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Fiziolo$ki i biohemijski aspekti propagacije endemic¢nih vrsta Micromeria pulegium

(Rochel) Benth. i Micromeria croatica (Pers.) Schott in vitro

REZIME

Biljke iz familije usnatica (Lamiaceae) pripadaju grupi jestivih, lekovitih ili
aromaticnih biljaka koje se koriste u tradicionalnoj medicini, hortikulturi, hemijskoj,
prehrambenoj i kozmetickoj industriji. Retke, endemicne i/ili ugrozene vrste familije
Lamiaceae predstavljaju poseban izazov za proucavanje, prevashodno u cilju ocuvanja
specijskog diverziteta i njihovih populacija u prirodi, ali i zato Sto su izvor vaznih
bioaktivnih molekula raznovrsnog dejstva (antimikrobna, antvirusna, fungicidna,
antioksidantna, citotoksicna, alelohemijska, insekticidna aktivnost, itd.) i potencijalno
Siroke primene.

Usled izrazite heterogenosti, predstavnici roda Micromeria su bili ¢esto predmet
taksonomskih diskusija. Pripadnike sekcije Pseudomelissa gde spada i M. pulegium,
nakon molekularno genetickih analiza hloroplastne DNK, Brauchler (2005) premesta u
rod Clinopodium. Ipak, u ovoj tezi je primenjen tradicionalni taksonomski koncept,
predlozen od strane Harley-a i sar. (2004), koji podrzava homogenost roda Micromeria,
pri ¢emu je sect. Pseudomelissa njegova sastavna jedinica. U skladu sa primenjenim
sistemom dve istrazivane vrste su klasifikovane u idividualne sekcije roda: Micromeria
sect. Micromeria (M. croatica), odnosno Micromeria sect. Pseudomelissa (M.
pulegium).

Micromeria pulegium predstavlja endemicnu vrstu Juznih Karpata u Rumuniji,
sa enklavom u istocnoj Srbiji, a Micromeria croatica balkansku endemicnu vrstu ¢iji se
areal vezuje pre svega za planinski venac Dinarida. Njihove prirodne populacije imaju
mali broj jedinki i nastanjuju stanista koja su pod negativnim uticajem antropogenih
faktora. Imajuéi u vidu znacaj roda Micromeria, kao i ¢injenicu da su pomenute vrste
retke 1 ugrozene, javila se potreba da se one gaje zarad oCuvanja i istrazivanja bez
pritiska na prirodne populacije i bez remecenja prirodnog genofonda. Iz pomenutih
razloga obe vrste roda Micromeria uvedene su kulturu biljnih tkiva in vitro.

U ovoj disertaciji vrSeno je ispitivanje efekata regulatora rastenja na

morfogenezu i produkciju etarskih ulja endemic¢nih vrsta M. pulegium 1 M. croatica in



vitro. Kultura in vitro M. pulegium uspostavljena je koriS¢enjem segmenata stabla sa
nodusom i dva listica. Uslovi pod kojima se ostvaruje najbolje razvice eksplantata su
bili sledeci: najveéi broj pupoljaka formiran je na eksplantatima koji su rasli na MS
hranljivoj podlozi sa 3 uM BA. Duzina aksilarnih izdanaka bila je najveca na podlozi sa
0,3 uM BA i 0,57 uM TAA. Najveci prinos sveze i suve mase ostvaren je gajenjem
izdanaka na podlozi sa 10 uM BA. Oziljavanje izdanaka bilo je uspesno na MS/2
hranljivoj podlozi sa 1 mg/L TAA. Dobijene biljke uspesno su se aklimatizovale i time
je regeneracija biljaka M. pulegium bila potpuna.

Kultura in vitro M. croatica uspostavljena je asepti¢nim isklijavanjem semena, a
zatim sa dobijenih biljaka su izolovani segmenti stabla sa nodusom i parom listi¢a.
Najve¢i broj pupoljaka formiran je na eksplantatima M. croatica gajenim na MS
hranljivoj podlozi sa 0,3 pM kinetina. Na istoj podlozi, duzina aksilarnih izdanaka je
bila najveca i postignut je najveéi prinos sveze mase izdanaka. Najbolji prinos suve
mase imali su izdanci gajeni na MS podlozi sa 10 uM BA 1 0,57 uM [AA. Oziljavanje
aksilarnih izdanaka bilo je uspe$Sno na MS/2 hranljivoj podlozi sa 0,3 mg/L TAA.
Uspesnom aklimatizacijom, postignuta je potpuna regeneracija M. croatica.

Kvantitativnom 1 kvalitativnom analizom biohemijskih parametara regenerisanih
izdanaka vrSeno je uporedenje sastava etarskih ulja biljaka iz prirode i in vitro gajenih
izdanaka na MS hranljivoj podlozi bez fitohormona i podlozi na kojoj je dobijen najveci
prinos biomase. To je za M. pulegium podloga sa 10 uM BA, a za M. croatica podloga
sa 0,3 uM kinetina. U svim uljima M. pulegium dominiraju pulegon i menton. Pulegon
je najzastupljeniji u ulju samoniklih biljaka, a menton u ulju poreklom od izdanaka
gajenih na MS podlozi bez fitohormona. U ulju biljaka M. croatica iz prirode
dominantne komponente su borneol, o-kadinen i B-vetivenen. U ulju izdanaka
propagiranih in vitro na MS podlozi bez fitohormona dominantne komponente su
borneol, geranial, cis-p-menta-1(7),8-dien-2-ol i B-vetivenen, a u ulju izdanaka gajenih
na podlozi sa kinetinom dominantne komponente su geranial, cis-p-menta-1(7),8-dien-
2-ol i a-kadinen.

Analiziran je hemijski sastav metanolnih, etil-acetatnih i heksanskih ekstrakata,
biljaka iz prirode i izdanaka gajenih in vitro na MS podlozi bez prisustva fitohormona.

U ekstraktima obe vrsta Micromeria identifikovana su 53 jedinjenja, od kojih je 42,22%



zajedni¢ko za ekstrakte M. pulegium iz prirode i kulture in vitro, odnosno 67,65%
zajedniCko za ekstrakte M. croatica iz prirode i kulture in vitro.

Analizom antioksidativnih i antimikrobnih svojstava metanolnih ekstrakata
utvrdena je veca vrednost ukupne redukcione moci, kao i sadrzaja ukupnih polifenola
kod izdanaka gajenih u uslovima in vitro (bez fitohormona) u odnosu na biljke iz
prirode. Metanolni ekstrakti M. pulegium i M. croatica delovali su na sve testirane

bakterijske sojeve, ali znatno slabije u odnosu na referentne antibiotike.

Kljuéne reéi: Micromeria pulegium, Micromeria croatica, in vitro, BA, kinetin,

auksini, trihome, etarska ulja, antioksidativna aktivnost, antimikrobna aktivnost

Naucna oblast: Biologija

UZa nauéna oblast: Fiziologija i molekularna biologija biljaka
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Physiological and biochemical aspects of propagation in endemic species Micromeria

pulegium (Rochel) Benth. and Micromeria croatica (Pers.) Schott in vitro

Abstract

Plants from Lamiaceae family are prominent representatives of the edible, medicinal
or aromatic herbs used in traditional medicine, horticulture, chemical, cosmetic and food
industry. The rare, endemic and/or threatened species from family Lamiaceae pose a special
challenge for studying, primarily in order to preserve species diversity and their populations
in the wild, but also as they are source material for important bioactive molecules with
diverse activity (antimicrobial, antiviral, fungicidal, antioxidant, cytotoxic, allelochemical,

insecticidal and other types of activity) and potential broad spectrum of use.

Due to the pronounced heterogeneity, representatives of genus Micromeria used to be
a common topic of taxonomic discussions. After the molecular-genetic analyses of
chloroplast DNA, Brauchler (2005) has transferred the representatives of section
Pseudomelissa, which includes M. pulegium, into the genus Clinopodium. However, this
thesis is using the traditional taxonomic concept suggested by Harley er al (2004),
supporting the homogeneity of genus Micromeria, where sect. Pseudomelissa remains its
integral unit. According to this system the two studied species were classified within the
individual sections of the genus: Micromeria sect. Micromeria (M. croatica) and Micromeria

sect. Pseudomelissa (M. pulegium).

Micromeria pulegium represents an endemic species of Southern Carpathians in
Romania, with an enclave in Eastern Serbia, while Micromeria croatica is an endemic
Balkan species primarily connected with the mountain chain of Dinarides. Their natural
populations are characterized by a small number of individuals inhabiting habitats under the
negative influence of anthropogenic factors. Due to the importance of genus Micromeria and
the fact that these two species are rare and threatened, a need arose to grow them in captivity
so they may be preserved and studied without additional pressure on natural populations and
without disturbance of the natural gene pool. For these reasons both species of genus

Micromeria were introduced in plant tissue culture in vitro.



This dissertation is focusing on studying the effects of growth regulators on
morphogenesis and production of essential oils in endemic species M. pulegium and M.

croatica in vitro.

Culture in vitro of M. pulegium was established by using stem segments with a node
and two leaflets. The conditions providing the best development of explants were as
following: the greatest number of buds was formed in explants grown on MS medium with 3
uM BA. The length of axillary stems was the greatest at the medium with 0.3 uM BA and
0.57 uM TAA. The greatest yield of fresh and dry biomass was recorded in stems grown on
medium with 10 uM BA. The stems have successfully formed roots on MS/2 nutritive
medium with 1 mg/L IAA. The new plants have acclimatized successfully and regeneration

of M. pulegium was completed.

Culture in vitro of M. croatica was established by aseptic germination of seeds, and
the resulting plants were used to isolate stem segments with a node and a pair of leaflets. The
greatest number of buds, as well as the longest buds was formed on explants of M. croatica
grown on MS nutritive medium with 0.3 pM kinetin. The highest yield of fresh biomass of
stems was achieved on the same medium. The highest yield of dry mass was achieved by
stems grown on MS medium with 10 uM BA and 0.57 uM TAA. The axillary shoots have
successfully formed roots on MS/2 nutritive medium with 0.3 mg/L TAA. After the successful

acclimatization the regeneration of M. croatica was complete.

Quantitative and qualitative analyses of biochemical parameters of regenerated stems
were used for comparison of composition of essential oils in plants taken from nature and
stems grown in vitro on MS nutritive medium without phytohormones and on the medium
with the highest yield of biomass. For M. pulegium this was the medium with 10 uM BA,
while for M. croatica it was the medium with 0.3 pM of kinetin. All oils of M. pulegium are
dominated by pulegone and menthone. Pulegone has shown the highest levels in oil from
plants collected in the wild, while menthone was most prominent in oil from stems grown on
MS substrate without phytohormones. The oil of M. croatica taken from the wild was
dominated by borneol, a-cadinene and B-vetivenen. The dominant components in oil of stems
propagated in vitro on MS substrate without phytohormones were borneol, geranial, cis-p-
menta-1(7),8-dien-2-ol and B-vetivenen, while in the oil from stems grown on substrate with

kinetin the dominant components were geranial, cis-p-menta-1(7),8-dien-2-ol and a-cadinene.



