Dinarski ofiolitski pojas; VZWB — Vardarski zapadni pojas; MVZB —
glavni Vardarski pojas; DIE — Drina-Ivanjica element; KBR — Kopaonik blok i brazda;
JBT - Jadranski blok; SMCT - Srpsko-Makedonski blok; EBDT — isto¢no Bosansko-
Durmitorski teren; CBMT — Teren centralno-bosanskih planina; SUBKT - Sana-Una-
Banija-Kordun teren. Ultramafitni masivi, kompleksi i tijela: 1-Maljen; 2-Troglav; 3-
Stolovi; 4-Trnava; 5-Banjska; 6-Kozara; 7—éavka; 8-Bosanski Ozren; 9-Borja; 10-Konjuh;
11-Zlatibor; 12-Bistrica; 13-Sjenicki Ozren; 14-Tuzinje; 15-Brezovica. Dinarski pojas se
proteze kroz Albaniju do zapadne Grcke i vjerovatno predstavlja ostatak Dinarsko-
Mirdita-Pindos “Okeana” (Prema Bazylev et al., 2009).




Ultramafitna nalazista u Bosni su brojna, ali rastrkana. Ve¢i i manji kompleksi se

protezu u vidu lanca od Prijedora do Rudog.

1.1.1. Rasprostranjenje serpentinskih podloga na podrucju Bosne

Bosanska ultramafitna zona se proteze
u skoro neprekinutom lancu od
sjeverozapada ka jugoistoku, te je
samo mjestimi¢no prekrivena mladim
naslagama. Glavni lanac, prekinut u
dolini Vrbasa, pocinje od Kozara
planine i proteze se do Kladnja i
Olova. Potom nastupa vedi prekid, da
bi se opet pojavio u isto¢noj Bosni oko
odakle se

Visegrada i Rudog,

nadovezuje na veliki serpentinski

masiv Zelengore u Srbiji (Fig. 1 i 2).
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Fig. 2. Prikaz Centralnog Dinarskog ofiolitskog
pojasa (CDOB). Individualni masivi: 1 - Banija,
2 — Kozara, 3 — Vrbanja-Celinac-Skatavica-Snjegotinja,
4 — Ljubié—éavka, 5 — Bosanski Ozren, 6 — Borja,

7 - Krivaja-Konjuh, 8 - Varda-Tara-Zlatibor,
9 — Sjenicki Ozren (Prema Lugovic et al., 1991).
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Pored ovog, prisutni su i sporedni lanci: planina Ozren, podrucje oko Prnjavora

(Kalesija), Zvornika i na obodima Majevice (KiSpati¢, 1897; Riter-Studnicka, 1963).

Na osnovu morfoloskih osobina pojedinih kompleksa (prvenstveno reljefa i debljine

zemljiSnog sloja), serpentinska nalazista se u Bosni mogu podijeliti u Cetiri skupine:

1. Nalazista u zapadnom predjelu serpentinske zone, oko Prijedora i Banja Luke,

karakteriSu se malom nadmorskom visinom (do 400 m), blagim nagibom,

dubljim tlima, te osobitost serpentinske flore ne dolazi do izrazaja.



2. Skupini prelaznog tipa pripadaju nalazista na Borje planini i Ozrenu te podrucje
koje ih povezuje (jugoistocno od Tesli¢a preko Maglaja do Ozrena). Brda su ovdje
nesto visa (i preko 1000 m), sa mjeSavinom dubokih i plitkih tala te golog
supstrata. Karakteristicna serpentinska flora je mjestimi¢no dobro razvijena.

3. Treéu skupinu ¢ine nalazista koja se proteZu sjeverozapadno od Zepca prema
Borje planini te podrudje oko srednjeg toka Gostovi¢ potoka i Krivaje. Ova
skupina se odlikuje surovim reljefom i prisustvom tipicne serpentinske flore.
Karakterisu se planinskim lancima visokim preko 1000 m nadmorske visine,
duboko usjecenim rije¢nim dolinama, strmim i skeletnim padinama.

4. Serpentinska nalaziSta oko ViSegrada i Rudog se uglavnom karakterisu grubim i

skeletnim goletima, gdje vladaju izrazito kserotermni uvjeti.

1.1.2. Karakteristike serpentinskih habitata

1.1.2.1. Klima

Prema Riter-Studnic¢ka (1963), serpentinska zona Bosne se karakteriSe prisustvom
umjereno kontinentalne klime sa dosta oStrim zimama i toplim ljetima, uz najvede
koli¢ine padavina u vrijeme razvoja vegetacije. Klima je priliéno ujednacena, jer se
serpentinska zona prostire paralelno sa visokim planinama vododjelnice. Medutim,
primjecuje se postepeno povecavanje zimskih i ljetnih temperatura te smanjenje oborina
idué¢i od zapada prema istoku. Ipak, ova klimatska pojava se ispoljava samo u
serpentinskoj zoni u Isto¢noj Bosni, dok se u prve tri zone ne ispoljava znacajnije zbog

prisustva visokih planina, koje ih odvajaju, prema istoku.

Prema Riter-Studnicka (1963), na bosanskim serpentinskim zonama je najhladniji

mjesec januar (srednje minimalne temperature), a najtopliji juli (srednje maksimalne

5



temperature). Prisustvo kasnih mrazeva (do aprila) Stetno djeluje na vegetaciju na
serpentinima. Prve tri skupine bosanskih serpentina se karakteriSu godiSnjim
oborinama od preko 1000 mm, dok je na istoku prisutan nesto nizi godisnji prosjek.
Uocavaju se dva temperaturna maksimuma: glavni u mjesecu junu i sporedni u
oktobru. U sustini, maksimum oborina je tokom ljeta. Najmanji broj dana sa snijegom i
kiSom je prisutan u isto¢noj serpentinskoj zoni. Vazan klimatski parametar je i prisustvo
magle, koja povecava vlaznost u zraku i time veoma utice na biljni pokrov. Broj dana sa
maglom nije velik i uglavnom se odnosi na jesenski i zimski period, s izuzetkom

okoline Kladnja, gdje je najviSe maglovitih dana tokom juna.

Iz navedenog se moze zakljuciti da je klima na vedini serpentinskih nalazista u
Bosni srednjoeuropskog karaktera. Prve tri serpentinske zone se karakterisu i dodatnim
uticajem klime Posavine, narocito u pogledu koli¢ine oborina. Kompleksi u istocnoj

Bosni se karakterisSu izraZzenijom kontinentalnom klimom.

1.1.2.2. Geolosko-petrografske karakteristike

Ultramafitne stijene se karakteriSu malim procentom SiO: i sa minimalnih 70% minerala
feromagnezij silikata, te su uglavnom gradene od piroksena i olivina, koji je slabije ili
jace serpentiniziran. Zbog toga se ove stijene u petrografiji nazivaju peridotitima. Pod
uticajem hidrotermalnih procesa peridotiti su slabije ili jace serpentinizirani, a ¢isti
serpentiniti su rijetki. TroSenjem se peridotiti raspadaju u grubi, skeletni detritus, a
serpentiniti u listicave plocice. Kao krajnji produkt erozije ovih stijena nastaju Zuta ili
crvena tla. Uglavnom su vrlo ujednacenog kemijskog sastava i sastoje se iz Si, Mg i Fe,
dok su ostali elementi (Cr, Mn, Co i Ni) prisutni u neznatnim koli¢inama. U mineralogiji
je poznato do 20 varijeteta tala koji pripadaju serpentinskoj grupi (Riter-Studnicka,

1963; Proctor i Woodel, 1975; Kruckeberg, 1984; Brady et al., 2005).



1.1.2.3. Specificnost i tipovi serpentinskih tala u Bosni

Klima je osnovni faktor od kojeg zavisi tip tla koji ¢e se razviti na serpentinskoj podlozi.
Ultramafitna (serpentinska) tla, s obzirom na njihove ekstremne fizicko-kemijske
karakteristike, predstavljaju negostoljubive habitate i ¢esto su nepovoljni za normalan
rast biljke. Ova tla su plitka i kamenita sa siromasnom strukturom zemljista, visokom
poroznos¢éu i visokom hidrauliécnom provodljivos¢u. Svi ovi faktori mogu voditi
slobodnoj drenazi ovih tala rezultiraju¢i smanjenjem sadrZaja (nizak kapacitet
zadrzavanja) vode (Proctor i Woodell, 1975). Sa kemijskog aspekta, ultramafitna tla
obi¢no sadrze male koli¢ine esencijalnih nutrijenata (N, P, K, S, Ca) i visoke
koncentracije Mg, Fe, Mn i drugih (teskih) metalnih elemenata (Ni, Co, Mn i Cr), koji su
potencijalno fitotoksi¢ni (Riter-Studnicka, 1963; Kruckeberg, 1984; Brooks, 1987; Proctor,
1999; Bhatia et al., 2005; Brady et al., 2005). Medutim, postepenim razvojem tla i
stvaranjem humusa fizikalni uvjeti na serpentinima postaju znatno blazi. Naime,
podloga se manje zagrijava i ne podlijeze visokim (skoro ekstremnim) temperaturnim
kolebanjima, kao $to je to slucaj na golim stijenama. Ipak, tokom procesa troSenja stijene
i obogacivanja podloge sithom zemljom dolazi i do ispiranja baza te tlo postaje sve
kiselije. To je zapravo i razlog da se na serpentinima cesto zajedno pojavljuju na istom
staniStu acidofilni i bazofilni florni elementi. Drugi razlog tome je i to da znacajan
suvisak iona Mg uvjetuje visok stepen zasicenosti bazama i blago kiselu do neutralnu
reakciju, osim u A horizontu koji moze biti nesto kiseliji (pH 5.5) (Ciri¢, 1984; Resulovié

i Custovié, 2002; Brady et al. 2005).

Serpentinska tla se razlikuju od istih tipova tala razvijenih na drugim podlogama
po: 1) manjoj debljini profila i slabije izraZenim morfoloSskim osobinama, 2) znatno

vecem sadrZaju Cestica stijena u cijelom profilu i 3) vecem sadrZaju humusa. U sustini,



koji tipovi tla ¢e dominirati u pojedinim serpentinskim kompleksima zavisi u prvom

redu od funkcije reljefa.

Na podrudju Bosne (humidni krajevi umjerene zone) kemijski sastav tla ne razlikuje
bitno od maticne stijene. Ispitivanja bosanskih serpentinskih kompeksa su pokazala da
su na njima prisutna skeletna, smeda Sumska i podzolasta tla te crnice (serpentinske
rendzine). Ova tla su u dubljim slojevima bogatija bazama, imaju manju kiselost, a

prisutnost Cestica maticne stijene je veca.

Na osnovu orografskih prilika u Bosni je prisutan razlicit raspored tala. Tako u
prvom kompleksu serpentina (sjeverna Bosna) prisutna su uglavnom podzolasta tla; a
kompleks prelaznog tipa se karakterizira prisustvom pretezno smedih tala koja su vise
zakiseljena. U trecoj skupini se rjede nalaze parapodzolasta tla, a viSe su zastupljena
plitka smeda tla, koja su intezivnije obojena, pli¢a i grubljeg mehanickog sastava. Ipak,
velika prostranstva zauzimaju i ogoljele povrsine, uz prisustvo humusnih silikatnih
tala. U istocnoj Bosni su uglavnom prisutne ogoljele povrsine, koje se sastoje od krupnih

blokova kamenja i pokazuju mali stepen erozije.
Riter-Studnicka (1963) je u Bosni determinirala sljedece tipove serpentinskih tala:

1. Najvece povrsine na serpentinima u Bosni zauzimaju plitka skeletna i nerazvijena
tla. To su povrsSine: a) otvorenih sipara sa nevezanim, krupnijim i sitnijim
detritusom stijena, podloZnim eroziji; b) skeletne padine gradene od velikih
blokova stijena; i c) kamenjari. Tokom ljeta na povrsini stijena temperature
dosezu i 60°C, a ujedno je prisutno i intezivho dnevno-no¢no kolebanje
temperatura. Ovo je manje rastroSena podloga, sa prisutnim vedim stepenom

zasi¢enosti bazama adsorpcijskog kompleksa tala. Ipak, moze se primjetiti



pocetak ispiranja baza, jer se odvija kemijsko troSenje serpentina (hidratacija i
oksidacija).

Smeda sumska tla bosanske serpentinske zone su plitka do srednje duboka, i u
cijelom profilu sadrZe cestice matic¢ne stijene. Kod plitkih tala je pH reakcija
neutralna ili slabo kisela, uz visok stepen zasicenosti bazama.

Podzolasta tla, nastala nagomilavanjem erozijom, su prisutna na dubljim
profilima, na blago nagnutim padinama ili ravnijim terenima. Na ovim
staniStima nema karakteristi¢ne serpentinske flore, jer je doslo do zakiseljavanja i
opadanja stepena zasicenosti bazama adsorpcijskog kompleksa. Ipak, ve¢ na
dubinama od 30-40 cm se smanjuje kiselost i povecava sadrzaj baza i detritusa
maticne stijene.

Crnice (serpentinske rendzine) su plitka tla prisutna u nizim predjelima Bosne,
kao primarni razvojni stadij na serpentinima. Njihov postanak je vezan za
kserofilne sastojine trava koje se razvijaju pri suhim i toplim uvjetima, kada se
nagomilava humus zbog niske mikrobioloske aktivnosti. Karakteristika ovih tala
je da je odnos Ca/Mg mnogo povoljniji, jer je usljed bioloske akumulacije doslo

do obogacivanja adsorpcijskog kompleksa ionima Ca.

1.1.3. ”Serpentinski sindrom”

Serpentinska staniSta je lako prepoznati zbog njihovih karakteristi¢ih zeleno-sivih i

sjajnih stijena, koje su Cesto prosarane sa crnim i bijelim Zilama i rijetkom vegetacijom.

Tla nastala od serpentinskih stijena predstavljaju negostoljubiva staniSta za Zzivot

biljaka, tako da je Jenny (1980) osmislio termin “serpentinski sindrom” kako bi

kolektivno oznacio brojne strukturalne i funkcionalne adaptacije biljaka sa serpentina.

Zapravo, Jenny je na ovaj nacin pokusao objasniti prezivljavanje biljaka na serpentinima
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kao njihov ukupan odogovor na niz faktora: kemijskih, bioloskih, fizikalnih i
klimatskih. “Sindrom” opcenito utice na biomasu (koli¢inu Zivog materijala) na

serpentinima, koja je niska u poredenju sa drugim biljnim zajednicama.

Dugo godina se pokusava razrijeSiti pitanje “serpentinskog sindroma” ali do
danas nema opcenite saglasnosti. Proctor i Nagy (1992) smatraju da su kljucni faktori za
kontroliranje vegetacije na serpentinskoj podlozi upravo razli¢ita serpentinska tla.
Medutim, fizikalni i drugi faktori mogu veoma kontrolirati sastav serpentinske flore. U
sustini, zbog toga Sto su serpentinska tla bogata sa Mg, Fe, teSkim metalima i azbestom,
ona predstavljaju toksi¢na podrudja za vedinu biljaka. S druge strane, mnogi naucnici
vjeruju da su kako odnos Ca/Mg tako i nedostatak vaznih nutrijenata kljucni faktori u
determinaciji prezivljavanja biljaka na ovim stanistima. Tre¢i vazan faktor za zivot
biljaka na serpentinima je plitkoca serpentinskih tala, tj. prisutnost manje kolicine
supstrata koji moze zadrzati nutrijente i vodu, ¢inedi ih pristupacnijim za biljke. Duboka
serpentinska tla se nalaze samo u dolinama, u aluvijalnim tlima, gdje kiSe sapiru male
partikule. Vegetacija u ovim dolinama je gusca, ali su tla i dalje ultramafitna (Brooks,

1987; Robinson et al., 1997).

SuSa uzrokuje unutrasnje (fizioloSke, metabolicke) i spoljasnje (morfoloske)
promjene u biljkama, Sto rezultira u konzervaciji/djelotvornoj upotrebi pristupacne
vode. Endemicne biljke na ultramafitnim tlima tipicno demonstriraju karakteristike za
prezivljavanje kao Sto su tolerancija na visoku koncentraciju Ni i Mg i nisku
koncentraciju Ca, i tolerancija na niske vodne potencijale tala. Oni pokazuju bolju
stomatalnu kontrolu prekomjernog gubitka vode u poredenju sa biljkama koje obitavaju
na normalnim tlima i odlikuju se kratkim i uskim listovima i kompaktnim rastom
(Proctor, 1999). Takoder, serpentinofite se cesto karakteriSu nanizmom,

plagiotropizmom, stenofilijom i atipi¢nim indumentumom, te ponekad glauscencijom,
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glabrescencijom, purpurescencijom i dekoloracijom lisnih povrsina te snazno razvijenim
korjenovim sistemom (Pichi-Sermolli, 1948; Kruckeberg, 1984; Riter-Studnicka, 1963;
Proctor i Woodel, 1975; Brady et al., 2005).

1.1.3.1. Serpentini i biljke

Specifi¢nost flore na serpentinskoj podlozi na podrudju Toskane, Italija, su prvi zapazili
Andrea Cesalpino, 1583, i Gaspare Amidei di Volterra, 1841, nakon cega su slijedila
brojna proucavanja tih stanista (Chiarucci, 2004). Dugogodisnja istrazivanja su pokazala
da biljni pokrov na razli¢itim serpentinskim kompleksima ima mnogo zajednickih

karakteristika bez obzira na to u kojim klimatskim pojasevima se ti kompleksi nalaze.

Karakteristi¢ne vegetacijske zajednice svakog serpentinskog regiona su rezultat
meduodnosa svakog tog pojedinacnog podrudja sa jedinstvenim okoliSnim,
geokemijskim i fizickim karakteristikama, jer su upravo te jedinstvene karakteristike
serpentinskih tala dovele do razvoja karakteristicne flore. Ta podrudja se karakterisu u
oskudnosti flore kako po brojnosti tako i po raznolikosti vrsta, u postojanju paleo- i
neoendema, prisutnosti specificnih morfoloskih osobina, acidofilnih i bazofilnih vrsta te
flornih elemenata razli¢itog porijekla (npr. visokoplaninske vrste, pontski elementi) na
istim staniStima, itd. (Proctor i Woodell, 1975; Kruckeberg, 1984; Brooks, 1987; Sequeira
i Pinto da Silva, 1991; Proctor i Nagy, 1992; Baker et al., 1993; Reeves et al., 1996;
Stevanovic et al., 2003; Vojnikovi¢, 2006).

Nepovoljan mineralni sastav plitkog, alkalnog tla i drugi negativni okolisni
uvijeti (nedostatak vode, visoke temperature, intenzivna insolacija) rezultiraju rijetkom
zakrzljalom vegetacijom, zbog dega se serpentinski predjeli uglavnom smatraju
neplodnim. Serpentinske vrste su opcenito manjeg rasta nego neserpentinske, te su

usljed specificnih strukturalnih i funkcionalnih adaptivnih karakteristika klasificirane u
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ekolosku grupu serpentinofita. Adaptivne karakteristike koje su se razvile tokom
evolutivnog puta su ucinile da su serpentinofite ne samo sposobne da podnose stresne
uvjete, vec¢ i da uspjesno ulaze u kompeticiju sa drugim biljkama na ovim staniStima

(Harrison, 1999; Freitas et al., 2004; Brady et al., 2005).

Serpentinofite se mogu Kklasificirati u dvije grupe (Reeves et al., 1996; Stevanovic¢

et al., 2003):

1) serpentin endemicne ili serpentin obligatne biljke, koje rastu samo na

serpentinskim tlima i nisu pronadene na drugim supstratima;

2) serpentin tolerantne ili serpentin fakultativne biljke, koje su sposobne da

prezive i da se razvijaju na serpentinima. U okviru ove grupe se mogu razlikovati:

e fakultativne serpentinske vrste — biljke koje uglavnom rastu na
serpentinima, ali se mogu prona¢i na drugim supstratima (npr.

krecnjacima ili silikatima), i

¢ slucajne serpentinske vrste — vrste koje najcesce rastu na neserpentinskim

supstratima, ali ponekad (rijetko) i na serpentinima.

Izmedu serpentin fakultivnih i serpentin obligatnih biljaka postoje odredene
razlike u strukturalnim i funkcionalnim karakteristikama koje im omogudavaju da
podnose nutritivni i druge okoliSne stresove. Tolerantne vrste su dominantne u ovom
tipu vegetacije, i uglavnom su to niskorastuce grmlje i puzajuce biljke s uzim lis¢em i
manjom dlakavo$c¢u (mada ima i suprotnih primjera) te obi¢no tamnozelene boje. U ovu
grupu spadaju i slucajni primjerci velikog drveca sa dlakavim listovima. Vrste koje

izbjegavaju serpentine najcesce klijaju iz sjemenki ili rastu iz podzemnih skladistnih
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struktura i kompletiraju Zivotni ciklus u periodu kada je pristupacna voda (Riter-

Studnicka, 1964; O’Dell et al., 2006; Kruckeberg, 1984; Dudic et al., 2007).

Biljne zajednice na serpentinskim tlima su adaptirane na toksicne koncentracije
teSkih metala, i to bilo koriStenjem mehanizama iskljucivanja kojima je unos i/ili korijen-
izdanak transport teskih metala ogranicen, ili tolerancijom na teske metale putem
,/hiperakumulacije”, i.e. sposobnosti biljaka da akumuliraju veoma velike koncentracije
nekih teskih metala u njihovim nadzemnim dijelovima (Baker, 1981; Brooks, 1998). Ipak,
novija istrazivanja su pokazala da metali u tlu ne predstavljaju najvazniji limitirajuci
faktor za serpentinsku vegetaciju u Toskani, Italija (Chiarucci et al., 2003), ve¢ da je
nutricionalni stres najodgovorniji za opstanak mnogih vrsta i za biljnu produktivnost
(Chiarucci et al., 1998a; Chiarucci et al., 2003). Medutim, kombinacija razlicitih faktora
koji kontroliraju serpentinsku floru se razlikuje od mjesta do mjesta (Proctor i Nagy,
1992). Opcenito, flora na serpentinskim tlima je jedinstvena i dobro diferencirana u
odnosu na okolna podrudja, te je normalno prisustvo velikog procenta endemicnih vrsta
i nekih, danas prisutnih, specijalnih fizioloskih adaptacija na nepovoljne uvjete (Brooks,

1987; Chiarucci et al., 2003).

1.1.3.2. Pregled istrazivanja serpentinske flore i vegetacije u Bosni

U odnosu na istovjetne grupacije na krecnjacima, na serpentinima se uocava velika
jednoli¢nost u oblicima vegetacije kao i siromastvo u brojnosti vrsta. Specifi¢nost flore
na serpentinima dolazi do izraZaja narocito na golom supstratu, na stijenama ili na
grubo rastroSenom, skeletnom detritusu. Razvojem vegetacije i akumulacijom humusa
dolazi do slabljenja veze sa mati¢nim supstratom te Zivotni uvjeti postaju povoljniji, Sto
omogucava mezofilnim vrstama da potisnu pionirsku vegetaciju. Osobena serpentinska
vegetacija je prisutna i u kserofilnim Sumama na kamenitom tlu (Riter-Studnicka, 1963).

Prema Chiarucci et al. (2001) i Chiarucci (2004) efekat nekih fizickih osobenosti (nagib i
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taloZenje supstrata) te pokrovnost drveca su odlucujudi faktori u distribuciji vrsta na

ultramafitnim tlima.

Biodiverzitet na Balkanskom poluotoku je visok, sa velikim brojem interesantnih
lokalnih i regionalnih endema. Tako je viSe od 300 endemic¢nih svojti identificirano na
cijelom Balkanu, Sto indicira vaznost serpentinskih staniSta kao centara floristicke

diferencijacije i specijacije (Stevanovic et al., 2003; Chiarucci i Baker, 2007).

Na ultramafitnim tlima Bosne se veoma cesto susre¢u acidofilni i bazifilni
(neutrofilni) florni elementi (Riter-Studnicka, 1963), a kao posljedica ispiranja baza iz tla
i suviska iona magnezija. Pojava subalpinskih flornih elemenata na ultramafitima je
posljedica povecane zrac¢ne vlage i inverzije temperatura usljed specifi¢nosti orografije.
Ukratko, ova stanista se karakteriSu smjenom mezofilnih sa kserofilnim i acidofilnih sa
bazofilnim flornim elementima, kao i prisustvom subalpinskih i pontskih flornih
elemenata. Nepristupacnost ovih terena te dugogodisnje nepostojanje komunikacija su
znacajno onemogucili antropogeni uticaj na serpentinskim podrucjima Bosne. Najcesce
negativne posljedice na ovim podrudjima izazivaju pozari, koji se lako Sire i, dugoroc¢no
gledano, dovode do brze degradacije staniSta. Ogranicavajuci faktori sukcesija na
ultramafitnim stijenama su: stres izazvan deficitom vode i hranjiva, specificna
kombinacija orografskih faktora, te donekle i toksi¢nost teSkih metala, narocito nikla

(Robinson et al., 1996; Chiarucci et al. 1998a, 1998b, 2001; Chiarucci, 2004).

MozZe se rec¢i da usljed specificnih mikroklimatskih prilika najvece povrSine
biljnog pokrova na serpentinima zauzimaju kserofilni oblici vegetacije (stijene,
kamenjari i sipari, te Sume crnog bora i hrasta kitnjaka). Najkserotermnija je vegetacija
sipara, gdje je i najzastupljenija endemicna serpentinska flora (Riter-Studnicka, 1963;

Redzi¢, 1988; Vojnikovic, 2006).
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Prema istrazivanjima Riter-Studnicke (1963), u Bosni se nalaze 583 vrste koje
obitavaju na serpentinskim supstratima. Od toga su 284 vrste prisutne na skeletnim
tlima, u okviru kojih je pronadeno samo 37 obligatnih serpentinofita (5 paleoendema, 14
neoendema i 17 tipi¢nih vrsta za serpentin). Na dobro razvijenim tlima u mezofilnim
Sumama je prisutno 104, a na vristinama 22 vrste (ukupno 126). Preostale 173 vrste su
okarakterizirane kao indifirentne. Pri odredivanju biljnih vrsta na serpentinskim
kompleksima, Riter-Studnicka nije uzela u obzir nekih 60 vrsta, koje uglavnom prate
covjeka i stoku, ili su dio vodene vegetacije. Nazalost, kompletan spisak vrsta

pronadenih na serpentinskim supstratima Riter-Studnicka nije objavila.

1.1.3.3. Veli¢ine genoma biljaka na serpentinima

Pomocu metoda citometrije je moguce izvrSiti brzo i precizno skeniranje velic¢ine
genoma i nivoa ploidije, identifikaciju hibrida, te detekciju kako B hromosoma tako i
malih razlika u koli¢ini DNK (Siljak-Yakovlev et al., 2010, i refrence u radu). Proteklih
godina je iskazano povecano interesovanje za mehanizme evolucije veli¢ine genoma i
odnosa izmedu veli¢ine genoma i ekoloskih faktora, s obzirom na adaptivnu ulogu
nukleotipa (Gruner et al., 2010; Hoffmann et al., 2010). Osim toga, veli¢ina genoma
vazan je karakter u evaluaciji biodiverziteta, sistematici i evoluciji (Godelle et al., 1993;
Martel et al., 1997; Cerbah et al., 1999; Le Thierry d’Ennequin et al., 1998; Ohri, 1998;
Cerbah et al., 2001; Slovak et al., 2009; Vidic et al., 2009; Siljak-Yakovlev et al., 2010).

Kod eukariota je prisutha veoma velika varijabilnost velicine nuklearnog
genoma, $to se nije moglo dovesti u vezu sa kompleksnoséu organizama niti njihovim
porijeklom. Ipak je uoceno da su vrste sa malim genomima prisutne u svim habitatima,
da su vrlo invazivne i da opstaju i pri izraZenijim ekstremnim uvjetima okoliSa (Bennett

et al., 1998; Knight i Ackerly, 2002). Suprotno njima, vrste sa velikim genomima su
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veoma osjetljive na stresne okoliSne uvjete i ogranicene su na manje stresne uvjete sa
duzim sezonama rasta (Bennett et al, 1982; Grime i Mowforth, 1982; Bennett, 1987;
Knight i Ackerly, 2002; Knight et al. 2005; Vidic et al., 2009). Veliki broj studija je ukazalo
na postojanje brojnih kako pozitivnih, tako negativnih ili odnosa bez signifikantnosti
(Cak i za isti karakter) izmedu veli¢ine genoma i nekih celijskih i fizioloskih karaktera.
Velic¢ina genoma varira i korelira sa veli¢inom hromosoma, nukleusa i celije; duzinom
mitotickog i mejotickog ciklusa; veli¢inom i masom sjemena; nekim karakterima lista;
stopom fotosinteze i rastom (Knight et al., 2005, i reference u radu; Gregory, 2001);
duzinom celija zatvaracica i celija epidermisa (Knight i Beaulieu, 2008); geografskom
Sirinom i duZinom i otporno$¢u na mraz (Knight i Ackerly, 2002, i reference u radu),

otpornoscu na metale (Vidic et al., 2009).

Sve ove studije su pokusavale dati odgovor na pitanje: da li veli¢ina genoma
moze imati adaptivnu vrijednost u izvjesnim uslovima? Medutim, ogromna vecina ovih
studija nisu izucavale veli¢inu genoma i njegov eventualni selektivan znacaj u
prirodnim populacijama, a narocito u odnosu na uticaj teSkih metala. Ipak, nedavno su
Vidic et al. (2009) uporedivali floristicki sastav zajednica na napustenom rudniku olova
sa koli¢inom nuklearnog genoma, brojem hromosoma i prisustvom ploidije. Oni su u
uzorku od 70 viSegodisnjih dikotiledonih biljaka uocili da postoji negativna korelacija
izmedu koncentracije kontaminirajuc¢ih metala u tlu i broja vaskularnih biljaka, i to
narocito onih sa velikim genomima. S obzirom da je Druskovi¢ (1984) uocio jako veliki
broj hromosomalnih aberacija u biljkama s istog podrucdja, moze se zakljuéiti da su
biljne zajednice izucavanih travnjaka na napustenim podrudjima taljenja olova relativno

mlade i najvjerovatnije, pod jakim selektivnim pritiskom.
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1.2. Biljke i teski metali

“Teski metali”, nije potpuno definirani termin, no vrlo ¢esto ¢emo ga naci u literaturi.
Koristi se kao termin za grupu metala koji su povezani sa polucijom i toksi¢no$¢u, mada
ukljucuje i nekoliko kemijskih elemenata koji su znacajni za Ziva bica, ali u malim
koncentracijama. “Toksi¢ni metali” su alternativni termin za “teSke metale”, pod kojim
se podrazumjeva i prisustvo odredenih elemenata (Pb, Cd, Hg, As, Tl i U), mada ovaj
termin nije podesan za bioloski vazne elemente kao Sto su Co, Cu, Mn, Se i Zn. Termin
»elementi u tragovima” postaje sve popularniji kao zamjena za termin “teski metali”, ali

jos uvijek nije u Sirokoj upotrebi (Stavreva-Veselinovska ef al., 2008).

Teski metali su clanovi grupe elemenata sa metalnim karakteristikama, a koji
uglavnom ukljucuje prelazne metale, neke metaloide, lantanide i aktinide. Oni su Siroko
rasprostranjeni u Zemljinoj kori, i mogu se osloboditi iz eruptivnih stijena (vulkanskog
porijekla), sedimenata (formiranih u slojevima sedimentacijom) ili metamorfnih stijena
(transformirane intenzivhom vrucéinom i pritiskom) koje sadrze specificne teske metale.
Teski metali isprani iz formacija prirodnih stijena su Siroko prisutni u okolisu, u obliku
Cestica ili rastvorenih formi u tlima, rijekama, jezerima, morskoj vodi i sedimentima
mora. Vulkani takoder oslobadaju teSke metale u atmosferu. Koncentracije teSkih
metala se uocavaju i u podrudjima povecane agrikulturalne i industrijske aktivnosti.
Narocito su tla u blizini rudnika teskih metala izloZena ne samo stresu uzrokovanim
teskim metalima (Zn, Pb, Cr, Mn, Fe ili In), ve¢ i metaloidima (T1 i As). Teski metali su
veoma interesantni, s antropogenog stanovista, zbog njihove mobilnosti,
biopristupacnosti i toksicnosti u okoliSu, gdje predstavljaju potencijalni rizik za Zive

organizme (Babula et al., 2008).
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Biljke iz tla apsorbiraju brojne elemente u odnosu na koncentracijske gradijente
indukovane selektivnim unosom iona putem korjenja ili difuzijom elemenata u tlu.
Nivo akumulacije elemenata je razlicit kako medu vrstama tako i unutar vrste. Neki od
apsorbiranih elemenata se oznacavaju kao esencijalni, zbog toga Sto ih biljke trebaju
kako bi kompletirale zivotni ciklus. S druge strane, neki prelazni elementi (npr. Fe, Mn,
Mo, Cu, Zn i Ni) su poznati kao mikroelementi, posto su biljkama za zZivot neophodni u
veoma malim koli¢inama. Stimulativan efekat na rast biljaka, ali ne i esencijalan, imaju
drugi prelazni elementi (Ag, Au i Co) ali i neki neprelazni elementi (npr. Al). Biljke,
takoder, apsorbiraju elemente za koje se ne zna njihova bioloska funkcija, iako cak
mogu biti i toksi¢ni u malim koncentracijama (As, Cd, Cr, Hg i Pb). U sustini, ¢ak i
mikroelementi postaju toksic¢ni za biljke kada se apsorbiraju u koli¢inama ve¢im od
grani¢nih (Peralta-Videa et al., 2009; Taiz i Zeiger, 1998). Baker (1981) predlaze podjelu

biljaka u tri kategorije:

1) izbjegavaci (ekskluderi; Thlaspi arvense, Armeria maritima, Silene vulgaris, etc.):
su biljke koje a) nakon unosa u korjenov sistem, sprecavaju transport metala u izdanke i
odrzavaju relativno niske koncentracije metala u izdanku u odnosu na njihove
vrijednosti u tlu, ili b) su u nemogucnosti da unesu metal u korjenov sistem, jer ne

posjeduju odgovarajuce metabolicke puteve.

2) akumulatori (Arabidopsis halleri, Thlaspi caerulescens, Alyssum murale, etc.): biljke
koje, bez vidljivih simptoma toksi¢nosti, pokazuju tendenciju ili sposobnost da
translociraju i akumuliraju vece koncentracije metala u nadzemnim dijelovima bez
obzira na to kolike su koncentracije metala u tlima. U okviru ove grupe biljaka se mogu
izdvojiti i hiperakumulatori, koji imaju sposobnost da akumuliraju metale u izdancima

u koncentracijama preko 100 puta ve¢im od uobicajenih.
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3) indikatori (Taraxacum officinale, Populus nigra, Forsythia europaea, etc.): biljke
koje pokazuju intermedijarni odgovor na visoke koncentracije metala u tlima. Naime,
koncentracija teskih metala u biljkama indikatorima je odraz koncentracija istih metala

u okolnom tlu, dok ne dode do trovanja organizma.

Vazan faktor biopristupacnosti metala/metaloida je njihovo prisustvo u tlu i vodi
posto nema puno biljaka koje ih mogu usvojiti iz zraka. Sljedeci vazan faktor je trenutna
forma teSkog metala (valencija) u tlu ili vodi koja se poklapa s aktualnim uvjetima, kao
Sto su pH, sadrzaj oksigena, prisustvo ili odsustvo drugih anorganskih kao i organskih
spojeva. Nije uocena korelacija izmedu sadrzaja metala u tlu i u biljnim tkivima. Neki
teski metali, npr. olovo (Babula et al., 2008), su skoro apsolutno nepristupacni za biljke

zbog njihove netopivosti i interakcija sa ¢esticama tla.