Analysis was also performed on the chemical composition of methanol, ethyl-acetate
and hexane extracts in plants collected in the wild and stems grown in vitro on MS medium
without phytohormones. The extracts of both species of Micromeria included a total of 53
compounds, 42,22% were shared by extracts of M. pulegium in wild populations and culture
in vitro, while 67,75% were shared by extracts of M. croatica in wild populations and culture

in vitro.

The analysis of antioxidant and antimicrobial activity of methanol extracts has shown
higher values of total reductive power as well as the content of total polyphenols in stems
grown in vitro (without phytohormones) when compared to plants in the wild. The methanol
extracts of M. pulegium and M. croatica have shown effect on all tested bacterial strains, but

much weaker than the referent antibiotics.

Key words: Micromeria pulegium, Micromeria croatica, in vitro, BA, Kinetin, auxins,

trichome, essential oils, antioxidant activity, antimicrobial activity.

Broader science field: Biology

Narrower science field: Physiology and Molecular biology of Plants
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SKRCENICE

2,4-D - 2,4-dihlorfenoksi siréetna kiselina
2iP - (N°~(2-izopentil) adenin)

ABA- abscisinska kiselina

ABTS - 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)
BA - benzil adenin

BAP - 6-benzil aminopurin

BHT - butilovani hidroksitoluen

DMAPP - 3,3-dimetilalil-pirofosfat

DPPH- 2,2-difenil, 1-pikril hidrazil

ESI- elektrosprej jonizacija

FID - plameno jonizujuci detektor

FPP - farnezil difosfat

GA - giberelna kiselina

GAE - galna kiselina

GC - gasna hromatografija

GC-MS - gasna hromatografija sa masenom spektrometrijom
GFS - geranil difosfat sintaza

GPP - geranil difosfat

HEp2- humana epitelna ¢elija karcinoma tip 2
IAA - indol-3-siréetna kiselina

IBA - indol-3-buterna kiselina

IPP - izopentenil difosfat

KI - Kovacev indeks

Kin - kinetin

L-DOPA - (L-3,4-dihidroksifenilalanin)

LM - svetlosna mikroskopija

MBC - minimalna baktericidna koncentracija
MEP - metileritritol fosfatni biosintetski put
MHA - Mueller-Hinton agar

MHB - Muller-Hinton bujon

MIC - minimalna inhibitorna koncentracija



MS - Murashige i Skoog hranljiva podloga
MVA - mevalonatni biosintetski put

NAA - a-naftalen sir¢etna kiselina

SE - suv ekstrakt

SEM - skenirajuca elektronska mikroskopija
SMU - suva masa uzorka

TDZ - thidiazuron

TTC - 2,3,5-trifenil tetrazolijumhlorida



1.UVOD

Biljke iz familije usnatica (Lamiaceae) od davnina predstavljaju predmet
covekovog interesovanja. Mnoge vrste ove familije pripadaju grupi jestivih, lekovitih ili
aromaticnih biljaka i koriste se u tradicionalnoj medicini, hortikulturi, hemijskoj,
prehrambenoj i kozmetickoj industriji. Retke, endemicne i/ili ugrozene vrste familije
Lamiaceae predstavljaju poseban izazov za proucavanje, prevashodno u cilju ocuvanja
specijskog diverziteta i njihovih populacija u prirodi, ali i zato $to su izvor vaznih
bioaktivnih molekula raznovrsnog dejstva (antimikrobna, antvirusna, fungicidna,
antioksidantna, citotoksi¢na, alelohemijska, insekticidna aktivnost, itd.) i potencijalno
Siroke primene.

U filogenetskom sistemu biljaka (Takhtajan, 2009) rod Micromeria Benth.
zauzima slede¢i polozaj: klasa Magnoliopsida, red Lamiales, familija Lamiaceae,
podfamilija Nepetoideae, tribus Mentheae 1 subtribus Menthinae. Micromeria
predstavlja relativno raznovrstan i taksonomski jedan od najinteresantnijih rodova
familije Lamiaceae. Bentham (1829) je prvi put definisao rod Micromeria, shvacen u
uzem smislu, izdvajajué¢i ga zajedno sa ostalim taksonima nivoa rodova (Satureja,
Melissa) 1 sekcija iz agregata Satureja sensu lato. Naziv roda poti¢e od grckih reci
micros (malo) 1 meris (deo), opisujuéi nizak rast i zbijenu, busenastu formu, a verovatno
i srazmerno sitne listove i cvetove kod veéeg broja predstavnika roda. Spada u red
bogatijih rodova pomenute familije, obuhvataju¢i vise od 70 vrsta svetske flore,
ukljucujéi 1 21 vrstu prisutnu u flori Evropskog kontinenta (Chater i Guinea, 1972;
Harley i sar., 2004).

Tokom perioda duzeg od stotinu godina rod Micromeria je predmet intenzivnih
taksonomskih diskusija, ali i brojnih nedoumica po pitanju njegove taksonomske
strukture, pa trpi odredena sistematska izmeStanja. Klasifikacija na nivou roda
Micromeria je razli¢ito predstavljena od strane brojnih autora. Na osnovu morfoloskih i
filogenetskih odnosa Boisser (1879) grupise vrste roda Micromeria u tri sekcije:
Cymularia, Eumicromeria i Pseudomellisa. Morales (1993), podrzavajuci taksonomsku
individualnost roda Micromeria, izdvaja ukupno Sest sekcija. Harley i sar. (2004)
predlazu koncept infragenericke podele na Cetiri sekcije: Micromeria, Pineolentia P.

Perez, Cymularia Boiss. 1 Pseudomelissa. Kona¢no, Brauchler (2005) na osnovu analize



hloroplastnih DNK markera ukazuje na blisku povezanost sekcije Pseudomelissa sa
rodom Clinopodium i premesta skoro sve taksone Micromeria sect. Pseudomellisa
Benth. u Clinopodium.

Prateci stanoviste Flore Evrope (Chater i Guinea, 1972), Flore SR Srbije (Diklié,
1974; Dikli¢ & Nikoli¢, 1986) i monografski stav Sili¢a (1979) u ovoj tezi je primenjen
tradicionalni taksonomski koncept, predlozen od strane Harley-a i sar. (2004). Svi
navedeni izvori podrZzavaju homogenost roda Micromeria, pri ¢emu je sect.
Pseudomelissa njegova sastavna jedinica. U skladu sa primenjenim sistemom dve
istraZivane vrste su na bazi adekvane morfoloske osobenosti klasifikovane u idividualne
sekcije roda: Micromeria sect. Micromeria (M. croatica), odnosno Micromeria sect.
Pseudomelissa (M. pulegium).

Od preko dvadeset vrsta roda Micromeria registrovanih u flori Evrope, skoro
polovina nastanjuje podruc¢je Balkanskog poluostrva (Chater i Guinea, 1972) koje se,
zajedno sa Mediteranskim podru¢jem, izdvaja kao jedan od znacajanijih centara
taksonomskog diverziteta roda na teritoriji Evrope. U flori Srbije je zabelezeno 7 vrsta
roda Micromeria (Dikli¢, 1974) koje se mogu klasifikovati u dve sekcije: Micromeria
sect. Micromeria (M. croatica, M. juliana, M. cristata 1 M. parviflora) i sect.
Pseudomelissa (M. thymifolia, M. albanica i M. pulegium).

Rod Micromeria odlikuje relativno Siroko opSte rasprostranjenje. Njegovi
predstavnici se sre¢u na prostoru od planinskog venca Himalaja i Indijskog
podkontinenta do Makaronezijskog arhipelaga, odnosno od Evrope do Zapadne
(tropske), Istocne i1 Juzne Afrike i Madagaskara (Harley i sar., 2004; Brauchler, 2005).
Sa druge strane, njegovi brojni taksoni se odlikuju malim arealima i pojavom lokalnog
endemizma, ukazujuéi na izrazen stepen diverzifikacije u okviru roda. Opisani su i
primeri spontane hibridizacije filogenetski bliskih taksona roda Micromeria, ukoliko se
javljaju zajedno na staniStima u prirodi (Meimberg i sar., 20006).

Vrste roda Micromeria pripadaju razliCitim zivotnim formama, od
jednogodisnjih, preko viSegodisnjih zeljastih do poluzbunastih i Zbunastih predstavnika.
Za vecinu vrsta je karakteristicna prijatna aroma koja poti¢e od prisustva zlezda sa
etarskim uljem na listovima, granama, kao i u cvastima biljke. Vecina vrsta je niskog
rasta (20-130 cm), sa karakteristicnim zbijenim, busenastim ili poluzbunastim

habitusom nadzemnog dela biljke.



1.1. OPSTE KARAKTERISTIKE VRSTA M.pulegium i M.croatica

Micromeria pulegium (Rochel) Bentham [syn: Calamintha pulegium (Rochel) Rchb. f.;

Melissa pulegium Rochel; Satureja pulegium (Rochel) Briq.]

Slikal. Micromeria pulegium (klisura Svrljiskog Timoka)

Micromeria pulegium je viSegodi$nja biljka visoka 30-50 (90) cm (Slika. 1).
Izdanci biljke su brojni, stabljike uspravne, odrvenjene u donjem delu, sa korom koja se
trakasto ljusti. One su nerazgranate ili slabo granate, prekrivene prostim, unatrag
savijenim dlakama. Listovi srednjeg i donjeg dela stabljike su jajasti, rede okruglasti.
Gornji listovi su sitniji, elipti¢ni do lancetasti. Svi listovi su u bazi klinasti, na licu
tamnozeleni, na nali¢ju pepeljasto-zeleni sa brojnim tackastim Zlezdama, pokriveni
kratkim ostrim dlakama. Listovi poseduju 3-5 izraZzenih, lu¢no savijenih bo¢nih nerava,
duz oboda su tupo nazubljeni. Lisna drska je gusto kratko dlakava, 2-3 puta kra¢a od

lisne ploce. Brakteje dlakave, uSiljeno-linearne, iste duzine kao cvetne drske ili krace od



njih. Cvetovi sakupljeni u viSecvetne, zbijene dihazijume, 9-10 mm dugacki. Casica
veéinom uspravna, dugacka 4-5 mm, sa 13 izraZenih, paralelnih nerava. Cagi¢ni zupci
Siljasti, kra¢i od cevi, po rubu trepljavi, dva donja uzduzno dublje rascepana. U grotlu
krunice, pri bazi ¢asi¢nih zubaca, formiran je prsten od prostih dlaka. Krunica bela,
retko svetlo ljubicasta, sa ljubiCastim pegama, spolja gusto pokrivena priljubljenim
dlakama. Gornja usna ravna do blago konkavna, kraca od donje, purpurno istackana.
Orasice izduzene, svetlomrke, 0,8-1 mm dugacke, na vrhu suZene, tupo kljunaste, pri
osnovi zaobljene, papilozne. Cveta od (VI) VII-IX meseca; (Sili¢, 1979; Chater &
Guinea 1972; Dikli¢ & Nikoli¢, 1986).