Razli¢iti mehanizmi tolerancije odgovorni za biljnu adaptaciju na visoke
koncentracije teskih metala u tlu se mogu sumirati kao kapacitet biljke ili da ogranici
unos i translokaciju metala ili da akumulira metale u netoksi¢nim oblicima. Vecina
serpentinskih vrsta tezi da ograni¢i unos metala, tako da je njihova koncentracija u
listovima mala. Samo nekoliko vrsta, visoko adaptiranih i endemicnih za ove supstrate,
su sposobne da akumuliraju metale u svojim izdancima, te se mogu smatrati
hiperakumulatorima. Takoder, Siroko rasprostranjenje odstranjivaca sugerira da njihova
strategija dozvoljava visoku adaptibilnost na razlicite uvjete na serpentinima (Baker

1981, 1987; Gabbrielli et al., 1990).

Biljne vrste koje su tolerantne na visSestruki nutritivni stres na serpentinskim
tlima ocekivano imaju nisku stopu rasta, izraZenu toleranciju na nisku pristupacnost N,
P, K1i Ca, kao i toleranciju na toksicnost Mg i teskih metala. Vrstama koje rastu u blizini,
ali ne na serpentinima, nedostaje barem jedna od ovih karakteristika, zbog cega ne

obitavaju na ovakvim stanistima (Kruckeberg, 1984; Proctor, 1999; O'Dell et al., 2006).
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1.2.1. Odgovor biljke na stres

Biljke posjeduju jedinstvene i sofisticirane mehanizme za toleranciju abiotickih stresova,
koji su najceS¢e uzrokovani suSom, slanos¢u, visokim ili niskim temperaturama,
svjetloS¢u, nedostatku ili suvisku nutrijenata, teskim metalima, bilo pojedinacno ili
njihovim kombinacijama. Stres nastao kao posljedica djelovanja abiotickih faktora utice
na metabolizam i dovodi do negativnih efekata na rast, razvice i produktivnost biljaka.
Ako stres postane veoma izrazen i/ili traje duZe vrijeme, on moZe veoma opteretiti
metabolizam celija i uzrokovati smanjen rast, a u ekstremnim slucajevima i smrt

individue.

Povedani sadrzaj kako esencijalnih tako i neesencijalnih metala u tlu dovodi do
izrazaja simptoma trovanja i inhibicije rasta biljaka. Tolerancija na teSke metale kod
biljaka se moze definirati kao sposobnost biljke da prezivi u tlu, koje je toksi¢no za
ostale biljke, i manifestira se interakcijom izmedu genotipa i njegovog okolisa. U
brojnim genetickim studijama, adaptivna tolerancija na metale ukljucuje mali broj gena i
mozda sudjelovanje nekih neynatno promjenjenih gena. Kako bi se zastitile od trovanja
metalima, biljke moraju razviti mehanizam kojim se metal nakon ulaska u citosol celije
ili odmah izbacuje ili kompleksira i inaktivira. Na taj nacin se sprjeava da metal
inaktivira kataliticki aktivne ili strukturne proteine, prvenstveno pomocu adaptivnog
mehanizma koji moze biti ukljucen u opcenitu homeostazu esencijalnih iona i njihovu

toleranciju (Baniwal et al., 2004; Shah i Nongkynrih, 2007).
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1.3. Bijeli narcis (Narcissus poeticus L.)

Rod monokotiledonih  biljaka narcisa (Narcissus), iz porodice amarilisa
(Amaryllidaceae), ¢ine trajnice sa lukovicom i nadzemnom stabljikom. Rod je nativan u
centralnoj Europi i cijelom Mediteranskom regionu, s izuzetkom jedne vrste koja
obitava u Aziji. Centar diverziteta roda se nalazi na Iberijskom poluostrvu (Hanks,

2002).

Postoje dvije verzije porijekla imena roda. Poznati rimski historicari Pliny i Virgil
su bili miSljenja da ime narcissus dolazi od rije¢i narke, koja oznacava narkoticko
djelovanje jakog mirisa cvjetova. Ipak, Svedski botanicar Linnaeus je inspiraciju za ime
roda pronasao u licnosti lijepog mladica Narcissusa iz grcke mitologije

(http://en.wikipedia.org/wiki/Narcissus %28flower%?29; http://pss.uvm.edu/ppp/articles/sprbulbs.html).

Taksonomija roda je vrlo kompleksna i predstavljena je sa razlic¢itim
klasifikacijama i brojem vrsta (Webb, 1980; Fernandes, 1968). Nedavno su Graham i
Barret (2004) i Zonneveld (2008) sa razlicitim pristupima prihvatili samo 36 vrsta. U
rodu je opisano vise od 27 000 kultiviranih varijeteta (Kington, 1989; The International
Daffodil Register and Classified List /Jupdated 2008/), s obi¢no veoma sloZenim porijeklom.
Varijeteti su uglavnom proizvedeni ukrstanjem vrsta N. poeticus L., N. pseudonarcissus L.

i N. tazetta L. (Wylie, 1952; Brandham, 1992; Brandham i West, 1993).

Uprkos veoma vaznoj ulozi koju Narcissus poeticus igra u kultivaciji narcisa, do

danas je radeno relativno malo istraZivanja na njegovim prirodnim populacijama.
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1.3.1. Karakteristike vrste

Na osnovu rezultata dobivenih nizom morfoloskih i citogenetickih istrazivanja (Cesca,
1972; Fernandes, 1975; Webb, 1980; Graham i Barret, 2004; Tucci et al., 2004; Zonneveld,
2008) kompleks N. poeticus se danas posmatra kao jedna vrsta. Narcissus poeticus [syn. N.
radiiflorus (Salisb.) Baker, N. angustifolius Curtix ex Haw.] pripada sekciji Narcissus L., i
nativan je za centralnu, jugozapadnu i jugoistocnu Europu. U geografskom
rasprostranjenju ova vrsta obuhvata podrucja od Slovenije do sjeverozapadne Grcke. U
lokalnim florama ova vrsta je uglavnom oznacena kao ugroZena, osjetljiva ili rijetka
(Beck, 1903; Webb, 1980; éugar, 1994; Sili¢, 1996; Stevanovié, 1999). Narcissus poeticus

pripada prealpsko-submediteranskoj flori (MiSi¢ i Lakusi¢, 1990; Graham i Barret, 2004).

Vrsta Narcissus poeticus (bijeli narcis, sunovrat, zelenkada, kosuta) ima duge uske
i sjedece listove, koji ni¢u iz lukovica. Listovi su nepotpuni sa paralelnom nervaturom,
linearni, na vrhu zatupasti i Siroki oko pola centimetra, zelene do plavicaste boje, i kraci
od stabljike. Stabljika je zelene boje, spljoStena i sa dva istaknuta uzduzna rebra, a moze
da naraste do pola metra. Lukovica je loptastog ili jajastog oblika, duga oko 5 cm i
Siroka do 2.5 cm, sa tamnim i suhim omotacem. Podzemno stablo (lukovica)
omogucava prezimljavanje jer sadrzi rezervnu hranu i pupoljak. Korijen je Zilicastog
tipa. Cvjetovi su vrsni i pojedinacni, vrlo rijetko dolaze po dva cvijeta na stabljici.
Cvijetna drska je duga do 2 cm i u donjem dijelu je obuhvacena opnastim priperkom.
Krunicu sacinjavaju bijeli listic¢i, koji su jajastog oblika ili su na vrhu S§iljati, prema
osnovi se suzavaju i po pravilu ne prepokrivaju. Parakrunica je tanjirasta, duga oko 0.5
cm, zZute boje, a po obodu sitno nazubljena i crvena. Cvijet je dvospolan. Tudak ima
trodjelni Zig, a prasnici se karakteriziraju heterostilijom. Plod je cahura sa brojnim

sjemenkama u svakom okcu (MiSi¢ i Lakusi¢, 1990; Graham i Barret, 2004).
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U Bosni i Hercegovini, bijeli narcis ima vrlo velike i brojne populacije na kraskim
poljima, ali je zastupljen i sa manje brojnim populacijama na planinskim i subalpinskim
travnjacima i kamenjarima na kre¢njacima te na serpentinskim supstratima. Populacije
bijelog narcisa su pronadene na nadmorskim visinama od 700 do 1750 m. Ova biljka
zahtjeva bazi¢na do slabo kisela, vlazna i dobro drenirana tla. Sto se ti¢e osuncanosti,
veoma dobro podnosi jaku suncevu insolaciju, ali i polusjenu. Cvjeta od kraja aprila do

sredine juna, i karakterizira se sa jakim i specificnim mirisom.

1.3.2. Citogeneticke karakteristike roda Narcissus

Prisustvo razli¢itih evolutivnih procesa, kao Sto su hibridizacija, poliploidizacija,
adaptivna radijacija i prisustvo prekobrojnih hromosoma su uoceni kod razli¢itih
predstavnika roda Narccissus (Fernandes, 1952; Wylie, 1952; Fernandes, 1975;
Brandham, 1986; Brandham i Kirton, 1987; Zonneveld, 2008).

Poliploidija je znacdajan proces u evolutivnoj historiji biljnog svijeta, gdje
novonastale promjene u strukturi genoma direktno uti¢u na fenotip i fitnes individua u
razli¢itim okoliSnim uvjetima. Na uspostavljanje i odrZavanje poliploida veliki uticaj
imaju perenijalna Zivotna forma, visok fekonditet, samooplodnja ili aseksualni nacin
razmnoZzavanja, slabo rasijavanje i prisustvo razli¢itih nisa (Otto, 2007; Rieseberg i
Willie, 2007). Optimalni nivo poliploidije za kultivare roda Narcissus je tetraploidija,
gdje su individue sa veéim nivoom ploidije vrlo rijetke. Poliploidija je rijetka u
prirodnim populacijama, osim kod vrste N. bulbocodium, koji moze biti 2x, 4x i 6x
(Wylie, 1952). Prema pristupacnoj literaturi, individue N. poeticus iz prirode su
uglavnom diploidi 2n=14 (Fernandes, 1952; Wylie, 1952; Cesca, 1972; Brandham i
Kirton, 1987; Takhtajan, 1990; Zonneveld, 2008). Triploidi (2n=3x=21) su registrirani u
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samo po jednoj populaciji u Grckoj i fVSvicarskoj (Zonneveld, 2008). Iako su i kultivirane
individue uglavnom diploidi, ipak postoji evidecija o postojanju nekoliko triploidnih
varijeteta (N. poeticus var. poetarum, N. poeticus “Recurvus”, N. poeticus “Hellenicus”, N.
poeticus “Pheasant Eye”) i jednog tetraploida N. poeticus “Actaea” (Fernandes, 1952;
Wylie, 1952; Cesca, 1972; Brandham i Kirton, 1987; Takhtajan, 1990; Zonneveld, 2008).

Prisustvo B hromosoma je primjeéeno kod nekoliko vrsta roda Narcissus
(Fernandes, 1952; Wylie, 1952; Brandham i Kirton, 1987; Zonneveld, 2008). B hromosomi
se karakteriziraju sa nesegregacijskim i sebi¢nim ponasanjem, jedinstvenim evolutivnim
putem i nepoznatim porijeklom, te prisustvom rekombinacijske barijere s A
hromosomima. Posto B hromosomi, kad su prisutni u ve¢em broju, pokazuju negativne
efekte na bujnost i fertilnost biljke, te na frekvenciju crossing-overa, sugerirana je njihova
geneticka, ali ne i funkcionalna inertnost (Carchilan i Houben, 2007; Jones et al., 2008).
Medutim, nedavno otkriveni geni locirani na B hromosomima kod sisara, razi, ljiljana i
penisetuma (Carchilan i Houben, 2007; Muratovi¢, 2007; Robert et al., 2011) ne
podrzavaju misljenja o njihovoj genetickoj tromosti. Takoder je poznato da B
hromosomi predstavljaju jedan od glavnih izvora genetickog diverziteta, intraspecijske
varijabilnosti u veli¢cini genoma i da omogucavaju stvaranje strukturalnih
polimorfizama u prirodnim populacijama (Camacho et al., 2000; Jones i Houben, 2003;

Jones et al., 2008).

Svi pronadeni B hromosomi u rodu Narcissus dugi su oko 2/3 hromosoma iz
garniture A, a koji nosi satelit (najcesc¢e najkraceg hromosomskog para u komplementu),
sa subterminalnom centromerom, mogu biti vrlo sli¢ni ili morfoloski varijabilni, te
mogu ali i ne moraju biti heterohromati¢ni (Fernandes, 1952; Wylie, 1952; Brandham i

Kirton, 1987; Zonneveld, 2008). U relevantnoj literaturi postoji samo nekoliko referenci o
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postojanju B hromosoma kod vrste N. poeticus (Takhtajan, 1990), no njihovo je postojanje

indicirano i veli¢inom genoma (Siljak-Yakovlev et al., 2010).

Zonneveld (2008) je utvrdio koli¢inu nuklearne DNK za sve vrste roda Narcissus,
medutim njegove vrijednosti dobivene su mjerenjima samo jedne individue po taksonu.
Medutim, prema navodima viSe autora (Olszewska i Osiecka, 1982; Zonneveld, 2008;
Siljak-Yakovlev et al., 2010), veli¢ina nuklearnog genoma vrste N. poeticus je varijabilna,
Sto upucuje na potrebu mjerenja kolicine DNK na viSe individua u populaciji, ali i u

okviru vise populacija.
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1.4. Ciljevi
Ciljevi ove studije su sljedeci:

1) da se odrede veli¢ina genoma i nivoi ploidije za brojne vrste koje obitavaju na

serpentinskim supstratima u zapadnom dijelu Balkanskog poluostrva;

2) da se provjeri postojanje favoriziranih odnosa izmedu velic¢ine biljnih genoma i

stresnih okolisnih uvjeta u prirodnim habitatima na serpentinskim supstratima;

3) da se nastavi sa Sirenjem baze podataka o veli¢ini genoma biljnih vrsta Balkanske

flore;

4) da se ukaZe na problematiku konzervacije ovih unikatnih biljnih resursa na

specifi¢cnim habitatima u Bosni;

5) da se izvrsi mjerenje koncentracije odredenih teskih metala (Ni, Co, Mn i Fe) te
makronutrijenata Mg i Ca u razli¢itim biljnim dijelovima i pripadajucoj rizosferi datih

individua bijelog narcisa koje uspijevaju na razli¢itim supstratima;

6) da se identificiraju moguce promjene na bijelom narcisu kao rezultat uticaja nekih

teskih metala;

7) da se izvrSe citogeneticka istrazivanja hromosomalne strukture (prisustvo
heterohromatina i ribosomalnih gena) u razli¢itim populacijama vrste Narcissus poeticus

u zapadnom dijelu Balkanskog poluostrva;

8) da se identificiraju tipovi odgovora genoma bijelog narcisa na razli¢ite okolisSne

uvjete;

9) da se valoriziraju varijabilnosti velicine genoma medu populacijama bijelog narcisa u

razli¢itim habitatima, ukljucujudi tla bogata tesSkim metalima (serpentini);

10) da se istraze odnosi izmedu ukupne nuklearne koli¢ine DNK bijelog narcisa i broja

B hromosoma.
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2. MATERIJALI I METODE

2.1. Velic¢ina nuklearnog genoma serpentinofita

U cilju mjerenja koli¢ine nuklearnog genoma biljni materijal (listovi) je prikupljen
tokom cijele vegetacijske sezone na prirodnim serpentinskim kompleksima centralne i
isto¢ne Bosne, na zapadnim padinama planine Zlatibor u Srbiji, te u FYR Makedoniji.
Taksonomska pripadnost, geografsko porijeklo, sklonost ka supstratu, tip zZivotnog
ciklusa, Zivotna forma, broj hromosoma iz literature i determiniran u ovoj studiji, nivo
ploidije, 2C DNK i 1C DNK vrijednosti, monoploidna veli¢ina genoma, broj analiziranih
individua, i vrste koje su sluzile kao standardi prezentirani su u Prilogu 1. Vauceri
sakupljenih biljaka su pohranjeni u Laboratoriji za istraZivanje i zastitu endemicnih
resursa, Odjel za Biologiju, Prirodno — matematicki fakultet, Univerzitet u Sarajevu.

Sistematski status, zivotni ciklus i zivotna forma su determinirani za svaku
svojtu iz relevantne bibliografije (Beck, 1903, 1916, 1927; Beck i Maly, 1950; Beck et al.,
1967-1983; Hayek, 1970; Josifovi¢, 1970-1977; Sari¢, 1986; Tutin et al., 1992-1996;
Oberdorfer, 1994; éugar, 1994; Silié, 1996; Tutin et al., 1996; Stevanovi¢, 1999; Nikolié,
1994-2000; Nikoli¢ i Topi¢, 2005).

Svijezi listovi prikupljeni su sa jedne do pet individua, u zavisnosti od brojnosti
individua u populaicjama na serpentinskim stanistima, za odredivanje ukupne velicine
genoma. Pojedinacni listovi su odvojeno umotavani u vlazni klineks papir, potom u

prozirnu foliju i pohranjeni na temperaturi od +4°C do mjerenja.
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2.1.1. Odredivanje ukupne nuklearne koli¢cine DNK

Na Institutu biljnih nauka (Institut des Sciences du Vegetal, CNRS UPR 2355,
Compartimentation Cellulaire, F-91198, Gif-sur-Yvette, Francuska) vrSena su mjerenja
kolicine DNK biljaka. Za estimaciju veli¢ine genoma, a prema metodologiji Marie i
Brown (1993), koriSteni su aparati Elite ESP protoc¢ni citometar (Beckman-Coulter,
Roissy, France) ili Partec CyFlow 532 nm laserskog citometra. Paralelna mjerenja
uzoraka su potvrdila da ovi aparati daju iste vrijednosti u ovoj laboratoriji. Kako bi se
pokrio Siroki raspon vrijednosti velicine genoma koriSteni su sljedeci standardi:
Lycopersicon esculentum Mill. cv. ‘/Roma’ (2C =1.99 pg; 40.0% GC), Petunia hybrida (Hook)
Vilm. cv. ‘PxPc6’ (2C = 2.85 pg; 41% GC), Pisum sativum L. cv. ‘Long Express’ (2C=8.37
pg; 40.5% GC), Hordeum vulgare L. cv. ‘Sultan’ (2C = 9.81 pg), Artemisia arborescens L. cv.
‘Crete’ (2C = 11.43 pg) i Triticum aestivum L. cv. “Chinese Spring’ (2C = 30.9 pg; 43.7%
GC).

Svjezi listovi analiziranih vrsta, zajedno sa listovima odgovarajuceg standarda,
usitne se Zziletom u sterilnim Petrijevim posudama (Fig. 3), uz dodatak 600 pl
Galbraithovog pufera (Galbraith et al. 1983) koji sadrzi 1% PVP (polivinilpirolidin)
10.000; 10 mM natrij metabisulfit i 0.1% Triton X-100. Navedene kemikalije se dodaju
radi pojacavanja permeabilnosti nuklearne membrane, sto omogucava laksi prodor
fluorohroma u svjezi materijal (Heslop-Harrison i Schwarzacher, 1996). Da bi se dobili
intaktni izolirani nukleusi, vrSeno je filtriranje suspenzija maceriranog materijala kroz
ultra filter, sa promjerom pora od 48 um. Dobivene otopine se u plasticnim flakonima
konstantno drze na ledu. Nakon toga slijedi tretman sa RNA-zom 2.5 jedinica ml?!
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Njemacka). Za estimaciju veli¢ine genoma se
dodaje 50 pg ml'! interkalarne fluorescentne boje propidium iodida (Sigma), koji

markira totalnu DNK i proizvodi nizak koeficijent varijacije (cv).
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Fig. 3. Priprema uzoraka za mjerenje veli¢ine genoma pomocu protocne citometrije
(Bourge i Brown, personalna komunikacija).

Ovako izolirani nukleusi obojeni fluorohromom se propustaju kroz laserski
protocni citometar (Fig 4). Mjerenja su izvrSena na pet individua iz svake ispitivane
populacije, uz ponavljanje mjerenja (konac¢na vrijednost je rezultat dobijen na osnovu

mjerenja najmanje 2.500 bojenih nukleusa za svaku individuu).

Kroz “protocnu celiju” citometra propustaju se pojedinacno izolovani i
fluorohromom obojeni nukleusi u vidu uskog toka. Pri prolasku kroz proto¢nu Celiju,
nukleusi se obasjavaju snaznim laserskim snopom svjetlosti odredene talasne duzine

koja odgovara upotrebljenom fluorohromu.
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Posljedica toga je istovremeno rasipanje svjetlosti i emisija karakteristicne
fluorescencije, koja se preko niza leca, ogledala i filtera sakuplja i usmjerava ka
razli¢itim detektorima (obi¢no fotomultiplikatorske tube, PMT). Fotomultiplikator
konvertuje svjetlost u elektricne signale, koji se amplificiraju i ovaj put konvertuju u

digitalni signal - kanalni broj.
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Fig. 4. Shematski prikaz rada protocnog citometra (Bourge i Brown, personalna
komunikacija).

Posto kanalni brojevi predstavljaju vrijednosti produkovane svjetlosti, tada se
prema intenzitetu fluorescencije odreduje broj kanala, tj. koli¢ina DNK. Naime, visi

kanalni brojevi predstavljaju i vece koli¢ine svjetlosti, odnosno vece koli¢ine DNK.

Apsolutna kolicina DNK se odreduje kompariranjem srednjeg kanalnog broja
nepoznate DNK u odnosu na standard, tj. poznatu koli¢cinu DNK {DNK (pg)= srednji
kanalni broj uzorka/srednji kanalni broj standarda x n pg genomske DNK standarda}

(Price i Johnston, 1996).
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2.2. Analiza ukupnih koncentracija Ni, Co, Mn, Fe, Cai Mg

u biljnom materijalu i tlu

Po pet kompletnih individua bijelog narcisa sa pripadaju¢om rizosferom (tlo oko
lukovice i korjencica) je prikupljeno u 13 populacija u Bosni i Hercegovini, Hrvatskoj i

Srbiji (Tabela 1).

TABELA 1. Geografsko rasprostranjenje istrazivanih populacija Narcissus poeticus.

Br. Lokalitet Supstrat GS GD NV(m N
1. Mt. (vjvrsnica, Mala évrsnica, B&H K 43° 34' 38" 17°29' 33" 1384 5
2. Mt. (vjvrsnica, Barice, B&H K 43° 35' 01" 17°30' 02" 1350 6
3. Glamocko Polje, Mlinista, B&H K 44°14' 07" 16°49' 57" 1198 11
4. Mt. Zelengora, Tocila, B&H K 43°19' 51" 18°33'10"  1470-1570 11
5. Livanjsko Polje, Peulje, B&H K 44° (08' 42" 16° 27' 56" 806-859 13
6. Livanjsko Polje, Celebici, B&H K 43°56' 01" 16° 40' 52" 710 5
7. Mt. Cvrsnica, Rakitno, B&H K 43°32' 79" 17°24' 90" 895-910 8
8. Gatacko Polje, Avtovica, B&H K 43°09' 15" 18°31' 32" 940 54
9. Mt. Biokovo, Ladena, Cro K 43°17' 27" 17° 05' 25" 1265 7
10. Mt. Biokovo, Vosac, Cro K 43°18' 46" 17°04' 01" 1340 9

11. Kladanj, Katranica, B&H S 44°16' 09" 18°33' 15" 800-940 26
12. Zeple, Matinski Vis, B&H S 44°28' 03" 17°58' 37" 820-900 23
13. Mt. Zlatibor, Mokra Gora, Srb S 43° 49' 09" 19° 30" 24" 810 11

Napomena: GS, sjeverna geografska sirina; GD, isto¢na geografska duzina; NV, nadmorska
visina; N, broj analiziranih individua; K, krecnjak ; S, serpentin; B&H, Bosna i Hercegovina;
Cro, Hrvatska; Srb, Srbija.
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Biljni uzorci su ociS¢eni sa svjezom vodom, a zatim saprani destilovanom
vodom, kako bi se odstranile sve povrsinske necistoce. Nakon separiranja, biljni uzorci
(nadzemni izdanci i lukovice) su suSeni na temperaturi od 60°C tokom 24 sata i
pohranjeni u polietilenske posude do analiziranja. Uzorci tla su suSeni na sobnoj
temperaturi, prosijani kroz sito velic¢ine otvora <2mm, u ahatnom tarioniku usitnjeni do

velicine Cestica 100pum i pohranjeni u polietilenske posude do analiziranja.

Pripadajuc¢a rizosfera analiziranih bijelih narcisa je wuzorkovana u Ciste
polietilenske vrecice. Uzorci tla su suSeni na sobnoj temperaturi, prosijani kroz sito
veli¢ine otvora <2mm, u ahatnom tarioniku usitnjeni do veli¢ine cestica 100um i

pohranjeni u papirne kese do analiziranja koli¢ine elemenata i pH tla.

Izbor postupka odredivanja sadrZaja Ni, Co, Mn, Fe, Mg i Ca u biljnom materijalu
je prvenstveno zavisio od njihovih kemijskih i termokemijskih osobina. Naime, oksidi
ovih elemenata su lako rastvorljivi u kiselinama i prakticki nisu isparljivi na
temperaturama od oko 1200°C. Navedene karakteristike su bile odlucujuce za izbor
termickog nacdina mineralizacije biljnog materijala (spaljivanjem), a na osnovu
instrukcija proizvodaca uredaja atomskog apsorbcionog spektrometra (AAS) i iskustva
Laboratorija (Perkin Elmer Manual, 1996). Dodatna pogodnost nacina mineralizacije i
pripravljanja otopina uzoraka, u kojima se pomocu AAS vrs$i mjerenje sadrzaja
odredivanog elementa, osim brzine odredivanja, ogleda se i u ¢injenici da je neophodna
vrlo mala kolicina reagensa/kiseline, Sto umanjuje i mogucnost pojave greske u ocitanju
rezultata, jer je manja moguc¢nost kontaminacije i/ili gubitaka. Preliminarna mjerenja
sadrzaja elemenata u biljnom materijalu su potvrdila ispravnost izbora odredivanja
koncentracije elemenata tehnikom plamene, a ne bezplamene AAS tehnike

elektrotermicke atomizacije (HGA), s obzirom da je sadrZaj analiziranih elemenata u
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uzorcima bio dovoljno visok, $to omogucava dobijanje pouzdano ta¢nog i preciznog

rezultata.

Ukupna koli¢ina Ni, Co, Mn, Fe, Mg i Ca u uzorcima tla i biljnog materijala je
analizirana pomocu atomske apsorpcione spektrofotometrije (AAS), koriStenjem
uredaja Perkin-Elmer M 3110, na metalurskom institutu , Kemal Kapetanovi¢ Zenica”,

Univerziteta u Zenici.

2.2.1. Odredivanje pH rizosfere uzorkovanih bijelih narcisa

Vrijednosti pH tala su determinirane pH metrom u zasi¢enom mulju = otopini

tlo/deionizirana voda (v/v, 1:2.5; 20 g uzorka tla i 50 ml vode; Steubing, 1965).

2.2.2. Odredivanje sadrzaja Ni, Co, Mn, Fe, Mg i Ca u biljnom
materijalu

Odvagano je 0.5 +0.001 g uzorka biljnog materijala pomocu analiticke vage i
kvantitativnho preneseno u platinski lonci¢. Lonéi¢ s odvaganim uzorkom je prenesen u
hladnu elektricnu zarnu pec¢ (Gerhard), koja se u narednih 3 sata zagrijavala do
temperature od 800°C, ¢ime se postiglo postepeno, a ne naglo, sagorijevanje organske
komponente uzorka i izbjegao “mehanicki” gubitak uzorka. Nakon potpunog
spaljivanja organske komponente i hladenja uzorka do sobne temperature, sadrzaj
pepela u loncic¢u je razblazen sa 2-3 ml redestilirane vode, a zatim je u lonéi¢ dodato 2
ml nitratne kiseline (HNOs, BDH Aristar, UK). Nakon toga je lonci¢ pokriven
platinskim poklopci¢em i prenesen na grijnu platu kako bi se sadrzaj otopio na
temperaturi nesto nizoj od temperature kljuc¢anja otopine (100-110°C). Potpuno otopljeni
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sadrzaj je iz lonci¢a kvantitativho prenesen u odmjernu tikvicu od 10 ml u koju je,
nakon hladenja do sobne temperature, pipetom dodano 2 ml 0.2% otopine lantan nitrata
[La(NOs)»H20; BDH Aristar, UK] i dopunjeno redestiliranom vodom do marke.
Otopina lantana (0.1-1%) se dodaje kako bi se suzbile eventualne kemijske interferencije

u plamenu.

Paralelno sa pripremom otopina uzoraka, pripremane su i referentne otopine za
konstrukciju kalibracione krivulje. Na taj nacin se postize kompenzacija eventualnih
odstupanja sobne temperature pri kojoj su vrsena ocitanja, ali i to da se uvijek koristi isti
set reagencija (i.e. veoma vazno zbog “slijepe” probe). Kalibraciona krivulja je
konstruisana sa tri tacke, u okviru cijih raspona se nalaze i najnize i najviSe
koncentracije odredivanih elemenata iz uzoraka i slijepe probe. U cetiri odmjerne
tikvice je dodavana ista koli¢ina reagensa kao kod obrade uzoraka, s tim da su u tri od

njih dodavani alikvoti standardnih otopina elemenata ¢iji je sadrzaj odredivan.

2.2.3. Odredivanje sadrzaja Ni, Co, Mn, Fe, Mg i Ca u tlu

S obzirom da je sadrZaj odredivanih elemenata u tlu, izuzimajuci Ca a djelomicno i Mg i
Fe, nizak, za njihovo odredivanje je koristena atomska apsorpciona spektrofotometrija
tehnike plamena. RazblaZivanjem otopine i snimanjem apsorbancije na talasnim
duljinama koje daju niZu osjetljivost (gdje je to bilo neophodno), pomocu AAS je bilo

moguce odrediti i sadrzaje Ca, Mg i Fe.

Prema uputstvu proizvodaca (Perkin-Elmer Manual, 1996), pripremljene su
otopine uzoraka te postavljeni parametri, energija lampe (Suplja katoda), talasna duljina
i tip plamena (C2Hz-zrak ili C2H2-N20), pri kojim je mjerena apsorbancija pojedinih
elemenata na AAS.
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Izvagano je 0.2+0.001 g tla i kvantitativno preneseno u platinski lonci¢, koji je
zatim stavljen u Zarnu pec¢ na temperaturu od 850°C kako bi se odstranili tragovi
organske materije. Nakon hladenja u eksikatoru, u lonci¢ je dodato 1 ml redestilirane
vode uz lagano homogeniziranje sadrzaja. U loncic je zatim dodat 1 ml koncentrirane
nitratne kiseline, 2 ml koncentrirane perklorne kiseline (HClOx p.a., Merck, Njemacka) i
2 ml koncentrirane fluorovodonic¢ne kiseline (HF p.a.,, Merck, Njemacka). Lonci¢ sa
homogeniziranim rastvorom je prenesen na platu i sadrzaj je zagrijan do temperature
kljuéanja. Kada je sadrzaj u lonci¢u uparen do naznake pojave perklornih isparenja,
temperatura plate je povecana kako bi se pojavila perklorna isparenja. Nakon
isparavanja perklorne kiseline, lonci¢ se djelimi¢no hladio i u njega se dodalo 10 ml 50%
otopine klorovodonicne kiseline (HCl, BDH Aristar, UK), koji se potom ponovo
zagrijavao do temperature kljuéanja, kako bi se potpuno rastvorio sadrzaj (soli). Ovako
dobiven rastvor je iz loncic¢a, sapiranjem zidova redestiliranom vodom, kvantitativno
prenesen u odmjernu tikvicu, u koju je potom dodato 5 ml otopina lantana i dopunjeno
do 25 ml redestiliranom vodom. Sadrzaj u tikvici se potom homogenizirao, ¢ime je

obrada uzorka za mjerenje apsorbancije na AAS bila zavrSena.

Standardne otopine odredivanih elemenata u koncentraciji od 1.0 g L! su
pripremljeni otapanjem spektrografski cistih (299,99%) odredivanih elemenata u
kloridnoj ili nitratnoj kiselini, ili su pripremljeni otapanjem karbonata u kloridnoj
kiselini (za Ca i Mg). Kalibracione otopine su pripremane na isti nacin kao i za biljni

materijal, s obzirom da je Si isplinjen, a ostali elementi su odmjeravani.

Mjerenja koncentracija elemenata u biljnom materijalu i tlu su vrSena u serijama
po pet otopina uzoraka. Kako su radene po dvije otopineistog uzorka istovremeno,

mjerenje apsorbance je izvodeno prvo na pet otopina prve paralelke, a zatim druge.
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Linearnost kalibracione krivulje je kod svakog elementa provjeravana nakon mjerenja

apsorbancije seta od pet otopina prve paralelke.

2.2.4. Preracunavanje ocitanih vrijednosti na AAS

Iako su koncentracije otopina za kalibracionu krivulju iskazivane u pg ml?,
koncentracije pojednih elemenata u uzorcima su iskazivane u mg kg'. Prera¢unavanje

se vrsilo prema sljedecoj formuli:

A-V

Konc elem (mg kg™) =

Gdje su:
A — ocitana koncentracija otopine na AAS (ug ml)
V — volumen tikvice (10 ili 25 ml)

m — pocetna masa suhe materije (0.2 ili 0.5 g)

2.3. Citogeneticke metode

Biljni materijal (svjezi listovi za odredivanje veli¢ine genoma i lukovice za citogeneticka
istraZivanja) iz svih 13 istraZivanih populacija je prikupljen u periodu 2007-2010 godine.
Lokaliteti, supstrati i geografske koordinate, te broj analiziranih individua su
predstavljeni u Tabeli 1 i Fig. 5. Zivi materijal je uzgajan u stakleniku Univerziteta
Pariz-Jug (Université Paris-Sud, Francuska) kako bi se dobili meristemi korjencica za

hromosomske analize.
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2.3.1. Priprema hromosoma

Za citogeneticku analizu su koriSteni
korjenciéi duzine 1.5-2.5 cm, koji su
tretirani ili sa 0.05% rastvorom kolhicina
(Sigma-Aldrich Chemie Gmbh,
Steinheim, Njemacka) u trajanju od 2-4
sata na temperaturi od 18-20°C, ili sa
0.002 M 8-hidroksikinolinom u trajanju
od 3-4 sata na temperaturi od 16°C.
Nakon toga, korjenci¢i su fiksirani u

svjeze napravljenom rastvoru Carnoy II

(etanol:sircetna  kiselina, 3:1, v/v)

Fig. 5. Lokacije istrazivanih populacija bijelog
narcisa (v. Tabelu 1)

narednih 24-48 sati u frizideru na +4°C, a

potom prebaceni u 70% etanol i pohranjeni na temperaturu od -20°C.

2.3.2. Bojenje meristema korjencica po Feulgen metodi i odredivanje
kariotipa klasicnom metodom

Bojenje hromosoma se vrsilo prema metodi Feulgen i Rossenbeck (1924). VrSena je
vruca hidroliza, pomoc¢u 1M HCI na 60°C u vodenom kupatilu, u trajanju od 12-14
minuta. Hidrolizirani korjenci¢i su, potom, potapani u Schiffov reagens na sobnoj
temperaturi, u tamnoj komori. Nakon najmanje 30 minuta, obojeni vrSak korjencica
(meristem) je disekovan skalpelom i prebaden na predmetno staklo u kapljicu 45%
glacijalne sircetne kiseline, kako bi se napravio preparat klasicnom “squash” metodom.
Ovako pripremljeni preparati su koriSteni za analizu morfologije hromosoma,

odredivanje kariotipa te za konstruiranje idiograma.
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Determinacija pozicije centromera, tipa hromosoma i uparivanje homologih
hromosoma se vrsilo na osnovu nomenklature i metode po Levan et al. (1964). Totalna
duzina hromosoma (TLC), centromerni index (Ci), odnos krakova (r), index asimetrije
(Asl%, prema Arano i Saito, 1980) te odnos najkraci/najduzi hromosomski par (R) su
koristeni za karakterizaciju kariotipa. Sateliti i duzine sekundarnih konstrikcija nisu
ukljucene u mjerenja. Konstruiranje idiograma kao i poredak hromosoma su vrseni na
osnovu opadajuce totalne duzine hromosoma, odnosa krakova i srednje vrijednosti
centromernog indexa. Statisticka analiza dobivenih podataka je vrSena pomocu

standardnog T-testa.

2.3.3. Bojenje srebro-nitratom (AgNO3)

U svrhu odredivanja aktivnosti ribosomalnih gena 185-5.85-26S vrsilo se bojenje
nukleusa srebro-nitratom (AgNO:s). Mladi korjenciéi su tokom no¢i drzani u 2% otopini
srebro-nitrata, na temperaturi od 60°C (Hall i Parker, 1995). Naime, otopina srebro-
nitrata se vezuje za proteine prisutne u regiji nukleolarnog organizatora (i
nukleolusima), Sto se na citogenetickom nivou odcituje tamno obojenjem u ovim
hromosomskim/nuklearnim regijama. Za svaku populaciju je prebrojavano stotinu

nukleusa, u kojima su se jasno mogli uociti i prebrojati tamnije obojeni nukleolusi.
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2.3.4. Molekularno-citogeneticke metode — Fluorohrom bojenje
hromosoma

Na osnovu razlicitih tipova fluorohrom bojenja (Chromomycin As bojenje, Hoechst 33258
bojenje) omogucena je vizualizacija repetitivnih ili visokorepetitivnih regija DNK,
bogatih GC ili AT bazama. Nakon predtretmana i fiksacije korjenci¢a vrSena je
enzimatska hidroliza biljnih celija (Fig. 6), modifikacijom protokola Geber i Schweizer
(1988). Poslije ispiranja u citratnom puferu®, korjenci¢i su hidrolizirani u enzimatskom
rastvoru’, napravljenom u istom puferu, u vlaznoj komori na temperaturi od 37°C u
trajanju od 10-30 minuta. Na ovaj nacin, celije oslobodene od pekto-celuloznog zida
(protoplasti) se prebacuju u kap 45% sircetne kiseline na predmetnom stakalcetu.
Ovako dobivena suspenzija protoplasta se promatra pod Wild fazno-kontrastnim

mikroskopom (Wild M20).

l&—— Petrijeva posuda
satno staklo

stakleni Stapic

uronjeni korjencici
u rastvoru enzima

navlazeni filter papir = &

Fig. 6. Shematski prikaz enzimatske digestije korjencic¢a za dobivanje
protoplasta (prema Abdeddaim-Boughanmi, 2010).

Odabrani preparati su se oslobadali pokrovnice metodom brzog zamrzavanja
(Conger i Fairchild, 1953) pomoc¢u CO: (ili na -80°C) i nakon ispiranja apsolutnim

alkoholom ostavljeni da se suSe na sobnoj temperaturi do konac¢ne upotrebe.

*0.01M citratna kiselina-natrij citrat, ph 4.69
> 4% celulaza Onozuka R10/Onozuka, Japan/, 1% pektoliaza Y23 /Seishin Pharmaceutical, Japan/ i
4% hemicelulaza /Sigma Chemical Co., Francuska/
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2.3.4.1. Chromomycin Asbojenje

Pomocu fluorohroma chromoycin As (antibiotik iz grupe hromomicina, CMA; Sigma-
Aldrich Chemie Gmbh, Steinheim, Njemacka) se mogu identificirati regioni DNK bogati
guanin i citozin bazama. Ti regioni emitiraju fluorescenciju (eksitacija na Ama=435nm)
nakon izlaganja svjetlosti talasne duZzine Ama=560nm (Sumner, 1990). Bojenje je
izvedeno po izmjenjenim protokolima Schweizer (1976), Kondo i Hizume (1982) i Siljak-

Yakovlev et al. (2002).

Osuseni preparati su inkubirani 15 minuta, na sobnoj temperaturi, u citratno-
fosfornom puferu Mcllvain pH7® uz dodatak 10 mM MgClo. Nakon otklanjanja pufera
nanosio se rastvor chromomycin As boje, koncentracije 0.2 mg ml?, otopljene u Mcllvain
puferu pH 7. Ova boja je djelovala 90 minuta, na sobnoj temperaturi i u zamracenom
prostoru, prije nego je saprana Mcllvain puferom pH 7. Narednih 7 minuta (u istim
uvjetima) preparati su bojeni metil-zelenom bojom (0.5% u Mcllvain puferu, pH 5.57), a
u cilju dobivanja kontrasta. Konacno, preparati su isprani Mcllvain puferom pH 5.5;

djelimi¢no osuseni i uklopljeni u rastvoru glicerola “Citifluor AF.".

2.3.4.2. Hoechst 33258 bojenje

Prema neznatno izmjenjenoj metodologiji Martin i Hesemann (1988), identificirani su
regioni DNK bogati adenin-timin bazama pomocu Hoechst 33258 {2,2-(4-hidroksifenil)—
6-benzimidazolil-6-(1-metil4-piperazil)-benzimidazol-trihidrohlorid; = Sigma-Aldrich
Chemie Gmbh, Steinheim, Njemacka} bojenja.

6 Mcllvain pH 7=6.5 ml (0.21 g citratne kiseline + 10 ml destilovane H,O) + 43.6 ml (1.78 g Na,HPO, x 2H,0 + 50
ml H,0) + 49.9 ml H,O
" Mcllvain pH 5.5=21.6 ml (1.05 g citratne kiseline + 50 ml destilovane H,0O) + 28.4 ml (2.136 g Na,HPO,4 x 12H,0
+ 60 ml H,O) + 50 ml H,O
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Region od minimalno cetiri do pet uzastopnih baznih AT parova (Godelle et al.,
1993) ce se vezati za ovu boju, a jacina fluorescencije ¢e zavisiti od koncentracije
Hoechsta i same velicine regiona DNK (eksitacija Amax-356nm, a emisija na Amax-465nm)

(Sumner, 1990).

U predtretmanu bojenja fluorohromom Hoechst potrebno je izvrsiti rehidrataciju
preparata sukcesivnim dodavanjem razlic¢itih koncentracija alkohola etanola (70%, 50% ,
30%, i to u svakom po pet minuta), potom ih ispirati u destiliranoj vodi, pa onda
inkubirati 10 minuta u Mcllvain puferu pH 5.5. Nakon toga se na preparat nanosi
fluorohrom Hoechst (2 pg ml?) u trajanju od dvije minute, u zatamnjenom prostoru i na
sobnoj temperaturi. Ispiranje je vrSeno 2-3 puta u okomitom poloZaju, te 15 min u
zamracenom prostoru pomocu Mcllvain pufera pH 5.5, i na kraju u destiliranoj vodi (15
minuta). Nepotpuno osuSeni preparati se potom uklapaju u rastvoru glicerola “Citifluor
AF>”. Na ovaj nacin je omogucena precizna linearna diferencijacija dobivena razli¢itim

molekularno-citogenetickim metodama na istim metafaznim figurama.

Po potrebi, nakon fluorohrom bojenja, preparati se obezbojavaju potapanjem u
fiksativ (etanol-sircetna kiselina, 3:1) ili u 2xSSC. Nakon uklanjanja pokrovnice i

otapanja citifluora, preparati se provlace kroz seriju otopina 70%, 90% i 100% etanola.

2.3.4.3. Fluorescentna in situ hibridizacija (FISH)

Ribosomalna RNA je kod eukariota kvantitativno najzastupljeniji tip ribonukleinske
kiseline. Prema modificiranoj metodi Heslop-Harrison et al. (1991) kao hibridizacijske
sonde, u DNK:DNK dvostrukoj simultanoj in situ hibridizaciji, sluZe ribosomalni geni

55 i 185-5.85-265 (18S).

Priprema sondi i njihovo markiranje je izvrSeno prema Cerbah et al. (1999)
protokolu. EcoRI fragment, velicine 4 kb, koji odgovara dijelu 185-5.85-265 rDNK,
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zajedno s internim transkribujuéim razmaknicama (ITS), izolovan iz vrste Arabidopsis
thaliana L., je koristen kao 185 rDNK sonda. 18S rDNK hibridizacijska sonda je markirana

pomocu Cys fluorohroma (Amersham Co., Francuska) nik-translacijom.

Sonda 5S rDNK odgovara plazmidu pTa794 sa cijelim 410-bp BamHI
fragmentom 5S rRNA gena izolovanim iz Triticum vulgare L. (Gerlach i Dyer, 1980).
Sonda je markirana pomoc¢u haptena digoxigeninall-dUTP® (Roche Diagnostics,

Meylan, Francuska) PCR metodom.

Prethodno obezbojeni preparati, nakon fluorohrom bojenja, su podvrgnuti
predtretmanu, tj. oslobodeni od RNA i proteina, koji mogu biti smetnja uspjesSnoj

hibridizaciji, jer neciljana vezivanja mogu pojacati nezeljene signale u pozadini (Fig. 7).

Inkubacijom na temperaturi od 37°C u trajanju od jednog sata, preparati se
podvrgavaju RNaznom tretmanu (100 pg ml?!), gdje se Zeljena koncentracija RNaze
dobiva pomocu pufera 2xSSC’ (pH 7). Nakon trostrukog (po pet minuta) ispiranja u
25SC preparati se tretiraju 10-15 minuta, na temperaturi od 37°C pepsinom (0.1 mg ml"!
pepsina u 0.01 N HCI), koji digestira ostatak citoplazme. Ponovo slijedi ispiranje
preparata, ali ovog puta ultracistom vodom (dvije minute), te dvostruko ispiranje (po

pet minuta) u 2xSSC puferu.

Potapanjem preparata u seriju otopina 70%, 90% i 100% etanola (po tri minute)
vrsi se njihova dehidratacija. Nakon toga se preparati suse na sobnoj temperaturi
najviSe dva sata, i pomocu fazno-kontrastnog mikroskopa se provjerava prisustvo

prethodno markiranih figura.

¥ Digoxigenin je steroid izolovan iz vrste Digitalis purpurea L.
? 2xSSC=0.03 M natrij citrat + 0.3M natrij hlorid u omjeru 1:1.
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Uspjesnost hibridizacije zavisi od:

1. baznog sastava probe i ciljanih sekvenci, kao i duZine njihovih fragmenata i
2. temperature i koncentracije iona natrija te formamida pri postupku

hibridizacije.

Da bi doslo do hibridizacije potrebno je da postoji najmanje 40%
komplementarnih baza na u ciljnoj (hromosomalnoj) DNK i DNK probi. Kraci
fragmenti, sa jako visokim procentom homologije sa ciljanom sekvencom, imaju vecu
mogucnost hibridizacije. Heslop-Harisson (2000) navodi da je veoma bitno i to koji

dijelovi proba su nehomologi sa ciljanom sekvencom.

Karakteristicna je visoka zastupljenost GC baza u ribosomalnim genima koji
kodiraju 185S-26S rRNA molekule. GC bogate sekvence, za razliku od AT sekvenci,
zahtjevaju ekstremnije uvjete za denaturaciju: vecu temperaturu i koncentraciju
formamida, a niZu koncentraciju soli. Upravo ovi uvjeti zahtjevaju apsolutnu
komplementarnost probe i ciljane sekvence, zbog velike nestabilnosti dvostrukog

heliksa.

Destabilizaciju dvostrukog heliksa DNK:DNK vrsi formamid (CHsNO) koji,
ujedno, omogucava i koriStenje nizih temperatura hibridizacije. S druge strane,
stabilizaciju heliksa povecavaju monovalentni kationi natrija uz slabi SSC pufer (pH 7)

ili uz natrij fosfatni pufer (1M do 20M).

U cilju odvijanja simultane hibridizacije koristen je po 1 ul svake od rDNK proba
(koncentracije 50 ng ul? 5S rDNK sonde i 40 ng pl*! 185-26S rDNK sonde). Sonde su, na

kraju, dodavane u pripremljenu hibridizacijsku smjesu:
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1. 10 pl dextran sulfata [10% (w/v)] koji povecava volumen hibridizacijske
smjese bez njenog razblazivanja;

2. 25 ul formamida [50% (v/v)];

3. 3 ul SDS (natrij dodecil sulfat) [0.1% (w/v)] koji pomaZe kod penetracije
probe;

4. 1.5 pl sperme lososa (250 ul ml?) — ova inertna DNK omogucava vezivanja
nespecificne probe i proteina ili drugih neciljanih DNK sekvenci;

5. 5 ul 20xSSC;

6. ido konac¢nog volumena hibridizacijske smjese (50 ul po predmetnom staklu)

dodana je ultradista voda.

Denaturacija hibridizacijske smjese je trajala 10 minuta na temperaturi od 72°C te
je nakon toga prebacena na led i ostavljena da se hladi najmanje pet minuta. Po 40-50 pl
denaturirane smjese je naneseno na svaki preparat koji su potom, prekriveni plasticnom
pokrovnicom i ponovo, denaturirani 10 minuta na temperaturi od 72°C. Slijedilo je
prebacivanje preparata u vodeno kupatilo na temperaturu od 55°C u trajanju od pet
minuta, te u termostat na temperaturu od 37°C u vlaznu komoru, tokom narednih 16
sati.

Sljedeci dan se vrsilo posthibridizacijsko ispiranje preparata u 2xSSC na sobnoj
temperaturi, a radi uklanjanja nevezanih i slabo hibridiziranih signala. Potom je slijedila
serija ispiranja preparata u trajanju od pet minuta na temperaturi od 42°C:

- triispiranja u 2xSSC,

- dvaispiranja u 20% formamidu,

- jedno ispiranje u 0.1xSSC,

- triispiranja u 2xSSC,
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- jedno ispiranje u 4xSSCT' i

- jedno ispiranje u 4xSSCT na sobnoj temperaturi.

Detekcija hibridiziranih regiona, markiranih digoxigeninom, je izvrSena pomocu
anti-digoxigenina (anti-hapten antitijela). Preparati su tretirani u trajanju od pet minuta
sa 5% (w/v) BSA (bovin serum albumin) rastopljenim u 4xSSCT, tj. tamponom za
detekciju. Nakon toga se na preparate nanosio anti-dioxigenin (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Njemacka) u istom tamponu (koncentracije 20 pg ml™'). Narednih
sat vremena, na temperaturi od 37°C, je trajala inkubacija te serija ispiranja preparata u
4xSSCT, tri puta po pet minuta na sobnoj temperaturi.

Na kraju FISH eksperimenta, preparati su uklapani u medij za uklapanje
(Vectashield mounting medium, Vector Laboratories, Peterborough, UK) koji u sebi
sadrzi fluorohrom DAPI Na taj nac¢in su hromosomi obojeni plavo (pozadinsko
bojenje), kako bi se istakli zeleni i crveni hibridizacijski signali koji odgovaraju 185-26S i

5S rDNK lokusima.

2.3.5. Analiza preparata i priprema fotodokumentacije

Preparati su nakon bojenja fluorohromima te nakon FISH-a posmatrani i fotografirani
pomocu epifluorescentnog Zeiss Axiophot mikroskopa, uz koristenje seta filtera (01, 07,
15 i trostruki 25) i visoko osjetljive CCD kamere (Retiga 2000R, Princeton Instruments,
Evry, Francuska). Dobivene fotografije su obradivane odgovaraju¢im programom za
akviziciju i analizu slike (MetaVue Image analyzer, Metavue, vers.7.0r4 Evry,

Francuska) te u programu Adobe Photoshop 7.0 (Adobe Systems, Svicarska).

' Dodavanjem 0.2% deterdzenta Tween 20 u SSC nastaje SSCT.
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Fig. 7. Shematski prikaz principa FISH eksperimenta za lokalizovanje gena u
nukleusu
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2.4. Statisticka obrada podataka

Deskriptivna statistika je obuhvatila sljedece parametre: 2C DNK, sklonosti biljaka ka
supstratu, Zivotne forme i tipa ciklusa, koncentracije analiziranih elemenata i pH
vrijednosti tala. U cilju predstavljanja varijabilnosti pojedinacnih varijabli izracunate su
aritmeticka sredina, standardna devijacija, koeficijent varijacije, minimum i maksimum.
Pomoc¢u univarijantnih metoda ANOVA (analiza varijance) izvrSena su testiranja
srednjih vrijednosti za grupe, te je korisSten Tukey test u cilju detekcije eventualnih
razlika. Takoder, koriSten je i Spearman test korelacije u cilju analize odnosa izmedu

vrijednosti veli¢ine genoma o¢itanih u ovoj studiji i rezultata drugih autora.
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3. REZULTATI

3.1. Analizirane biljne vrste na krajnjem sjeverozapadnom

arealu serpentina na Balkanu

3.1.1. Veli¢ina genoma i serpentinofite

U ovoj studiji su prezentirani podaci za 308
svojti koje obitavaju na serpentinskoj podlozi
Bosne i Hercegovine, Zapadne Srbije i FYR
Makedonije (Tabela 2). Prema naSim
saznanjima i pristupacnim bazama podataka,
dobivene vrijednosti su nove za 28 roda (dva
roda papratnjaca, tri monokotiledona i 23
eudikotiledona) i 97 vrsta na specijskom i 2
svojte (Tabela 2, Prilog 1). Izmjerene 1C-
vrijednosti se kre¢u od 0.14 pg za Selaginella
helvetica do 41.59 pg za Lilium martagon (Prilog
1), pokazujuci ~300-struki raspon. U Prilogu 1

su predstavljeni sklonost svojti prema tipu

supstrata, tip zivotnog ciklusa, tip Zivotne

TABELA 2. Pregled zbirnih podataka
za istrazivane taksone.

Ukupan broj Prve C-
vrijednosti
Taksoni 308 99
Mahovine 1 0
Papratnjace 10 4
Cetinjade 6 0
Monokotile 26 10
Dikotile 265 85
Rodovi 213 28
Mahovine 1 0
Papratnjace 7 2
Cetinjade 2 0
Monokotile 22 3
Dikotile 181 23
Porodice 80 0
Mahovine 1 0
Papratnjace 7 0
Cetinjace 2 0
Monokotile 10 0
Dikotile 60 0

forme, 2C-vrijednosti u pg, 1C-vrijednosti u Mbp, i 1Cx-vrijednosti u pg (prema

Greilhuber et al., 2005). Hromosomski broj i nivo ploidije su ili determinirani u ovoj

studiji (indicirano sa zvjezdicom) ili preuzeti iz relevantne literature (Fedorov, 1969;

IPCN; Bennet i Leich, 2005; Loureiro et al., 2008).
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Logaritamski prikaz 1C veli¢ine genoma (Fig. 8) ima pravilnu sigmoidnu krivu i
pokazuje da je uzorak slucajan. Medutim, interesantno je primjetiti da distribucija 1C-
vrijednosti nije kontinuirana, jer se mogu uociti Cetiri prekida u logaritamskoj krivoj:
jedan odgovara vrlo malim 1C-vrijednostima, dok preostala tri odgovaraju srednjim,
velikim i vrlo velikim veli¢inama genoma (Fig. 8). Prema Leitch et al. (1998) viSe od pola
izmjerenih svojti (55.63%) imaju vrlo male, dok 22.19% svojti imaju male i 18.75% srednje
1C-vrijednosti. Svojte sa velikim i vrlo velikim veli¢inama genoma su prisutne u malom

broju (3.13% i 0.31%) i predstavljaju uglavnom cine cetinjace i monokotiledone biljke.
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Fig. 8. Kumulativna frekvencija 1C-vrijednosti istraZivanih
svojti.

Prisutna je visoka pozitivna korelacija (r=0.94, p<0.05, Fig. 9) izmedu 208
prethodno publikovanih i nasih mjerenja 1C-vrijednosti. Signifikantne razlike se
uocavaju kod nekih vrsta (Fig. 9), Sto najcesce reflektira razlicite nivoe ploidije tih svojti.
U okviru ove studije je detektovano 10 vrsta sa razli¢itim nivoima ploidije (Centaurea

micranthos, Convolvolus arvensis, Coronilla wvaria, Daphne mezereum, Helianthemum
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nummularium, Leucanthemum vulgare, Narcissus poeticus, Solidago virgaurea, Tanacetum

corymbosum i Veronica urticifolia; Prilog 1).

Kod nekih vrsta sa velikim i vrlo velikim genomima (Lilium bosniacum, L.
martagon i Narcissus poeticus) je uo¢eno povecanje DNK C-vrijednosti kod individua koje
posjeduju B hromosome, narocito u slucaju veceg broja B hromosoma. S druge strane,
detekcija ve¢ uocenih B hromosoma klasi¢nim citogenetickim metodama nije bila
moguca pomocu protocne citometrije kod svojte sa vrlo malom veli¢inom genoma

(Stachys recta var. chrysophea).

Leucanthemum vulgares 4 . L 9,
| ! £ | Wiy .&.‘lll -
L5 N —eCotinuscoggygrya =
| e e i T | N 7 < 1
Chelidonium majus e N P I T |
! S . K] « Anemone

nhemorosa

«Solidago virgaurea |

1.0

Publikovane 1C-vrijednosti (pg)

o o Sedum album

0.1 T ——— T ———
0.1 1.0 10.0

Fig. 9. Poredenje prethodno publikovanih i nasih 1Cx podataka (siva
linija je ta¢na korelaciona linija sa + 5% odstupanja).
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3.1.2. Odnos veli¢ine genoma i nekih karakteristika serpentinofita

U analiziranom biljnom setu, najprisutnije porodice sa vrlo malim genomima su
Rosaceae (19 svojti), Fabaceae (12), Brassicaceae (10) i Scrophulariaceae (10). Porodica
Asteraceae je jedina prisutna sa 10 i viSe svojti u kategorijama malih (15) i srednjih (10)

genoma.

S obzirom na sklonost sakupljenih individua prema tipu geoloske podloge, moze
se uociti da je prisutno samo 24 vrsta vezanih za serpentin (Fig. 10). Najzastupljenije
porodice u kategoriji vrsta vezanih za serpentin su Brassicaceae i Caryophylaceae (s tri
svojte). S druge strane, najveci broj svojti su indiferentne vrste (171) i fakultativne vrste
koje se mogu nacdi i na kre¢njaku (103). U stvari, indiferentne svojte su najprisutnije u

svakoj kategoriji veli¢ine genoma.

Prema tipu zZivotnog ciklusa, u analiziranom uzorku, ¢ak 272 svojte (88.31%) su
viSegodisnje biljke. ViSe od polovine viSegodisnjih biljaka imaju vrlo male genome
(57%), a po 20% male i srednje genome (Fig. 10). Interesantno je napomenuti da je

prisutno relativno malo jednogodisnjih biljaka (~4%).

U analiziranom uzorku, hemikriptofite (149, 48.38%) su dominantna Zivotna

forma. Slijede fanerofite (17%), hamefite (15%) te terofite i geofite sa po 9% (Fig. 10).
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Fig. 10. Procentualna zastupljenost istrazivanih vrsta, klasificiranih prema veli¢ini genoma i njihovoj
grupisanosti na osnovu: a) sklonosti prema supstratu; b) tipu zivotnog ciklusa; c) tipu zivotne forme.
Veli¢ina genoma: VS-vrlo mali; S-mali; IM-srednji; L-veliki; VL-vrlo veliki. Sklonost ka supstratu:
F(C)-fakultativne serpentinofite koje se pretezno mogu na¢i na krecnjaku; F(S)-fakultativne
serpentinofite koje se pretezno mogu naci na silikatu; I-indiferentne; O-obligatne; O(C)-obligatne
serpentinofite koje se veoma rijetko mogu naci i na krecnjackoj podlozi; X-Nepoznato. Tip Zivotnog
ciklusa: ~ A-jednogodisnja; =~ B-dvogodi$nja; =~ AB-jedno-dvogodisnja;  AP-jedno-viSegodisnja;
P-viSegodisnja; PB-dvogodisnje- visegodisnje. Tip Zivotne forme: Ch—hamefite; G—geofite;
H—hemikriptofite; NP—zbunovi ispod 2 m; P—fanerofite; S— penjacice i lijane; T—terofite;
X—nepoznato.
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3.2. Narcissus poeticus i neki biogeni elementi

Vrijednosti prezentirane u Tabeli 3 predstavljaju raspon pH tala, raspone srednjih
vrijednosti minimalna-maksimalna koncentracija analiziranih elemenata nakon tri
ponavljanja, i odnose Ca/Mg u nadzemnim i podzemnim dijelovima biljaka i

pripadajucim tlima.

Interesantno je uociti da su srednje najmanje i najvece vrijednosti pH tla izmjerene
na kraskim poljima: najmanja u populaciji 3 (pH 4.64), a najveca u populaciji 5 (pH 7.85;
Tabela 3). Vrijednosti pH serpentinskih tala su u rasponu od pH 5.39-6.95. Nije uoceno

postojanje korelacije izmedu pH tla i sadrZaja teskih metala u analiziranim tlima.

Koncentracije mangana su bile viSestruko vece u tlu nego u biljnim dijelovima
(Tabela 3). Vrijednosti Mn u kre¢njackim tlima su znatno varijabilnije (44-4800 ppm),
dok su ujednacenije u serpentinskim populacijama (600-2000 ppm). Nadzemni dijelovi
biljaka su uvijek sadrZavali vece kolicine Mn u odnosu na podzemne, osim u populaciji
13. U populacijama 2, 3, 7, 11 i 12 nadzemni i podzemni dijelovi analiziranih individua
imali su pribliZno slicne i ujednacene vrijednosti koncentracija Mn (do 10 ppm).
Takoder, potrebno je napomenuti da je kod nekoliko analiziranih individua u
populacijama 5 i 12 koncentracija Mn bila ispod praga osjetljivosti AAS, iako je
pripadajuca rizosfera imala relativno veliku koncentraciju Mn. S druge strane,
populacija 5 se, u odnosu na sve ostale, karakterisala neSto ve¢im razlikama u

koncentracijama Mn (20-40 ppm) izmedu nadzemnih i podzemnih dijelova.

Izmjerene koncentracije Ni u serpentinskim tlima su bile viSestruko vece u odnosu
na vrijednosti krecnjackih tala (Tabela 3). Koncentracije usvojenog Ni u podzemnim

izdancima su bile manje u odnosu na nadzemne, s oc¢ekivano ve¢im vrijednostima kod
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individua iz serpentinskih populacija. Nivo Ni u tkivu individua u populacijama 6 i 10

je bio manji od detekcionog limita.

Iako su koncentracije kobalta u serpentinskim tlima bile znacajno vece, biljke su, u
svim populacijama, pokazivale relativno ujednaéene koncentracije kako u nadzemnom
tako i u podzemnom dijelu (Tabela 3). Izuzetak su bile tri individue iz serpentinske
populacije 13, koje su imale akumuliranog Co u podzemnom izdanku cak i do cetiri
puta viSe u odnosu na nadzemni. U tkivima serpentinskih individua je koncentracija Co

uvijek bila niza od Ni, Sto nije uvijek slucaj s individuama sa krec¢njacke podloge.

Koncentracije Zeljeza su uglavnom vece u lukovicama u odnosu na nadzemne
izdanke (osim u populacijama 5 i 11), ali uvijek znatno manje od koncentracija u tlima.
Opcenito, koncentracije Fe u serpentinskim tlima su ve¢e u odnosu na krec¢njacke

(Tabela 3), Sto nije slucaj i sa koncentracijama u biljnim tkivima.

Serpentinska tla su se karakterizirala skoro dvostruko vedim vrijednostima
magnezija u odnosu na krecnjacka tla (Tabela 3). Nadzemni biljni dijelovi su, uglavnom,
imali vece koncentracije Mg u odnosu na podzemne dijelove. Medutim, individue iz

serpentinskih populacija su uglavnom pokazivale suprotan trend.

Iznenadujuca je konstatacija da je rizosfera analiziranih individua bijelog narcisa iz
serpentinskih populacija uglavnom imala vece koncentracije kalcija u odnosu na
kre¢njacke (Tabela 3). Medutim, skoro sve individue, bez obzira na geolosku podlogu,

su akumulirale viSe Ca u podzemnim izdancima.

Izmjenljivi Mg u svim istrazivanim tlima je bio u suvisku u odnosu na Ca. Biljke
serpentinskih populacija su u vecini slucajeva sadrzavale vece nivoe Mg od Ca, te je
odnos Ca/Mg u biljnom tkivu bio <1 i mnogo viSe varirao nego u tlu. S druge strane,

krecnjacka tla su imala relativno sli¢ne vrijednosti izmjenjivih iona Ca i Mg, te je raspon
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TABELA 3. Kemijske karakteristike (pH tala, minimalne i maksimalne koncentracije elemenata u ppm, i odnosi
Ca/Mg) nadzemnog i podzemnog izdanka te rizosfere istrazivanih individua vrste Narcissus poeticus u

uzorkovanim populacijama.

Populacija 2 3 5 6 7 8 9 10 11 12 13
pH tla 5.38 4.64-5.32 7.43-7.85 554 5.807.57 4.89-7.14 6.42.7.24 6.98-7.24 5.39-6.22 6.02:6.95 5.50-6.35
L 242 25.60-36.60 24.98-38.00 176 34.60-48.20 25.40-32.80 28.80-29.80 19.60-32.70 18.30-29.40 2.00-24.00 22.40-29.20
Mn
K 216 21.60-43.20 0-4.00 9.2 33.00-43.20 12.20-25.00 14.00-29.40 6.40-8.00 13.40-27.00 0-4.23 21.80-58.30
T 109.5 1560-2550 687.50-1112 44 540.00-4800 274.50-369.00 2460028450  153.00-229.50  1150-2000 862.50-1588 600.00-1075
L 46 5.80-7.90 0.20-1.04 <0.01  0.40-4.40 220-5.20 2.60-3.00 <0.01 11.80-36.20 5.80-22.62 7.40-32.80
Ni
K 06 0.60-11.60 0-0.60 <0.01  0.40-220 1.60-4.60 1.60-3.40 <0.01 5.10-17.80 5.20-28.40 15.70-55.60
T 325 56.00-90.00 58.75-88.75 155  64.00-89.00 42.50-44.50 25.00-30.00 3.00-24.50 1100-1530 1000-1425 725.00-1675.00
L 3.2 0.60-1.40 0.40-2.70 44 2.20-3.20 2.00-3.20 2.60-2.80 1.20-2.68 1.40-3.30 0-1.40 3.00-4.06
Co
K 36 1.60-2.00 1.60-3.20 16 1.80-3.40 1.80-2.60 3.20-4.40 0.80-1.20 0.80-3.70 0.42-1.00 2.40-15.00
T 16 32.50-41.00 36.25-52.50 105  23.50-29.00 12.50-13.00 13.50-14.00 11.00-12.50 94.50-160.00 67.50-153.80 60.00-111.30
L 56.4 64.00-161.00 96.00-322.40 86 58.00-400.00 86.80-122.00 183.60-308.00  127.60-150.40  137.00-706.30  96.00-386.60 60.30-126.00
Fe K 982 103.80-222.60  42.00-186.00 154 212.00-276.00  248.00-250.00 148.40-396.00  12520-151.80  90.40-158.00 68.00-853.20 82.00-621.30
T 13250 30500-35100 27000-49000 8650 17000-30500 12250-13000 13000-13750 7950-13200 52900-65200 48750-67750 28750-51250
L 1240 960.00-1280 1996-2837 1240 186.00-242.00  1500-1780 1380-2260 2480-2587 2510-4288 2174-4236 3600-5257
Mg K 920 640.00-1440 1004-2656 1340 210.00-380.00  880.00-1420 660.00-1540 920.00-1360 2040-4400 2635-6971 5280-17204
T 2950 4360-4910 8313-47625 900 4400-7600 3350-4250 2500-2700 2700-3300 63000-91050 39500-81687 48125-93750




SS

Populacija 2 3 5 6 7 8 9 10 11 12 13

L 4120 2800-5680 2954-3440 5720 928.00-1516 3920-6520 1880-6800 9400-10794 920.00-2089 346.00-2292 1552-2064
Ca K 5680 5600-10400 2880-5680 4380 816.00-1448 4020-4340 10440-14240 5740-10860 1376-3027 406.00-1635 2760-3680

T 395 57.50-283.00 725.00-8000 18.5 645.00-1200 915.00-1800 705.00-1260 650.00-1600 6380-8210 1413-5625 2075-3375

L 3.32 2.69-5.92 1.04-1.72 4.61 4.84-6.80 2.61-3.66 1.36-3.01 3.79-4.17 0.25-0.75 0.08-0.45 0.06-0.54
Ca/Mg K 6.17 4.24-8.88 2.02-3.52 3.27 2.99-6.32 3.06-4.57 9.25-15.82 6.24-7.99 0.31-0.91 0.11-0.62 0.21-0.53
T 0.13 0.01-0.06 0.09-0.29 0.02 0.11-0.27 0.27-0.42 0.28-0.47 0.20-0.59 0.07-0.13 0.04-0.08 0.03-0.06

Napomena: L-list; K-podzemni izdanak sa korjenéi¢ima; T-rizosfera; Populacije: 2-Mt. Cvrsnica, Barice; 3-Glamoc¢ko Polje, Mlinista; 5-Livanjsko Polje, Peulje; 6-
Livanjsko Polje, Celebidi; 7-Mt. Cvrsnica, Rakitno; 8-Gatacko Polje, Avtovica; 9-Mt. Biokovo, Ladena; 10-Mt. Biokovo, Vosac; 11-Kladanj, Katranica;
lZ-iepée, Matinski Vis; 13-Mt. Zlatibor, Mokra Gora.



variranja odnosa Ca/Mg veoma mali. Medutim, iako su odnosi Ca/Mg ocekivano u
biljnim dijelovima bili >1, njihov raspon variranja je bio relativno velik, s uglavnom

vedim vrijednostima u lukovicama u odnosu na nadzemni izdanak (Tabela 3).

3.3. Citogeneticke osobenosti Narcissus poeticus na

zapadnom Balkanu

Na Fig. 11 dat je prikaz nekih karakteristika istrazivanih populacija (veli¢ina i gustina) i

individua (morfologija, boja, veli¢ina i broj cvjetova) bijelog narcisa.

3.3.1. Osnovne karakteristike kariotipa

Individue svih istrazivanih populacija N. poeticus su se karakterisale diploidnim
hromosomskim brojem 2n=2x=14, uz izuzetak dvije populacije (8 i 12), gdje su
pronadene i triploidne individue, 2n=3x=21. Uocene su interindividualne varijabilnosti
kariotipa (jedinki oba nivoa ploidije) s obzirom na prisustvo B hromosoma (varijabilan

broj i morfologija kod razlicitih jedinki).

Morfometrijski podaci o kariotipu su predstavljeni u Tabeli 4, s osnovhom
hromosomskom formulom za vrstu N. poeticus 2n=8 sm + 2 m + 2 st + 2 sm-m*. Vecina
uocenih B hromosoma su bili submetacentri¢cnog tipa, ali su takoder uoceni i
metacentricni i akrocentri¢ni tipovi. Srednja duZina hromosoma varira od 5.02 do
9.31 um, dok B hromosomi predstavljaju 2/3 duzine najkraceg para A hromosomske

garniture.
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Fig. 11. Neke karakteristike istrazivanih populacija i individua N. poeticus. Razlicita
brojnost populacija: Al i A2, subalpinske i submontane livade; B1 i B2, serpentinski
habitati; C, populacija na kraskom polju; D, razli¢ita ‘sklonista’ individua: D1,
serpentinska i D2-3, subalpinska populacija; E1 i E2, razli¢ita veli¢ina i boja cvjetova na
lokalitetu Mokra Gora; F1 i F2, razli¢ita obojenost cvjetova na kraskim poljima; G1-4,
razli¢ita morfologija cvjetova u kraskoj populaciji; H, rijetki dvocvjetni bijeli narcisi: H1,
serpentinska i H2, subalpinska populacija.
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TABELA 4. Srednje vrijednosti morfometrijskih podataka za haploidni kariotip
Narcissus poeticus u 13 istrazivanih populacija.