Micromeria pulegium predstavlja endemicnu vrstu Juznih Karpata u Rumuniji,
sa enklavom u isto¢noj Srbiji. Biljka nastanjuje stenovita mesta, strme kamenjare i
sipare, pri ¢emu se njena staniSta nalaze uglavnom u kre¢njackim klisurama i
kanjonima. ZabeleZena je u visinskom dijapazonu od 1000-1200 m (Sili¢, 1979), ali se
sre¢e 1 na znatno manjim nadmorskim visinama. Literaturni izvori ukazuju da se M.
pulegium osim u Rumuniji sre¢e i na manjem broju lokaliteta u isto¢noj Bosni i
zapadnoj Srbiji (Sili¢, 1979; Dikli¢ & Nikoli¢, 1986). Medutim, nakon revizije podataka
o distribuciji vrste (Bogosavljevi¢ i sar., 2007) smatra se da je areal M. pulegium na
Balkanskom poluostrvu daleko manji. Podaci o rasprostranjenju ove vrste u zapadnoj
Srbiji 1 istocnoj Bosni se smatraju diskutabilnim i verovatno se odnose na hibridni
takson x Calamicromeria hostii. Prisustvo vrste M. pulegium u Srbiji je za sada sa
sigurno$¢u evidentirano jedino u njenom istocnom delu, u klisuri Svrljiskog Timoka

kod KnjaZevca (selo Oresac).



Micromeria croatica (Pers.) Schott [syn: Satureja croatica (Pers.) Briq.; Thymus

croaticus Pers; Micromeria piperella Pancic ex Nyman; Thymus subcordatus Vis.]

Slika 2. Micromeria croatica (Mokra Gora)

Micromeria croatica je visegodiSnja, busenasta biljka niskog rasta (Sika 2).
Poseduje brojne, negranate ili slabo granate, u bazalnom delu delimi¢no polegle,
delimi¢no odrvenele izdanke, visine od 5-25 (30) cm. Stabljika je na poprecnom
preseku elipti¢na ili okrugla, sa tankom korom, obrasla str§e¢im dlakama. Pri osnovi je
svetlo smede boje, navise ljubicasto prevucena do sivozelena. Listovi su naspramni, sa
3-4 nerva, celog ili blago uvijenog oboda, skoro sede¢i, 10-20 mm dugi, gusto
rasporedeni, na vrhu usiljeni, u bazi sa plitkom srcastom osnovom. Donji listovi stabla
su ovalnog, srednji ovalnog do izduZeno jajastog, a gornji elipti¢nog ili jajastog oblika.
Lice lisne plo¢e je tamno-zeleno, dok je nali¢je svetlozelene do sivozelene boje.
Pojedini listovi su ljubicasto prevuceni. Listovi sa obe strane poseduju manje ili vise

izrazen dlakavi indumentum koji je narocito izrazen u predelu nerava na nali¢ju, kao i
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retke uljane zlezde. Po 4-8 cvetova, sa dugackim cvetnim drSkama, su slozeni u kratke
dihazijume koji obrazuju priljenove glavne cvasti. Cagica je svetlozelene do ljubi¢aste
boje, pokrivena kratkim &ekinjastim dlakama, sa 15 uzduznih nerava. Cagi¢ni zupci
lancetasti, uspravni, malo krazi od caSiéne cevi. Krunica je ljubi¢asto-purpurna, u
donjem delu cevasta i 2 puta duza od casicne cevi. Plodi¢i oraSice, kestenjasto-smedje,
1,2-1,3 mm duge, valjkasto izduzene, na vrhu naglo kljunasto suzene. Cveta (VI) VII-
VIII (IX) meseca; (Sili¢, 1979; Dikli¢, 1974; Chater i Guinea, 1972).

Micromeria croatica pretstavlja balkansku endemicnu vrstu €iji se areal vezuje
pre svega za planinski venac Dinarida (Sili¢, 1979). Nastanjuje pukotine krenjackih i
kre¢njacko-dolomitskih stena, kao 1 kamenjare, poCev od pretplaninskog do
visokoplaninskog (alpskog) pojasa (Forenbacher, 1990). Prema Sili¢u (1990) stanista
ove vrste se prostiru u dijapazonu od 150 do preko 2000 m nadmorske visine. M.
croatica je rasprostranjena u Hrvatskoj, Federaciji Bosne i Hercegovine, Crnoj Gori i
Albaniji. Relativno malim delom svog areala M. croatica obuhvata i teritriju zapadne
Srbije, pri ¢emu je zabelezena kod sela Mokra Gora, u klisuri Belog Rzava (Hajducka
stena) kod sela Kotroman, na Zlatiboru, i na planini Tari (kanjon reke Grlac) i kod sela
Zaovine (Biljeg, Vranjak) (Dikli¢, 1974; Nikoli¢ i sar., 1986; Sili¢, 1979). Prema
floristickoj literaturi novijeg datuma (Nikoli¢ i sar., 1986) na vecini lokaliteta u Srbiji je
prirsustan takson M. croatica var. panciciana (Briqu.) Hay., koji se od tipskog oblika
razlikuje po izrazenom prisustvu Cekinjastih dlaka na stablu, listovima i caSicama i
vecéim stablom.

U odnosu na geografski kriterijum, odnosno veli¢inu i poziciju njihovih areala,
M. pulegium 1 M. croatica, predstavljaju endemicne taksone, koji su svojim
rasprostranjenjem (uklju¢ujuéi i disjunkciju M. pulegium) vezani za relativno mala
geografska podrucja, S$to je u skladu sa definicijom endemizma (Jankovié, 1990). Na
osnovu ,,Zakona o zastiti prirode* obe vrste u Srbiji uzivaju zastitu na nacionalnom
nivou, i nalaze se na ,,Listi strogo zasticenih divljih vrsta biljaka, zivotinja i gljiva“ (SI.
gl. R. Srbije, br. 36/09). Takode, oba taksona su kao potencijalno ugrozene vrste
navedeni u ,,Preliminarnoj Crvenoj listi vaskularne flore Srbije i Crne Gore”
(Stevanovi¢ i sar., 2002).

Endemicne, ugrozene i retke vrste, sa malim populacijama i staniStima

smestenim u blizini urbanih srediSta Cesta su meta negativnog antropogenog delovanja.



Kako bi se ocuvao biodiverzitet razvijaju se razlicite biotehnoloske metode medu
kojima znac¢ajno mesto ima propagacija biljaka u kulturi in vitro (Sharma i Sharma,
2013; Paunescu, 2009; Reed i sar., 2011). Programe za konzervaciju biljaka u kojima
bitnu ulogu imaju tehnike kulture in vitro, donose nacionalne i medunarodne

organizacije uz opsezne genetske i ekoloske studije (Fay, 1992).

1.2. SEKUNDARNI METABOLITI

Procesima primarnog metabolizma nastaju, transformiSu se i razgraduju
primarni metaboliti: Seéeri, aminokiseline, masne kiseline, nukleotidi, kao i njihovi
polimeri (Neskovi¢ i sar., 2003). Metabolicki procesi, tokom kojih nastaju jedinjenja
koja naizgled nemaju jasno definisanu ulogu u biljnom organizmu predstavljaju
sekundarni metabolizam, a nastala jedinjenja su sekundarni metaboliti (Kliebenstein i
Osbourn, 2012).

Sekundarni metaboliti imaju veoma vaznu ulogu u interakciji biljaka sa
okruzenjem deluju¢i kao protektanti, repelenti, atraktanti ili alelopatski u odnosu na
druge organizme (Hartmann, 1996; Li i sar 2010). Sekundarni metaboliti ulaze u sastav
pojedinih sloZenih enzima, imaju hormonsku aktivnost, ispoljavaju antibiotsku,
antioksidantnu, antifungalnu i antivurusnu aktivnost Stite¢i biljke od patogena. Sa druge
strane, pojedini sekundarni metaboliti biljka ostvaruju blagotvorno i pozitivno dejstvo
na zdravlje ljudi pa se nazivaju bioaktivnim jedinjenjima ili fitohemikalijama.

Sastav sekundarnih metabolita u biljkama varira izmedu vrsta, ali i izmedu
jedinki jedne populacije, Sto je posledica delovanja sredinskih faktora. Kvalitativni, a
posebno kvantitativni sastav sekundarnih metabolita kod biljka variraju u zavisnosti od
sezone, dok se medu sredinskim faktorima narocito istiCe uticaj vlaznosti i temperature
(Mooney et al, 1975). Njihova akumulacija u tkivima biljka je u velikoj meri zavisna i
od fizioloskog i razvojnog stadijuma (Oksman-Caldentey i Inze, 2004).

Do sada je otkriveno viSe od 100.000 produkata sekundarnog metabolizma
biljaka (Ribera i Zuniga, 2012). Poznavanje distribucije sekundarnih metabolita je
vazno 1 Cini osnovu hemotaksonomije i hemijske ekologije (Bourgaud, 2001).
Sekundarni metaboliti nisu obilno zastupljeni u biljkama, i u njihov sastav ulazi manje

od 1% ukupnog sadrzaja ugljenika (Bourgaud, 2001). Oni se sa hemijskog aspekta



svrstavaju u razli¢ite grupe jedinjenja, zavisno od kriterijuma koji se koristi za njihovo
klasifikovanje (Marin, 2003). To su relativno velike grupe molekula koje obuhvataju

terpenoide, fenole, steroide i alkaloide (Harborne, 1999; Bourgaud, 2001).

1.2.1. Terpenoidi

Terpenoidi su veoma rasprostranjena grupa sekundarnih metabolita, prisutni
narocito kod aromati¢nih biljaka. Do sada je izolovano preko 25.000 terpenoida (Baser i
Demirci, 2007). Nazivaju se i izoprenoidima, jer su izgradeni od izoprenske (2-metil-
1,3-butadienske) Cs jedinice (Ruzicka i sar., 1953). Zavisno od broja izoprenskih
jedinica koje ih izgraduju, terpenoidi se mogu podeliti na: monoterpenoide (dve
izoprenske jedinice, Cjg), seskviterpenoide (tri izoprenske jedinice, C;s), diterpenoide
(Cetiri izoprenske jedinice, Cj), triterpenoide (Sest izoprenskih jedinica, Cj),
tetraterpenoide (osam izoprenskih jedinica, Cs) i politerpenoide (visSe od osam
izoprenskih jedinica, >Cs49) (Mahmoud i Croteau, 2002). Medu njima, monoterpenoidi i
seskviterpenoidi predstavljaju isparljive metabolite koji su odgovorni za miris biljaka
(Marin, 2003).