Hrom. par 1 2 3 4 5 6 7 I II 111

L (um#sd)  6.49+0.14 6.09+0.26 5.95+0.17 5.61+0.39 4.42+0.35 5.89+0.19 3.15+0.19 2.49+0.89 1.89+0.13 2.86+0.21

S (um#sd)  2.82+0.27 2.78+0.19 2.35+0.24 2.69+0.38 3.21+0.37 1.64+0.18 1.87+0.47 1.05+0.99 1.78+0.19 0.48+0.12

;r}}nfis a 9.31+0.34 8.87+0.25 8.30+0.16 8.30+0.38 7.63+0.28 7.53+0.05 5.02+0.21 3.54+0.05 3.67+0.07 3.34+0.11
r 2.30 2.19 2.53 2.09 1.38 3.59 1.68 2.37 1.06 6.00
Ci 30.29 31.34 28.31 32.41 42.07 21.78 37.25

CT sm sm sm sm m st m-sm sm m st
LTLC 54.96

Asl 67.05

R 1.85

Napomena: L-dugi krak; S-kratki krak; TLC—totalna duzina hromosoma (TLC = L+S); r-odnos krakova
(r = L/S); Ci—centromerni index [Ci = 100 x S/(L+S)]; CT-tip hromosoma [m-metacentricni,
sm-submetacentri¢ni, st-subtelocentri¢ni; prema Levan et al., 1964]; ZTLC—-totalna duzina hromosoma za
haploidni kariotip; Asl-asimetri¢ni index [AsI % = (X L / 2 TL) x 100; prema Arano et Saito, 1980];
R—-odnos najduzi/najkraci hromosomski par; sd—-standardna devijacija; LILIII-tipovi B hromosoma.

3.3.2. Organizacija heterohromatina

U osnovnom Kkariotipu N. poeticus pronadena su 22-24 CMA signala, u zavisnosti od
njihove prisutnosti na satelithom paru 7, distribuirana na svim hromosomima (Fig. 12
Al, B1iD; Tabela 5). Hromosomski parovi 1i 5 posjeduju samo jedan terminalni CMA
signal na dugom kraku, dok je na paru 6 lociran samo jedan signal na kratkom kraku.
Hromosomski par 3 posjeduje samo centromerni CMA band, a hromosomski par 4 ima
slabe terminalne CMA signale na oba kraka. Jak interkalarni band na dugom kraku i
slab terminalni signal na kratkom kraku su uoceni na hromosomskom paru 2. Satelitni
hromosomski par 7 se karakteriSe sa jednim centromernim bandom i jednim slabim

terminalnim signalom na dugom kraku koji nije uvijek bio vidljiv. Dodatno, ovaj
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Fig. 12. Rezultati hromomicin bandinga i FISH eksperimenta za razli¢ite populacije N. poeticus. A1 CMA i A2 FISH za diploide
kraskih populacija sa 1 B hromosomom (strelica); B1 CMA i B2 FISH za diploide serpentinske populacije sa 2 Bs (strelice); C1
CMA i C2 FISH za triploidnu populaciju sa 3 razlicita tipa Bs (strelice, kraska populacija); D idiogram standardnog diploidnog
Kkariotipa /dva homologna hromosoma para 7 pokazuju razliku u obrascu bojenja satelita (uokvireno)/; E razliciti tipovi B
hromosoma: Ia submetacentricni B hromosom bez signala, Ib, Ic, Id submetacentri¢ni B hromosomi sa razli¢itim obrascom
signala (kolokalizacija CMA i 18S u bloku Ib, disperzirano Ic, ili s oba obrasca Id); II metacentricni B hromosom sa dva signal
na oba kraka, jedan u bloku a drugi disperziran, i tip III subtelocentri¢ni B hromosom sa jednim disperziranim signalom na
dugom kraku blizu centromere; F1 CMA, F2 FISH i F3 idiogram individue iz serpentinske populacije s inverzijom na paru 4
(strelice, uokvireno); G1 i H1 CMA, G2 i H2 FISH, i G3 i H3 idiogrami dvije individue sa translokacijama (populacije na
serpentinu /G/ i subalpinskoj livadi /H/, neupareni hromosomi uokvireni). Bar na fotografijama = 10um. 59



hromosomski par posjeduje vrlo jake CMA signale na obje strane sekundarne
konstrikcije (5C), ukljucujudi satelit, ili samo na terminalnom dijelu kratkog kraka, bez
bojenja satelita (Fig. 12 A1, B1 i D—uokvireno).

TABELA 5. Nivo ploidije; karakteristike hromosomskog para 7; broj, tip B hromosoma,
broj nukleolusa, i ekoloske karakteristike analiziranih populacija.

Hrom. par 7
Br 2n CMA 18S Tip B hr. Broj Krakteristike habitata
pop. nukleolusa
1. 14 +/- +/- / 1-2 Kratka vegetacijska sezona
2. 14TRV +/- +/- / 1-2 Dugotrajan snjezni pokrivac
3. 14 +/- +/- / 1-2 Visoke negativne temperature
A4 ] 12 Dugotrajanmraz
5 14+0-1B hr.  + + Ib, Ic 1-3 Kraska polja
6. 14+0-1B hr. + + Ib, Ic 1-3 Vodni stres
7. 14+0-1B hr. + + Ia, Ib, Ic 1-3 Velike temperaturne
8 14+0-3B hr. + + Ib,Ic, Id, IL, III  1-6 oscilacije
e 20BN, Dugotrajan snjeZni pokrivad
9. 14+0-1B hr. + + Ic, Id 1-3 Vodni stres
10. 14+0-1B hr.  + + Ia, Id 1-3 Visoke ljetne temperature
Visoka insolacija
Plitka tla
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, Jakivietrovi
11. 14+0-2B hr. + + Ib, Ic, Id 1-4 Vodni stres
12. 147+0-1B hr. + + Ib, Ic, Id 1-3 Velike tempraturne oscilacije
21 Teski metali
13. 14+0-1B hr. + + Ib, Ic, Id 1-3 Visoka insolacija
Plitka tla

Napomena: Br pop-broj populacije prema Tabeli 1, CMA-hromomicin bandovi; 185-185 rDNK
lokusi; ~ T-prisustvo  hromosomskih translokacija; RV-vrlo vlazno tokom Iljeta;
B hr.—B hromosom.

Hoechst bojenje je pokazalo da je samo hromosomski par 2 posjeduje AT bogate
regione: slabi centromerni i jaki interkalarni bandovi na dugom kraku, koji kolokalizira

sa CMA bandom (Fig. 12 A2, B2i D).
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Interkalarni DAPI signali uoceni su nakon FISH eksperimenta na hromosomskim
parovima 2 (dugi krak) i 4 (kratki krak), koji odgovaraju konstitutivnom
heterohromatinu (Fig. 12 A2, B2 i D).

Sve triploidne individue imale su iste osnovne karakteristike kariotipa kao

diploidi (Fig. 12 C1, C2i D).

3.3.3. Fizikalno mapiranje rDNK

Ova studija po prvi put otkriva broj i polozaj 185-26S i 5S rDNK lokusa na
kromosomima vrste N. poeticus. Osnovni kariotip (Fig. 12 Al, A2, B1, B2, D) posjeduje
jedan 55 rDNK lokus na hromosomskom paru 4, dok je 185 rDNK lokus bio vidljiv kao
veoma jak signal na terminalnom dijelu kratkog kraka ili na obje strane sekundarne
konstrikcije hromosomskog para 7. Hromosomski par 4 nosi 5S signale na kratkom

kraku koji su DAPI pozitivni (Fig. 12 A2, B2, D).

Standardni rDNK obrazac za diploide je takoder prisutan i u kariotipu

triploidnih individua.

3.3.4. Specifican sistem B hromosoma kod N. poeticus

Jedan do tri B hromosoma je uoceno u vedini istrazivanih populacija (u 9/13 populacija).
Kod diploidnih individua B hromosom je predstavljao 3.22% (tip I), 3.39% (tip II) i
3.11% (tip III) totalne duzine A hromosoma. Kod triploidnih individua sa tri B
hromosoma, oni su predstavljali 6.53% totalne duzine hromosomskog komplementa

(Tabela 4).
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Dodatni hromosomi se karakteriSu sa razlicitim obrascima GC bogatih regiona i
brojem-polozajem 185 rDNK lokusa (rDNK Kkariotip). Submetacentrican tip B
hromosoma koji je najc¢eSce prisutan kod N. poeticus (tip I) pokazuje Cetiri razlicita
obrasca. Mali broj individua je posjedovao B hromosome bez signala (Fig. 12 A1, A2, E-
[a). Svi ostali submetacentricni B hromosomi su posjedovali CMA signale koji su
kolokalizirali sa 18S rRNA genima na dugom kraku. Tri kombinacije kolokalizirajucih
signala su bile vidljive: jedan jaki band (tip Ib), veca disperzna zona (tip Ic), ili
kombinacija ova dva obrasca (tip Id) [Fig 12. B1, B2, C1, C2, 1E Ib, Ic, Id]. Metacentricni
tip B hromosoma (tip II) je posjedovao CMA bandove kolokalizirane sa 185 rRNA
genima na oba kraka: jak subtelocentriéni signal na dugom kraku i disperzni
subtelocentricni signal na kratkom kraku (Fig. 12 C1, C2, E II). Subtelocentri¢ni B
hromosom (tip III) se karakterizirao sa disperznim CMA bandovima, kolokaliziranim sa

185 rRNA genima, na subcentromernoj poziciji na dugom kraku (Fig. 12 C1, C2, E III).

Triploidna individua iz populacije 8 je posjedovala tri morfoloski razlicita tipa B
hromosoma: tip I, I i III (Fig. 12 C1, C2, E; Tabela 5). Mali broj diploidnih individua je
posjedovao B hromosome bez konstitutivnog heterohromatina i rRNA gena (tip Ia), dok
su drugi posjedovali Ib, Ic ili Id tip B hromosoma (Fig. 12 E; Tabela 5). Individue u
serpentinskim populacijama (11, 12 i 13) su se karakterizirale sa prisustvom 1-2

submetacentri¢na B hromosoma, Ib, Ic ili Id tipa.

Interesantno je napomenuti da individue na subalpinskim livadama, sa ili bez
kolokalizacije CMA banda i 185 rDNK lokusa na terminalnom dijelu kratkog kraka

hromosomskog para 7 (Tabela 5), nisu posjedovale B hromosome.

Aktivnost TRNA gena lociranih na B hromosomima je potvrdena bojenjem

nukleolusa pomocu srebro-nitrata. U slucaju kada su B hromosomi nosili rRNA gene
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broj obrazovanih nukleolusa se povecao i odgovarao ukupnom broju 18S rDNK lokusa

uocenih na A i B hromosomima.

Sve uocene citogeneticke karakteristike analiziranih individua su bile stabilne

tokom tri ili Cetiri godine uzgajanja u stakleniku Univerziteta Paris-Sud, Francuska.

3.3.5. Odstupanja od standardnih karakteristika kariotipa

Neke individue sa razli¢itim hromosomalnim translokacijama i inverzijama su uocene u

tri populacije: dvije na serpentinskoj i jedna subalpinska na kre¢njackoj podlozi.

Jedan tip odstupanja kariotipa je uocen kod individue koja je imala B hromosom
u populaciji 11 na serpentinskoj podlozi (Fig. 12 F1, F2, F3). Ovaj kariotip se
karakterisao s inverzijom velikog dijela hromosoma na jednom homologu para 4. Ovu
inverziju je bilo moguce uociti zahvaljujuci prisustvu markera kao sto su DAPI band i
55 rDNK lokus na invertnom dijelu hromosoma. Inace, ovaj kariotip je posjedovao iste

CMA i Hoechst obrasce kao i individue sa standardnim kariotipom.

Dva tipa hromosomalnih translokacija uocenih u populacijama 2 i 12
prouzrokovala su jasno razli¢ite kariotipove u odnosu na standardan kariotip. Za
serpentinsku individuu (populacija 12; Fig. 12 G1, G2, G3) je bilo moguce kompletirati
samo Sest homologih parova, a dva neuparena metacentricna hromosoma bila su
karakterizirana vaznim razlikama u njihovoj duzini. Tako je ova individua imala pet
submetacentri¢nih parova, jedan subtelocentrican par i dva neuparena metacentricna
hromosoma (Fig. 12 G3). Kariotip individue sa planinskih livada na krecnjaku

(populacija 2) bio je sastavljen od jednog metacentricnog i etiri submetacentricna para
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te Cetiri neuparena submetacentricna hromosoma (Fig. 12 H1, H2, H3). Najvjerovatnije

je nekoliko hromosoma ucestvovalo u ovim translokacijama.

Individue sa translokacijama su imale skoro identican CMA i Hoechst obrazac
kao u osnovnom kariotipu. Razlika je uocena u odsustvu centromernog Hoechst signala
na hromosomskom paru 2, koji ve¢ posjeduje Hoechst band na dugom kraku. Osim
toga, telomerni i centromerni CMA signali se nisu uocili na hromosomima ovih dviju

individua.

U odnosu na osnovni kariotip, individue sa translokacijama (populacije 12 i 2;
Fig. 12 G2, G3, H2, H3) pokazuju istovjetan obrazac DAPI bandova te 55 i 185 rDNK
lokusa. Jedino se individua iz serpentinske populacije 2 karakterizirala prisustvom
dodatnog terminalnog neuparenog 185 rDNK lokusa na dugom kraku hromosomskog

para 3 (Fig. 12 G2, G3—uokvireno).

3.3.6. Procjena veli¢ine genoma

Srednja vrijednost veli¢ine genoma koja se odnosi na 13 populacija predstavljena je u
Tabeli 6. Mjerenja su izvrsena kod diploidnih biljaka bez B hromosoma i sa 1-2 B
hromosoma, triploidnih biljaka bez B hromosoma i sa 3 B hromosoma, kao i kod biljaka

sa hromosomalnim translokacijama.

Medu istrazivanim populacijama se veli¢ina genoma za diploide bez B
hromosoma kretala u rasponu od 23.97 do 25.84 pg, za diploid sa B hromosomima od
24.31-26.86 pg, za triploide bez B hromosoma od 34.51 do 35.32 pg, i za triploidnu
individuu sa 3B hromosoma 38.80 pg (Tabela 6). Analiza varijanse (ANOVA) je

pokazala da postoje signifikantne razlike medu grupama. LSD test je pokazao da su
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interpopulacijske razlike u velic¢ini genoma izmedu populacija sa ili bez B hromosoma

signifikantne (p<0.05).

Intrapopulacijske razlike u 2C DNK vrijednostima izmedu diploidnih individua
sa i bez B hromosoma su takoder bile signifikantne (p<0.01). S obzirom da je detaljno i
produbljeno istrazivanje o veli¢ini genoma N. poeticus u toku, ovdje su prezentirani

samo preliminarni rezultati.

TABELA 6. Veli¢ina genoma razlic¢itih varijanti kariotipa vrste Narcissus poeticus.

Diploidi Triploidi
Translokacije
Bez B hr. Sa 1B hr. S 2B hr. Serpentin  Krecnjak  Bez B hr. S 3B
hr.
2C DNK 25.25+0.39  25.81+0.36  26.52+0.15  25.77 2491 34.55+0.59  38.80
(pgsd)
% za B hr. (+sd) 3.29+0.07  5.94+0.03 6.53

Napomena: Za diploide su srednje vrijednosti racunate za 39 individua bez B hromosoma, 27 individua sa
1 B hromosomom, dvije individue sa 2 B hromosoma, po jedna individua sa translokacijama iz
serpentinske i kre¢njacke populacije. Srednja vrijednost je predstavljena za tri triploidne individue bez B
hromosoma, i za jednu individuu sa 3 B hromosoma; B hr.—B hromosom; sd-standardna devijacija; % za B
hr.—procenat veli¢ine genoma koji se odnosi na B hromosome.
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4. DISKUSIJA

4.1. Neke karakteristike biljnih vrsta na krajnjem
sjeverozapadnom arealu ofiolitske zone Balkanskog

poluostrva

S obzirom da se Balkansko poluostrvo karakterizira izvanrednim biljnim diverzitetom,
ono predstavlja jedno od glavnih hotspot regiona u Europi. Zapravo, ovo podrudje je
jedno od najvaznijih europskih refugijuma, veoma bogato tercijarnim reliktima te
elementima glacijalne i postglacijalne flore, sto ga ¢ini prirodnom laboratorijom za
evolutivne studije (Krystufek i Reed, 2004; Thompson, 2005; Taberlet et al., 1998; Petit et
al., 2002; Stevanovic et al., 2003; Siljak-Yakovev et al., 2010).

Ultramafitne podloge su ,,domacini” specifi¢ne flore razvijene tokom dugoroc¢noj
interakciji s edafskim i fizikalnim karakteristikama pripadajucih tala (Brooks 1987;
Baker et al. 1992; Roberts i Proctor 1992). Najvjerovatnije fizicki faktori (ksericnost tla,
nagib i insolacija) i sadrZaj nutrijenata u tlu imaju vedi utjecaj na sastav vrsta nego
sadrzaj teSkih metala u tlu (Chiarucci et al., 2001). U kombinaciji s opcenito stjenovitim i
izloZzenim ultramafitnim stijenama, sastav minerala i njihov odnos kreiraju
negostoljubiv okoli§ za mnoge biljke (Kruckeberg 1979; Rajakaruna i Whitton, 2004).
Zbog specificnih kemijskih i fizioloskih uvjeta serpentinska tla predstavljaju ekstremni
selektivni pritisak za biljne organizme te se smatraju podstrekacima specijacijskih
dogadaja (Kruckeberg, 1984). Rezultat ovih procesa je jedinstvena flora, visoka stopa
endemizma i velik broj vrsta s ogranicenim rasprostranjenjem (Brooks 1987; Whittaker
1954; Stevanovic et al., 2003). Ipak, karakteristicne flore odredenog regiona su rezultat
kombinacije svakog pojedina¢nog podrucja sa jedinstvenim okolisnim, geokemijskim i
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tizickim karakteristikama (Proctor i Nagy, 1991; Coleman i Jove, 1991; Rajakaruna i

Bohm, 1999).

Prema Brady i suradnicima, serpentinska tla se, iako posjeduju bogat diverzitet
endemicnih vrsta, smatraju nisko produktivnim stanistima koje naseljava flora cesto
okarakterisana tipicnom tolerancijom na razlicite stresne faktore (Brady et al., 2005).
Sposobnost vrsta da koloniziraju i preZive na serpentinima se razvila od njihovih
neserpentinskih predaka. U mnogim slucajevima nove vrste opstaju na serpentinima
upravo usljed toga Sto su slabi kompetitori na drugim supstratima. Kao rezultat ovog
ostrvskog efekta, serpentinski supstrati su domacini relativno velikom broju vrsta koje
se mogu naci samo na serpentinima i koje imaju veoma ogranic¢eno rasprostranjenje.
Neke od ovih vrsta su ugroZene zbog antropogenog uticaja, ali mnoge su rijetke upravo
zbog neuobicajenog ogranicenja u njihovoj distribuciji. S druge strane nisu sve vrste
koje rastu na serpentinima ograni¢ene samo na ove supstrate, sto im omogucava da

imaju Siroko rasprostranjenje.

Prema Riter-Studnicka (1963), u odnosu na istovjetne grupacije na kre¢njacima,
na serpentinima BiH se uocava velika jednolicnost u oblicima vegetacije kao i
siromastvo u brojnosti vrsta. Usljed specificnih mikroklimatskih prilika, na
serpentinima Bosne najvece povrSine biljnog pokrova zauzimaju kserofilni oblici

vegetacije (Riter-Studnicka, 1963).

Ista autorica (1963) je, nakon dugogodisnjih istraZivanja, uocila da je bogatstvo
vrsta na serpentinima Bosne daleko vede na skelethom supstratu nego na razvijenom
tlu, iako su tu uvjeti za Zivot znatno povoljniji. Njihov odnos iznosi 70:30%. U sustini,
priblizno 10% vrsta uzorka je vezano za serpentin, a oko 60% vrsta su indiferentne.
Najveci broj vrsta vezanih za serpentin pripada porodicama Caryophyllaceae i

Scrophulariaceae, i to su najcesce kserofilne vrste.
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Tokom nase trogodisnje studije, koja se odnosila na veli¢inu genoma, sakupljeno
je 308 vrsta koje obitavaju na serpentinskim supstratima. Najveci broj su indiferentne
(171. 55%) vrste i fakultativne vrste koje se mogu naci i na kre¢njackoj podlozi (112.
36%), dok su prisutne samo 24 vrste vezane za serpentin, Sto ¢ini 8% istraZivanog
uzorka. Nazalost, nije bilo moguce izvrsiti poredenje prisutnosti i zastupljenosti vrsta
izmedu nase i studije Riter-Studnicke, s obzirom da originalna lista vrsta nije dostupna.
Ocito, neophodno je prosiriti nasa istrazivanja i kompletirati inventarizaciju

serpentinofita, kao vrijednih resursa flore BiH.

Nasa studija potvrduje rezultate Stevanovi¢ i suradnika da se najmanji broj
endemicnih vrsta nalazi na krajnjem sjeverozapadnom dijelu serpentinske zone
Balkanskog poluostrva (Stevanovic et al., 2003). Postoje kontradiktorna misljenja o ulozi
strukture habitata i drugih faktora na bogatstvo lokalne i regionalne serpentinske
vegetacije (Kazakou et al.,, 2008 i reference u radu). Prisustvo lokalnih endema je,
najvjerovatnije, determinirano veoma varijabilnim okoliSnim faktorima (karakteristike
tla i vegetacije), ali ne i veli¢cinom serpentinske zone i njene izoliranosti. S druge strane,
prema Kazakou i suradnicima postoje suprotna misljenja o faktorima koji uti¢u na
bogatstvo regionalnih endema Kazakou et al. (2008 i reference u radu). Naime, brojnost
regionalnih endema raste ili sa povecanjem ukupne veli¢ine serpentinskih habitata ili
ovisi od kolic¢ine padavina. Dodatno, kao i drugdje, geoloska starost podrucja utice na

bogatstvo regionalnih endema.

Najvedi broj autora se slaZze da je nivo biljnog diverziteta pozitivna funkcija u
vedim prostornim okvirima, dok su neutralni ili negativni odnosi izmedu
produktivnosti i diverziteta cesto uoceni u manjim prostornim okvirima (Kazakou et al.,
2008 i reference u radu). Prema Davis i suradnicima (Davis et al., 2005) zajednice

okarakterisane visokim diverzitetom su otpornije na invaziju, sto se moZe dovesti u
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vezu sa karakteristikama serpentinskih tala (mala hranjivost, velike koncentracije
metala) i uspostavljanja kompeticije nativnih i invazivnih vrsta (Kazakou et al., 2008 i

reference u radu).

Medutim, kada se razmatra ukupno bogatstvo vrsta na serpentinskim (ali i na
neserpentinskim) tlima mozZe se reci da ono raste sa pojavom pozara i ispase (Kazakou
et al., 2008). Naime, usljed poZara i ispase brojnost nativnih vrsta na serpentinima se
povecava, ali i uz pojavu povedanja brojnosti invazivnih vrsta, kao rezultata

narusSavanja habitata.

U uzorku od 583 vrste sa bosansko serpentinskih kompleksa, Riter-Studnicka
(1963) je uocila da su hemikriptofite najzastupljenije u svim tipovima vegetacije, uz
blagi porast prema mezofilnijim uvjetima Zivota. Prisustvo hamefita se smanjuje u
mezofilnim uvjetima, dok su geofite podjednako prisutne i na golom supstratu i na
mezofilnim stanistima. Terofite su nesto zastupljenije u otvorenim sastojinama. Ovom

obrascu je veoma sli¢na i zastupljenost zivotnih formi dobivena tokom ove studije.

Uopceno, moZe se rec¢i da su hemikriptofite najzastupljenija Zivotna forma na
serpentinima (Chiarucci, 2004; Selvi, 2007; Pavlova, 2010). Neophodno je istaci i to da su
jednogodisnje biljke zastupljene u vrlo malom procentu u okviru istrazivane flore.
Odsustvo i slabu zastupljenost jednogodisnjih biljaka je uocdio i Selvi (2007) u
Toskanskom serpentinskom regionu, Sto je objasnio njihovim kratkim Zivotnim

ciklusom u odnosu na kserofilnu prirodu serpentinske flore.

Prema Riter-Studnicka (1963) serpentinska flora u Bosni predstavlja ostatke jedne
stare autohtone flore, ogranic¢ene na Balkansko poluostrvo. Ova ¢injenica je doprinjela
tome da je flora Balkana veoma mnogo izucavana, i to na razli¢itim nivoima:

morfoloskim, fitogeografskim i taksonomskim. Medutim, obimnije citogeneticke studije
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sa posebnim osvrtom na veli¢inu nuklearnog genoma su rijetke (Dimitrova i
Greilhuber, 2000; Bogunic et al., 2003; Siljak-Yakovlev et al., 2005; Bancheva i Greilhuber,
2006; Bogunic et al., 2007; Siljak-Yakovlev et al., 2010). Ovo je prva studija koja se odnosi

iskljucivo na istrazivanje velicine genoma vrsta sa serpentinskih podrudja.

Opcenito, biljke iskazuju izuzetnu varijabilnost veli¢ine genoma (razlika od oko
2000 puta izmedu najmanjeg i najveceg biljnog genoma; Greilhuber et al., 2006), Sto
omogucava testiranje znacajnosti selektivnih razlika u veli¢ini genoma. Tako su
prisutna brojna istrazivanja znacajnosti varijacije veli¢ine genoma u odnosu na zivotnu

historiju, taksonomske i evolutivne veze i geografsku distribuciju.

Neke studije o geografskoj distribuciji biljaka sugeriraju da vrste sa malim
genomima preovladavaju u svim okoliSima, jer su vrste sa velikim genomima osjetljivije
na ekstremnije okolisne uvjete (Bennett et al., 1982, Grime i Mowforth, 1982; Bennett,
1987; Knight i Ackerly, 2002; Knight et al., 2005; Vidic et al., 2009; Temsch et al., 2010;
Kubesova et al., 2010). Ovo svojstvo je iskazano hipotezom o ogranicenju velikog
genoma (“Large Genome Constraint Hypothesis”; Knight et al., 2005), kojom se

pretpostavlja da u stresnim okoliSima vrste sa prevelikim genomima nestaju.

Zamijeceno je, takoder, da su veliki genomi narocito prisutni kod mediteranskih
geofita i trava, kod kojih je rast ogranicen usljed mrazeva tokom zime i ranog proljeca.
Postoje pretpostavke da su se veliki genomi razvili pod uvjetima u kojima je rast
ogranicen s efektima niske temperature u odnosu na stopu celijske diobe. Naime, ove
biljke ostvaruju rast na niskim temperaturama brzim porastom velikih Ccelija
obrazovanih tokom prethodne tople suhe sezone. Zapravo, uoceno je da vremenska
odvojenost mitoze i Celijske ekspanzije nije favorizirana kada vlaZznost potpomaze rast

biljke tokom ljeta. Na taj nac¢in duZzi mitoticki ciklus velikih genoma biva najvjerovatnije
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ogranicen te efekat prirodne selekcije ide u pravcu redukovanja velicine celije i genoma
(Grime i Mowforth, 1982). Suprotni stavovi su izneseni za nivo vrste, prema kojima
individue pod stresom imaju veéi genom od individua koje rastu u uobicajenim
uvjetima. Razlog tome lezi u cinjenici da se gen povecava ekspanzijom mobilnih
elemenata kao odgovor na stres. Na ovaj nacin se, povecanjem mase nukleusa (efekat
nukleotipa), produzuje celijski ciklus, usporavaju celijske diobe i biljka usporava rast

(prilagodba na vodni stres i stres na niske temperature; Kalendar et al., 2000).

U prilog navedenom idu i dobiveni rezultati analiziranja odnosa veli¢ine genoma
i okolisnih uvjeta od strane Knight i Ackerly (2002). Autori navode da npr. i ekstremne
temperature i niska precipitacija favoriziraju biljke sa malim genomima. Vinogradov
(2003) je zamijetio da vrste sa crvenih lista mnogo ceS¢e posjeduju velike genome u

odnosu na neugroZene svojte sto, takoder, ukazuje na njihovu vecu osjetljivost.

S druge strane, postoje i hipoteze da vrste sa velikim genomima ne mogu
obitavati u ekstremnim okoliSnim uvjetima usljed polucije sa teSkim metalima (Vidic et
al., 2009). Naime, autori su prilikom istrazivanja biljnih zajednica koje su se razvile na
napustenom rudniku olova dokazali negativnu korelaciju izmedu koncentracije teskih
metala u tlu i prisustva vrsta sa velikim genomima duz gradijenta polucije. Ovu pojavu
objasnjavaju time da korelacija izmedu okoliSnih faktora i kolicine DNK moze
reflektovati funkcionalne odnose izmedu nukleotipskih efekata DNK mase i zapremine
sa fizioloskim procesima na nivou celije i organizma. Autori zakljucuju da je velicina
genoma u vezi sa razli¢itim stepenom prezivljavanja vrsta u ovim ekstremnim uvjetima,
gdje vrste sa velikim genomima nestaju. Sintezom rezultata istrazivanja drugih autora
(Druskovic¢, 1984; Vidic et al., 2001) na istoj oglednoj plohi sa vlastitim rezultatima,
Temsch et al. (2010) zakljuéuju da usljed genotoksi¢nih nekih teSkih metala efekata

dolazi do razlic¢itih oStecenja DNK, kako kod vrsta sa malim tako i kod vrsta sa velikim
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s obzirom da takve individue primaju viSe “udaraca” zbog veli¢ine genoma (odnosno,

vece su “mete”).

Dosadasnje studije se zasnivaju na analizama distribucije veli¢ine genoma ili
ogranicenih grupa biljaka ili fragmentiranih podataka iz pristupacne literature, osim
studija Vidic et al. (2009) i Temsch et al. (2010). U odnosu na prethodne, u nasoj studiji se
po prvi put razmatra veli¢ina genoma u prirodnim populacijama na serpentinskim
supstratima. Cak vi$e od 2/3 analiziranih biljaka ima vrlo male i male genome (1C<3.5
pg, Leitch et al., 1998), Sto je u saglasnosti sa nizom autora (Bennett et al., 1982; Grime i
Mowforth, 1982; Bennett, 1987; Knight i Ackerly, 2002; Knight et al., 2005; Vidic et al.,
2009; Temsch et al., 2010; Kubesova et al., 2010). Vise od 50% vrsta iz ovih kategorija su
hemikriptofite te hamefite i fanerofite (sa po ~17%). Vazno je napomenuti da oko 90%
kratkozivudih vrsta, od ukupnog uzorka, ima male i vrlo male genome, Sto je u
saglasnosti sa misljenjima da su minimalno generacijsko vrijeme i Zivotni ciklus
ilustrativni primjeri biljnih karaktera koje ogranicava veli¢ina genoma (Bennett, 1972;

Kubesova et al., 2010).

Vrlo interesantna cinjenica jeste prisustvo vrsta sa velikim i vrlo velikim
genomima (1C>14 pg; prema Leitch et al.,, 1998) u analiziranom uzorku sa serpentina.
Iako je ova kategorija predstavljena sa samo 11 vrsta (3.44%), nijedna od njih nije vezana
za serpentinsku podlogu (6 indiferentnih vrsta i 5 fakultativnih svojti sa krecnjaka), i
sve su viSegodiSnje. U ovom uzorku pet vrsta su geofite, Cetiri fanerofite i dvije
hemikriptofite, Sto ne iznenaduje s obzirom da su to uglavnom monokotiledone biljke i
Cetinjace. Ovi rezultati idu u prilog Knightovoj hipotezi (2005), jer je ocito da vodni
stres, visoke temperature i prisustvo teSkih metala vrSe visok selekcioni pritisak i

favoriziraju vrste sa malim genomima. lako Knight i Ackerly (2002) navode da biljke sa
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velikim genomima preferiraju umjereno vlazna stanista, u ovoj studiji smo pronasli
dvije vrste sa velikim genomima (Leucanthemum wvulgare i Narcissus poeticus) na

izraZenijim kserofilnim stanistima.

4.1.1. Prisutnost razlicitih nivoa ploidije i B hromosoma kod nekih
rodova

Povecavanje veli¢cine genoma kroz auto- i alopoliploidiju predstavlja jedan od
najvaznijih mehanizama specijacije i evolucije vrsta u biljnom svijetu (Soltis i Soltis,
1999). Alopoliploidija je primarna snaga hibridizacije koja viSestruko utice na variranje
veli¢ine genoma kroz poliploidne serije (Siljak-Yakovlev et al., 2010 i reference u radu ),
Sto je dokumentirano i kod niza rodova u Balkanskoj flori. U ovom radu je uoceno
prisustvo razlic¢itih nivoa ploidije kod 10 vrsta, gdje najinteresantnije slucajeve
predstavljaju Leucanthemum wvulgare i Narcissus poeticus. Naime, L. vulgare je na
serpentinskim podlogama u Bosni prisutan sa tri nivoa ploidije (2x, 4x i 6x), gdje se
diploidi i tetraploidi mogu naci u simpatriji. Bila bi interesantna detaljnija studija ovog
poliploidnog kompleksa, naroc¢ito na podrucju Istocne Bosne, gdje su zabiljeZene

simpatrijske populacije.

Otkrivanje individua sa razlic¢itim nivoom ploidije u istoj populaciji potvrdilo je
dobru praksu mjerenja velicine genoma za tri i viSe individue s istog lokaliteta. U
sustini, citometrija olaksava brzi pregled veli¢ine genoma kako na nivou jedinki tako i
na populacionom nivou, ¢ime je moguce relativno lako i brzo otkriti prisustvo

poliploidije.
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Pomocu protocne citometrije moguce je lako detektirati i individue koje imaju
jedan ili vise B hromosoma, naroc¢ito kod vrsta sa srednjim i velikim genomima. Na ovaj
nacin se moze znacajno ubrzati i olaksati izvodenje, kao i smanjenje troskova, razlicitih
eksperimenta. Identifikacija broja B hromosoma kod vrsta koje imaju vrlo male ili male
genome pomocu protocne citometrije ipak nije najsigurniji, pa time i uobicajen, metod

kao sto je prethodno spomenuto za takson Stachys recta var. chrysophea.

4.2. Interakcija bijelog narcisa sa pH pripadajuce rizosfere

i nekim biogenim elementima

Ovo je prva, i vjerovatno jedinstvena studija o odnosu bijelog narcisa prema tlu u

prirodnim populacijama, sa posebnim osvrtom na neke teske metale.

Koli¢ina mineralnih hranjiva u biljkama varira kod razlicitih vrsta ovisno o
genotipu, starosti individue, lokalitetu i sezoni, kao i o tipu tkiva i organa iste jedinke
(Marschner, 2002). Adekvatne intercelularne koncentracije esencijalnih metalnih iona su
neophodne za optimalni rast i razvoj biljaka. Medutim, veoma izrazen disbalans u

ishrani ispoljavaju biljke koje obitavaju na serpentinskim tlima (Proctor, 1999).