Monoterpenoidi su strukturno vrlo raznovrsni. Dele se na aciklicne (dve
izoprenske Cs jedinice povezane na nacin "glava-rep') i ciklicne (monocikli¢ni,
bicikli¢ni i tricikli¢ni). U odnosu na funkcionalne grupe mogu se klasifikovati u
alkohole, aldehide, ketone, estre i druge grupe (Janci¢ i sar., 1995). U monoterpenoide
spadaju 1 iridoidi ¢iji se skelet bazira na ciklopentan-[C]-piranu. Iridoidi su
monoterpenski laktoni koji su prisutni u biljkama u vezanom obliku za Secere kao
glikozidi, 1 kao takvi su neisparljivi. Imaju karakteristican gorak ukus (Marin, 2003).
Monoterpenoidi imaju znacajnu ekolosku ulogu. Oni posreduju u interakciji izmedu
biljaka, privlace opraSivace, imaju antibakterijsku i antifungalnu aktivnost i $tite biljke
od herbivora (Marin, 2003; Croteau, 2000). To su vazna antioksidativna jedinjenja koja
sprec¢avaju lipidnu peroksidaciju (Takahashi i sar., 2003) i mogu sinergistecki delovati
sa drugim antikosidansima (Wagner i Elmadfa, 2003).

Seskviterpenoidi sadrze 15 C atoma i izgradeni su od tri izoprenske jedinice.
Kao i monoterpenoidi, dele se na acikli¢ne i ciklicne (monocikli¢ni, bicikli¢ni i

tricikli¢ni). Svoju ekolosku i fizioloSku ulogu ostvaruju u biljkama delujué¢i kao



feromoni, antifungalna jedinjenja i fitohormoni (ABA) (Zwenger i Basu, 2008;
Neskovi¢ i sar., 2003).

U biljkama, diterpenoidi se najces¢e sre¢u u vidu biciklicnih, tricikli¢nih i
tetraciklicnih jedinjenja. Pojedini diterpenoidi imaju vaznu fizioloSku ulogu jer
predstavljaju komponente hlorofila (fitol) i fitohormona (GA).

Izopentenil pirofosfat (IPP) i 3,3-dimetilalil-pirofosfat (DMAPP) predstavljaju
prekursore u biosintezi terpenoida. Oni su poreklom od dva prostorno odvojena
biosintetska puta: citoplazmaticnog mevalonatnog puta (MVA) 1 plastidnog
metileritritol fosfatnog puta (MEP) (Azmir i sar., 2013). U plastidima iz gliceraldehid-3-
fosfata i piruvata nastaje IPP. U citoplazmi iz acetil-CoA nastaje IPP koji u prisustvu
enzima IPP izomeraze, prelazi u DMAPP. Kondenzacijom IPP i DMAPP u prisustvu
enzima geranil-difosfat sintaze (GFS) nastaje geranil-pirofosfat (GPP) sa 10 C-atoma,
koji ima kljuénu ulogu u biosintezi viSih terpena. Procesom kondenzacije
geranilpirofosfata (GPP) sa jo$ jednim molekulom izopentenil-pirofosfata (IPP) u
prisustvu enzima preniltransferaze nastaje farnezil-pirofosfat (FPP) sa 15 C atoma, koji
je prekursor svih seskviterpena. Adicijom IPP na farnezil-pirofosfat (FPP) ili
kondenzacijom dva molekula geranil-pirofosfata nastaje geranil-geranil-pirofosfat
(GGPP) sa 20 C atoma koji je prkursor diterpena.

U brojnim biljnim vrstama sintetiSe se viSe od hiljadu razlicitih diterpenoida koji
su znacajni u farmaceutskoj industriji (taksol) prehrambenoj (steviozid) i industriji

parfema (Zerbe i Bohlmann, 2015).

1.2.2. Fenolna jedinjenja

Fenolna jedinjenja sadrze bar jedan aromatiCan prsten sa jednom ili viSe
hidroksilnih grupa. To su najviSe rasprostranjeni sekundarni metaboliti u carstvu biljaka,
koji obuhvataju: proste fenole (fenolne kiseline i kumarine) i polifenole (flavonoide i
tanine) (Hurtado-Fernandez i sar., 2010). Postoji viSe podela fenolnih jedinjena. Butler
(1992), na osnovu broja ugljenikovih atoma vezanih za osnovni skelet fenola, deli
fenolna jedinjenja na: proste fenole, fenilpropanoide, fenolne kiseline, flavonoide,

stilbene, tanine, lignane i lignine.



Fenolne kiseline i flavonoidi su najviSe istrazeni. Fenolne kiseline koje su
derivati benzoeve kiseline, u biljkama se nalaze u slobodnom stanju, ili u obliku estra i
glikozida. Fenolne kiseline koje su derivati cimetne kiseline, retko su u slobodnom
stanju 1 imaju bolju antioksidativnu aktivnost od fenolnih kiselina koje su derivati
benzoeve kiseline. Zbog sposobnosti da inhibiraju lipidnu peroksidazu, fenolne kiseline
se mogu koristiti kao konzervansi, antiinflamatorni agensi i antioksidansi (Kovacevi¢,
2004). Poput vecine fenola, fenolne kiseline nastaju iz acetata, biosintetskim putem
preko Sikimske kiseline (Robbins, 2003).

Metabolizam fenolnih jedinjenja obuhvata nekoliko povezanih metabolickih
puteva: glikoliticki kada nastaje fosfoenolpiruvat, pentozo-fosfatni kada nastaje
eritrozo-4-fosfat, put Sikimske kiseline kada nastaju aromati¢ne kiseline (fenilalanin,
tirozin 1 triptofan) procese fenilpropanoidnog metabolizma kada nastaju derivati
cimetne kiseline i lignin, i biosintetske puteve flavonoida (Cheynier i sar, 2013). U
flavonoide spadaju: flavoni, izoflavoni, flavanoni, flavonoli, flavanoli, flavani, katehini,
antocijanidini, leukoantocijanidini, halkoni, dihidrohalkoni i auroni. Pojedini flavonoidi
imaju vaznu ulogu u formiranju boje cvetova i plodova biljaka (Harborne, 1994; Strack,
1997).

Fenolna jedinjenja veoma su zastupljena kod predstavnika familije Lamiaceae.
Odlikuje ih visoka antioksidativna aktivnost jer imaju potencijal da "hvataju" slobodne
radikale, kao i da heliraju metale. Razli¢iti su mehanizmi oksidativnog delovanja
fenolnih jedinjena (Leopoldini i sar., 2011). U reakciji sa slobodnim radikalima, fenolna
jedinjenja prenose vodonikov atom na slobodni radikal koji se stabilizuje zbog
delokalizcije slobodnih elektrona i nastaju manje reaktivni fenoksi radikali (Wright i
sar., 2001). Ukoliko prenose elektron na slobodni radikal, nastaju energetski
stabilizovan anjon i aromati¢na struktura koja je stabilizovana delokalizovanim
elektronima (Wright i sar., 2001). Fenolna jedinjenja mogu vezati za sebe metale,
sprec¢avajuéi ih da ucestvuju u reakcijama, tokom kojih nastaju slobodni radikali u
biljnim tkivima (Jovanovi¢ i sar., 1998). Takode, reagujuéi sa drugim antioksidativnim
jedinjenjima, fenolna jedinjenja mogu doprineti antioksidativnoj aktivnosti (Fraga i sar.,
2010; Perron i Brumaghim, 2009).

Razlicite grupe fenolnih jedinjenja imaju vaznu ulogu u odbrambenim

mehanizmima biljke. Kada se biljke nadu u stresnim uslovima (prekomerno UV
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zraCenje, oStecenje tkiva, infekcija) u njima se indukuje sinteza polifenolnih jedinjenja
(Britton, 1983; Dixon i Paiva, 1995). Osim fizioloske i ekoloske uloge, fenolna
jedinjenja imaju i gradivnu ulogu u biljnim ¢éelijama.

Pored antioksidativne uloge, fenolna jedinjenja ispoljavaju antimikrobnu,
antivirusnu, antiinflamatornu, antihepatotoksi¢nu i citotoksicnu aktivnost (Cuyckens i
Claeys, 2004; Cowan 1999;), pa je razumljivo Sto postoji veliko interesovanje za

njihovo proucavanje i koris¢enje.

1.3. ETARSKA ULJA

Aromati¢ne biljke kao i njihova etarska ulja covek koristi od davnina u razlicite
svrhe: za religiozne obrede, kao lekovita sredstva, u aromaterapiji i higijeni.
Zahvaljuju¢i svojoj antimikrobnoj, antifungalnoj i antioksidativnoj aktivnosti, etarska
ulja imaju primenu u prehramenoj i farmaceutskoj industriji. Takode se mogu koristiti
kao herbicidi i pesticidi (Prins i sar., 2010).

Etarska ulja su kompleksne smes$e hemijskih jedinjenja koja pripadaju razlic¢itim
hemijskim klasama. U njihovom formiranju ucestvuje najmanje pet grupa organskih
jedinjenja: terpenoidi (monoterpeni i seskviterpeni), alifaticna isparljiva jedinjenja,
aromaticna isparljiva jedinjenja, isparljive supstance koje sadrze azot i sumporna
jedinjenja (izosulfocijanati i organski sulfidi) (Kiti¢ 2006).

Hemijski sastav etarskih ulja je specificna karakteristika odredene vrste ili
varijeteta i genetski je uslovljen, te predstavlja hemijski "finger print" (otisak prsta) date
vrste (Kovacevi¢ 2004). Hemijski sastav etarskih ulja je varijabilan i zavisi od mnogih
faktora. Jedan od glavnih faktora koji utice na produkciju i akumulaciju etarskih ulja je
ontogenetski stadijum razvi¢a biljke, organa ili tkiva (Sangwan i sar., 2001). Veza
izmedu ontogenetskog razvi¢a listova i biosinteze i akumulacije ulja, evidentirana je
kod brojnih aromaticnih biljnih vrsta: Ocimum sanctum, Majorana hortensis,
Cymbopogon flexuosus (Sangwan i sar., 2001) 1 Salvia officinalis (Lakus$i¢ i sar.,
2013a).

Na biosintezu etarskih ulja uticu i faktori sredine koji delujuci na biohemijske
puteve i fizioloSke procese dovode do promena u metabolizmu biljaka (Sangwan 1 sar.,

2001). Faktori koji uticu na koli¢inu i sastav etarskih ulja su: fotoperiod, kvalitet
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svetlosti, temperatura, sastav zemljiSta, snabdevenost vodom, sezonske i klimatske
promene (Lakusi¢ i sar., 2011; 2012; 2013b; 2014). Tokom gajenja biljaka, razliciti
tretmani koji podrazumevaju upotrebu mineralnih soli i regulatora rastenja, mogu
znatno uticati na prinos i kvalitet ulja (Sangwan i sar., 2001).

Etarska ulja ucestvuju u metabolizmu biljke (fizioloska funkcija) i u interakciji
biljke sa spoljasnjom sredinom (ekoloska funkcija) utiCu na rastenje i razvice biljaka
kroz fizioloSko i ekolosko delovanje. FizioloSka funkcija etarskih ulja podrazumeva
njihovu hormonsku ulogu, ulogu u odrZavanju respiratornih koenzima u redukovanoj
formi i energetsku ulogu. Etarska ulja su agens biohemijske interakcije biljaka i
spoljasnje sredine. Imaju ulogu u interakciji biljaka sa abiotickim faktorima sredine,
smanjuju temperaturu listova i povecavaju vlaznost vazduha u neposrednoj okolini
listova, ¢ime se smanjuje intenzitet transpiracije. Etarska ulja posreduju u interakciji
biljaka sa biotickim faktorima, $to podrazumeva njihovu ulogu u alelopatskim i
autopatskim odnosima, odnosu biljaka i Zivotinja i odnosu biljaka, bakterija i gljiva
(Janci¢, 1995).

Etarska ulja se nalaze u sekretornim strukturama na razli¢itim biljnim organima
aromaticnih biljaka. Postoje dva tipa sekretornih struktura: spoljasnje i unutrasnje. U
spoljasne spadaju Zlezdane dlake i osmofore. Unutrasnje sekretorne strukture mogu biti
organizovane kao uljne ¢elije, sekretorne Supljine i sekretorni kanali.

Kod predstavnika familije Lamiaceae zastupljene su Zzlezdane dlake, tj.
glandularne trihome. Glandularne trihome su mesto biosinteze, akumulacije i sekrecije
razli¢itih sekundarnih metabolita medu kojima dominiraju etarska ulja (Werker i sar.,
1985; Fahn 2000; Werker, 2000). Trihome se nalaze na povrSini vegetativnih i
reproduktivnih organa. Nastale su od epidermalnih ¢elija koje su okrenute ka spoljasnoj
sredini (Werker, 2000). Osim u epidermalnim trihomama, komponente etarskih ulja,
prvenstveno terpeni, mogu se akumulirati i u specijalizovanim unutrasnjim celijama
koje mogu biti rasporedene izmedu palisadnih ¢elija lista, ili ¢elija kore stabla (Guo i
sar., 2013).

Kao i kod vecine predstavnika Lamiaceae, mikromorfoloske studije analiziranih
predstavnika roda Micromeria ukazuju na prisustvo dva tipa trihoma (Kremer i sar.,
2014a; Kremer i sar., 2014b; Marin i sar., 2013). To su zlezdane (glandularne) i

nezlezdane (neglandularne) trihome.
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Zlezdane trihome se sastoje od bazalne ¢elije epidermalnog porekla, drike i
glave. Drsku Cine jedna ili nekoliko nesekretornih ¢elija, a glava se sastoji od jedne ili
viSe sekretornih ¢elija. Kod Lamiaceae zavisno od strukture sekretorne glave, Werker
(1993) izdvaja dva tipa zZlezdanih trihoma, peltatne (gr¢. pelte - stit, peltatus - stitolik) i
kapitatne (lat. capitatus-glavicast). Oba tipa akumuliraju sekretorne komponente van
¢elijskog zida u subkutikularni prostor, koji je kod peltatnih prostran, dijametra 40-60
um, a kod kapitatnih trihoma je manji, globularni 10-30 um (Luo i sar., 2010). Peltatne
trihome imaju kratku jednocelijsku drsku i Siroku glavu sastavljenu od vise sekretornih
¢elija rasporedenih u jedan ili dva koncentricna kruga. U vrSnom delu zrele peltatne
dlake smesten je subkutikularan prostor, nastao odvajenjem kutikule i kutikularnog sloja
od ¢elijskog zida glave. Kapitatne trihome imaju jednocelijsku ili viSecelijsku drsku i
glavu izgradenu od jedne ili dve celije. Za razliku od peltatnih, kapitatne trihome
odlikuje varijabilnost u gradi, veli¢ini, obliku kao i nacinu i intenzitetu sekrecije usled
Cega se izdvaja viSe podtipova (Werker i sar., 1985.)

Na povrsini zlezdanih dlaka je kutikularni sloj. Boc¢ni zidovi ¢elija drske su
kutinizirani, $to omoguéava formiranje subkutikularnog prostora samo u gornjem delu
zlezde. Na taj nacin sprecava se kretanje supstanci iz parenhima u sekretorne celije
(Dell i McComb, 1977).

Bez obzira kom tipu da pripadaju zlezdane trihome imaju isto poreklo. Nastaju
od jedne protodermalne ¢elije (koja je veca od okolnih ¢elija), sa gustom citoplazmom,
relativno ve¢im jedrom, brojnim organelama i zaobljenim ¢elijskim zidom. Nakon prve
perikline deobe slede razliciti razvojni putevi koji ¢e dovesti do formiranja razlicitih
tipova trihoma (Jia i sar., 2012).

Sintezu etarskog ulja paralelno prati formiranje subkutikularnog prostora u koji
se ulja premestaju egzocitozom (Ascensao i Pais 1998; Gersbach, 2002). Razlicite
organele ucestvuju u produkciji i skladistenju ulja: plastidi, endoplazmti¢ni retikulum
(ER) i vakuole.

IzIu¢ivanje supstanci iz glandularnih trihoma se desava ekstracelularnom
egzogenom sekrecijom merokrinog tipa. Peltatne trihome izlucuju lipofilne supstance a
kapitatni mahom polisaharide i u manjoj meri etarska ulja (Huang i sar., 2008). Etarsko
ulje nastalo u sekretornim celijama glave peltatne dlake prolaze kroz zidove i

akumuliraju se u subkutikularnom prostoru, a nakon rupture kutikule oslobadaju se u
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spoljasnju sredinu. Sekrecija kapitatnih dlaka deSava se kod mladih listova. Kod
kapitatnih dlaka postoje tri nacina sekrecije: preko pora u kutikuli, izluivanjem u
prostor nastao izdizanjem kutikule od sekretorne ¢elije nakon cega kutikula puca, ili
rede formiranjem casolikog subkutikularnog prostora gde se sakupljaju metaboliti koji
po pucanju kutikule izlaze u spoljas$nju sredinu. Sekrecija peltatnih dlaka pocinje posto
je ve¢ zavrsena sekrecija kapitatnih dlaka (Lakusi¢, 1995).

Zahvaljujuci svojoj strukturi i hemijskoj prirodi metabolita koje sadrze, Zlezdane
trihome imaju brojne funkcije. Prisustvo razlicitih tipova dlaka, kao i razlika u njihovoj
gustini na vegetativnim i reproduktivnim delovima upucuje na njihove razlicite bioloske
funkcije. Kod mnogih biljaka razvi¢e trihoma je konstitutivno, dok se kod nekih vrsta
povecava gustina trihoma na novonastalim listovima kao odgovor na ostecenja, pracena
povecanom koncentracijom sekundarnih metabilita (Agrawal, 1999).

Trihomi imaju zastitnu ulogu. Vremenski nesinhronizovana sekrecija trihoma
izuzetno je vazna za biljke jer im obezbeduje zastitu tokom ranog i kasnijeg stadijuma
razvi¢a. Trihome S§tite biljke od patogena i herbivora (Levin, 1973) jer su oslobodeni
sekundarni metaboliti (monoterpeni, seskviterpeni, fenoli) potencijalno toksi¢ni ili
repelentni za njih. Znacajne su za otpornost na abioticki stres. Povecavaju tolerantnost
na susu redukujuéi absorpciju suncevog zraCenja, povecavajuéi refleksiju svetlosti i
lisnu povr§inu. Stite od UV radijacije i ekstremnih temperaturnih vrednosti (Wagner,
1991; Werker, 2000; Benz i Martin, 2006; Fernandez i sar., 2011). Sekundarni
metaboliti trihoma ispoljavaju antibiotsku i antimikrobnu aktivnost. Komponente
eksudata trihoma mogu imati ulogu u regulaciji rastenja biljaka kao i svojstvo
alelohemikalija (Wagner, 1991). Trihomi su vazni u procesu oprasivanja biljaka kao i u

drugim interakcijama biljaka i spoljne sredine (Mraz, 1998).

1.4. SEKUNDARNI METABOLITI RODA Micromeria

Predstavnike roda Micromeria odlikuje velika morfoloSka raznovrsnost i njihovo
rastenje i razvic¢e je pod delovanjem razli¢itih ekoloskih faktora, §to uslovljava veliku
raznovrsnost njihovih sekundarnih metabolita. Prisustvo sekundarnih metabolita, pre
svega flavonoida i terpena obezbeduje raznovrsnost bioloskih aktivnosti vrsta roda

Micromeria (Vladimir-Knezevi¢ i sar., 2000).
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U nadzemnim organima M. croatica prisutni su flavonoidi derivati kvercetina,
apigenina i luteolina, kao i fenolne kiseline ruzmarinska i hlorogenska (Samec 2011).
Bival Stefan (2010) navodi da prisustvo hidroksicinami¢nih kiselina (zabeleZena je kod
M. croatica, M. juliana, 1 M. thymifolia) doprinosi anti-inflamatornoj aktivnosti nihovih
ekstrakata.

U strukturama koje se nalaze na povrSini listova vrsta roda Micromeria
konstatovano je prirsustvo slede¢ih sekundarnih metabolita: timonina, timusina,
pebrelina, ladaneina, 5,6-dihidroksi-7,8,3',4'-tetrametoksiflavona i 5,6-dihidroksi-7,3',4'-
trimetoksiflavona rastvorenih u terpenoidnom matriksu (Toméas-Barberan i sar., 1988).
Od flavanona koji su €esti u familiji Lamiaceae, naringenin je prisutan kod Micromeria
i srodnih rodova (Bellino i sar., 1980). Flavanon glikozid neoponcirin prisutan je u rodu
Micromeria, ali i kod srodnih vrsta iz rodova Acinos i Calamintha (Bellino i sar., 1980).

Marin (1996) navodi da flavonoidi mogu biti korisni taksonomski markeri za
odredivanje granica izmedu blisko srodnih rodova: Micromeria, Calamintha, Acinos,
Satureja 1 Clinopodium. Sa hemotaksonomskog aspekta on posebno izdvaja znacaj
acetilovanih flavononskih glikozida (Marin 2001; Marin 1996). Sli¢an sastav, pre svega,
povrsinskih flavonoida 1 akumulacija 5,6-dihidroksi-7,8-dimetoksiflavona izdvaja
rodove iz tribusa Mentheae (Micromeria, Acinos, Calamintha, Origanum, Thymus,
Mentha 1 Satureja) od ostalih rodova familije Lamiaceae (Thomas-Barberan i sar.,
1988; Thomas-Barberan i Gill., 1992). Rezultati istrazivanja vakuolarnih flavonoida
Micromeria, medu kojima dominiraju derivati luteolina, podrzavaju Boisser-ovu
klasifikaciju Micromeria (1879) na sekcije Pseudomelissa i Eumicromeria. Predstavnici
sekcije Pseudomelissa imaju uniformnije morfoloske odlike kao i profil favonoida za

razliku od sekcije Eumicromeria koja je za oba svojstva hetrogenija (Marin 1996).
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1.5. ETARSKA ULJA RODA Micromeria

Do sada je analiziran hemijski sastav veceg broja vrsta roda Micromeria (Tab.
1). Pulegon, izomenton, menton, limonen, linalol, a-pinen, f-pinen, p-cimen, y-terpinen,
a-terpineol, kamfen, B-burbonen i borneol su komponente koje najces¢e ulaze u sastav
etarskih ulja biljnih vrsta ovog roda (Duru i sar., 2004).