S obzirom da ultramafitna tla obi¢no sadrze visoke koncentracije teSkih metala,
biljna otpornost na toksicnost metala je posljedica strategije ,izbjegavanja”’, koja je
bazirana na smanjenju unosa metala u korjenov sistem, pohranjivanju metala u vakuole
¢elija korjena i ogranicenju translokacije metala u izdanke (Kruckerberg, 1984; Brooks,
1987; Lasat i Kochian, 2000; Kazakou et al., 2008). S druge strane, neke biljke aktivno

usvajaju metale sto vodi njihovoj akumulaciji u visokim koncentracijama, ponekad
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daleko vedim nego u tlu (Baker, 1981; Brooks, 1998; Asemaneh et al., 2006; Kazakou et
al., 2008).

4.2.1. pH tala istrazivanih populacija

Kiselost, odnosno bazi¢nost tla je glavni faktor u determiniranju pristupacnosti
nutrijenata u tlu, jer utice na oksidaciono stanje i rastvorljivost elementa ili bioloske
procese, a time i na koncentraciju nutrijenata u biljkama (Marschner, 2002). Na veoma
izraZeno variranje pH tla (kako unutar male povrsine, tako i u zavisnosti od dubine
soluma) utice niz faktora: geoloska podloga, klima, Zivi organizmi, topografija i

geolosko vrijeme (Brooks, 1987; Marschner, 2002).

U ovoj studiji je uoceno da bijeli narcis ima relativno Siroki raspon vrijednosti pH
rizosfere (pH 4.64-7.85), Sto je vjerovatno jedan od razloga njegovog viSevjekovnog
uspjeSnog kultiviranja. Rizosfere serpentinskih individua imaju blago kiselu do
neutralnu pH reakciju (5.39-6.95), najvjerovatnije uzrokovanu specificnim kemijskim
sastavom, prvenstveno suficitom magnezija. Prema Ciri¢ (1984) i Resulovi¢ i Custovi¢
(2002), znacajan suviSak iona magnezija uvjetuje visok stepen zasi¢enosti bazama i
blago kiselu do neutralnu reakciju, osim u A horizontu koji moZe biti nesto kiseliji (pH
5.5). S druge strane Brooks (1987) serpentinska tla generalno karakterizira sa pH 6.5-8.
Medutim, razli¢iti fizicki faktori (nagib, taloZenje supstrata, plitkoc¢a tla, relativna
blizina maticne podloge) znacajno uticu na njihovo zakiseljavanje (Robinson et al., 1996;
Chiarucci et al., 2001, 2004). S druge strane, kod krec¢njackih populacija je pH rizosfere
dosta veceg raspona (ujedno i za analizirani uzorak): od 4.64 do 7.85, bez iskazane

pravilnosti u distribuciji, kako unutar tako i medu populacijama.
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Na osnovu rezultata dobivenih analiziranjem prirodnih populacija bijelog
narcisa moguce je reci da ta vrsta podnosi relativno velike promjene pH tla, ali i to da

izbjegava bazic¢nija tla.

4.2.2. Mangan, nikl, kobalt i Zeljezo

Mangan je vazan biljni mikronutrijent neophodan za niz metabolickih procesa: od
razli¢itih uloga u procesu fotosinteze, preko kofaktora za citav niz enzima do
neophodnog prisustva za obrazovanje nekih lipida i vitamina (Buchannan et al., 2000;
Marschner, 2002; Millaleo et al., 2010).

U tlima se koncentracija Mg, najcesce, krece u vrijednostima od 0.02 do 1%
(Buchannan et al., 2000; Marschner, 2002; Millaleo et al., 2010). Medutim, velika koli¢ina
mangana u tlu je nepristupacna za biljke, sto uglavnom ovisi o pH tla i koncentracije
organskih materija u tlu.

Opcenito, mangan se predominantno akumulira u izdancima, a ne u korjenovom
sistemu. Stepen translokacije Mn od korjenova do izdanka varira znatno medu vrstama
i ¢ak moZe znacajno varirati i izmedu ekotipova iste vrste (El-Jaoual i Cox, 1998;
Marschner, 2002). Prema Vitosh et al. (1994), biljke su izlozene deficijenciji Mn kada ga
ima manje od 20 ppm u tkivima i suficijenciji pri vrijednostima iznad 300 ppm, dok
Marschner (2002) navodi da je vedini biljnih vrsta kriticna granica za Mn izmedu 200 i
5300 ppm u izdancima. Medutim, divljerastuce vrste imaju tendenciju da budu
tolerantnije na toksicne stresove i vec¢e koncentracije Mn od kultiviranih svojti (El-Jaoual
i Cox, 1998; Marschner, 2002).

Minimalne i maksimalne koncentracije Mn zabiljezene u uzorcima tla tokom ove
studije su bile u ocekivanim vrijednostima, a u odnosu na geokemizam uzorkovanih

tala. MoZe se re¢i da bijeli narcis ima relativno zadovoljavaju¢u ishranu sa Mn na
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analiziranim lokalitetima (Tabela 3). Koncentracije Mn u nadzemnim izdancima su
najceS¢e bile vece u odnosu na podzemne izdanke, Sto Marschner (2002) smatra
ocekivanim rezultatom. Izuzetak su bile individue u populaciji 13, kod kojih je kolic¢ina
Mn bila veéa u lukovicama i korjen¢i¢cima nego u nadzemnim izdancima, Sto je
vjerovatno posljedica specificnih odnosa iona u nesto dubljim i vlaznijim serpentinskim
tlima na ovom lokalitetu.

Nikl je neophodni mikronutrijent za biljne organizme, koji uti¢e na rast biljaka,
njihov metabolizam i starenje, vijabilnost sjemenki, ali i povecava otpornost biljaka na

neke bolesti (Brown et al., 1987; Marschner, 2002).

Srednje vrijednosti Ni u tlu iznose 50 mg kg, ali uopéeno variraju od 5 do 500
mg kg (Barceloux, 1999). Medutim, ukupni sadrzaj nikla nije dobar pokazatelj njegove

pristupacnosti, poSto mu se mobilnost povecava u kiselijim tlima (Brown et al., 1989).

Sadrzaj nikla u biljkama ovisi od njegove pristupacnosti u tlu, biljne vrste, dijela
biljke i sezone. Biljke koje rastu na serpentinima ili kontaminiranim tlima sa niklom,
mogu da ga akumuliraju u znacajnijim dozama. Poznato je da se biljke koje rastu na
istom lokalitetu, ali i njihovi organi, mogu medusobno znacajno razlikovati u sadrzaju
nikla (Guha i Mitchell, 1966; Baker, 1981, 1987; Reeves, 1992). U sustini, povecanjem pH
vrijednosti tla opada koli¢ina izmjenljivog nikla, koji se tada talozi (ukupna koli¢ina

nikla raste) i postaje nepristupacan za biljke (Chiarucci et al., 2001, 2004).

Prosjecne potrebe biljaka za niklom su manje od 0.05 mg kg suhe mase, Sto je
inace najmanja vrijednost za neki od esencijalnih elemenata. Medutim, kod biljaka sa
prirodnih staniSta nije zabiljeZena niZa vrijednost Ni od 0.2 mg kg' suhe mase
(Hovmand, 1984). Uobicajeno, biljke sadrze 1-5 mg Ni kg (Brooks, 1987; Reeves, 1992;
Uren, 1992) i trpe znacdajnu fitotoksicnost pri vrijednostima ispod 100 mg Ni kg™

(Kukier i Chaney, 2004). Nesto drugaciju skalu koncentracije Ni u biljkama su dali
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Freitas et al. (2004), gdje navode da neserpentinske biljke sadrze Ni u listu oko 0.1-5 mg

kg suhe materije, a serpentinske 20-100 mg kg suhe materije.

Koncentracije Ni kod individua bijelog narcisa iz kre¢njackih populacija u ovoj
studiji su bile u okviru raspona vrijednosti predlozenih za neserpentinska i
nekontaminirana tla. S obzirom da se nikl prvenstveno akumulira u epidermalnim
¢elijama, dobiveni rezultati o ve¢im koncentracijama u nadzemnim dijelovima biljaka
nisu iznenaduju¢i. Medutim, kod odredenog broja analiziranih individua iz
serpentinskih populacija (12 i 13), u podzemnim izdancima su zabiljeZene vece
koncentracije nikla. Ova pojava se nije mogla dovesti u korelaciju niti s ijednim

ispitivanim faktorom tokom ove studije.

U sustini, moZe se re¢i da je ukupna koli¢ina nikla u tkivima individua
istrazivanih serpentinskih populacija bila ekstremno visoka (10-40 mg kg! suhe
materije) u odnosu na koncentraciju Ni uopceno iskazanu kod neserpentinskih
populacija (0.1-5 mg kg suhe materije). Ipak, vrijednosti karakteristicne za serpentinske
Ni-hiperakumulatore (Reeves et al., 1999; Wenzel et al, 2003) nisu nadene kod

analiziranih individua.

Kobalt je za neke biljne vrste beneficijalan, a za neke esencijalan mikroelement.
Ucestvuje u nizu fizioloSkih procesa u biljkama: inhibicijom sinteze etilena potpomaZze
razvoj nadzemnog izdanka; sprjecava senescenciju; povecava toleranciju na vodni stres;
pokazuje biocidalnu i antifungalnu aktivnost; regulira akumulaciju nekih alkaloida i

neophodan je za fiksaciju azota (Buchannan et al., 2000; Taiz i Zeiger, 1998).

U neserpentinskim tlima koncentracija Co se kre¢e od 1 do 40 ppm, i jedino u
vrlo visokim koncentracijama moze uzrokovati anomalije kod biljaka (Palit et al., 1994).

Medutim, distribucija Co u biljkama zavisi prvenstveno od same biljne vrste. Unos Co u

78



biljku je kontroliran razli¢itim mehanizmima, gdje fizikalni uvjeti (npr. salinitet,
temperatura, pH tla i prisustvo drugih metala) veoma uticu na procese unosa i

akumulaciju (Marschner, 2002).

Iako su Palit et al. (1994) prezentirali da razliéite biljke sa serpentina pokazuju
povecan sadrzaj Co od korijena preko stabljike do listova, u ovoj studiji su neke
individue imale vece koncentracije Co u podzemnim izdancima. Prema Freitas et al.
(2004), listovi serpentinskih biljaka sadrze 10 puta vece koncentracije Co u odnosu na
neserpentinske biljke. Medutim, rezultati dobiveni ovom studijom nisu potvrdili
njihove nalaze jer su koncentracije Co u skoro svim analiziranim individuama bile
medusobno veoma bliske i relativno malih vrijednosti (Tabela 3). Slicni rezultati su
dobiveni i pri poredenju vrijednosti Co izmedu populacija, s izuzetkom nekih individua
iz populacije 13. Najvjerovatnije, razli¢iti organi bijelog narcisa imaju sli¢ne zahtjeve za
Co, tako da njegova koncentracija u tlima znacajnije ne utice na njegov unos,

translokaciju i akumulaciju.

Zeljezo je mikroelement neophodan za sintezu hlorofila, fiksaciju azota i
aktivaciju nekih respiratornih enzima (Vitosh et al., 1994; Kozlowski i Pallardy, 1997;
Marschner, 2002). Deficijencija Zeljeza je rijetka pojava kod biljaka koje rastu na tlima ¢iji
je PH manji od 7.0 (Kozlowski i Pallardy, 1997; Marschner, 2002). Medutim, Zeljezo
postaje toksi¢no za biljke koje rastu na kiselim tlima (pH<5.0). Vazno je istaknuti da
visoka koncentracija mangana moze dovesti do deficijencije Zeljeza, i obratno (Vitosh et

al., 1994).

Opcenito, koli¢ina Zzeljeza je najveca u fotosinteticki aktivnim organima
(Marschner, 2002), dok je kod nekih serpentinofita dominantna u korijenu (Dudic¢ et al.,
2007). Ovaj neophodni biljni mikronutrijent ima tendenciju da bude manje pristupacan

u serpentinskim tlima sa visokim pH, tako da njegova apsorpcija zavisi od acidifikacije
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rizosfere s organskim kiselinama koje su izlucene iz korijena (Vert et al., 2002; Dudic et
al., 2007). Prema Epstein (1972) i Larcher (1995), koli¢ina Zeljeza u biljnim tkivima
serpentinofita je znatno vea u odnosu na normalne vrijednosti za biljke

100 — 700 mg kg! suhe materije.

Iako biljke ve¢inom akumuliraju Zeljezo u listovima, bijeli narcis ga je uglavhom
deponovao u podzemnim organima (osim u dvije populacije, Tabela 3). Drugi
interesantan rezultat jeste relativno visoka koncentracija Fe u kompletnoj biljci, kako u
populacijama na kre¢njaku tako i u serpentinskim. Ovi rezultati upucuju na to da se
pristupacno Zeljezo nalazi u relativno velikim koli¢inama u rizosferi bijelog narcisa.
Medutim, zahvaljujudi specificnostima mikrostaniSta, ove vece vrijednosti Fe nisu
dovele do deficijencije Mn u biljkama, iako su relativno niske vrijednosti Mn izmjerene
u lukovicama individua u populacijama 5, 10 i 12. Rizosfere ovih individua su imale pH
vrijednosti ~7.00 ili vece, Sto je dodatno otezavalo unos managana u biljku i protok

zeljeza kroz organizam.

4.2.3. Magnezij, kalcij i njihov molarni odnos

Magnezij je esencijalan makronutrijent koji nije pronaden u elementarnom obliku u
prirodi. Sastavni je dio klorofila, aktivator mnogih enzima i ucestvuje u ocuvanju
integriteta ribosoma. Relativno je mobilan element i lako se translocira u biljkama

(Vitosh et al., 1994; Kozlowski i Pallardy, 1997; Marschner, 2002).

Koncentracija Mg varira u razli¢itim biljnim dijelovima te zavisi od starosti
individue i od pristupac¢nih nutrijenata u tlu. Prosjecne vrijednosti magnezija u biljkama

su ~80 umol g suhe mase (Marschner, 2002).
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Znacajan efekat na unos iona magnezija ima njegova interakcija sa drugim
kationima u rizosferi (Kozlowski i Pallardy, 1997; Marschner, 2002). Tako deficit Mg
najces¢e nije uzrokovan njegovim nedostatkom u tlu, ve¢ inhibicijom unosa u biljku
(Marschner, 2002). S druge strane, veoma rijetko se uocava suficit Mg, jer vecina biljaka
viSak magnezija deponuje u vakuole (Stelzer et al., 1990). Ali, ako je ova pojava pracena
sa vodnim deficitom, tad se koncentracija Mg u biljkama drasti¢no povecava. U sustini,
bilo koja vrsta poremecaja u ishrani sa Mg (bilo deficit ili suficit) dovodi do smanjenja

stope fotosinteze (Marschner, 2002).

Prisusutvo skoro identi¢nih raspona koncentracija Mg u listovima istraZivanih
individua, bez obzira na geoloski supstrat, u ovoj studiji ukazuje na ujednaceno

odvijanje fotosintetskih procesa.

Najvjerovatnije je stopa fotosinteze kod analiziranih individua bijelog narcisa u
kre¢njackim populacijama zadovoljavajuca. Na to ukazuje prisustvo skoro dvostruko
vece koncentracije Mg u nadzemnim nego u podzemnim izdancima, uzevsi u obzir
vrijeme prikupljanja materijala (faza punog cvjetanja). S druge strane, povecane
koncentracije Mg kod serpentinskih individua (narocito u podzemnim izdancima)
ukazuju na njihovu sposobnost prilagodavanja i opstanka u stresnijim uvjetima.
Upravo ta sposobnost bijelog narcisa da reagira na susne uvjete povec¢anim unosom Mg
i njegovom akumulacijom u podzemnim dijelovima, a u cilju zastite fotosintetickog
aparata, mu najvjerovatnije omogucava opstanak u specificnim serpentinskim

habitatima.

Kalcij, esencijalni makroelement, je neophodan za izgradnju celijskog zida,
obezbjeduje normalan transport i odrZzavanje drugih elemenata u biljci, kofaktor je
mnogih enzima i djeluje kao sekundarni nosac (Vitosh et al., 1994; Taiz i Zeiger, 1998;

Merschner, 2002).
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Adekvatna koncentracija Ca u biljnim listovima je 5 g kg! (Epstein 1972; Tisdale
et al., 1993; Taiz i Zeiger, 1998). Kalcij je uvijek prisutan u veéim koncentracijama u
stabljici i listovima biljaka, u odnosu na substrat (serpentin ili kre¢njak), iako su
serpentinske endemicne vrste bolje adaptirane na niske koncentracije Ca (Marschner,

2002; Chaney et al., 2008).

Izmjerene koncentracije Ca u podzemnim izdancima krecnjackih individua su
bile zadovoljavajuc¢e i u adekvatnim granicama (Tabela 3). Medutim, primjecena je
blaga deficijencija Ca u listovima kre¢njackih individua, osim u populacijama 5 i 10. Za
utvrdivanje razloga koji su doveli do ovakve raspodjele usvojenog kalcija neophodno je
izvrsiti dodatna istrazivanja, s obzirom da ovo svojstvo moze biti karakteristika bijelog
narcisa ili posljedica specifi¢cnih antagonistickih odnosa kalcija sa nekim drugim
kationima i njegove slabe pokretljivosti. Kao $to se i ocekivalo, serpentinske individue
su imale znatno manje akumuliranog kalcija u odnosu na kreénjacke. Uz to,
koncentracije Ca u listovima su skoro uvijek bile manje u odnosu na podzemne izdanke,
Sto je vjerovatno posljedica prisustva magnezija u vrlo visokim koncentracijama, kako u
tlu tako i u tkivima. Zapravo, jednosmjeran transport Ca iz zone elongacije korijena do
izdanka, te slaba pokretljivost i translokacija Ca iz izdanaka u korijen dovodi do toga da
meristemska zona korijena koristi sav raspolozivi Ca (Kazakou et al., 2008). Sve ovo
govori o prisustvu specijaliziranih fizioloskih mehanizama za zastitu vrhova korjenova
i sprjecavanje pojava nekroza na njima kod biljaka koje rastu na serpentinskim

podlogama.

Molarni odnos Ca/Mg u listu se smatra najve¢om specificnosc¢u serpentinskih
kongenerickih parova u odnosu na neserpentinske (Kazakou et al., 2008). Serpentinske
vrste, uglavnom, imaju lisni molarni odnos Ca/Mg manji od njihovih neserpentinskih

kongenerickih parova, §to je primarna posljedica regulacije translokacije od korijena do
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izdanka (Asemaneh et al., 2007). Izgleda da su selektivni unos Ca i eliminiranje Mg u
korjenovom sistemu vazniji od razli¢itih nacéina translokacije Ca i Mg iz korjenova u

izdanke (Asemaneh et al., 2007; Kazakou et al., 2008).

Nije neuobicajeno da serpentinske vrste imaju molarne odnose Ca/Mg u
listovima vece i do nekoliko puta u odnosu na tlo gdje rastu. Na osnovu nekoliko
studija, ¢ak 79% istrazivanih serpentinskih vrsta su opcenito imale ve¢i lisni molarni
odnos Ca/Mg nego njihovo odgovarajuce tlo (Kruckeberg, 1950; Lyon et al.,, 1971;
Proctor i Woodell, 1975; Koenigs et al., 1982; Angelone et al., 1993; Nagy i Proctor, 1997;
Lombini et al., 1998). Siroko rasprostranjena pojava poveéanih lisnih molarnih odnosa
Ca/Mg kod serpentinskih vrsta i ekotipova u odnosu na niske molarne odnose Ca/Mg u
tlima podrzavaju misljenja da su selektivna translokacija Ca do listova i inhibicija
translokacije Mg i sekvestracije putem korjenova vaZne evolutivne adaptacije kod

serpentinskih vrsta (Asemaneh et al., 2007; Kazakou et al., 2008).

Smatra se da je za normalan rast biljaka neophodan odnos Ca/Mg>1. Medutim,
serpentinske biljke su prilagodene na niske nivoe Ca (Main, 1981) ili niske odnose

Ca/Mg (0.04-0.2) u njihovim supstratima (Brooks, 1987).

Dobiveni rezultati o molarnim odnosima Ca/Mg u ovoj studiji, kako u biljkama
tako i u tlima, potvrduju gore navedeno. Osobenost bijelog narcisa se ogleda u tome da
je njegov molarni odnos Ca/Mg podzemnog dijela bio veci nego kod nadzemnog dijela.
Ovo se moze dovesti u vezu sa Zivotnom formom vrste (geofita) i njene potrebe da se
tkivo lukovice dodatno zastiti sa rigidnim i debljim celijskim zidovima. Naime, vrsta
ima karakteristicnu ljetnu dormanciju tokom koje se odvija mejoza, i to neposredno

nakon izloZenosti lukovice veoma visokim temperaturama i susi tokom ljeta.
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Na osnovu dobivenih rezultata, moZe se konstatirati da vrsta Narcissus poeticus,
iako opdenito akumulira vece koli¢ine analiziranih metala (Mn, Ni, Co, Fe), nije
hiperakumulator istih. Takoder, ova vrsta posjeduje fizioloSke mehanizme koji joj
omogucavaju da se prilagodi i prezivi u razlicitim stresnim uslovima, narocito

izloZenosti vodnom deficitu i visokim temperaturama.

4.3. Citogenetika vrste Narcissus poeticus

4.3.1. Karakteristike kariotipa i organizacija heterohromatina

Prethodne studije su pokazale da N. poeticus i N. radiiflorus predstavljaju jednu vrstu s
izvjesnim morfoloskim razlikama (Webb, 1980; D’ Amato, 2004; Tucci et al., 2004). Nasi
rezultati takoder potvrduju identi¢nost kariotipa bez obzira na varijabilnost u
morfologiji. Citogeneticki rezultati dobiveni u ovoj studiji jedino ukazuju na

varijabilnost u prisustvu, broju i strukturi B hromosoma u razlicitim populacijama.

Standardni kariotip Narcissus poeticus opisan u ovoj studiji odgovara onim ve¢
opisanim od strane Wylie (1952), Maugini (1962), Brandham i Kirton (1987), De
Dominicis et al. (2002), D’ Amato (2004) i Tucci et al. (2004).

Prisustvo tri regiona konstitutivhog heterohromatina je dokazano Giemsa
bojenjem od strane De Dominicis et al. (2002) i D’Amato (2004). Nasi rezultati potvrduju
da interkalarni band na hromosomskom paru 2 odgovara kolokalizaciji GC i AT
bogatih DNK regiona i konstitutivnog heterohromatina (DAPI poslije FISH). Isti autori
su takoder prezentirali da interkalarni C-band na hromosomskom paru 4 nije prisutan u
svim metafaznim figurama te nije bio vidljiv ni pri fluorohrom bojenju. Ipak, dvostruki

FISH eksperiment, u nasSoj studiji je pokazao kolokalizaciju nespecificnog
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heterohromatina (DAPI bandovi) i 55 rDNK lokusa u istom regionu. Satelitni par,
karakteriziran prisustvom treceg C-banda na nivou SC, odgovara CMA bandu i 185
rDNK lokusu u nasoj studiji. Prema prethodnim izvjestajima (De Dominicis et al., 2002;
D’Amato, 2004; Tucci et al., 2004), bojenje srebro-nitratom je potvrdilo prisustvo NOR-a

u nivou SC na ovom hromosomskom paru.

Svi ovi rezultati upucuju na konstantnost karakteristika osnovnog kariotipa vrste
i organizacije heterohromatina na specijskom nivou, neovisno od geografske udaljenosti

medu populacijama te razlicitih tipova habitata u kojima obitavaju.

4.3.2. Organizacija rDNK i heterohromatina na B hromosomima

Iako nisu neophodni za prezivljavanje, B hromosomi su prisutni kod 10-15%
angiospermi (Jones, 1995). B hromosom je dinamican sistem i njegova frekvencija ovisi
od dvije suprotne sile: akumulacije i njegovog efekta na fitness individua (Camacho et
al., 2000). Individue u prirodnim populacijama ne posjeduju vise od tri do cetiri B
hromosoma, s izuzetkom Allium schoenoprasum kod koga je zabiljezeno cak 20 B
hromosoma (Camacho et al., 2000; Robert et al., 2011). U rodu Narcissus, uglavnom kod
hortikuluturnih varijeteta, broj B hromosoma obic¢no varira od jednog do maksimalnih
pet (Wylie, 1952; Brandham i Kirton, 1987). Prisustvo 1-4 B hromosoma je uoceno kod
vrste N. angustifolius (sin. N. poeticus; Takhtajan, 1990). U istrazivanim populacijama

najcesce je zabiljezen jedan, rijetko dva, a kod triploida maksimalno tri B hromosoma.

Uocena je razlika u prisustvu B hromosoma u populacijama na kontinentalnim
Dinaridima i litoralnim Dinaridima na visim nadmorskim visinama. Naime, za razliku
od cetiri populacije na kontinentalnim Dinaridima bez B hromosoma, u populacijama
na litoralnim Dinaridima zabiljeZeno je prisustvo B hromosoma. Ova ¢injenica ukazuje
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na mogucu korelaciju izmedu prisustva B hromosoma i specificnih vodnih i

temperaturnih rezima.

B hromosomi kod vrsta roda Narcissus su uglavnom euhromaticni, jednoliko se
boje kao i A hromosomi, sa nekoliko izuzetaka (Wylie, 1952; Brandham i Kirton, 1987).
U ovoj studiji svi posmatrani tipovi B hromosoma su imali slicnu veli¢inu (2/3 veli¢ine
najmanjeg hromosomskog para), Sto je u saglasnosti sa publikovanim podacima za
druge vrste roda Narcissus koje posjeduju B hromosome (Wylie, 1952). Uoceno je,
takoder, i prisustvo strukturalnog polimorfizma B hromosoma (tri tipa) kod bijelog
narcisa. ViSe od 65 biljnih vrsta posjeduje dva ili viSe tipova B hromosoma, i njihovo
porijeklo se moze objasniti nepravilnom diobom tokom mejoze (Jones, 1995). Tako, B
hromosomi tipa II i III kod bijelog narcisa mogu biti efemeralni proizvodi razlicitih
hromosomskih mutacija na B hromosomu tipa I, za koji smatramo da je standardan kod
narcisa zbog Siroke rasprostranjenosti (prisutan u skoro svim istraZivanim
populacijama). Kod vrste Allium schoenoprasum (Bougourd i Parker, 1979; Holmes i
Bougourd, 1991), polimorfizam B hromosoma je takoder otkriven u populaciji sa
najve¢om frekvencijom istih. Ovi autori izvjestavaju da nivo vlaznosti ima signifikantan

uticaj na povecanje proporcije nestandardnih tipova B hromosoma.

Ponekad vrste sa B hromosomima imaju vecu sposobnost prezivljavanja od onih
bez B hromosoma (Jones, 1995), vjerovatno zahvaljuju¢i genima koje ovi hromosomi
ponekad posjeduju. Kod mnogih vrsta utvrdeno je prisustvo aktivnih ribosomalnih
gena na B hromosomima (Jones, 1995; Camacho et al., 2000; Muratovi¢, 2007). S obzirom
da je ova studija ukljucivala 13 populacija koje obitavaju u razli¢itim ekoloskim
uvjetima, bilo je moguce analizirati prisustvo, karakterizaciju i potencijalne efekte B
hromosoma kod N. poeticus. Najveci polimorfizam B hromosoma je uocen u Ccetiri
populacije na kraskim poljima, narocito u dvije populacije koje su potopljene veéim
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dijelom godine, a preZivaljavaju veoma suha ljeta. Prisustvo nukleolusa je citogeneticka
manifestacija transkripcijske aktivnosti rRNA gena ¢iji produkti su TRNA molekule,
osnovni gradivni konstituenti ribosoma. Povedanje broja nukleolusa u ovim
populacijama dokazuje aktivnost ribosomalnih gena na B hromosomima. Prema Teruel

et al. (2007) broj nukleolusa vjerovatno igra vaznu ulogu u odgovoru individue na stres.

Broj i efekti B hromosoma kod N. poeticus najvjerovatnije zavise od okolisnih
uvjeta u istraZivanim populacijama. Prezivljavanje individua Allium schoenoprasum sa
razli¢itim tipovima i brojem B hromosoma je bilo pod uticajem uvjeta vlaZnosti,
narocito suse (Holmes i Bougourd, 1991). Nas$i rezultati mogu implicirati mogucu vezu
izmedu prisustva razlicitih tipova B hromosoma kod individua N. poeticus sa njihovom
izloZeno$¢u vodnom stresu u istrazivanim populacijama. Naime, populacija sa tri tipa B
hromosoma se karakterizirala sa vrlo stresnim okoliSnim wuvjetima: ekstremne

kombinacije vodnih i temperaturnih reZima tokom zime i ljeta.

4.3.3. Prirodni triploidi vrste Narcissus poeticus

Poliploidija, kao glavni mehanizam adaptacije i specijacije kod biljaka, je prisutna kod
47-70% angiospermi (Ramsey i Schemske, 1989). Potomstvo triploida cesto preZzivljava i
moze participirati kao “most” u uspostavljanju vecih nivoa ploidije (Soltis et al., 2003;
Leitch i Leitch, 2008). Novonastali autopoliploidi ¢esto posjeduju nove fizioloske,
ekoloske ili fenoloSke karakteristike, i mogu predstavljati brze vidove adaptacije i

specijacije (Ramsey i Schemske, 1998).

Genus Narcissus se karakterizirao sporadi¢nim primjerima poliploidizacije, sa
najvecom frekvencijom tetraploida (Wylie, 1952; Fernandes, 1975; Brandham i Kirton,
1987; Van Tuyl, 1997; Zonneveld, 2008). Poliploidi mogu biti glavni faktor u kreiranju
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hortikulturnih varijeteta, gdje se prvo formiraju triploidi, pa tek onda tetraploidi (Wylie,
1952). Prisustvo triploida sa nepoznatim porijeklom je primjeceno kod nekih vrsta roda
Narcissus, ukljucujuci N. poeticus cv. “Hellenicus” i cv. "Pheasant eye” (Wylie, 1952;
Fernandes, 1975; Brandham i Kirton,1987). Do danas nije poznato postojanje prirodnih
populacija triploida N. poeticus “Hellenicus” i N. poeticus "Recurvus®, iako je opisano da
postoje u Grékoj i Svicarskoj. Wylie (1952) pretpostavlja da su ovi triploidi ili mogudi

“bjegunci” kultivara ili su odabrani iz prirode zbog njihove triploidne bodrosti.

Postojanje prirodnih triploida kod vrste N. poeticus u nekim Balkanskim
populacijama je po prvi put dokumentirano tokom ove studije. Morfoloski je bilo
nemoguce razdvojiti ove individue od diploida. One posjeduju tri identi¢ne kopije
osnovnog hromosomskog seta, Sto podrzava njihovo autotriploidno porijeklo.
Interesantno je napomenuti da se ovi triploidi: 4) nalaze u dva skoro potpuno
kontrastna habitata (populacije 8 i 12), i b) posjeduju dodatna maksimalno 3 B

hromosoma, sa razlic¢itim tipovima u kraskoj populaciji (populacija 8).

Nepogodni okoli$ni uvjeti uti¢u kako na prisustvo tako i na evolutivhu dinamiku
poliploida. Veoma je tesko determinirati koji od okolisnih faktora ima stresno
djelovanje na biljke, iako su brojne i brze temperaturne promjene u vlaznom okolisu
najceS¢e predlagane (Hada¢, 1989; Ramsey i Schemske, 1998). PoSto je prisustvo
najveceg broja triploida uoceno u populaciji 8, moze se pretpostaviti da u ovoj
populaciji proizvodnja diplopolena (Cesto uocena, podaci nisu prikazani) predstavlja
jednu od posljedica specificnih i teSkih ekoloskih uvjeta. Dodatna istrazivanja su
neophodna u ovim populacijama u cilju procjene frekvencije spontanih triploidnih

individua u odnosu na razlic¢ite okolisSne uvijete.
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4.3.4. Devijantni oblici kariotipa

Spontane hromosomske translokacije su ve¢ uocene kod nekih vrsta roda Narcissus
(Fernandes, 1952; Karihaloo, 1987). U ovoj studiji prisustvo rijetkih individua sa
translokacijama ili inverzijama je primje¢eno u populacijama na subalpinskim livadama
i na serpentinskoj podlozi. Individua iz serpentinske populacije je posjedovala dodatni
subterminalni 185 rDNK lokus na samo jednom homologu para 3. Porijeklo ovog
prekobrojnog rDNK lokusa se mozZe objasniti spontanom A-B translokacijom, vec¢
primje¢enom kod nekih vrsta (Jones, 1995; Camacho et al., 2000; Jones i Houben, 2003;
Ribeiro et al., 2004). Taj tip translokacije je vrlo rijedak, s obzirom da vrlo mali dio B
specificnog hromatina mozZe probiti jaku barijeru izmedu A i B hromosoma (Ribiero et
al.,, 2004). Ovaj specificni slucaj je najvjerovatnije prisutan kod individue sa
serpentinskog supstrata, narocito zbog dva uocena fenomena u ovoj populaciji: B
hromosomi su se karakterizirali prisustvom aktivnih rRNA gena, i ova individua je
posjedovala vecu koli¢inu DNK od individua bez B hromosoma. U stvari, primjeceno

povecanje kolicine DNK mozZe reflektirati prisustvo B hromosoma u kariotipu.

Posmatrani mutacioni dogadaj na ovim specificnim habitatima moze biti
frekventniji, ali teSko ustanovljiv ako invertirani regioni ne posjeduju bilo koji od

vidljivih markera.

4.3.5. Koli¢ina DNK se povecava usljed prisustva triploidije i
B hromosoma

Koli¢ina nuklearne DNK je kod vrsta opcenito konstantna, mada su uocene i
intraspecijske varijacije. Veli¢ina genoma se uvijek povecava usljed ploidije i prisustva B

hromosoma (Jones, 1995; Leitch i Bennett, 2004; Jones et al., 2008).
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U ovoj studiji, intraspecijska varijacija u koli¢cini DNK je uocena izmedu
individua sa i bez B hromosoma. Dobiveni rezultat je u saglasnosti sa zaklju¢cima Jones
et al. (2008) da su B hromosomi glavni izvor intraspecijske varijacije koli¢ine nuklearne
DNK. Srednja vrijednost za diploidne individue bez B hromosoma (25.81 pg) je vrlo
sli¢na srednjoj vrijednosti (26.0 pg; Zonneveld, 2008). Ove vrijednosti su signifikantno
manje od vrijednosti (27.5 pg) date od strane Olszewska i Osiecka (1982). U poredenju
nasih podataka sa Zonneveldovim (2008), moze se pretpostaviti da njegova cetiri
diploidna uzorka, sa veli¢cinom genoma vecom od 26.0 pg, najvjerovatnije posjeduju
najmanje jedan B hromosom. Zonneveld (2008) je, uostalom, primjetio da B hromosomi
vjerovatno ucestvuju u odredenom procentu u ukupnoj velicini genoma kod nekih vrsta

u okviru sekcija Narcissus i Pseudonarcissus.

Srednja vrijednost veli¢ine genoma prirodnih Balkanskih triploidnih individua je
iznosila 34.55 pg, Sto je za otprilike 4 pg manje u odnosu na kultivirane triploide
(Zonneveld, 2008). Ipak, veli¢ina genoma triploidne individue sa 3 B hromosoma, u
ovoj studiji, je vrlo bliska vrijednostima Zonneveldovih (2008) uzoraka. Bilo bi vrlo
interesantno uporediti kariotipove i banding obrasce Zonneveldovih uzoraka sa
kariotipovima i bandingom triploida istrazivanim u ovoj studiji u cilju otkrivanja

uzroka ove razlike u veli¢ini genoma.

Takoder bi bilo korisno istraZiti odnose izmedu ukupne veli¢ine nuklearne DNK
i broja B hromosoma i/ili koli¢ine heterohromatina, $to je jedan od ciljeva u tekucoj

citogenetickoj studiji roda Narcissus.

90



Synthése de la thése :

Réponse du génome aux stress abiotiques: le cas des plantes serpentinophytes en Bosnie
centrale

Les habitats sur le substrat de serpentine présentent un environnement hostile pour le
développement de plantes. Il s’agit des roches a lente érosion dont les sols sont
principalement caractérisés par un faible rapport Ca/Mg, de faibles concentrations de
macronutriments, de haute teneur en métaux lourds (Ni, Cr, Co, Fe, Al), et par des
valeurs de pH allant de basique jusqu’a ultrabasique. La spécialisation édaphique des
plantes subissant ces conditions résulte dans leur adaptation spécifique qui a été décrite
comme le «<syndrome de la serpentine”. Les végétaux adaptés aux conditions des sols
sur serpentine sont classés comme des serpentinophytes. Ces plantes sont souvent
morphologiquement et physiologiquement adaptées a cet environnement extréme face
a une forte concentration de métaux lourds, et des stress hydrique, thermique et
nutritionnel. Les habitats sur serpentine sont caractérisés par un faible nombre
d’especes mais un haut niveau d’endémisme.

Dans les Balkans les serpentines se présentent en grands blocs ou de petits
affleurements allant de Centre Nord de la Bosnie, vers Quest et Centre de la Serbie,
Centre Nord et Sud-Est de 1'Albanie, Nord de la Grece. La péninsule balkanique, la plus
grande zone européenne de serpentine, abrite 334 a 350 especes (15-16% du total des
taxons endémiques) qui sont endémiques de la serpentine. Le nombre de taxons
endémiques sur serpentine dans les Balkans augmente progressivement du Nord de la
Bosnie, a travers Ouest et Centre de la Serbie, puis vers la partie centrale de la péninsule
(SW Serbie, I'Albanie et N & NW Grece).

Quoique la flore des Balkans soit bien étudiée du point de vue floristique,
phytogéographique et taxinomique, divers aspects sont encore mal connus. Par
exemple, la taille du génome (la quantité d’ADN nucléaire), caractere important dans
I'évaluation de la biodiversité, n'est pas, jusqu'a présent, étudiée chez les especes
végétales qui poussant sur serpentine. Pour cette raison, dans cette étude, nous avons
évalué la teneur en ADN chez les especes végétales serpentinophytes en Bosnie-
Herzégovine centrale et orientale, en Serbie occidentale et en Ancienne République
Yougoslave de Macédoine (ARY Macédoine). Ainsi, cette étude apporte pour la
premiere fois des données sur la taille du génome des serpentinophytes, leur nombre
chromosomique et le niveau de ploidie en relation avec leur affinité avec le substrat, le
type de cycle de vie et la forme de croissance.

91



Les objectifs principaux de la premiere partie de la these ont été de déterminer la
taille du génome, le nombre chromosomique et le niveau de ploidie d'un grand nombre
de serpentinophytes strictes et facultatives sur serpentine en Bosnie-Herzégovine
centrale et orientale avec un accent particulier sur I'établissement de la relation entre la
taille du génome et les conditions de stress subies par les plantes sur ce substrat. Dans
ce contexte, une des principales questions posées est : Existe-il une catégorie de taille du
génome qui serait plus favorisée dans de tels habitats?

La deuxieme partie de la these porte sur l'analyse des métaux lourds et des
macronutriments dans les sols et sur la propriété de bioaccumulation de l'espece
Narcissus poeticus dans les populations poussant sur différents types de substrats dont la
serpentine et le calcaire. Ces analyses comportent la mesure des concentrations en
métaux lourds (Ni, Co, Mn, Fe) et en macronutriments Mg et Ca dans les diverses
parties de la plante et l'observation d'éventuelles modifications chez le N. poeticus
causée par l'influence des métaux lourds contenus dans les sols de serpentine.

La troisieme partie concerne 1'étude cytogénétique, a savoir la structure des
chromosomes du N. poeticus dans différentes populations de la partie occidentale de la
péninsule des Balkans. La question posée dans cette partie est la suivante : Quelle est la
réponse du génome aux conditions de stress abiotique ? Ainsi tous les changements
dans I'organisation du génome concernant I'ADN total, le nombre chromosomique, la
présence de chromosomes B et des translocations chromosomiques recensés ont été
étudiés.

La taille du génome chez les serpentinophytes dans la partie extréme nord-ouest de la
zone de serpentine dans les Balkans

Le contenu de 'ADN (valeur 2C) a été estimé par cytométrie en flux et le nombre
chromosomique par des méthodes standard. Le statut systématique, la préférence au
substrat géologique, le type du cycle de vie et la forme de croissance de chaque taxon
ont été déterminés selon les données bibliographiques disponibles.

Dans cette étude nous avons présenté des données sur la taille du génome de 308
taxons appartenant a 213 genres, récoltés sur substrat de serpentine. Selon les bases de
données disponibles, nous avons obtenu les premiers résultats sur la taille du génome
de 28 genres (2 appartenant aux Ptéridophytes, 3 aux monocotylédones et 23 aux
eudicots), et 97 especes et deux taxons au niveau intraspécifique. La taille du génome
haploide des especes étudiées varient de 0,14 pg (Selaginella helvetica) a 41,59 pg (Lilium
martagon), se qui fait un rapport de ~300 fois.

Selon 1'échelle proposée pour la taille du génome par Leitch et coll. (1998), plus de
la moitié des taxons estimée (55,63%) ont un tres petit génome, 22,18% ont de petit
génome et 18,75% un génome intermédiaire. Les taxons avec de grandes et tres grandes
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tailles de génome sont principalement des gymnospermes et des monocotylédones, et
représentent un faible pourcentage (respectivement 3,13% et 0,31%).

Plus des 2/3 de taxons analysés présentent un génome de petite ou tres petite taille
(1C <3,5 pg), ce qui est en accord avec les résultats précédemment rapportés et avec
'opinion selon laquelle les especes dont les génomes sont petits sont répandues dans
tous les environnements, tandis que les especes a grands génomes sont plus sensibles
aux conditions environnementales extrémes. Environ 90% des especes a courte duré de
vie, au sein de notre échantillonnage, possedent de petits et tres petits génomes, ce qui
correspond au fait que le temps minimum de génération et le type de cycle de vie sont
des caractéristiques limitées par la taille du génome. Comme on pouvait s’y attendre,
dans notre échantillon, les especes dont les génomes sont grands ou tres grands (1C> 14
pg), appartiennent aux géophytes monocotylédones et aux phanérophytes
gymnospermes. Les taxons a grand génome sont représentés par 11 especes (3,44%),
toutes vivaces et serpentinophytes facultatives. Dans cette catégorie, toutes les especes
herbacées completent leur cycle de vie au début du printemps, a l'exception de
I'octoploid du Leucanthemum vulgare. Ces résultats appuient 1'hypothese de Knight
concernant la contrainte du grand génome (Knight et al., 2005), sur lequel le stress
hydrique, la température élevée et la présence de métaux lourds exercent extréme
pression sélective qui a plutdt favorisé les plantes avec de petits génomes.

Une forte corrélation positive (r = 0,96, p <0,05) a été observée entre nos résultats et
les 331 données concernant les 209 taxons déja publiées et dont certaines ont été
mesurées plus qu'une fois. La comparaison par paire entre nos résultats et ceux
précédemment publiés montre des différences dans presque la moitié des valeurs
obtenues. Ces différences allant de 0 a 5% ont été enregistrées pour 140 valeurs, 5-10%
pour 48 valeurs et supérieures a 10% pour 143 valeurs.

La variation de la taille du génome pour une espece donnée est considérée comme
acceptable jusqu’a 5%. Elle est la conséquence des différences méthodologiques et de
I'utilisation des différents instruments de mesure. Dans les cas ou cette différence était
plus importante, elle a été due a la présence de différents niveaux de ploidie,
éventuellement a la présence d'aneuploidie et de B-chromosomes. D'autre part, les
différences observées dans la fourchette de 5 a 10% ne peuvent pas étre toutes
expliquées par les phénomenes déja mentionnés. Tres probablement, la plupart de ces
différences est le résultat de différentes approches et méthodes dans la détermination
de la taille du génome. Plus précisément, ces différences peuvent provenir de
l'utilisation de différents standards, de la méthode de préparation des échantillons, de
la composition du tampon et du type de matériel végétal (feuilles fraiches, lyophilisées,
séchées dans silica gel, ou provenant d’herbier, etc.). Des facteurs incontournables sont
aussi la possibilité d'erreur humaine dans la détermination des especes, dans la
manipulation, ainsi que dans la lecture des pics.
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Dans plusieurs taxons la présence de polyploidie et des chromosomes B a conduit
a des variations significatives de la taille du génome au niveau intraspécifique. Dans
cette étude, 10 taxons avec au moins deux niveaux de ploidie différents ont été détectés:
Centaurea micranthos, Convolvolus arvensis, Coronilla varia, Daphne mezereum,
Helianthemum nummularium, Leucanthemum vulgare, Narcissus poeticus, Solidago virgaurea,
Tanacetum corymbosum, et Veronica urticifolia. La découverte des individus avec des
niveaux de ploidie différents dans la méme population a confirmé la bonne pratique
d'estimation de la taille du génome sur au moins cinq ou plus d'individus de la méme
localité. En fait, la cytométrie en flux facilite I'estimation rapide de la taille du génome
et favorise la détection de tous les événements de polyploidie au niveau intra- et inter-
populations.

Grace a la cytométrie en flux, il est également possible de détecter les individus
avec un ou plusieurs chromosomes B, en particulier chez les especes avec des grands et
tres grands chromosomes, comme dans le cas de Lilium bosniacum, L. martagon, et
Narcissus poeticus. L'identification des chromosomes B par cytométrie en flux chez les
especes dont les génomes sont tres petits ou petits n'a pas été convaincante, comme
nous l'avons montré pour le taxon Stachys recta var chrysophea.

Dans l'ensemble des plantes analysées, le tres petit génome a été la catégorie la
plus fréquente dans les familles suivantes: Rosaceae (19 taxons), Fabaceae (18), des
Lamiacées (12), Brassicacées (10), et Scrophulariaceae (10). Seule la famille des
Asteraceae était représentée par 10 ou plus de taxons appartenant aux catégories de
petits génomes et de génomes a taille intermédiaires. En ce qui concerne I'affinité avec
le substrat, un tres petit nombre de serpentinophytes obligatoires (24 au total) a été
enregistré. Leur taille du génome varie de 0,50 a 5,07 pg, mais la plupart ont de tres
petits génomes. L'abondance des serpentinophytes obligatoires endémiques dans des
habitats sur serpentine pourrait étre expliquée par l'isolement édaphique a long terme,
sans interruption ou perturbation de la spéciation. Il est intéressant de noter que la
majorité des serpentinophytes obligatoires possedent une tres petite taille du génome,
ce qui est en accord avec I'hypothese de Knight.

Le plus grand nombre de taxons, distribué dans toutes les catégories de taille du
génome, appartiennent aux groupes des especes indifférentes (55%) et a des
serpentinophytes facultatives (33%). Selon le type de cycle de vie, méme 272 taxons
(88,31%) sont vivaces. Plus de la moitié d'entre eux, soit 57%, possedent un tres petit
génome tandis que 20% ont de petit génome et de génomes intermédiaires. Les autres
types de cycle de vie sont représentés par moins de 2,5% dans chaque catégorie de taille
du génome. L’absence ou le faible nombre de plantes annuelles observées peut étre
expliquée par l'incompatibilité entre le court cycle de vie et la nature extrémement
xérophile des habitats sur serpentine, ce qui peut empécher les plantes de terminer leur
développement.
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Indépendamment de la catégorie de taille du génome au sein de notre
échantillonnage, les Hémicryptophytes sont dominants (48,38%), suivis par les
phanérophytes (17%), les chaméphytes (15%), les thérophytes (9%) et les géophytes
(9%). La dominance des Hémicryptophytes est probablement le reflet de l'interaction
entre des conditions de grande sécheresse et de haute température sur les habitats de
serpentine. Par conséquent, il est probable que l'eau, la température et les métaux
lourds soient les acteurs principaux exercant une haute pression sélective sur la flore de
serpentine et favorisant les especes pérennes dont les génomes sont de tres petite taille.

Narcissus poeticus, serpentinophyte facultative, et certains éléments biogenes (Ni, Co,
Mn, Fe, Ca et Mg)

Le Narcisse du poete (Narcissus poeticus L., Amaryllidaceae) est originaire d'Europe
centrale et de la région méditerranéenne de 1'Europe et de I'Afrique du Nord, seulement
une espece est en Asie, avec un centre de diversité dans la péninsule ibérique. En
Bosnie-Herzégovine, le N. poeticus forme de tres grandes populations avec de nombreux
individus surtout dans les champs karstiques. Cette espece se trouve aussi dans de
petites populations a faible nombre d'individus dispersés dans des crevasses rocheuses,
dans des prairies de la zone montagnarde et subalpine sur calcaire, et sur substrat de
serpentine (comme des serpentinophytes facultatives), a des altitudes de 700 a 1750m.
Cette espece a besoin de sols humides bien drainés, basiques ou légerement acides, en
plein soleil ou a mi-ombre. Elle fleurit de la fin avril a juin et possede un parfum
caractéristique et fort. Malgré son importance dans le développement de variétés
cultivées, un nombre relativement restreint d'études a été réalisé sur des populations
naturelles.

Les especes qui sont tolérantes au stress nutritif multiple sur les sols de serpentine
ont une croissance faible, la tolérance manifeste a faible accessibilité de N, P, K, et Ca,
ainsi que la tolérance a la toxicité de Mg et des métaux lourds.

C'est la premiere fois, et sans doute 'unique étude de population naturelles
concernant la relation du narcisse du poete avec le sol contenant certains métaux lourds.
Cinq individus de narcisse avec leur rhizosphere associée (le sol autour des bulbes et
des racines) ont été échantillonnés dans 11 populations de Bosnie-Herzégovine, de
Croatie et de Serbie. La quantité totale de Ni, Co, Mn, Fe, Mg et Ca dans des
échantillons du sol et dans le matériel végétal a été analysée par spectrophotométrie
d'absorption atomique (AAS). Les valeurs du pH du sol ont été déterminées par le pH-
metre dans une solution saturée de boue = sol / eau déminéralisée.

L'acidité ou l'alcalinité du sol est un facteur majeur dans la détermination de
l'accessibilité des nutriments du sol, car elle affecte 1'état d'oxydation et la solubilité des
éléments, les processus biologiques, et donc la concentration en nutriments dans les
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plantes. Sur la base des résultats obtenus par 1'analyse des populations naturelles de
Narcissus poeticus dans les Balkans, il est possible de dire que cette espece supporte des
changements relativement importants de pH du sol, mais qu’elle évite le sol basique.
Plus précisément, on a observé que le narcisse du poete montre une gamme
relativement large des valeurs de pH de sa rhizosphere (pH 4,64 narcisse du poete a
7,85), ce qui est probablement l'une des raisons de sa réussite en culture pendant
plusieurs siecles. Les rhizospheres des individus sur serpentine ont une réaction
légerement acide ou a pH neutre, ceci probablement causé par un excédent de
magnésium. D'autre part, le pH de la rhizospheére dans les populations sur calcaire a
une plus large gamme, sans toutefois une régularité dans la distribution, a la fois au
sein et entre les populations. Il n’existe pas de corrélations entre le pH du sol et la
teneur en métaux lourds dans les sols analysés.

Le manganese est principalement stocké dans les parties aériennes, et non dans le
systéme racinaire, qui dépendent principalement du pH du sol et de la concentration en
matiere organique dans le sol. Au cours de cette étude les concentrations en Mn
mesurées ont été plusieurs fois plus élevées dans le sol que dans les parties de la plante.
Les valeurs de Mn dans les sols calcaires ont été plus variables que dans les sols sur
serpentine. Les parties aériennes des plantes avaient presque toujours de plus grandes
quantités de Mn que les parties souterraines, sauf pour les individus d’une population
sur serpentine (Mokra Gora, Serbie), ce qui est probablement la conséquence des
rapports spécifiques des ions dans des sols plus profonds et plus humides dans cet
habitat. Il est intéressant de noter que les individus dans une population sur serpentine
(Zepce, B & H) contenaient une faible valeur de Mn, mais des symptomes de carence
n'ont pas pu étre observés. On peut dire que tous les individus analysés avaient un
régime relativement satisfaisant en Mn.

Le nickel s'accumule dans les végétaux, en fonction de sa disponibilité dans le sol,
de I'espece, des différentes parties de la plante, et de la saison. Les concentrations de
nickel dans les sols sur serpentine ont été beaucoup plus élevées que dans les sols
calcaires. Dans la plupart des individus analysés, les concentrations de Ni dans les
parties souterraines ont été inférieures a celles des parties aériennes, avec, comme
attendu des valeurs plus élevées pour les individus issus des populations sur
serpentine. Puisque le nickel est principalement accumulé dans les cellules de
I'épiderme, les résultats des concentrations plus élevées dans les parties aériennes ne
sont pas surprenants. Toutefois, pour un certain nombre d'individus analysés dans de
deux populations sur serpentine (Zepce, B &H; Mokra Gora, Serbie) on a enregistré
dans les pousses souterraines des concentrations élevées de nickel, ce qui ne pouvait
pas étre corrélé avec d'autres facteurs testés dans cette étude. Bien que la quantité totale
de nickel dans les tissus des individus étudiés dans les populations sur serpentine soit
extrémement élevé par rapport a la concentration de Ni généralement exprimée dans les
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autres populations, narcisse du poete ne peut pas étre considéré comme son
hyperaccumulateur.

Le cobalt est distribué dans l'organisme végétal selon les especes. Dans des
concentrations tres élevées il peut provoquer des anomalies chez les plantes. Dans cette
étude, les concentrations de cobalt dans les sols sur serpentine ont été significativement
plus élevées que dans les sols calcaires. La caractéristique des individus poussant sur le
substrat de serpentine se traduit par une plus faible concentration en Co que celle de Ni,
ce qui n'est pas toujours le cas chez les individus provenant de substrat calcaire. Les
plantes analysées ont montré une concentration en Co relativement faible et uniforme
dans toutes les parties de plante. Tres probablement, les différents organes du narcisse
du poete ont des exigences similaires en Co, de sorte que sa concentration dans le sol
n'affecte pas significativement son entrée, sa translocation et son accumulation dans les
plantes.

Le fer est accumulé principalement dans les organes actifs du point de vue
photosynthétique, bien qu'il soit noté que certaines serpentinophytes le déposent
également dans les racines. Bien que le fer soit présent en grandes quantités dans le sol,
sa disponibilité est généralement tres faible, ce qui provoque souvent une carence. Les
concentrations en fer dans les sols sur serpentine sont plus élevées que sur le calcaire, ce
qui n'est pas toujours le cas dans les tissus végétaux. Les concentrations en fer ont été en
général plus élevées dans les bulbes que dans les parties aériennes (sauf dans les
populations Peulje et Kladanj, B & H), mais toujours beaucoup moins élevées que les
concentrations dans le sol. Si la plupart des plantes accumulent le fer dans les feuilles, le
narcisse du poete le dépose essentiellement dans les organes souterrains. Un autre
résultat intéressant est la concentration relativement élevée du Fe dans la plante
complete, pour la majorité des individus étudiés. Ces résultats suggerent que les
rhizospheres analysées, en raison de valeurs inférieures de pH, ont été relativement
riches en forme de fer accessible pour les plantes.

La translocation du magnésium est facile dans les plantes et sa concentration varie
dans les différentes parties de la plante en fonction de l'age de l'individu et des
nutriments accessibles dans le sol. Les sols analysés sur serpentine sont caractérisés par
une valeur de magnésium presque deux fois plus grande que sur sol calcaire. Les
concentrations de Mg dans les feuilles des individus étudiés sont presque identiques,
quel que soit le substrat géologique, ce qui indique la régularité du processus de la
photosynthese. Les individus sur sols calcaire avaient des concentrations de Mg dans
les parties aériennes presque deux fois plus importantes que dans les organes
souterrains. D'autre part, des concentrations légerement supérieures de Mg chez les
individus sur serpentine, a celles des individus sur calcaire (en particulier dans les
organes souterrains), indiquent leur capacité a s'adapter et a survivre dans des
conditions plus stressantes. C'est justement cette capacité que possede le Narcissus
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poeticus a répondre aux conditions de déficit hydrique par I'apport accru de magnésium
et son accumulation dans les parties souterraines, afin de protéger l'appareil
photosynthétique, qui probablement lui donne la possibilité de survivre dans un habitat
aussi hostile que celui sur serpentine.

Le calcium est toujours présent dans des concentrations plus élevées dans la tige et
les feuilles des plantes que dans le sol, bien que les especes endémiques
serpentinophytes soient mieux adaptées a de faibles concentrations en Ca. La
rhizosphere des individus provenant des populations sur serpentine avaient
généralement des concentrations plus élevées de calcium que les individus des
populations en calcaire. Cependant, presque tous les individus analysés,
indépendamment du substrat géologique, ont accumulé plus de Ca dans les organes
souterrains. Afin de déterminer les raisons qui ont conduit a une telle distribution du
calcium il est nécessaire d'effectuer des recherches supplémentaires, étant donné que
cette propriété peut étre une caractéristique du narcisse du poete, ou une conséquence
des relations antagonistes du calcium avec d'autres cations, et de sa faible mobilité.
Comme prévu, les individus sur serpentine avaient bien moins du calcium accumulé
que les individus provenant des populations sur calcaire. En outre, les concentrations
de Ca dans les feuilles ont presque toujours été inférieures a celles des organes
souterrains, ce qui est probablement dii a la présence de magnésium en concentrations
tres élevées, tant dans le sol que dans les tissus.

Le rapport molaire Ca / Mg dans les feuilles est considéré comme la plus grande
spécificité de paires congéneres de serpentine par rapport au nonserpentine.
Fondamentalement, les especes sur serpentine ont un rapport molaire de Ca / Mg de les
feuilles inférieur a celui de leur paires congénéres nonserpentine, mais supérieur a leur
sol correspondant. On considere que la croissance normale de la plupart des plantes
nécessite un rapport Ca/Mg>1. Cependant, les plantes sur serpentine se sont adaptées
aux niveaux bas de Ca et au faible rapport de Ca / Mg dans leurs substrats. Dans tous
les sols étudiés, le magnésium a été en exces par rapport au Ca, alors que dans les sols
calcaires, I'intervalle de variation du rapport Ca / Mg a été plus élevée que dans les sols
sur serpentine. Les plantes des populations sur serpentine ont, dans la plupart des cas,
contenus des niveaux plus élevés de Mg que de Ca, et le rapport Ca / Mg dans les tissus
végétaux a été <1, et beaucoup plus variable que dans le sol. Le narcisse du poete se
caractérise par un rapport molaire Ca / Mg plus grand dans les parties souterraines
qu’aériennes. Ceci peut étre corrélé avec la forme de vie (géophyte) et le besoin de
protéger davantage le tissu du bulbe dont les parois cellulaires sont plus épaisses et
plus rigides. Plus précisément, cette espece a une dormance en été caractéristique, au
cours de laquelle se déroule le processus de la méiose, qui suit immédiatement une
exposition de la plante a de tres hautes températures et forte sécheresse pendant I'été.
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Sur la base des résultats obtenus, nous pouvons conclure que l'espece Narcissus
poeticus, bien que généralement accumule de grandes quantités de métaux (Mn, Ni, Co,
Fe), n’est pas leur hyperaccumulateur. En outre, cette espece possede des mécanismes
physiologiques qui lui permettent de s'adapter et de survivre dans différentes
conditions stressantes, en particulier a l'exposition au déficit hydrique et aux
températures élevées.

Caracteres cytogénétiques et un systéme particulier des chromosomes B chez N.
poeticus dans différents conditions environnementales dans les Dinarides

Cette partie de la these concerne la variabilité de la structure chromosomique,
polyploidie, présence de chromosomes B (Bs) et taille du génome dans des populations
naturelles de Narcissus poeticus dans les Balkans occidentaux. Les individus de treize
populations se trouvant dans des conditions environnementales et sur des sols
différents ont été analysés a I'aide de la cytométrie en flux pour l'estimation de la taille
du génome nucléaire, de I'hybridation fluorescente in situ (FISH) pour la cartographie
physique des genes ribosomiques, de fluorochrome banding (chromomycine et
Hoechst) pour l'organisation de I'hétérochromatine et de coloration au nitrate d'argent
pour 'activité des genes ribosomiques.

Des études antérieures ont montré que N. poeticus et N. radiiflorus représentent une seule
espece avec quelques différences morphologiques. Nos résultats confirment également
que N. poeticus représente une espece polymorphe au niveau morphologique et
cytogénétique.

Caryotype de Narcissus poeticus

Dans toutes les populations étudiées, N. poeticus présente un nombre chromosomique
diploide 2n = 2x = 14, sauf dans deux populations ou il existe aussi quelques individus
triploides, 2n = 3x = 21. Tous les individus triploides ont le méme caryotype standard
que les diploides. Des variations interindividuelles ont été observées dans les deux
niveaux de ploidie et concernent la présence de chromosomes B en nombre et en
morphologie variable.

Le caryotype standard de N. poeticus décrite dans ce travail correspond aux
données précédemment publiées. La formule chromosomique commune de N. poeticus
est 2n =8 sm + 2 m + 2 m-sm + 2 sm-st*. Les chromosomes B sont principalement de
type submétacentrique, mais ils peuvent étre aussi métacentriques ou
subtélocentriques.
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Le caryotype standard de N. poeticus possede 22-24 bandes chromomycine
positives, selon sa présence ou non d"une bande sur les satellites de la paire 7, réparties
sur tous les chromosomes. La coloration de Hoechst a montré qu'une seule paire de
chromosomes (paire 2) possédait des régions AT riches. Apres l'application de la
technique de FISH, les signaux intercalaires DAPI*, correspondant a des régions
d'hétérochromatine constitutive, ont été observés seulement sur deux paires de
chromosomes (2 et 4).

Les résultats concernant 1’hybridation in situ des genes ribosomiques chez N.
poeticus sont présentés pour la premiere fois dans cette étude. Le caryotype standard
montre un locus d'’ADNr 55 (colocalisé avec la bande DAPT* sur la paire 4), tandis que le
locus d'’ADNTr 185-5.85-26S a été visible comme un tres fort signal sur la partie terminale
du bras court ou sur les deux cotés de la constriction secondaire (CS) de la paire
satellifere 7. Ces résultats montrent la constance du caryotype et de I'organisation de
I'hétérochromatine et de I"ADNr au niveau spécifique, malgré Iéloignement
géographique des populations et des différents types d'habitats dans lesquels elles se
développent.

La polyploidie, comme un des mécanismes majeurs de l'adaptation et de la
spéciation chez les plantes, est présente dans 47 a 70% des angiospermes. Les
polyploides nouvellement apparus possedent souvent de nouvelles caractéristiques
physiologiques, écologiques ou phénologiques, et peuvent représenter un moyen rapide
d'adaptation et de spéciation.

Le genre Narcissus est caractérisé par une polyploidisation sporadique, avec une
plus grande fréquence des tétraploides. La polyploidie est fréquente dans la création de
variétés de jardin, ou les triploides sont formés en premier, puis les tétraploides. La
présence de triploides avec une origine incertaine a été remarquée chez plusieurs
especes de Narcisses. Jusqu’'a présent, des populations sauvages triploides ne sont pas
connues, bien qu’elles aient été décrites en Grece et en Suisse. Il a été supposé que ces
triploides se seraient échappés d"une culture ou bien auraient été sélectionnés a partir
d’une population naturelle pour leur vigueur.

Dans cette étude, l'apparition spontanée de triploides chez N. poeticus dans
certaines populations des Balkans a été observée pour la premiere fois.
Morphologiquement, il était impossible de distinguer ces individus triploides. Ils
possedent trois garnitures chromosomiques identiques, ce qui suggere leur origine
autotriploide. Il est intéressant de noter que ces triploides: 1) existent dans deux habitats
écologiquement presque totalement contrastés (populations sur serpentine et sur
calcaire), et 2) possedent 0-3 chromosomes B, avec des types variables dans la
population karstique. Des conditions environnementales défavorables affectent a la fois
la présence et la dynamique évolutive des polyploides. Il est tres difficile de déterminer
quels sont les facteurs environnementaux qui ont une action stressante sur les plantes,
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bien que des nombreux et rapides changements de la température dans des
environnements humides soient le plus souvent suggérés. Etant donné que la présence
de plus grand nombre de triploides a été observée dans la population karstique, on peut
supposer que dans cette population la production de diplo-pollen (fréquemment
observé, mais données non présentées) serait l'une des conséquences particulieres aux
conditions écologiques extrémes. D’autres recherches sont nécessaires dans ces
populations afin d'estimer la fréquence des individus triploides spontanés dans
différentes conditions environnementales.

Chromosome B

Méme s’ils ne sont pas nécessaires a la survie des individus, des chromosomes B sont
présents dans 10-15% des angiospermes. Chromosome B est un systeme dynamique et
sa fréquence dépend de deux forces opposées: l'accumulation et leur effets sur le
« fitness » des individus. Dans les populations naturelles les individus ne possédent pas
plus de trois a quatre chromosomes B, sauf pour Allium schoenoprasum ou il a été signalé
20 chromosomes B.

La présence de chromosomes B dans le genre Narcissus a été rapportée chez
plusieurs especes. Le nombre de chromosomes B, principalement dans les variétés de
narcisses horticoles, varie généralement de un a cinq maximum. Toutes les descriptions
des chromosomes B dans ce genre indiquent que sa taille correspond environ aux deux
tiers de celle du chromosome satelliféere, avec un centromere subterminale,
morphologiquement tres similaires ou variables, hétérochromatiques ou pas. La
bibliographie mentionne seulement quelques remarques sur la présence de
chromosomes B chez N. poeticus.

Un a trois chromosomes B ont été observés dans la majorité des populations
étudiées (dans 9 sur 13 populations). La présence de polymorphisme structural de ces
chromosomes (trois types) a été observée dans les populations avec plus grande
fréquence des chromosomes B. Tous les types de chromosomes B sont similaires en
taille, environ 2/3 de la taille de la plus petite paire de chromosomes. L'origine du
polymorphisme structural des Bs peut étre expliquée par misdivision du centromere
pendant la méiose. Les chromosomes B de types II et III peuvent étre des produits
éphémeres des différents événements de macromutations du type 1. En effet, le type
standard de Bs est bien conservé et répandu dans toutes les populations étudiées. Le
plus grand polymorphisme des chromosomes B a été observé dans la population
karstique qui est caractérisée par les conditions environnementales les plus stressantes,
notamment par la combinaison des régimes hydriques et thermiques extrémes (un été
tres sec et I'inondation le reste de I'année).

Le type le plus fréquent de Bs (submétacentrique), posséde quatre patterns
différents dans 1'organisation de 1'hétérochromatine et des genes ribosomiques. La
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coloration au nitrate d’argent a montré que le nombre de nucléoles formés augmente en
présence des chromosomes B portant des geénes ribosomiques, dont 1'activité est ainsi
prouvée.

Taille du génome chez Narcissus poeticus
Jusqu'a aujourd'hui, le contenu en ADN nucléaire a été estimé pour 36 especes du genre
Narcissus. Selon les données disponibles, la taille du génome de N. poeticus varie de
24,33 a 27,50 pg pour les individus diploides, de 34,55 pg a 38,70 pg pour les triploides,
et 52,70 pg pour le cultivar tétraploide.

Dans les populations de N. poeticus des Balkans, on a constaté une variation
intraspécifique de la quantité d'ADN selon les individus avec ou sans chromosomes B,

ce qui confirme l'opinion que ces chromosomes accessoires constituent une source
majeure de variation intraspécifique dans la quantité d'’ADN nucléaire. Ainsi la taille du
génome des diploides sans chromosomes B variait de 23,97 a 25,84 pg, pour les
diploides avec des Bs de 24,31 a 26,86 pg, pour les triploides sans Bs de 34,51 a 35,32 pg,
et pour l'individu triploide avec 3 chromosomes B, 38,80 pg. Chaque chromosome B
porte environ 0,6 pg d'ADN, et représente pres de 5% de la valeur C du génome
standard.

Les résultats obtenus dans ce travail démontrent que Narcissus poeticus possede un
génome dynamique de taille variable en raison de la polyploidie, de la présence de B-
chromosomes et des réarrangements chromosomiques. Il est fort probable que ces
modifications du génome soient le reflet de la réponse du génome a différentes
conditions environnementales, ou les individus portant les chromosomes B pourraient
avoir certains avantages sélectifs.

Pour toutes ces raisons, le N. poeticus pourrait étre un modele naturel approprié
pour étudier I'organisation du génome dans différentes conditions environnementales.

Conclusions

Cette étude est la premiere qui se rapporte a 1'étude de la taille du génome d'espeéces
provenant de zones de serpentine et, aussi, un complément de la collecte de données
pour la base sur la taille du génome des especes de la flore des Balkans.

A partir des résultats obtenus dans ce travail les conclusions suivantes ont pu étre
formulées :

1. La taille du génome a été déterminée pour 308 especes appartenant aux 213 genres en
Bosnie-Herzégovine, dans l'ouest de la Serbie et de I' ARY Macédoine. Les données sont
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nouvelles pour 28 genres (2 genres de Ptéridophytes, trois de monocotylédones et 23
eudicotiledones), soit 97 especes et 2 sous-especes. Plus de la moitié des taxons étudiés
(55,63%) possede un tres petit génome, 22,19% un petit, 18,75% moyenne, 3,13% grand,
et seulement 0,31% un tres grand génome haploide.

2. Dix taxons avec différents niveaux de ploidie ont été détectés: Centaurea micranthos,
Convolvolus arvensis, Coronilla varia, Daphne mezereum, Helianthemum nummularium,
Leucanthemum vulgare, Narcissus poeticus, Solidago virgaurea, Tanacetum corymbosum, et
Veronica urticifolia.

3. Chez certaines especes dont les génomes sont grands et tres grands, il a été observé
une augmentation de 1C-valeurs de I'ADN dans des individus qui possédaient des
chromosomes B (Lilium bosniacum, L. martagon et Narcissus poeticus). La présence des
chromosomes B, observée par les méthodes de cytogénétique classique chez Stachys
recta var. chrysophea qui possede un tres petit génome, n'était pas possible en utilisant la
cytométrie en flux.

4. Un échantillonnage plus important dans I'estimation de la quantité d'’ADN (nombre
de populations et d’'individus par population) permet la détection de la variabilité au
niveau interspécifique. Ainsi dans le cas de l'espece Leucanthemum vulgare sur substrat
de serpentine en Bosnie, il a été noté la présence de trois niveaux de ploidie (2x, 4x et
6x) et une population ou les diploides et les tétraploides sont en sympatrie.

5. Dans l'ensemble des plantes analysées, les familles représentées par le plus grand
nombre de taxons a tres petits génomes sont : les Rosacées (avec 19 taxons), les Fabaceae
(12), les Brassicacées (10) et les Scrophulariaceae (10). La famille des Asteraceae est la
seule a présenter plus de 10 taxons dans les catégories des petits (15) et des moyens (10)
génomes.

6. Par rapport a la préférence au substrat géologique, la plupart des especes sont
indifférentes (171), ou facultatives (103) lesquelles, a part sur le serpentine peuvent,
peuvent se rencontrer sur le calcaire, mais plus rarement. Dans le présent échantillon,
seulement 11 serpentinophytes obligatoires strictes et 13 especes obligatoires ont été, en
plus de serpentine, tres rarement trouvées sur substrat de calcaire.