Kada se uporedi hemijski sastav ulja razli¢itih predstavnika roda Micromeria,
moze se primetiti da su kvalitativne i kvantitativne razlike ulja manje izmedu vrsta iste
sekcije, a vece izmedu vrsta razliCitih sekcija. Veca je varijabilnost u sastavu ulja nego
sadrzaju, 1 varijabilnost je manje izraZena kod vrsta sekcije Pseudomelissa. Predstavnici
sekcije Pseudomelissa imaju koli¢inu ulja preko 0,5%. Razli¢iti oksidovani
monoterpeni mentanskog tipa dominiraju u uljima. Hetrogenost je izrazenija u sekciji
Micromeria 1 prinos ulja je manji od 0,5%, a dominantne komponente su seskviterpeni,
a medu njima kariofilen oksid i spatulenol (Slavkovska i sar., 2005).

Hemijski sastav etarskih ulja nekoliko vrsta sekcije Pseudomelissa: M. fruticosa
(Dudai i sar., 2001), M. thymifolia (Vladimir-Knezevi¢ i sar., 2000) i M. pulegium
(Slavkovska i sar., 2013) varira sezonski i razli¢it je u razli¢itim fenofazama.

Etarska ulja vrsta Micromeria ispoljavaju antifungalnu (Marinkovi¢ i sar., 2003
Abou-Jawdah i sar., 2004, Ozcan 1999), antifitovirusnu (Bezi¢ i sar., 2013) kao i1
alelohemijsku (Dudai i sar., 2009) aktivnost.

Tabela 1. Hemijski sastav etarskih ulja vrsta roda Micromeria

Vrste sekcije Pseudomelissa Glavne komponente % Literatura

M. albanica Piperiton oksid 36,9 Slavkovska i sar., 2005.
Piperitenon oksid 21,9
Piperitenon 10
Pulegon 7,8

Limonen 7

M. albanica Piperiton oksid 38,73 Marinkovié i sar., 2003.
Pulegon 13,43
Piperitenon 9,72
Piperiton 5,62

M. cilicica Pulegon 66,55 Duru i sar., 2004.
cis-p-Menton (sin. izomenton)
21,71

crans-p-Menton (sin. menton)
9,59

M. dalmatica Piperitenon 56,7 Slavkovska i sar., 2005.
Pulegon 12,1
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Limonen 8,3

M. dalmatica

Menton 10,23

Stojkovic¢ i sar., 1987

Pulegon 34,79
M. dalmatica Pulegon 29,6 Radulovi¢ i Blagojevié
Menton 11,7 2012.

Piperitenon 10,8

M. dolichodontha

Izomenton 23,5
Pulegon 14,9

Baser i sar., 1997 b.

M. fruticosa Pulegon 59,7 Dudai i sar., 1999.
Izomentol 11,5
B-Kariofilen 5,1

M. fruticosa Pulegon >56 Arslan, 2012.

[zomenton >15
Piperitenon >7

M. fruticosa subsp. serpyllifolia

Linalol 30,29
Pulegon 16,65
p-Menton (sin. menton) 10,27

Telci i Ceylan, 2007.

M. fruticosa subsp.
brachycalyx

Linalol 39,92
Piperitenon 31,93
Pulegon 9,47

Telci i Ceylan, 2007.

M. fruticosa (L.) Druce subsp.

serpyllifolia (Bieb.)

Pulegon 33,4
Piperitenon 33,1

Kirimer i sar., 1993 a.

M. fruticosa (L.) Druce subsp.

barbata (Boiss & Kotschy)

Pulegon 81,29

Kirimer i sar., 1993b.

M. fruticosa (L.) Druce subsp.

Pulegon 39,57

Baser i sar., 1996.

giresunica Mentol 24,27
Menton 24,21
M. fruticosa ssp serpyllifolia Piperitenon 50,61 Gulluce i sar., 2004.

Pulegon 29,19

M. brownei (Swartz) Benth.
var. pilosiuscula

Pulegon 51,69
Menton 20,88
Neomentol 11,87

Tucker i sar., 1992.

M. libanotica

Izomenton 44,5
Pulegon 13,5
Izopulegon 6,5

Diab i sar., 2005.

M. pulegium Izomenton 27,2 Slavkovska i sar., 2005.
Piperiton oksid 7,4
Limonen 6,8
Cis-Sabinen hidrat 6,4

M. pulegium Pulegon 18,4 - 76,1 Slavkovska i sar., 2013.

Menton 7,5-65,3
Piperitenon 0,6-6,3
Piperiton 0,5-4,5

M. rupestris L.

Menton 1,3
Pulegon 24,5
a-Terpinol 89,92

Agha i Khaiat, 2008

M. thymifolia

Piperiton oksid 1,8-63,8
Pulegon 6,2-72,3
Piperitenon 0,4-28,7
Piperiton 0,9-24,0
Limonen 3,0-11,7

Slavkovska i sar., 2005.

17



Piperitenon oksid 0,9-16

M. nubigena H.B.K

Timol 36,9
Karvakrol 16,7
Pulegon 10,8

El-Seedi i sar., 2008.

Kariofilen oksid 4,6
(E)- Fitol 3,2
Vrste sekcije Micromeria Glavne komponente % Literatura
M. biflora Kariofilen oksid 42,5 Chandra i sar., 2013.

B-Eudezmol 9,3%
epi-o-Kadinol 5,7%
B- Kariofilen 4,9

M. biflora

Neral 25,3-32,2
Geranial 26,7-41,3

Mallavarapu i sar.,
1997.

M. biflora subsp. arabica

B-Kariofilen 43,7
Kariofilen oksid 18,0
Spatulenol 8,5
o-Humulen 4,6

Al-Rehaily, 2006.

M. carminea

Borneol 26,02

Baser i sar., 1995.

M. cristata susp. cristata

Borneol 23,2
v-Murolol 17,2
Kamfor 12,4

Carikci, 2013.

M. cristata subsp. phyrigia

Borneol 35,3
Kamfor 13,5
Spatulenol 10,7

Carikei, 2013.

M. cristata subsp. phyrigia

Borneol 27,39
Kamfor 9-15
Kariofilen oksid 4-6

Tabanaca i sar., 2001.

M. cristata subsp. orientalis

Borneol 33,7
o-Kadinol 13,0
Kamfor 9,8

Carikei, 2013.

M. cristata

Spatulenol 11,7
Kamfor 7,5
Globulol 6
Borneol 5,7

1,8 Cineol 5,0

Slavkovska i sar., 2005.

M. cristata

Izoborneol 11,3
Borneol 8,5

Stojanovi¢ i sar., 2006.

M. croatica

Kariofilen oksid 24,4
v-Kadinen 10,9
Borneol 10,8
o-Murolol 8,1

Slavkovska i sar., 2005.

M. croatica

Linalol 2,6-5,9

Limonen 4,2-6,5
B-Kariofilen 24,5-5,7
Kariofilen oksid 10,9-22,3

Kremer i sar., 2012 b.

M.cremnophila Boiss. et Heldr.
subsp. amana

Germakren D 24
- kariofilen 23

Baser i sar., 1997 a.

M. fruticulosa

v-Terpinen 14,5
B- Kariofilen 12,6
p-Cimen 8,9
o-Pinen 8,2

- Bisabolen 7,2

Formisano i sar., 2007.
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M. teneriffae

o-Pinen 20,3
Borneol 14,9
Nerolidol 10,9

Lawrence 1989

M. graeca

Kariofilen oksid 17
epi-a-Bisabolol 12,8
Linalol 18,1
B-Hamigren 12,5

Tzakou 1 Couladis,
2001.

M. juliana

B- Kariofilen 58,8
Kariofilen oksid 9,4
Pulegon 8,6

Carikci, 2013.

M. juliana

Kariofilen oksid 15,9-20,4
Karvakrol 18,1

0-Cimen 10,8

Izomenton 10,1

Slavkovska i sar., 2005.

M. juliana

Verbenol 11,8
Timol 10,8
Kariofilen oksid 10,5

Stojanovic i sar., 2006.

M. juliana

Borneol 9,3
Izomer verbenol 8,7
Furanoid linalol oksid 6,5

Pali¢ i sar., 2010.

M. kosaninii

Borneol 8,2
Izomer verbenol 11,7
Furanoid linalol oksid 9,8

Pali¢ i sar., 2010.

M. myrtifolia

Kariofilen oksid 33,9
B- kariofilen 32,0
v-Murulen 8,4

Carikci, 2013.

M. parviflora

p-Cimen 11.5- 14,6
Linalol 2-14,3
Spatulenol 12
Karvakrol 10,6

Slavkovska i sar., 2005.

M. parviflora

Spatulenol 29,9

Pali¢ i sar., 2010.

M. persica

Linalol 15,2
o-Pinen 15,0
(E)-Nerolidol 13,8
Kariofilen oksid 9,8

Masoudi i sar., 2009.

M. persica

Timol 33,1.28,6
v-Terpinen 28,7-17,5
Limonen 5,0-20,7
1,8-Cineol 14,2-0,2
p-Cimen 7,0-17,5

Sefidkon i Kalvandi,
2005.

M. pseudocroatica

Borneol 22,7-24,8
Kamfor 16,1-13,9

Kremer i sar., 2012 a.

M. varia Benth. ssp. thymoides

(Sol. ex Lowe) Pérez var.
thymoides

o-Pinen 20-35

Geranial 16
trans-Nerolidol 15

B- Kariofilen epoksid 12
B- kariofilen 10

Pedro i sar., 2006
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1.6. ANTIMIKROBNI POTENCIJAL RODA Micromeria

Medu biljkama koje poseduju antimikrobnu aktivnost izdvajaju se biljne vrste
familije Lamiaceae, ¢iji razli¢iti rodovi, ukljucujuci i rod Micromeria, imaju zapazeno
antimikrobno delovanje (Sarac and Ugur, 2007). Vrste roda Micromeria su aromaticne
biljke koje se tradicionalno koriste kao zacini i u alternativnoj medicini kao sredstva za
lecenje prehlade, abdominalnih bolova, o¢nih infekcija, visokog krvnog pritiska i
sr¢anih tegoba (Al-Hamwi i sar., 2011; Dudai i sar., 2001; Telci i Ceylan., 2007).
Koriste se i protiv bolova u grudima, za leCenje glavobolje, koznih infekcija, kamena u
bubregu, rana, a takode i kao anestetik kod zubobolje, ili za leCenje Cira i gljivicnih
infekcija (Carikei 2013).

Zbog upotrebne vrednosti vrsta roda Micromeria, paznja naucne javnosti bila je
fokusirana na ispitivanje hemijskog sastava i antimikrobne aktivnosti njihovih etarskih
ulja i u manjoj meri ekstrakata. Njihova antimikrobna svojstva uglavnom su zasnovana
na sekundarnim metabolitima, fenolnim jedinjenjima, flavonima i flavonoidima,
terpenoidima i alkaloidima (Cowan i sar., 1999; Cosentino i sar., 1999).