7. Selon le type de cycle de vie, 272 taxons (88,31%) sont pérennes. Plus de la moitié des
plantes vivaces (57%) ont de tres petits génomes, 20% de petits et 20% de moyens
génomes. Il a été noté relativement peu (~ 4%) de plantes annuelles. Les
Hémicryptophytes représentent une forme de vie dominante avec 48.38%, tandis que
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les Phanérophytes sont a 17%, les Chaméphytes 15%, les Thérophyte 9% et les
Géophytes 9%.

8. Le stress hydrique, la température élevée et la présence de métaux lourds dans les
habitats sur serpentine, exercent une forte pression sélective favorisant les especes
pérennes a petits génomes.

9. C'est la premiere étude sur l'interaction entre le narcisse du poete et les sols dans des
populations naturelles, avec une référence spéciale a certains métaux lourds (Mn, Ni,
Co, Fe). Narcissus poeticus tolere le changement du pH du sol dans la gamme de 4.64 a
7.85, ce qui est probablement I'une des raisons de sa culture réussie pendant des siecles.

10. Par comparaison aux sols calcaires, les sols analysés sur la serpentine sont beaucoup
plus riches en quantité totale de nickel, de cobalt et de magnésium, tandis que les
concentrations de manganese, de fer et de calcium sont assez uniformes. Les
concentrations de manganese, de nickel et de magnésium ont été généralement plus
élevées dans les parties aériennes du narcisse du poete, contrairement au fer et au
calcium. Des valeurs cohérentes et similaires concernant le cobalt ont été mesurées dans
toutes les parties des plantes. Bien que généralement accumule de grandes quantités
des métaux analysés (Mn, Ni, Co, Fe), le narcisse du poete n'est pas un
hyperaccumulateur.

11. Le rapport molaire Ca / Mg dans les différentes parties des individus du narcisse du
poete est conforme aux valeurs attendues: > 1 dans les populations calcaires et <1 dans
les populations sur serpentine. La particularité du narcisse du poete se reflete dans le
fait que son rapport molaire Ca / Mg dans sa partie souterraine est plus grand que dans
la partie aérienne, ce qui peux étre corrélé avec sa forme de vie (géophyte) et sa
dormance pendant I'été.

12. La répartition naturelle du narcisse du poete est probablement surtout influencée
par la combinaison spécifique des régimes thermique et hydrique, et de maniere
secondaire par la concentration des éléments nutritifs dans le sol.

13. II n'existe pas de corrélation entre les caractéristiques morphologiques et
cytogénétiques des individus analysés du narcisse du poete. On observe les mémes
caractéristiques du caryotype standard et la méme organisation de 1"hétérochromatine
chez Narcissus poeticus au niveau spécifique, indépendamment de la distance
géographique entre les populations et les différents types d'habitats dans lesquels il se
trouve.
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14. La variation de la quantité d'ADN nucléaire chez le Narcissus poeticus est causée par
la présence de la polyploidie (des individus triploides ont été observés dans deux
populations) et de chromosomes B (dans 9 sur 13 populations). C’est la premiere
confirmation de la présence de triploides naturels du narcisse du poete dans la
péninsule des Balkans.

15. Dans les populations naturelles du narcisse du poete, un systeme unique de
chromosomes B, avec trois morphotypes différents, a été observé. Le type
submetacéntrique, le plus fréquent, montre quatre modeles différents selon
'organisation de 1'hétérochromatine et des genes ribosomiques, en général actifs. Les
individus qui possedent des chromosomes B avec des genes ribosomiques (185-5.85-
26S) actifs, montre également une augmentation du nombre total de nucléoles formes.

16. 11 a été noté la présence de translocations et d’inversions chez certains individus qui
poussent dans des habitats spécifiques (avec la présence de métaux lourds ou
d'’humidité pendant 1'été).

17. Les modifications observées au niveau de la structure chromosomique et de la
quantité d’ADN chez N. poeticus probablement refletent la réponse du génome aux
conditions de stress, ou les individus possédant des chromosomes B pourraient avoir
un avantage sélectif. On peut supposer que les populations du narcisse du poete dans
les prés humides subalpins et submontagnards se développent dans des conditions
optimales et montre 1'organisation du génome la plus stable.
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7. ZAKLJUCCI

Habitati na serpentinskim substratima predstavljaju nepovoljne uvjete za razvoj biljaka.
Karakteriziraju se sa malim brojem vrsta, ali prisustvom velikog broja endema. U ovoj studiji se
po prvi put prezentira serija podataka o veliini genoma serpentinofita, njihovom
hromosomskom broju, nivou ploidije, sklonosti ka supstratu, tipu zivotnog ciklusa i Zivotne
forme na krajnjem sjeverozapadnom dijelu serpentinskog podrucja Balkanskog poluostrva.
Uzorak je obuhvatao 308 svojti iz 213 rodova, sa novim vrijednostima za 28 rodova i 99 vrsta.
Prema Leitch-evim kriterijima, viSe od polovine analiziranih svojti (55.63%) pripadale su grupi
vrlo malih genoma, 22.19% malim, 18.75% srednjim, 3.13% velikim 1 samo 0.31% vrlo velikim
genomima. U odnosu na sklonost ka supstratu, glavnina vrsta (171) su bile indiferentne ili
fakultativne serpentinofite (103). U zavisnosti od Zivotnog ciklusa, ~ 4% vrsta su bile
jednogodisnje, a 88.31% viSegodiSnje, od kojih je 57% imalo vrlo male genome. Hemikriptofite
su predstavljale dominantnu zivotnu formu (48.38%), koju slijede fanerofite (17%), hamefite
(15%), terofite (9%) i geofite (9%). 1z dobivenih rezultata proizilazi da vodni stres, visoke
temperature i prisustvo teskih metala u serpentinskim habitatima imaju visok selektivni pritisak i
favoriziraju viSegodiSnje vrste sa vrlo malim genomom.

Narcissus poeticus (Amaryllidaceae), fakultativna serpentinofita, je predak kultiviranih
narcisa. Ovo je prva studija o N. poeticus 1 njegovoj rizosferi u prirodnim populacijama. Ova
vrsta pokazuje toleranciju na promjene pH vrijednosti u dijapazonu od 4.64 do 7.85. Totalne
koncentracije nikla, kobalta i magnezija u serpenitnskim tlima su bile vece nego u krecnjackim.
Narcissus poeticus se karakterizirao ve¢om akumulacijom mangana, nikla i magnezija u
nadzemnim dijelovima biljke. Suprotno, kobalt je imao skoro istu totalnu koncentraciju u svim
dijelovima biljke. Druga neuobicCajena karakteristika N. poeticus je najve¢i iskazani molarni
odnos Ca/Mg u podzemnim dijelovima, vjerovatno zbog njegove zivotne forme (geofita) i ljetne
dormancije. Oc¢ito je da iako N. poeticus akumulira odredene koli¢ine istrazivanih teSkih metala
(Mn, Ni, Co, Fe) on se ne moze smatrati nije njihovim hiperakumulatorom.

Vazan dio ove studije se odnosi na varijabilnost hromosomske strukture, veli¢ine
genoma, nivoa ploidije i prisustva B-hromosoma u 13 prirodnih populacija N. poeticus koje rastu
na razli¢itim geoloSkim supstratima i pod razli¢itim okoliSnim uslovima. KoriStena je tehnika
protocne citometrije za odredivanje veli¢ine genoma, fluorescentna in situ hibridizacija (FISH)
za fizicko mapiranje rDNK, fluorohrom banding za organizaciju heterohromatina i bojenje
srebrenim nitratom za utvrdivanje aktivnosti ribozomalnih gena. Organizacija ribosomalnih gena
1 prisustvo prirodnih triploida su u ovoj studiji saopéeni po prvi put. Uoceno je prisustvo
individua koje nose B-hromosome (u 9 od 13 populacija) i hromosomske translokacije. Poseban
sistem B-hromosoma je predstavljen sa tri razli¢ita morfotipa. Naj¢eS¢i submetacentricni tip
pokazuje Cetiri razliCita obrasca u organizaciji heterohromatina i rDNK. Bojenje s AgNOs je
pokazalo da se formirani broj nukleolusa povecava u prisustvu B-hromosoma koji nose
ribosomalne gene, Sto potvrduje njihovu aktivnost. Dobiveni rezultati pokazuju da N. poeticus
ima dinamican genom sa razli¢itom koli¢inom DNK usljed prisustva poliploidije, B-hromosoma
i hromosomskih rearanzmana. UoCene promjene najvjerovatnije odrazavaju odgovor genoma na
razlicite okolisSne uslove u kojima individue koje posjeduju B-hromosome imaju izvjesnu
selektivnu prednost.
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8. RESUME

Les habitats sur le substrat de serpentine représentent un environnement hostile pour le
développement des plantes. Ils sont caractérisés par un faible nombre d’espéces mais un haut niveau
d’endémisme. Cette étude présente pour la premiére fois une série des données sur la taille du génome, du
nombre chromosomique, du niveau de ploidie, de I’affinité pour le substrat, du cycle de vie, du type et de
la forme de croissance des serpentinophytes dans I’extréme nord-ouest de la zone de serpentine dans les
Balkans. Les 308 taxons des plantes étudiées comprennent appartenant a 213 genres, dont la taille du
génome est donnée pour la premiére fois pour 28 genres et 99 especes. En utilisant les critéres de Leitch,
plus de la moitié des taxons (55.63%) appartiennent au groupe des trés petits génomes, 22.19% aux petits,
18.75% aux moyens, 3.13% aux grands, et seulement 0.31% aux trés grands génomes. Concernant
l'affinité au substrat, la majorité d’espéces (171) sont indifférentes ou des serpentinophytes facultatives
(103). Selon le type de cycle de vie, ~ 4% des espéces sont annuelles, 88.31% pérennes, dont 57%
possédent de trés petits génomes. Les hémicryptophytes représentent une forme de vie dominante
(48.38%), tandis que les phanérophytes représentent 17%, les chaméphytes 15%, les thérophyte 9% et les
géophytes 9%. Il est évident que le stress hydrique, les températures ¢levées et la présence de métaux
lourds dans les habitats sur la serpentine jouent une haute pression sélective et favorisent des espéces
pérennes a trés petits génomes.

Le Narcissus poeticus (Amaryllidaceae), serpentinophyte facultative, est 1’ancétre des narcisses
cultivés. C'est la premicre étude de N. poeticus et de sa rhizosphére dans les populations naturelles. Il
montre une tolérance au pH du sol qui varie du 4.64 a 7.85. Les concentrations totales de nickel, de cobalt
et de magnésium sont plus élevées dans les sols sur serpentine que dans ceux sur calcaires. Narcissus
poeticus est caractérisé par une plus grande accumulation de manganése, de nickel et de magnésium dans
ses parties aériennes. Le cobalt, par contre, a une concentration totale uniforme dans toutes les parties de
la plante. Une autre caractéristique inhabituelle de N. poeticus est son plus grand rapport molaire Ca/Mg
dans les parties souterraines, probablement di a sa forme de vie (géophytes) et une dormance estivale. 11
est évident que, méme si N. poeticus accumule certaines quantités de métaux lourds estimés (Mn, Ni, Co,
Fe), il n'est pas pour autant un hyperaccumulateur.

Une partie importante de ce travail concerne la variabilité de la structure chromosomique, la taille
du génome, le niveau de ploidie et la présence de chromosomes B dans 13 populations naturelles de .
poeticus poussant sur différents substrats géologiques et dans différentes conditions environnementales.
La technique de la cytométrie en flux a été utilisée pour estimer la taille du génome, 1’hybridation in situ
fluorescente (FISH) pour la cartographie physique de 1'ADNr, le fluorochrome banding pour
l'organisation de I’hétérochromatine et la coloration au nitrate d’argent pour estimer l'activité des geénes
ribosomiques. L’organisation des génes ribosomiques et 1’existence des triploides naturels ont été
rapportés ici pour la premiére fois. Présence des individus portant de chromosomes B (dans 9 populations
sur 13) et de translocations chromosomiques a été détectée. Un systéme particulier de chromosomes B
présente trois différents morphotypes. Le submétacentrique type, le plus fréquent, posséde quatre paternes
différents dans I’organisation de I’hétérochromatine et de ' ADNTr. La coloration a I’AgNO3 a montré que
le nombre de nucléoles formés augmente en présence des chromosomes B portant des genes
ribosomiques, dont 1’activité est ainsi prouvée. Les résultats obtenus démontrent que N. poeticus possede
un génome dynamique avec la quantit¢ d’ADN variable en raison de la présence de polyploidie, de
chromosomes B et de réarrangements chromosomiques. Il semble que les modifications observées
reflétent la réponse du génome a différentes conditions environnementales ou les individus portant les
chromosomes B pourraient avoir des avantages sélectifs.
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9. SUMMARY

Habitats on serpentine substrate present a hostile environment for the plants development. They
are characterized by a small number of species, but high levels of endemism. This study shows
for the first time a series of data on genome size, chromosome number, ploidy level, the affinity
to the substrate, the life cycle, the type and form of growth in the extreme northwest region of
serpentine area in the Balkans. The sample includes 308 taxa belonging to 213 genera, with new
values recorded for 28 genera and 99 species. Using Leitch’s criteria, more than half of estimated
taxa (55.63%) belong to the group of very small genomes, 22.19% small, 18.75% intermediary,
3.13% large and only 0.31% to very large genomes. Regarding the affinity to the substrate, the
majority of species (171) were indifferent or facultative serpentinophytes (103). Concerning the
life cycle, ~ 4% of species are annuals and 88.31% perennials, and 57% had very small genomes.
Hemicryptophytes represent a dominant life form (48.38%), phanerophytes 17%,
Ichamaephytes5%, therophytes 9% and geophytes 9%. It is clear that the water stress, high
temperatures and presence of heavy metals in serpentine habitats have the high selective pressure
and favor perennial species with very small genome.

The Narcissus poeticus (Amaryllidaceae), facultative serpentinophyte, is the ancestor of
cultivated daffodils. This is the first study of N. poeticus and its rhizosphere in natural
populations. It shows tolerance to soil pH ranging from 4.64 to 7.85. Serpentine soils have total
concentrations of nickel, cobalt and magnesium highest, compared with calcareous soils.
Narcissus poeticus is characterized by the greater accumulation of manganese, nickel and
magnesium in the aerial parts of plant. Against the cobalt has a uniform total concentration in all
parts of the plant. Another unusual feature of N. poeticus is the highest molar ratio Ca / Mg in the
underground parts, probably du to his life form (geophytes) and summer dormancy. It is obvious
that although N. poeticus accumulate certain amounts of estimated heavy metals (Mn, Ni, Co,
Fe), it does not a hyperaccumulator.

An important part of this work concerns the variability of the chromosome structure,
genome size, the ploidy level and the presence of B chromosomes in 13 natural populations
growing on different soils and under different environmental conditions. The technique of flow
cytometry was used to estimate the genome size, fluorescent in situ hybridization (FISH) for the
physical mapping of rDNA, the fluorochrome banding for the organization of heterochromatin
and silver staining to estimate the activity of ribosomal genes. Organization of ribosomal genes
and natural triploids have been reported here for the first time. Presence of individuals carrying B
chromosomes (in 9 / 13 populations) and chromosomal translocations were detected. A particular
system of B chromosomes presents three different morphotypes. The most common
submetacentric type shows four different patterns in the organization of heterochromatin and
rDNA. The AgNOs staining showed that the number of nucleoli formed increases in the presence
of B chromosomes carrying ribosomal genes, which proved their activity. The obtained results
show that N. poeticus has a dynamic genome with the variable amount of DNA due to the
presence of polyploidy, B chromosomes and chromosomal rearrangements. It seems that the
observed changes reflect the response of the genome to different environmental conditions in
which individuals carrying B chromosomes may have some selective advantages.
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91

PRILOG 1. Alfabetska lista svojti analiziranih pomocu protoc¢ne citometrije: pripadnost porodici, lokalitet, sklonost
ka supstratu (SA), tip zivotnog ciklusa (LCT), zivotna forma (LGF), broj hromosoma iz literature (2n lit), priduzen broj
hromosoma (2n: *, brojevi su determinirani u ovoj studiji), nivo ploidije (x), 2C DNK vrijednosti u pg (standardna
devijacija), 1C DNK vrijednosti u pg (u Mbp), monoploidna veli¢ina genoma u pg (1Cx), broj analiziranih individua (N), i
vrste standardi (S).

Infragenericki takson Porodica Lokalitet SA LCT LGF 2n lit 2n X 2C 1C 1Cx
Abies alba Mill. Pinaceae B&H, Kladanj I P P scap semp 24 24* 2% 35.14 17.57 17.57
acic (0.39) (17183)
Acer campestre L. Aceraceae B&H, Zepée I p P scap dec 26 26* 2% 141 0.71 0.71
(0.01) (689)
Acer monspessulanum L. Aceraceae B&H, Rudo F(C) P P scap dec 26,52 26* 2% 147 0.74 0.74
(719)
Acer pseudoplatanus L. Aceraceae B&H, Zepée I P P scap dec 52 52* 4* 273 1.37 0.68
(0.01) (1335)
Acer tataricum L. Aceraceae B&H, Seher I P P scap dec 26 26* 2* 119 0.60 0.60
(0.02) (582)
Achillea crithmifolia Asteraceae B&H, Rudo I P H scap 18,26,28,36 18 2 4.96 2.48 2.48
Waldst. & Kit. (0.08) (2425)
Achillea millefolium L. Asteraceae B&H, Kladanj I P H scap 18,27,36,45, 36 4 9.75 4.88 2.44
54,63,72 (0.13) (4768)
Aconitum vulparia Ranunculaceae  B&H, Kladanj I P H scap 16 16 2 10.88 5.44 5.44
Reichb. (0.10) (5320)
Aethionema saxatile (L.) Brassicaceae Srb, Mokra Gora FC) P Ch suffrut 16,24,48 1.24 0.62
R.Br. (0.01) (606)
Agrimonia eupatoria L. Rosaceae B&H, Zepée I p H scap 28,56 2.97 1.49
(0.02) (1452)
Ailanthus altissima Simaroubaceae = B&H, Zepée I P P scap dec 28,56,80 2.08 1.04
(Mill.) Swingle (0.01) (1017)
Alnus glutinosa (L.) Betulaceae B&H, Zepée F(S) P P scap dec 28,56 56* 4% 204 1.02 0.51
Gaertn. (0.01) (998)




LTt

Infragenericki takson  Porodica Lokalitet SA LCT LGF 2n lit 2n  x 2C 1C 1Cx
Alnus incana (L.) Betulaceae B&H, Kladanj FC) P P scap dec 28 28 2*  1.26 0.63 0.63
Moench (0.01) (616)
Alyssum markgrafii Brassicaceae Srb, Divcibare (@] P Ch suffrut 1.08 0.54
Schulz (0.04) (528)
Alyssum murale Brassicaceae B&H, Zepte oc) P Ch suffrut 16 16 2 1.16 0.58 0.58
Waldst. et Kit. (0.01) (567)
Ambrosia artemisiifolia Asteraceae B&H, Zepte I A T scap 36 36 2 2.35 1.18 1.18
L. (0.02) (1149)
Anagallis arvensis L. Myrsinaceae Srb, Mokra Gora I A-B T rept 28,40 2.46 1.23
(1203)
Anchusa arvensis (L.) Boraginaceae B&H, Kladanj I A T scap 48-54 9.10 4.55
M. Bieb. (0.16) (4450)
Anchusa officinalis L. Boraginaceae B&H, Zepte I P-B H scap/H 16 16 2 14.61 7.31 7.31
scap bienn (0.33) (7144)
Andropogon ischaemum  Poaceae B&H, Rudo F(C) P H caesp 40,45,50 2.41 1.21
L. (0.08) (1178)
Anemone nemorosa L. Ranunculaceae  Bé&H, Kladanj I P G rhiz 16,24,30,32, 35.98 17.99
46 (0.51) (17594)
Anthemis tinctoria L. Asteraceae B&H, Rudo I P H scap 18,20 8.37 4.19
(0.04) (4093)
Anthericum liliago L. Agavaceae B&H, Visegrad F(C) P G tub 30,32,60,64 13.22 6.61
(0.10) (6465)
Aquilegia vulgaris L. Ranunculaceae  Srb, Mokra Gora I P H semiros 14,28 14 0.78 0.39
(0.01) (381)
Aremonia agrimonoides Rosaceae Srb, Mokra Gora I P H ros 42 42 3.34 1.67
(L.)DC (0.04) (1633)




8¢1

LC

Infragenericki takson Porodica Lokalitet SA T LGF 2n lit 2n 2C 1C 1Cx
Artemisia abrotanum L. Asteraceae Srb, Mokra Gora I P Ch suffrut 18,20,36 6.64 3.32
(0.11) (3247)
Artemisia absinthium L. Asteraceae B&H, Rudo F(C) P Ch suffrut 18,36 9.42 4.71
(0.08) (4606)
Aruncus dioicus Rosaceae B&H, Zeple E(S) P H scap 18 18 0.39 0.20 0.20
(Walter) Fernald (0.01) (191)
Asarum europaeum L. Aristolochiaceae B&H, Kladanj F(C) P G rhiz/Hrept  24,26,40 13.15 6.58
semp (0.23) (6430)
Asplenium adulterinum Aspleniaceae B&H, Kladanj (6] P H ros 144 144 8.87 4.44
Milde semp/G rhiz (0.04) (4337)
Asplenium cuneifolium Aspleniaceae B&H, Kladanj (¢] P H ros 72,144 10.14 5.07
Viv. semp/G rhiz (0.22) (4958)
Asplenium Aspleniaceae B&H, Zepte F(C) P Hros 72 72 15.93 7.97
scolopendrium L. semp/G rhiz (0.32) (7790)
Asplenium trichomanes Aspleniaceae B&H, zepée I P H ros 72,144,216 8.54 4.27
L. semp/G rhiz (0.09) (4176)
Aster bellidiastrum (L.) Asteraceae B&H, Mokra F(C) P H ros 18 18 3.50 1.75
Scop. Gora (0.05) (1712)
Astragalus onobrychis L. Fabaceae B&H, Rudo F(C) P H scap 16,32,64 16 1.66 0.83
(0.02) (812)
Berteroa incana (L.) DC Brassicaceae B&H, Rudo I P H scap 16 16 1.29 0.65
(631)
Betula pendula Roth Betulaceae B&H, zepée I P P scap dec 28-38,42,56 0.96 0.48
(0.02) (469)




6¢C1

Infragenericki takson ~ Porodica Lokalitet SA LCT LGF 2n lit 2n X 2C 1C 1Cx
Blechnum spicant (L.) Blechnaceae B&H, Kladanj F(S) P H ros 68 12.87 6.44
Roth. semp/G rhiz (0.23) (6293)
Bromus pannonicus Poaceae Srb, Div¢ibare F(C) P H caesp 28* 4*  10.52 5.26 2.63
Kumm. & Sendtn. (0.23) (5144)
Bromus sterilis L. Poaceae B&H, Visegrad 1 A-B T caesp 14,28 14 5.96 2.98
(0.03) (2914)
Calamagrostis Poaceae B&H, Rudo F(C) P H caesp 28,42,56 5.42 2.71
arundinacea (L.) Roth. (0.02) (2650)
Calamintha alpina ssp. Lamiaceae B&H, Rudo F(C) P Ch suffrut 18 18 1.31 0.66
hungarica Hayek rept 0.2) (641)
Calamintha officinalis Lamiaceae B&H, Rudo F(C) P H scap 48 0.99 0.50
Moench. (0.02) (484)
Campanula glomerata L. Campanulaceae = B&H, Kladanj F(C) P H scap 30,31,34,68, 3.61 1.81
90 (0.09) (1765)
Campanula patula L. Campanulaceae  B&H, Zepce I B H scap 20,40 2.75 1.38
bienn (1.00) (1345)
Campanula Campanulaceae  B&H, Zepce F(C) P H scap 68,102 7.95 3.98
rapunculoides L. (0.04) (3888)
Capsella bursa-pastoris Brassicaceae B&H, Zepée 1 A T scap 16,32 32 4 0.87 0.44 0.22
(L.) Medik. semiros (0.01) (425)
Cardamine glauca Brassicaceae B&H, Kladanj F(C) A-P T scap/Ch 16 16 2 0.55 0.28 0.28
Spreng. herb rept (0.01) (269)
Carpinus betulus L. Betulaceae B&H, Kladanj 1 P P scap dec 16,32,64 2.06 1.03
(0.82) (1007)




0€T

Infragenericki takson Porodica Lokalitet SA LCT LGF 2n lit 2n X 2C 1C 1Cx
Centaurea dubia Suter Asteraceae B&H, Kladanj (@] P H scap 44 44 2 2.82 141 1.41
subsp. nigerscens (Willd.) (0.09) (1379)
Hayek
Centaurea jacea L. Asteraceae B&H, zepée I P H scap 22,44 44 4 3.80 1.90 0.95
(0.07) (1858)
Centaurea micranthos Asteraceae Srb, Div¢ibare F(O) P H scap 36 36 4 3.04 1.52 0.76
Gmel. ex Hayek (0.02) (1487)
Centaurea micranthos Asteraceae B&H, Rudo F(C) P H scap 36 36 4 3.01 1.51 0.76
Gmel. ex Hayek (1472)
Centaurea micranthos Asteraceae B&H, Rudo FC) P H scap 36 18 2 1.63 0.82 0.82
Gmel. ex Hayek (0.05) (797)
Centaurea montana L. Asteraceae B&H, Rudo F(O) P H semiros 24,44,45 3.96 1.98
(0.01) (1936)
Centaurium erythraea Gentianaceae Srb, Divcibare I B H scap 20,40,42 2.12 1.06
Rafn bienn (0.01) (1037)
Cephalanthera rubra (L.) Orchidaceae B&H, zepée FC) P G tub 36,44,48 31.28 15.64
Rich. (0.30) (15296)
Cerastium malyi Caryophyllaceae  B&H, Kladanj o) P Ch herb 144 144* 8 857 4.29 1.07
(Georgiev) Niketic caesp (0.14) (4191)
subsp. serpentini
(Novak) Niketic
Chamaecytisus hirsutus Fabaceae B&H, Kladanj FC) P Ch frut 96 4.09 2.05
(L.) Link. (0.04) (2000)
Chamaenerion dodonaei Onagraceae B&H, Visegrad 1 P H scap 36 36 1.20 0.60
(Vill.) Schur ex Fuss (0.02) (587)
Cheilanthes marantae (L.) Sinopteridaceae Srb, Divcibare o P G rhiz/H 7.19 3.60
Domin. rept semp (0.06) (3516)




TeT

Infragenericki takson Porodica Lokalitet SA LCT LGF 2n lit 2n 2C 1C 1Cx
Chelidonium majus L. Papaveraceae B&H, Zepte I P H scap 10,12,16,36 2.26 113
(0.02) (1105)
Chenopodium album L. Chenopodiaceae B&H, Rudo 1 A-B T scap 18,36,54, 3.52 1.76
108 (0.03) (1721
Cichorium intybus L. Asteraceae B&H, Zepte I P H scap 16,18,20 2.65 1.33
0.12) (12956)
Circaea lutetiana L. Onagraceae B&H, Zepte I P H scap 22 22 1.16 0.58 0.58
(0.02) (567)
Clematis recta L. Ranunculaceae B&H, Kladanj  F(C) P H scap 16 16 16.47 8.24 8.24
(0.16) (8054)
Clematis vitalba L. Ranunculaceae B&H, Zepte I P Slig dec 16 16 16.81 8.41 8.41
0.13) (8220)
Clinopodium vulgare L. Lamiaceae B&H, Zepte I P H scap 20,21,26,27 0.89 0.45
(0.01) (435)
Colchicum autumnale L. Colchicaceae B&H, Rudo 1 P G bulb 24,36,38,42 10.44 5.22
(0.23) (5105)
Conocephalum conicum Conocephalaceae  B&H, Zepée X P X 16,18 0.78 0.39
(L.) Underw. (0.01) (381)
Convolvulus arvensis L. Convolvulaceae B&H, Zepée 1 P G rhiz/H 24,48,50,78 1.33 0.67
rept (0.04) (650)
Convolvulus arvensis L. Convolvulaceae B&H, Zepée 1 P G rhiz/H 24,48,50,78 2.92 1.46
rept (0.03) (1428)




4"

Infragenericki takson Porodica Lokalitet SA LCT LGF 2n lit 2n 2C 1C 1Cx
Convolvulus cantabricus L. Convolvulaceae ~ B&H, Visegrad FC P H scap 22,30 2.21 1.11
(0.03) (1081)
Cornus sanguinea L. Cornaceae B&H, Zepte I p P caesp 22 22 2.31 1.16 1.16
dec (0.01) (1130)
Coronilla varia L. Fabaceae Srb, Mokra Gora 1 P H scap 24,48 24 1.62 0.81 0.81
(792)
Coronilla varia L. Fabaceae B&H, Kladanj I P H scap 24,48 48 3.36 1.68 0.84
(0.01) (1643)
Corylus avellana L. Betulaceae B&H, Kladanj 1 P P caesp 22,44 22 0.85 0.43 0.43
dec (0.02) (416)
Cotinus coggygria Scop. Anacardiacee Srb, Mokra Gora FC) P P caesp 30 30 0.66 0.33
dec (0.02) (323)
Crataegus monogyna Jacq. Rosaceae B&H, Zepée I P P caesp 32,34,51 34 1.52 0.76 0.76
dec (0.04) (743)
Crocus vernus (L.) Hill. Iridaceae B&H, Zepée F(C) P G bulb 8,15,16,17, 9.42 4.71
18,19,20 (0.09) (4606)
Cruciata glabra (L.) Rubiaceae B&H, Zepée F(S) P H scap 22,44 22 1.44 0.72 0.72
Ehrend (0.02) (704)
Cytisus ciliatus Wahlenb. Fabaceae B&H, Kladanj FC P Ch frut 4.14 2.07
(0.03) (2024)
Cytisus heuffelii Wierzb. Fabaceae B&H, Zepte FC) P Ch frut 2.25 1.13
ex Griseb. & Schenk (0.02) (1100)




€er

Infragenericki takson Porodica Lokalitet SA LCT LGF 2n lit 2n X 2C 1C 1Cx
Dactylis glomerata L. Poaceae B&H, Visegrad I P H caesp 14,28,40-42 8.44 8.44
(0.20) (4127)
Dactylorhiza maculata (L.) ~ Orchidaceae B&H, Kladanj I P G tub 40,41,60,78, 40" 2* 6.80 3.40 34
So6 80 (0.16) (3325)
Daphne blagayana Freyer ~ Thymelaeaceae B&H, Kladanj o¢) P Ch frut 18 18 2 4.70 2.35 2.35
rept (0.04) (2298)
Daphne mezereum L. Thymelaeaceae B&H, Kladanj I P NP caesp 18 18 2 6.05 3.03 3.03
dec (0.07) (2958)
Daphne mezereum L. Thymelaeaceae B&H, Kladanj I P NP caesp 18 8.8 4.40
dec (4303)
Daucus carota L. Apiaceae B&H, Zepce I P-B Hscap/H 18,22 1.04 0.52
scap (0.01) (509)
bienn
Dianthus armeria L. Caryophyllaceae  B&H, Rudo I A-B Tscap/H 30 30 1.10 0.55
scap (0.02) (538)
bienn
Dianthus carthusianorum  Caryophyllaceae ~ B&H, Kladanj FC) P H scap 30,60 30 2 1.01 0.51 0.51
L. (0.01) (494)
Dianthus petraeus Caryophyllaceae ~ Bé&H, Kladanj FC) P Ch 30,60,90 60 4 217 1.09 0.54
Waldst. & Kit. suffrut (0.04) (1061)
caesp
Dictamnus albus L. Rutaceae B&H, Visegrad F(C) P H scap 30,36,72 6.14 3.07
(0.07) (3002)
Digitalis grandiflora Mill. ~ Scrophulariaceae  B&H, Zepde I P H scap 56 56* 2.56 1.28
(0.03) (1252)




123’

Infragenericki takson Porodica Lokalitet SA LCT LGF 2n lit 2n 2C 1C 1Cx
Digitalis lanata Ehrh. Scrophulariaceae  B&H, Rudo I P H scap 48,56 56 2.85 1.43

(0.05) (1394)
Doronicum germanicum  Asteraceae B&H, Rudo FC) P Ch suffrut 2.11 1.06
(Greml.) Rouy (0.05) (1032)
Dorycnium herbaceum Fabaceae Srb, Divéibare  F(C) P Ch suffrut 14 14 2.04 1.02 1.02
Vill. (0.02) (998)
Dorycnium Fabaceae B&H, Kladanj F(C) P Ch suffrut 14 14 2.06 1.03 1.03
pentaphyllum Scop. (0.02) (1007)
germanicum (Gremli)
Rikli
Echinops sphaerocefalus Asteraceae B&H, Rudo I P H scap 30,32 30 7.48 3.74 3.74
L. (0.23) (3658)
Echium italicum L. Boraginaceae B&H, Rudo F(C) P H scap ros 16,32 2.01 1.01

(0.05) (983)
Echium rubrum Jacq. Boraginaceae B&H, Zepte o P H scap 12,24 3.03 1.52

(0.08) (1482)
Echium vulgare L. Boraginaceae B&H, Rudo F(C) P H scap ros 16,32,34 1.65 0.81

(0.03) (807)
Epimedium alpinum L. Berberidaceae B&H, Zepce FC) P G rhiz/H 12 12 8.19 4.10 4.10

semiros (0.12) (4005)
semp

Equisetum pratense Equisetaceae B&H, Zepée F(S) P G rhiz/H 25.56 12.78
Ehrh. scap (0.02) (12499)
Erica herbacea L. Ericaceae B&H, Zepte o P Ch frut caesp 24 24 1.34 0.67 0.67

(0.03) (655)




SET

Infragenericki takson Porodica Lokalitet SA LCT LGF 2n lit 2n 2C 1C 1Cx
Erodium cicutarium (L.) Geraniaceae B&H, 2epée 1 A-B T ros/H ros 20-40 2.39 1.20
L'Hér. ex Aiton bienn (0.02) (1169)
Erysimum diffusum Brassicaceae Srb, Mokra Gora  F(C) P H scap 14,28,32,42, 1.75 0.88
Ehrh. 56,70 0.02) (856)
Euonymus europaeus L. Celastraceae B&H, Kladanj FC) P P caesp dec 64 64 1.88 0.94 0.47
(0.02) (919)
Euonymus verrucosus Celastraceae B&H, Kladanj FC P P caesp dec 32 32 0.67 0.34 0.34
Scop. (0.01) (328)
Euphorbia cyparissias L. Euphorbiaceae Srb, Divc¢ibare I P H scap 20,36,40,42, 3.31 1.66
50 (0.02) (1619)
Euphorbia glabriflora Vis.  Euphorbiaceae B&H, Rudo o) P Ch frut 14 2.78 1.39
0.02) (1359)
Euphorbia montenegrina Euphorbiaceae B&H, Zepce FC P H scap 1.56 0.78
(Bald.) K. Maly ex (0.03) (763)
Rohlena
Euphrasia illyrica Wettst. ~ Orobanchaceae ~ B&H, Rudo I A T scap 2.10 1.05
0.02)  (1027)
Fagus sylvatica L. Fagaceae B&H, Zepte I P P scap dec 22,24 24 1.08 0.54 0.54
(0.02) (528)
Fallopia dumetorum (L.) Polygonaceae B&H, Rudo I A-B T scand 20 1.53 0.77
Holub. (0.01) (748)
Filipendula hexapetala Rosaceae B&H, Kladanj I p H scap 14 14 0.79 0.40 0.40
Gilib. ex Maxim. (0.01) (386)
Fragaria vesca L. Rosaceae B&H, Zepée I p H rept 14,35 0.54 0.27
(0.01) (264)
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Infragenericki takson Porodica Lokalitet SA LCT LGF 2n lit 2n X 2C 1C 1Cx

Frangula alnus Mill. Rhamnaceae B&H, Maglaj I P P caespdec  20,22,26 20 2 0.66 0.33 0.33
(0.01) (323)