Nosioci antimikrobne aktivnosti ekstrakata i etarskih ulja biljaka roda
Micromeria uglavnom su njihova dominantna jedinjenja. Antimikrobnoj aktivnosti
doprinose i manje zastupljena jedinjenja, svojim sinergistickim delovanjem. Sekundarni
metaboliti razli¢itim mehanizamima ostvaruju antimikrobnu aktivnost.

Fenolna jedinjenja mogu indukovati lezije na citoplazmaticnoj membrani, ¢ime
se naruSava njena polupropustljivost. To ima za posledicu promenu membranskog
potencijala, intracelularne pH vrednosti i de$ava se efluks Na" jona (Nguefack i sar.,
2004). Pojedine komponente etarskih ulja utiCu na transport kroz proteinske
membranske kanale (Knobloch i sar., 1989). Ostali mehanizmi delovanja su inhibicija
sinteze nukleinskih kiselina, proteina i polisaharida bakterijskih ¢elija, a samim tim i
inhibicija njihovog rastenja i razvia (Himejima i sar., 1993). Sekundarni metaboliti
mogu inhibirati ili potpuno spreciti produkciju toksina (Smith-Palmer i sar., 2004).

Antimikrobna aktivnost zabelezena je kod razlicitih vrsta roda Micromeria: M.
cristata (Tabanca i sar., 2001; Stojanovi¢ i sar., 2008), M. thymifolia, M. albanica i M.
dalmatica (Marinkovi¢ 1 sar., 2002), M. fruticulosa (Gulluce at al., 2004; Formisano i
sar., 2007), M. juliana (Stojanovic i sar., 2006), M. biflora (Al-Rehaily, 2006; Mishra i
sar., 2010), M. nubigena (El-Seedi i sar., 2008), M. congesta (Herken i sar., 2012), M.
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rupestris (Agha and Khaiat, 2008) i M. barbata (Bakkour i sar., 2012).  Za testiranje
antimikrobne aktivnosti Micromeria koris¢eni su razli€iti sojevi Gram - pozitivnih i
Gram - negativnih bakterija. U uslovima oslabljenog imuniteta, one izazivaju razna
oboljenja: enteritis, infekcije urinarnog trakta, septikemiju, meningitis i pneumoniu
(Escherichia coli). Patogeni sojevi uzrokuju razlicite bolesti kao §to su salmoneloze (sve
vrste roda Salmonella), intoksikacije (Staphylococcus aureus), listerioza (Listeria

monocytogenes) i mnostvo razlicitih infekcija.

1.7. PROPAGACIJA BILJAKA in vitro

Skup tehnika kojima se gaje celije, tkiva i organi u sterilnim i strogo
kontrolisanim fizickim i hemijskim uslovima, naziva se kultura biljnih celija, tkiva i
organa in vitro. Procesima vegetativnog razmnozavanja u kulturi in vitro, za kratko
vreme moze se dobiti veliki broj geneticki uniformnih jedinki odredene biljne vrste,
koje poticu od malog fragmenta roditeljske biljke. Otkrice da se biljke mogu brze
klonirati u uslovima in vitro nego in vivo, ubrzalo je razvoj metoda vegetativnog
razmnozavanja in vitro i doprinelo gajenju sve veceg broja vrsta na taj nacin.

U osnovi kulture biljnih ¢elija i tkiva je teorija totopotentnosti i plasti¢nosti
¢elija. Totipotentnost celija podrazumeva njihovu autonomnost i sposobnost da se
dediferenciraju i regeneriSu pojedine organe, embrione ili obrazuju kompletan biljni
organizam in vitro. PlastiCnost se ispoljava kroz sposobnost ¢elija da promene svoj
metabolizam, rastenje i razvice (Thorpe, 2007).

Postoji viSe nacina vegetativne propagacije in vitro: mikropropagacija
(permanentna kultura pupoljaka), organogeneza (de novo nastajanje pupoljaka i
korenova, direktno, ili indirektno nakon obrazovanja kalusa), somatska embriogeneza
(razvi¢e embriona iz somatskih ¢elija), androgeneza i ginogeneza (razvice biljaka bez
oplodenja iz haploidnih ¢elija muskog i Zenskog gametofita) i somatska hibridizacija
(razvi¢e biljnog organizma nakon fuzije somatskih ¢elija koje se mogu ponasati kao
polne c¢elije) (Neskovic i sar., 2003).

Pojedinacne ¢elije, odsecci tkiva ili organa od kojih se inicira in vitro kultura
nazvaju su eksplantatima. Zavisno od porekla eksplantata, postoje razliciti tipovi

kultura: kultura intaktnih biljaka, kultura embriona, kultura organa, kultura kalusa,
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kultura pojedinac¢nih ¢elija. Izbor eksplantata za uspostavljane kulture in vitro, zavisi od
izabranog tipa kulture, $to je u funkciji biljne vrste i cilja koji se Zeli posti¢i gajenjem in
vitro. lako se medusobno razlikuju, svi tipovi kulture realizuju se kroz nekoliko faza. To
su faza inicijacije, multiplikacije, oziljavanja i aklimatizacije.

Sustina inicijalne faze je da se postigne asepticno rastenje i razvice eksplantata,
¢ime se obezbeduje izvorni materijal za slede¢u fazu, multiplikaciju. Multiplikacija je
faza umnozavanja koja ima za cilj da se ostvari reprodukcija bez gubitka geneticke
stabilnosti (Mari¢, 1995). Da bi se postigao zadovoljavajuci potencijal nastanka novih
izdanaka, podloga za multiplikaciju najceS¢e sadrzi citokinin i auksin niske
koncentracije. Niska koncentracija auksina doprinosi boljem izduZivanju izdanaka, uz
malu incidencu kalusa na eksplantatima. Faza oziljavanja je vazna jer se biljke
pripremaju da napuste uslove u kojima su rasle kao heterotrofne ili miksotrofne i
prilagode se autotrofnom rezimu ishrane. Kod nekih vrsta, oziljavanje izdanaka
spontano se desava na podlozi koja se koristi u fazi multiplikacije. Cesce, regeneracija
korenovog sistema zahteva prisustvo hormona u podlozi (Moncousin, 1991). Podloge za
oziljavanje karakteriSu vece koncentracije auksina, odsustvo citokinina, a ponekad i
redukovane koncentracije mineralnih materija. In vitro uslovi mogu rezultirati
nastankom "abnormalnih" biljaka koje imaju modifikovane morfo-anatomske i
fizioloske osobine kao i1 oskudne vaskularne veze izmedu izdanka i korena §to oteZava
prilagodavanje ex vitro uslovima (Hazarika, 2003). Tokom aklimatizacije, biljke
poprimaju nove morfoloske i anatomske odlike ¢ime uspostavljaju tipican vodni rezim i
autotrofnost. Listovi postaju deblji i povecava se njihova povrSina. Mezofil se bolje
diferencira u viseslojno palisadno i sunderasto tkivo sa manje intercelulara. Smanjuje se
gustina stoma i menja njihov oblik, od okruglog u elipti¢ni. One postaju senzitivne na
mrak i stomaterna transpiracija biva regulisana od strane biljke. Na povrSini organa
razvijaju se kutikula i epikutikularni vosak. U hloroplastima se povecava sadrzaj
hlorofila (Pospisilova i sar., 1999). Nezni in vitro razvijeni korenovi brzo odumiru, a
zamenjuju ih korenovi koji se razvijaju u supstratu. Vecéina biljnih vrsta zahteva
postepene promene sredinskih faktora u periodu aklimatizacije, kako bi se izbegli
isusivanje i fotoinhibicija fotosinteze. Optimalna stopa rastenja biljaka postize se tek

nakon razvijanja listova i korenova u uslovima staklare.
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1.7.1. Fitohormoni

Fitohormoni su organska jedinjenja male molekulske mase, koja obavljaju
specificne regulatorne funkcije i ne spadaju u hranljiva jedinjenja. Biljni hormoni
reguliSu sve faze rastenja i razvoja biljaka, kao i odgovore biljaka na bioticki i abioticki
stres. Morfogenetski odgovori na delovanje fitohormona rezultat je njihovih
medusobnih interakcija koje mogu biti aditivne, sinergisticke ili antagonisticke. Efekat
jednog hormona na celiju moZe biti razlicit, zavisno od stadijuma razvi¢a biljke. U
fitohormone spadaju auksini, citokinini, giberelini, etilen, abscisinska kiselina,
brasinosteroidi, jasmonati, salicilna kiselina i drugo.

Auksini i citokinini su kljucni za regulaciju rasta kulture in vitro (Simonovié,
2011). Njihov balans odreduje razvic¢e tkiva u pravcu kalusa, izdanaka, oZziljavanja ili
embriogeneze. Biljne vrste se razlikuju po tome koje je jedinjenje iz grupe auksina ili
citokinina najaktivnije i koje su koncentracije optimalne (Neskovi¢ i sar., 2003).
Koncentracija aktivnog hormona zavisi od balansa izmedu njegove sinteze i
metabolizma koji obuhvata procese konverzije u srodna jedinjenja, transport,
konjugaciju, destrukciju i inaktivaciju (Bandurski i sar., 1995; McGaw i Burch, 1995;
Neskovi¢ i sar., 2003).

Auksini su prvi otkriveni fitohormoni. To su esencijalni fitohormoni i imaju
brojne fizioloske funkcije:

e primarno, oni stimuliSu ¢elijske deoobe i izduzivanje ¢elija,

e stimuliSu izduzivanje stabla i koleoptila trava,

e imaju glavnu ulogu u apikalnoj dominaciji, tako Sto ucestvuju u korelativnoj
inhibiciji miruju¢ih pupoljaka,

e ucestvuju u fototropskoj i geotropskoj reakceiji biljaka,

e stimuliSu razvice provodnog tkiva, odlazu senescenciju listova i sazrevanje

plodova (Gaspar i sar,. 1996).

U kulturi biljnih tkiva in vitro, auksini indukuju formiranje adventivnih
korenova i bocno grananje korenova, istovremeno inhibiraju¢i rast primarnog korena.
Sa citokininima auksini sinergisticki stimuliSu formiranje i izduzivanje izdanaka

(Simonovi¢ 1 sar., 2011). Posto podsticu celijske deobe u nediferenciranom tkivu,
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auksini se koriste za indukovanje i odrzavanje kalusa (Simonovi¢ i sar., 2011;
Vinterhalter i Vinterhalter 1996).

Po hemijskoj prirodi auksini su indolna jedinjenja. Glavni prirodni auksin je
indol-3-siréetna kiselina (IAA). Osim IAA u kulturi in vitro Cesto se koriste sineticki
auksini: 1-naftilsiréetna kiselina (NAA), 2,4-dihlorfenoksisiréetna kiselina (2,4-D) i
indolbuterna kiselina (IBA).