Fraxinus ornus L. Oleaceae B&H, Zepte FC) P P scap dec 46 46 2* 195 0.98 0.98
(0.02) (954)

Fumana bonapartei Cistaceae B&H, Rudo (@) P Ch suffrut 2.42 1.21

Maire & Petitm. (0.03) (1183)

Galinsoga parviflora Asteraceae B&H, Zepée I A T scap 16,24,32,36 16 2 1.51 0.76 0.76

Cav. (0.02) (738)

Galium austriacum Jacq. ~ Rubiaceae B&H, Kladanj I P H scap 22,44 3.58 1.79
(0.03) (1750)

Galium mollugo L. Rubiaceae B&H, Zepée I P H scap 22,44,66,88 1.98 0.99
(0.02) (968)

Genista januensis Viv. Fabaceae B&H, Kladanj FC) P Ch frutrept 48 48 2 1.71 0.86 0.86
(0.38) (836)

Genista ovata Waldst. &  Fabaceae B&H, Kladanj FC) P Ch frut 48 48 2 2.13 1.07 1.07

Kit. (0.02) (1042)

Genista pilosa L. Fabaceae B&H, Kladanj I P Ch frutrept  20-24,43-45 2.07 1.04
(0.01) (1012)

Genista tinctoria L. Fabaceae B&H, Kladanj I P Ch frut 48,96 96 4 3.34 1.67 0.84
(0.06) (1633)

Gentiana asclepiadea L. Gentianaceae B&H, Kladanj FC) P H scap 32,36,44 6.16 3.08
(0.02) (3012)

Geranium sanguineum Geraniaceae Srb, Mokra Gora 1 P H semiros 56,82,84 8.38 4.19

L. (0.19) (4098)




LET

Infragenericki takson Porodica Lokalitet SA LCT LGF 2n lit 2n 2C 1C 1Cx
Geum urbanum L. Rosaceae B&H, Zepée I P H ros 21,42 42 3.01 1.51 (1472)
(0.01)
Gypsophila spergulifolia Caryophyllaceae Srb, Div¢ibare (@) P Ch herb 0.99 0.50 (484)
Griseb. rept (0.01)
Halacsya sendtnery Boraginaceae B&H, Zepée (6] P H caesp 22% 2.60 1.30 (1271)  1.30
(Boiss.) Dorfl (0.03)
Hedera helix L. Araliaceae B&H, Zepée I P Slig 48-96 48 2.95 1.48 (1443) 0.74
semp (0.01)
Helianthemum Cistaceae Srb, Mokra Gora  F(C) P Ch 20,22,32 6.31 3.16 (3086)
nummularium Mill. suffrut (0.10)
Helianthemum Cistaceae B&H, Rudo FC) P Ch 20,22,32 1.78 0.89 (870)
nummularium Mill. suffrut (0.02)
Helleborus odorus W. et Ranunculaceae B&H, Zepée I P G rhiz 32 32 27.20 13.60 13.6
K. (0.46) (13301)
Heracleum sphondylium Apiaceae B&H, Zepte I P H 22 22 4.28 214 (2093) 214
L. semiros (0.11)
Hordeum vulgare L. Poaceae B&H, Visegrad I P T caesp 14,28,70 28 18.31 9.16 (8954) 4.58
(0.42)
Humulus lupulus L. Cannabaceae B&H, Rudo I P Hscand  20,21,40 5.39 2.70 (2636)
(0.05)
Hypericum barbatum Clusiaceae B&H, Kladanj FC) P H scap 14 14 1.21 0.61 (592) 0.61
Jacq. (0.05)
Hypericum perforatum L. Clusiaceae B&H, Rudo I P H scap 16,32,36,48 0.78 0.39 (381)
(0.01)
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Infragenericki takson Porodica Lokalitet SA LCT LGF 2n lit 2n X 2C 1C 1Cx
Iris bosniaca (Beck) Iridaceae B&H, Kladanj F(O) P G rhiz 24 24* 2% 12.04 6.02 6.02
Dorfl. (0.23) (5888)
Iris rubromarginata Iridaceae FYROM, P¢inja  F(C) P G rhiz 16,24 24* 2% 13.21 6.61 6.61
Baker canyon (0.55) (6460)
Juglans regia L. Juglandaceae =~ B&H, Rudo I P P scap dec 32,36,64 1.28 0.64
(0.01) (626)
Juniperus communis L. Cupressaceae  B&H, Kladanj I P P caesp acic 22 22 2 20.49 10.25 10.25
semp (0.06) (10020)
Juniperus excelsa Wild. Cupressaceae  FYROM, Pé¢inja  F(C) P P scap semp 22 22 2 22.46 11.23 11.23
canyon (10983)
Knautia dinarica Dipsacaceae B&H, Kladanj F(C) p H scap 20,40 20 2 1.27 0.64 0.64
(Murb.) Borbas semiros (0.02) (621)
Lactuca perennis L. Asteraceae B&H, Rudo F(C) P H semiros 18 18 2 4.61 2.31 2.31
(0.01) (2254)
Lamium orvala L. Lamiaceae B&H, Zepte I P H scap 18 18 2 2.65 1.33 1.33
(0.01) (1296)
Laserpitium marginatum  Apiaceae B&H, Kladanj F(C) P H scap 3.94 1.97
WK. (0.05) (1927)
Lasiagrostis Poaceae B&H, Visegrad  F(C) P H caesp 1.74 0.87
calamagrostis (L.) Link (0.06) (851)
Lathyrus latifolius L. Fabaceae B&H, Kladanj I P H rept 14 14 2 17.12 8.56 8.56
(0.03) (8372)
Lathyrus megalanthus Fabaceae B&H, Rudo I P H rept 14 14 2 17.57 8.79 8.79
Stud. (0.43) (8592)
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Infragenericki takson Porodica Lokalitet SA LCT LGF 2n lit 2n X 2C 1C 1Cx
Lathyrus pannonicus Fabaceae Srb, Mokra Gora I P H scap/G 14 14 2 20.80 10.40 10.40
(Jacq.) Garcke tub (0.31) (1017
1\
Lathyrus pratensis L. Fabaceae B&H, Kladanj I P H scap 9,14,16,21, 11.32 5.66
28 (0.09) (5535)
Lavatera thuringiaca L. Malvaceae B&H, Zepée I P H scap 40,42,44,46 6.80 3.40
(0.10) (3325)
Leontodon crispus Vill. Asteraceae Srb, Divcibare F(C) P H ros 8,14 2.06 1.03
(0.03) (1007)
Leucanthemum vulgare Asteraceae B&H, Kladanj I P H scap 18,36,72,90  72* & 32.69 16.35  4.09
Lam. (0.46) (1598
5)
Leucanthemum vulgare Asteraceae B&H, Rudo I P H scap 18,36,72,90  18* 2% 10.54 5.27 5.27
Lam. (0.02) (5154)
Leucanthemum vulgare Asteraceae B&H, Rudo I P H scap 18,36,72,90  36* 4*  20.20 10.10  5.50
Lam. (0.03) (9878)
Ligustrum vulgare L. Oleaceae B&H, Kladanj I P P caesp 46,72 72 3.05 1.53
dec (0.02) (1491)
Lilium bosniacum (G. Liliaceae B&H, Kladanj F(C) P G bulb 24 24+1-4 2*  67.85 3393 3393
Beck) G. Beck ex Fritsch B hr.* (1.23) (3317
9)
Lilium martagon L. Liliaceae B&H, Kladanj F(C) P G bulb 24 24+1-4  2* 8371 4159 4159
B hr.* (1.00) (4067
Linaria concolor Gris. Scrophulariaceae Srb, Mokra Gora O(Q) P Ch suffrut 1.72 0.86
var. rubioides (Vis. et (0.02) (841)

Panc.) Maly




ovt

Infragenericki takson Porodica Lokalitet SA LCT LGF 2n lit 2n 2C 1C 1Cx
Linaria vulgaris Mill. Scrophulariaceae B&H, Zepte I P H scap 12 12 1.74 0.87 0.87
(0.01) (851)
Linum bienne Miller Linaceae B&H, Zepce I P H scap 18,30,32 117 0.59
(0.01) (572)
Linum tenuifolium L. Linaceae B&H, Rudo F(C) P H scap 16,18,36 5.21 2.61
(0.09) (2548)
Lithospermum officinale L.  Boraginaceae B&H, Rudo F(C) P H scap 28,30,56 1.52 0.76
(0.05) (743)
Lonicera caprifola L. Caprifoliaceae B&H, Zepée F(C) P Slig dec 18 18 0.99 0.50 0.50
(0.01) (484)
Lotus corniculatus L. Fabaceae Srb, Divéibare 1 P H scap 12,24,36 24 2.37 1.19 0.60
(0.04) (1159)
Lunaria rediviva L. Brassicaceae B&H, Zepée F(C) P H scap 28,30 0.73 0.37
(0.01) (357)
Luzula nemorosa (Pollich)  Juncaceae B&H, Kladanj I P H caesp 12,24 1.80 0.90
E.Mey. (0.01) (880)
Lychnis flos-cuculi L. Caryophyllaceae B&H, Kladanj I P H scap 24 24 5.46 2.73 2.73
(0.03) (2670)
Lysimachia nummularia Myrsinaceae B&H, Rudo I P Ch herb 30,32,36,43, 3.18 1.59
L. rept 44,45 (0.02) (1555)
Malus sylvestris Mill. Rosaceae B&H, Kladanj I P P scap dec 34,51 1.55 0.78
(0.04) (758)




vt

Infragenericki takson Porodica Lokalitet SA LCT LGF 2n lit 2n X 2C 1C 1Cx
Malva alcea L. Malvaceae B&H, zepée FC) P H scap 78,84 2.65 1.33
(0.03) (1296)
Malva moschata L. Malvaceae B&H, Zepée FC) P H scap 40,42,44 2.71 1.36
(0.07) (1325)
Matricaria chamomilla L. Asteraceae Srb, Mokra 1 A-B T scap 18, 35,36,37 5.48 2.92
Gora (0.03) (1856)
Medicago sativa L. Fabaceae B&H, Zepée 1 P H scap 16,32,48,64 32 4 3.44 1.72 0.86
(0.10) (1682)
Melampyrum pratense L. Orobanchaceae B&H, Rudo I A-B T scap 18 18 2 14.87 7.44 7.44
(0.12) (7271)
Melica ciliata L. Poaceae Srb, Divcéibare FC) P H caesp 18,20,30,36 4.66 2.33
(0.17) (2279)
Melilotus albus Medik. Fabaceae B&H, Zepte I A T scap 16,24,36 16 2 2.47 1.24 1.24
(0.02) (1208)
Melilotus officinalis (L.) Fabaceae B&H, Kladanj I B H scap 16 16 2 2.35 1.18 1.18
Lam. bienn (0.01) (1149)
Melittis melissophyllum Lamiaceae B&H, Kladanj FC) P H scap 24,30,31,32 30* 2* 095 0.48 0.48
L. (0.03) (465)
Mentha arvensis L. Lamiaceae B&H, Visegrad I P H scap 36,64,72,84, 0.90 0.45
90,98,108 (440)
Mercurialis perennis L. Euphorbiaceae B&H, Kladanj FC) P G rhiz/H 42-112 3.05 1.53
scap semp (0.03) (1491)
Minuartia verna (L.) Caryophyllaceae ~ B&H, Zepce I P Ch herb 1.79 0.90
Hiern ssp. collina caesp rept (0.01) (875)

(Neilr.) Domin
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Infragenericki takson Porodica Lokalitet SA LCT LGF 2n lit 2n 2C 1C 1Cx
Narcissus poeticus L. Amaryllidaceae ~ B&H, Kladanj F(C) P G bulb 14,21 14+B* 24.33 12.17 12.17
(0.14)  (11897)
Narcissus poeticus L. Amaryllidaceae  B&H, Zepée F(C) P G bulb 14,21 21* 34.55 17.28 11.52
(16895)
Onobrychis viciifolia Fabaceae Srb, Mokra Gora  F(C) P H scap 22,28 2.62 1.31
Scop. (0.04)  (1281)
Ononis spinosa L. Fabaceae B&H, Visegrad I P Ch suffrut ~ 30,32,60 2.85 1.43
(0.03) (1394)
Omnosma arenaria Waldst. Boraginaceae Srb, Mokra Gora FC) P H scap 12,20 5.61 2.81
& Kit. (0.08) (2743)
Orchis purpurea Huds. Orchidaceae Srb, Mokra Gora 1 P G tub 40,42 11.59 5.80
(0.15) (5668)
Orlaya grandiflora (L.) Apiaceae B&H, Rudo I A T scap 20,22 2.10 1.05
Hoffm. 0.02) (1027)
Ostrya carpinifolia Scop. Betulaceae B&H, Rudo FC P Pscapdec 16 16 0.85 0.43 0.43
(0.03) (416)
Oxalis acetosella L. Oxalidaceae B&H, Zepée I P G rhiz 22,24,28,30 5.31 2.66
(0.04) (2597)
Papaver rhoeas L. Papaveraceae B&H, Visegrad 1 A T scap 14,15,21,28 14 4.81 2.41 2.41
(0.03) (2352)
Parnassia palustris L. Parnassiaceae B&H, Kladanj I P H ros 18,27,36,45, 2.35 1.18
54 0.04)  (1149)
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Infragenericki takson Porodica Lokalitet SA LCT LGF 2n lit 2n X 2C 1C 1Cx
Petrorhagia saxifraga (L.) Caryophyllaceae  Srb, Divcibare F(C) P Ch herb 30,60 30 0.89 0.45
Link caesp (0.01) (435)
Peucedanum oreoselinum Apiaceae B&H, Kladanj E(S) P H scap 22 22 2 6.48 3.24 3.24
(L.) Moench (0.05) (3169)
Physalis alkekengi L. Solanaceae B&H, Visegrad 1 P H scap 24 24 2 5.10 2.55 2.55
(0.06)  (2494)
Phyteuma spicatum L. Campanulaceae  B&H, Kladanj F(C) P H scap 22,24,36 2.54 1.27
(0.02) (1242)
Picea abies (L.) Karst. Pinaceae B&H, Kladanj I P Pscap acic 24,36 24* 2% 37.69 18.85 18.85
semp (0.23) (18430)
Pinus nigra Arnold Pinaceae B&H, Kladanj F(C) P Pscap acic 24 24* 2% 4391 21.96 21.96
subsp. nigra Arnold semp (0.52) (21472)
Pinus sylvestris L. Pinaceae B&H, Kladanj I P Pscap acic  24,36,48 24* 2% 43.68 21.84 21.84
semp (1.03) (21360)
Plantago holosteum Scop.  Plantaginaceae Srb, Div¢ibare (0)(@®) P H caesp 12 2.68 1.34
(0.02) (1310)
Plantago lanceolata L. Plantaginaceae B&H, Zepée I P H ros 12,13,14,24, 2.65 1.33
96 (0.01) (1296)
Plantago major L. Plantaginaceae B&H, Zepte I P H ros 12,18,24,32  12* 2% 151 0.76 0.76
(0.01) (738)
Platanthera bifolia (L.) Orchidaceae B&H, Kladanj I P G tub 16,40,42 42* 2* 1374 6.87 6.87
Rich. (0.10) (6719)
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Infragenericki takson Porodica Lokalitet SA LCT LGF 2n lit 2n X 2C 1C 1Cx
Polygala major Jacq. Polygalaceae B&H, Kladanj I P H scap 34 1.07 0.54
(0.03) (523)
Polygala supina Schreb. Polygalaceae B&H, Rudo F(C) P Ch suffrut 1.79 0.90
rept (0.04) (875)
Polygonatum odoratum Convallariaceae B&H, Kladanj  F(C) P G rhiz 16,18,20,22, 18* 2*  19.66 9.83 9.83
(Mill.) Druce 24,30,40 (0.84) (9614)
Polygonum aviculare L. Polygonaceae B&H, Kladanj I A T rept 20,22,30,40, 40 4 1.61 0.81 0.40
50,60 (0.01) (787)
Polypodium vulgare L. Polypodiaceae B&H, Zepte I P Hros 74,148 39.73 19.87
semp/G rhiz (0.74) (19428)
Populus nigra L. Salicaceae B&H, Rudo I p P scap dec 38,57 38 2 0.97 0.49 0.49
(0.01) (474)
Populus tremula L. Salicaceae B&H, Zepée I p P scap dec 38,56 38 2 0.90 0.45 0.45
(0.02) (440)
Potentilla alba L. Rosaceae B&H, Kladanj O(C) P H ros 28 28* 4 144 0.72 0.36
(0.06) (704)
Potentilla erecta (L.) Rosaceae B&H, Kladanj I P H scap 14,18,21,28, 1.48 0.74
Raeusch. 35,38 (0.03) (724)
Potentilla malyana Borbas ~ Rosaceae B&H, Kladanj O P H scap 1.13 0.57
(0.07) (553)
Potentilla reptans L. Rosaceae B&H, Zepée I P Ch herb 20,28,42 2.85 1.43
rept/H rept (0.03) (1394)
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Infragenericki takson Porodica Lokalitet SA LCT LGF 2n lit 2n 2C 1C 1Cx

Primula veris L. subsp. Primulaceae B&H, Kladanj F(C) P H ros 22,24 0.98 0.49

columnae (Ten.) Ludi (0.02) (479)

Primula vulgaris Huds. Primulaceae B&H, Zepée I p Hros 22 22 0.99 0.50 0.50
(0.02) (484)

Prunella vulgaris L. Lamiaceae B&H, Zepce I P H semiros 28,32 1.39 0.70
(0.01) (680)

Prunus avium (L.) L. Rosaceae B&H, Kladanj 1 P P scap dec 16,24,32 0.86 0.43
(0.03) (421)

Prunus mahaleb L. Rosaceae B&H, Kladanj FC) P Pscapdec 16 16 0.70 0.35 0.35
(0.03) (342)

Pteridium acquilinum (L.) ~ Dennstaedtiaceae B&H, Zepée FS) P G rhiz 104 14.82 7.41

Kuhn (0.08) (7247)

Pulmonaria officinalis L. Boraginaceae B&H, Zepce F(C) P H scap 14,16,24 3.07 1.54

semiros (0.02) (1501)

Pyrus communis L. Rosaceae Srb, Mokra Gora I P P scap dec 34,51 34 1.24 0.62 0.62
(0.01) (606)

Pyrus piraster Burgsd. Rosaceae Srb, Mokra Gora I p Pscapdec 34 34 1.24 0.62 0.62

(606)

Quercus cerris L. Fagaceae B&H, Rudo I P P scap dec 22,24 24 1.72 0.86 0.86
(0.05) (841)

Quercus frainetto Ten. Fagaceae B&H, Rudo I P Pscapdec 24 24 1.79 0.90 0.90
(0.02) (875)




vt

Infragenericki takson Porodica Lokalitet SA LCT LGF 2n lit 2n X 2C 1C 1Cx
Quercus petraea (Matt.) Fagaceae CRO, bakovo I P P scap dec 24,2527 24* 2% 1.81 0.91 0.91
Liebl. (0.02) (885)
Quercus robur L. Fagaceae B&H, Rudo 1 P P scap dec 24,36 24* 2% 178 0.89 0.89
(0.02) (870)
Ramonda nathaliae Pancic ~ Gesneriaceae FYROM, P¢inja FC P Hrossemp 48 48* 2% 226 113 113
et Petrovic canyon (0.01) (1105)
Reseda lutea L. Resedaceae Srb, Mokra Gora 1 P H scap 24,48 1.98 0.99
(0.03) (968)
Rhamnus cathartica L. Rhamnaceae B&H, Kladanj FC P P caespdec 24 1.15 0.58
(0.01) (562)
Rhinanthus rumelicus Scrophulariaceae  B&H, Rudo I A-B T scap 2.71 1.36
Vel. (0.03) (1325)
Robinia pseudoacacia L. Fabaceae B&H, Zepte I P P scap dec 20,22 1.48 0.74
(0.03) (724)
Rorippa sylvestris (L.) Brassicaceae B&H, Zepée I p H scap 32,40,48 0.95 0.48
Bess. semiros (0.01) (465)
Rosa pendulina L. Rosaceae B&H, Kladanj 1 P Ch frut 28 2.05 1.03
(0.04) (1002)
Rubus hirtus Waldst. & Rosaceae B&H, zepée 1 P Ch frutrept 28 1.33 0.67
Kit. (0.02) (650)
Rubus idaeus L. Rosaceae B&H, Kladanj 1 P Ch frut 14,21,28,35, 0.63 0.32
42 (308)
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Infragenericki takson Porodica Lokalitet SA LCT LGF 2n lit 2n X 2C 1C 1Cx
Rumex acetosella L. Polygonaceae B&H, Rudo E(S) P H scap 14,21,28,35, 1.60 0.80
42 (0.04) (782)
Ruscus hypoglossum L. Ruscaceae B&H, Zepte F(C) P Ch frut 40 40 2 17.20 8.60 8.60
semp (0.17) (8411)
Salix caprea L. Salicaceae B&H, zepée I P P caesp 38,57,76 38 2 0.90 0.45 0.45
dec/P scap (0.03) (440)
dec
Salix elaeagnos Scop. Salicaceae B&H, Visegrad I P P caespdec 38 38 2 0.87 0.44 0.44
(0.03) (425)
Salix purpurea L. Salicaceae B&H, Rudo I P P caespdec 38 38 2 0.86 0.43 0.43
(0.03) (421)
Salvia glutinosa L. Lamiaceae B&H, Zepée I P H scap 16,18,32 32% 4* 224 1.12 0.56
semiros (0.03) (1095)
Sambucus ebulus L. Caprifoliaceae  B&H, Kladanj I P G rhiz 36 36 2 21.67 10.84 10.84
(10597)
Sambucus nigra L. Caprifoliaceae ~ B&H, Zeple I P P caespdec 36,38 36 2 26.36 13.18 13.18
(0.36) (12890)
Sambucus racemosa L. Caprifoliaceae ~ B&H, Kladanj I P P caespdec 36,38 23.02 11.51
(0.46) (11257)
Sanguiscorba minor Scop.  Rosaceae Srb, Divcibare I P H semiros 28,54 28 4 1.12 0.56 0.28
(0.03) (548)
Sanicula europaea L. Apiaceae Srb, Mokra Gora  F(C) P H semiros 16 16 2 2.44 1.22 1.22
(1193)
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Infragenericki takson Porodica Lokalitet SA LCT LGF 2n lit 2n X 2C 1C 1Cx
Saponaria officinalis L. Caryophyllaceae  B&H, Zepce FC) P H scap 28 28 2 4.51 2.26 2.26
(0.01) (2205)
Scabiosa columbaria L. Dipsacaceae Srb, Div¢ibare FC) P H scap 16 16 2 1.87 0.94 0.94
semiros (0.02) (914)
Scabiosa fumarioides Vis. et~ Dipsacaceae B&H, Rudo FC P H scap 16 16 2 1.52 0.76 0.76
Panci¢ semiros (0.02) (743)
Scabiosa leuchopylla Borb. Dipsacaceae B&H, Kladanj I P H scap 16 16 2 1.93 0.97 0.97
semiros (0.06) (944)
Scorzonera austriaca Willd.  Asteraceae FYROM, Pcinja FC) P H ros 14 14* 2% 10.68 5.34 5.34
canyon (0.16) (5223)
Scorzonera cana (C.A. Asteraceae B&H, Rudo FC) P H ros 14,28 5.04 2.52
May.) Dom. (0.05) (2465)
Scrophularia tristis Maly Scrophulariaceae  Srb, Mokra Gora ~ O P H scap 1.45 0.73
(0.02) (709)
Sedum acre L. Crassulaceae Srb, Mokra Gora 1 P Ch succ 16,40,48,56, 1.51 0.76 (38)
60,80,100 (0.03)
Sedum album L. Crassulaceae Srb, Mokra Gora FC) P Ch succ 32,34,51,64, 0.92 0.46
68,102,136 (0.03) (450)
Sedum maximum Hoffm. Crassulaceae B&H, Visegrad 1 P H scap 24,36,48 2.23 1.12
succ (0.03) (1090)
Sedum urvillei DC Crassulaceae Srb, Divcibare FC) P Ch caesp 32,48,64,72, 1.50 0.75
succ 80,96,112, (0.01) (734)
128
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Infragenericki takson Porodica Lokalitet SA LCT LGF 2n lit 2n X 2C 1C 1Cx
Selaginella helvetica (L.) ~ Selaginellaceae B&H, Kladanj F(C) P Ch herb 18 18 2 0.28 0.14 0.14
Spring rept 0.04) (137)
Sesleria latifolia Poaceae B&H, Kladanj F(C) P H caesp 28 28 2 7.55 3.78 3.78
(Adamovic) Degen (0.66)  (3692)
Silene nutans L. Caryophyllaceae ~ Srb, Mokra Gora 1 P H scap 24 24 2 4.41 2.21 221
semiros (0.05) (2156)
Silene paradoxa L. Caryophyllaceae  Srb, Divcibare (@) P Ch suffrut 24 24 2 4.96 248 2.48
(0.03)  (2425)
Solanum dulcamara L. Solanaceae B&H, Zepée I P S lig dec 20,22,24,26, 2.20 1.10
48,72 0.03) (1076)
Solanum nigrum L. Solanaceae B&H, Visegrad I A T scap 24,36,48,60, 6.2 3.10
72 (3032)
Solidago virgaurea L. Asteraceae B&H, Zepte I P H scap 18,44 90? 10?2 9.93 4.97 2.49?
(0.15)  (4856)
Selaginella helvetica (L.) Selaginellaceae B&H, Kladanj FC) P Ch herb 18 18 2 0.28 0.14 0.14
Spring rept (0.04) (137)
Sorbus aucuparia L. Rosaceae B&H, Zepte I P Pscapdec  30,33,34 34 2 1.42 0.71 0.71
0.01)  (694)
Sorbus torminalis (L.) Rosaceae B&H, Zepée FC) P Pscapdec 34 34 2 1.49 0.75 0.75
Crantz 0.02) (729)
Spiraea chamaedryfolia Rosaceae B&H, Kladanj FC) P P caesp 18,32,36 0.90 0.45
L. dec (0.03)  (440)
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Infragenericki takson Porodica Lokalitet SA LCT LGF 2n lit 2n X 2C 1C 1Cx
Spiranthes spiralis (L.) Orchidaceae B&H, Visegrad F(O) P G tub 30 30 2 7.73 3.87 3.87
Chevall. (3780)
Stachys officinalis (L.) Lamiaceae Srb, Mokra Gora 1 P H scap 16 16 2 9.39 4.70 4.7
Trevisian (0.24) (4592)
Stachys recta L. var. Lamiaceae B&H, Kladanj O(Q) P H scap 32+B*  4* 1.83 0.92 0.46
chrysophea rept (0.01) (895)
Stachys sylvatica L. Lamiaceae B&H, Kladanj I P H scap 48,54,64,66 2.56 1.28

0.03) (1252)
Stellaria graminea L. Caryophyllaceae B&H, Rudo 1 P H scap 26,39,40,42,5 1.92 0.96

2 (0.02)  (939)

Stellaria media (L.) Vill. Caryophyllaceae B&H, Zepte I A T rept 28,40,42,44 423 2.12

(0.02)  (2068)
Stenactis annua (L.) Asteraceae B&H, Zepce I A T scap 26,27 431 2.16
Cass. ex Less. (0.01)  (2108)
Symphyandra hofmannii ~ Boraginaceae B&H, zepée F(C) A-B H scap 34 34* 2% 394 1.97 1.97
Pant. semiros/H (0.02)  (1927)

scap

Symphytum tuberosum Boraginaceae B&H, Kladanj F(C) P G tub 32,64,96,120, 3.77 1.89
L. 128,144 (0.04) (1844)
Tanacetum corymbosum Asteraceae B&H, Zepée F(C) P H scap 18,36,39 1439 7.20
(L.) Sch. Bip. (0.03)  (7037)
Tanacetum corymbosum Asteraceae Srb, Mokra Gora F(O) P H scap 18,36,39 20.23  10.12
(L.) Sch. Bip. (0.32)  (9892)
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Infragenericki takson ~ Porodica Lokalitet SA LCT LGF 2n lit 2n X 2C 1C 1Cx
Taraxacum officinale Asteraceae B&H, zepée I P H ros 8,16,24,26, 2.54 1.27
Wigg 32 (0.01) (1242)
Teucrium montanum L. Lamiaceae Srb, Divdéibare F(C) P Ch suffrut 13,16,22,26, 0.99 0.50
caesp 28,30,35,60 (0.01) (484)
Thesium alpinum L. Santalaceae B&H, Kladanj I P H scap 12,14 1.26 0.63
(0.01) (616)
Thlaspi goesingense Brassicaceae B&H, Kladanj ocC) P H scap 56 14* 2% 0.99 0.50 0.50
Halacsy semiros (0.02) (484)
Thymus jankae Celak Lamiaceae Srb, Div¢ibare O(©) P Ch suffrut 28 28 2 2.19 1.10 1.10
rept (0.02) (1071)
Tragopogon dubius Asteraceae Srb, Mokra Gora I B H scap 12,24,36 4.55 2.28
Scop. bienn (0.08) (2225)
Tragopogon porrifolius Asteraceae Srb, Mokra Gora  F(C) A-B T scap/H 12 12 2 4.33 217 2.17
L. scap bienn (0.08) (2117)
Tragus racemosus (L.) Poaceae B&H, Rudo I A-B T caesp 20,40 1.75 0.88
AlL (0.07) (856)
Trifolium alpestre L. Fabaceae B&H, Kladanj I P H scap 16,20 1.56 0.78
(0.03) (763)
Trifolium dalmaticum Fabaceae B&H, Rudo F(C) A T rept 10 7.03 3.52
Vis. (0.03) (3438)
Trifolium incarnatum L. Fabaceae B&H, Rudo I A T scap 14,16 1.14 0.57
(557)
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Infragenericki takson ~ Porodica Lokalitet SA LCT LGF 2n lit 2n 2C 1C 1Cx
Trifolium montanum L.~ Fabaceae B&H, Kladanj I p H scap 16 2.54 1.27
(0.01) (1242)
Trifolium pannonicum Fabaceae B&H, Kladanj I P H scap 96,126,180 11.57 5.79
Jacq. (0.34) (5658)
Trifolium pratense L. Fabaceae B&H, Zepte I P H scap 14,16,28,30 14 0.92 0.46 0.46
(0.01) (450)
Trifolium repens L. Fabaceae B&H, Zepte I P H rept 16,28,30,32, 32 212 1.06 0.53
48,64 (0.01) (1037)
Tussilago farfara L. Asteraceae B&H, Zepée I P G rhiz 60,72 60 3.33 1.67
(0.06) (1628)
Ulmus glabra Huds. Ulmaceae B&H, Kladanj I P P scap 28,42,56 3.98 1.99
dec (0.06) (1946)
Ulmus minor Mill. Ulmaceae B&H, Rudo I P P scap 28 3.71 1.86
dec (0.05) (1814)
Urtica dioica L. Urticaceae B&H, Zepée 1 P H scap 26,32,48,52 2.16 1.08
(0.01) (1056)
Vaccinium myrtillus L. Ericaceae B&H, Kladanj I P Ch frut 20,24,48 1.17 0.59
dec (0.01) (572)
Valeriana montana L. Valerianaceae B&H, Kladanj FC) P H scap 32 64 2.39 1.20 0.60
semiros (0.02) (1169)
Verbascum phoeniceum Scrophulariaceae ~ B&H, Rudo F(C) A-B H scap 32,35,36 0.81 0.41
Baumb. ros (0.03) (396)
Veronica jacquini Scrophulariaceae ~ B&H, Rudo FC) P H scap 16,48 3.40 1.70
Baumg. (0.04) (1663)




€91

Infragenericki takson Porodica Lokalitet SA LCT LGF 2n lit 2n 2C 1C 1Cx
Veronica officinalis L. Scrophulariaceae  B&H, Zepce I P Ch herb 18,34,36 2.02 1.01
rept (0.04) (988)
Veronica spicata L. Scrophulariaceae Srb, Divcibare 1 P H scap 34,36,56,68 1.44 0.72
(704)
Veronica urticifolia Jacq. Scrophulariaceae  B&H, Kladanj I P H scap 18,64,128 36 1.23 0.62 0.31
(0.01) (601)
Veronica urticifolia Jacq. Scrophulariaceae  B&H, Kladanj I P H scap 18,64,128 18 0.62 0.31 0.31
(0.01) (303)
Viburnum lantana L. Caprifoliaceae B&H, Kladanj FC) P P caesp 18 18 8.17 4.09 4.09
dec (0.06) (3995)
Viburnum opulus L. Caprifoliaceae B&H, Kladanj I P P caesp 18 18 8.27 4.14 4.14
dec (0.10) (4044)
Vicia cracca L. Fabaceae B&H, zepée I P H scap 12,14,21,22, 14 5.84 2.92 2.92
28,29 (0.02) (2856)
Vicia villosa Roth Fabaceae Srb, Mokra Gora I A-B T scap/H 10,14 6.18 3.09
scap (0.18) (3022)
bienn
Viola beckiana Fiala Violaceae B&H, Kladanj ocC) P Ch herb 20 20 2.69 1.35 1.35
caesp (0.01) (1315)
rept/H
Viola tricolor L. Violaceae B&H, Kladanj I A-B T scap/H 26,28,34 3.99 2.00
scap (0.03) (1951)
bienn
Viscaria vulgaris (Rohl.) Caryophyllaceae B&H, Kladanj E(S) p H scap 24 24 4.29 2.15 2.15
Bernh. (0.06) (2098)
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Napomena: Lokalitet: B&H—Bosna i Hercegovina; FYROM—Bivsa jugoslavenska republika Makedonija; SRB—Srbija. SA—
Sklonost ka supstratu: F(C)—fakultativne vrste koje se pretezno mogu nacdi na krecnjaku; F(S)—fakultativne vrste koje se pretezno
mogu naci na silikatima; I—indiferentne; O—obligatne; O(C) —obligatne vrste koje se veoma rijetko mogu naci i na kre¢njackoj
podlozi; X—nepoznato. LCT—Tip Zivotnog ciklusa: A—jednogodisnja; B—dvogodisnja; AB—jedno-dvogodisnja; AP —jedno-
vigegodi$nja; P— visegodisnja. LGF—Zivotna forma: Ch—hamefite; G—geofite; H—hemikriptofite; P—fanerofite; T— terofite;
X—nepoznato; bienn—dvogodisnji; bulb—bulbosus, sa lukovicama, lukovicast; caesp —caespitosus, busenast; dec—deciduous,
listopadni; frut—fruticosus, nisko Zbunast; herb—herbosus, zeljast; P caesp—zbunovi; P scap—drvece; rept—reptans, puzedi;
rhiz—rhizomatosus, sa rizomima; ros—rosulatus, rozetast; scand —scandens, penjajuci; scap —scaposus, s uspravnim stablom;
semiros—semirosulatus, polurozetast; semp—sempervirens, vjecnozeleni; succ—succulentus, mesnati; suffrut—suffruticosus,
poluodrvenjeli; tub—tuberosus, krtolast, gomoljast. 2n*—Hromosomski brojevi su determinirani u ovom radu; svi ostali (bez
zvjezdice) su preuzeti iz relevantne literature. 1 pg—1 pg = 978 Mbp (DolezZel et al. 2003). S— Vrsta standard za kalibraciju: A—
Lycopersicon esculentum Mill. cv. ‘Roma’; B— Petunia hybrida (Hook) Vilm. cv. ‘PxPC6’; C—Pisum sativum L. cv. ‘Long Express’;

D —Hordeum vulgare L. cv. ‘Sultan’; E— Artemisia arborescens L. cv. ‘Crete’; F— Triticum aestivum L. cv. ‘Chinese Spring’.