Citokinini su takode esencijalni fitohormoni, i imaju brojne fizioloske funkcije:

e zajedno sa auksinima regulisu Celijski ciklus i stimuliSu ¢elijske deobe,

e sprecavaju apikalnu dominaciju,

e sprecavaju starenje listova i uti¢u na retenciju hlorofila,

e stimuliSu rast bo¢nih pupoljaka i formiranje de novo pupoljaka,

e ispoljavaju bakteriostaticko dejstvo (Gaspar i sar,. 1996; Simonovi¢ i sar., 2011;
Neskovi¢ i sar., 2003).

Citokinini su vazni za mikropropagaciju biljaka jer ukidanjem apikalne
dominacije stabla, omogucavaju izduzivanje aksilarnih pupoljaka u pazuhu listova. U
procesu rizogeneze, citokinini deluju kao antagonisti auksina i sprecavaju formiranje i
rast adventivnih korenova. U kulturi in vitro citokinini imaju vaznu ulogu u indukciji
izdanaka u kalusnom tkivu (Simonovi¢ i sar., 2011; Vinterhalter i Vinterhalter 1996).

Citokinini su derivati purinske baze adenina. Prirodni citokinini su: zeatin (4-
hidroksi-3-metil-frans-2-butenilaminopurin) i 2iP (N°-(2-izopentil) adenin). Osim
prirodnih, 1 kulturi in vitro koriste se i sinteticki citokinini: kinetin (6-
furfurilaminopurin), BAP (6-benzil aminopurin) i TDZ (thidiazuron). Upotreba
citokinina visokih koncentracija u kulturi in vitro 1 dug period inkubacije dovode do
vitrifikacije kulture (Dunstan i sar., 1985). Zato je vazno za svaku vrstu odrediti

optimalnu koncentraciju fitohormona koja ¢e se koristiti u kulturi in vitro.
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1.8. PRODUKCIJA SEKUNDARNIH METABOLITA U KULTURI in vitro

Eksploatacija sekundarnih metabolita biljaka iz prirode limitirana je sezonskom
dostupnoscu, brojnoscu vrste u vreme eksploatacije i produkcijom biomase (Roberts,
2007). Brojni farmaceutski vazni metaboliti (alkaloidi, glukozidi, flavonoidi, etarska
ulja, tanini i dr.) izoluju se iz gajenih biljaka, jer ih je tesko ili neekonomi¢no hemijski
sintetisati zbog veli¢ine 1 kompleksne strukture (Wilson i Roberts, 2012). Mnoge vrste
koje su izvor vaznih sekundarnih metabolita, vezane su za specifi¢ne biotope 1 tesko
mogu da rastu van svojih originalnih staniSta (Bourgaud, 2001), pa se tesko gaje.
Otezano gajenje nekih biljnih vrsta i naruSavanje staniSta usled prekomerne
eksploatacije biljaka u prirodi, ukazuju na potrebu da se pronadu efikasniji nacini
gajenja biljaka koji ¢e obezbediti masovnu i kontinuiranu produkciju sekundarnih
metabolita.

Kultura biljnih tkiva in vitro ima vaznu ulogu u produkciji pozeljnih metabolita.
Poznato je da biljne ¢elije, tkiva i organi u kulturi in vitro imaju kapacitet da sintetisu i
akumuliraju iste fitohemikalije kao i roditeljska biljka iz prirode (Karuppusamy, 2009).
Biljne ¢elije su biosintetski totipotentne, Sto znaci da svaka celija u kulturi zadrzava
kompletnu genetsku informaciju pa moze produkovati fitohemikalije kao i roditeljska
biljka (Ramachandra Rao i Ravishankar, 2002).

Prednosti kulture tkiva za produkciju sekundarnih metabolita u odnosu na
klasicne metode istaknuti su od strane mnogih autora (Karuppusamy, 2009; Siahsar i
sar., 2011; Vijaya Sree, 2010; Ramachandra Rao i Ravishankar, 2002; Mulabagal i
Tsay, 2004; Verpoorte i sar., 2002; Matkowski, 2008; Wilson i Roberts, 2012; Fox,
2006; Dornenburg i Knorr, 1995) i podrazumevaju sledece:

e produkcija sekundarnih metabolita u kulturi biljnih tkiva in vitro je u
kontrolisanim uslovima, nezavisna od klimatskih, sezonskih i edafskih faktora.
Bioticki faktori (mikroorganizmi i insekti) koji mogu negativno delovati na
rastenje, razvice biljaka i produkciju sekundarnih metabolita u prirodi, u kulturi
su izbegnuti,

¢ biljni materijal se lako umnozava i za kratko vreme dobija se dovoljna koli¢ina

specifi¢nih metabolita,
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veca je kontrola sintetskih puteva da bi se dobile Zeljene varijante i proporcije
jedinjenja,

ekstrakcija i preCiS¢avanje su jednostavniji. Izolacija fitohemikalija je brza i
efikasnija od ekstrakcije iz celih biljaka,

jedinjenja proizvedena in vitro direktno odgovaraju jedinjenjima iz celih biljaka,
interferirajuca jedinjenja koja se javljaju kod biljaka u prirodi, izbegnuta su u
kulturi,

u uslovima in vitro moguca je produkcija novih jedinjenja koja se ne nalaze u
roditeljskim biljkama u prirodi,

u kulturi tkiva i ¢elija se mogu obezbediti stabilne fitohemikalije uniformnog
kvaliteta i prinosa u duzem periodu,

moguca je selekcija sorti koje imaju visoku produkciju sekundarnih metabolita,
moguce je u uslovima in vitro istrazivanje elicitora za produkciju sekundarnih
metabilita,

u kulturi celija mogucéa je stereo- ili regiospecificna biotransformacija za
produkciju novih jedinjenja iz jeftinih prekursora,

automatizacija procesa regulacije rastenja i metabolizma snizava cenu i
intenzivira produkciju,

kultura biljnih tkiva dozvoljava izolaciju genetski modifikovanih biljaka iz
okoline bez rizika od transgene migracije,

radioaktivnim obelezavanjem c¢elijskih kultura moze se pratiti metabolisanje
sekundarnih metabolita u eksperimentalnim zivotinjama koje se hrane biljnom
masom dobijenom u kulturi in vitro,

lakse je zadovoljenje visokih zahteva farmaceutskih proizvodaca koji koriste
prirodne biljne metabolite.

Preduslovi za biotehnolosku produkciju sekundarnih metabolita in vitro su

ograni¢ena dostupnost biljaka iz prirodnih izvora (retke, ugroZene, prekomerno

eksploatisane vrste), ili teSko gajenje izvornih biljaka klasicnim metodama, i

ekonomicnost (Verpoorte i sar., 2002).

Poslednjih desetak godina kultura biljnih tkiva in vitro se intenzivno izucava u

svrhu komercijalne produkcije sekundarnih metabolita (Whitmer i sar., 2002).

Istrazujuéi literaturne podatke Karuppusamy (2009) navodi da su brojne biljne vrste
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ukljuéene u produkciju raznovrsnih sekundarnih metabolita primenom razli¢itih tehnika
kulture in vitro. Sintetisani su brojni farmaceutski vazni sekundarni metaboliti:
alkaloidi, saponini, fenoli, flavonoidi (proantocijanidini, antocijanini), izoprenoidi
(terpenoidi, staroidi, karotenoidi), etarska ulja, i amino kiseline (Vijaya Sree, 2010;
Ramachandra Rao i Ravishankar, 2002; Matkowski, 2008). Metodom kulture in vitro
mogu se obezbediti taxol, morfin, kodein, L-DOPA, berberin, diosgenin, capsaicin,
vinblastin, kardenolidi, valepotrijati i druga jedinjenja (Vijaya Sree, 2010; Siahsar i sar.,
2011).

Medu sekundarnim metabolitima sintetisanim u kulturi in vitro razlikuju se oni
koji mogu biti sintetisani u neorganizovanom kalusnom tkivu ili kulturi ¢elijske
suspenzije i metaboliti koji se sintetiSu u diferenciranim tkivima i razvijenim organima.
Tako komponente etarskih ulja koje se sintetiSu u zlezdama na povr$ini lista se ne mogu
sintetisati 1 akumulirati u nediferenciranim ¢elijama (Karuppusamy, 2009).

Da bi se povecala biosinteza sekundarnih metabolita u kulturi in vitro koriste se
razliCite biotehnoloske strategije: skrining i selekcija visoko produktivnih ¢elijskih
linija, kvalitativna i kvantitativna manipulacija sastava hranljive podloge, optimizacija
fizickih faktora u kulturi, dodavanje prekursora, upotreba elicitora, permeabilizacija
¢elija, kultivacija u bioreaktorima, kultura "hairy roots", kultura teratomih (tumor nalik)
izdanaka, imobilizacija biljne ¢elije, biotransformacija i biokonzervacija i drugo.

Zahvaljujuci dobroj selekciji ¢elijskih linija 1 uslovima kulture, neki metaboliti
se akumuliraju u kulturi ¢elija viSe nego u intaktnim biljkama. Na primer, koli¢ine
berberina u kulturi ¢elija Coptis japonica (Matsubara i sar., 1989), ginsenozida u kulturi
Panax ginseng (Choi i sar., 1994), ruzmarinske kiseline u kulturi Coleus blumei
(Ulbrich i sar., 1985), Sikonina u kulturi Lithospermum etythrorhizon (Takahashi i
Fujita, 1991), diosgenina u kulturi Dioscorea sp. (Matsumoto i sar., 1980), i ubikinona u
kulturi Nicotiana tabacum (Fontanel i Tabata, 1987), znatno prevazilaze njihovu
akumulaciju u biljkama iz prirode.

Varirajuci sastav hranljive podloge moze se u velikoj meri uticati na produkciju i
akumulaciju sekundarnih metabolita. Komponente hranljive podloge u in vitro
sistemima gajenja biljaka su vazne determinante ne samo za razvice ve¢ 1 za
akumulaciju sekundarnih metabolita. Nivo Secera, azota, fosfata i regulatora rastenja

moZe U znatnoj meri uticati na prinos bioaktivnih metabolita. Seéer svojom dvostrukom
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ulogom, kao izvor ugljenika i osmotikum utice na produkciju metabolita. Odnos
amonium/nitrati-azot i ukupan azot kanaliSu produkciju sekundarnih metabolita. Visok
nivo fosfata stimuliSe rastenje, ali negativno uti¢e na akumulaciju sekundarnih
metabolita u in vitro sistemima veéine biljaka, iako se beleze i obrnuti rezultati
(Ramachandra Rao i Ravishankar 2002). Koncentracija regulatora rastenja je Cesto
krucijalni faktor u akumulaciji sekundarnih produkata. Tip i koncentracija auksina i
citokinina i odnos auksin/citokinin deluju na rastenje, kao i formiranje bioprodukata u
kulturi in vitro. Dodatak IAA u podlogu za kulturu korenova Cephaelis ipecacuanha, ili
kulturu celijske suspenzije i kulturu kalusa Cinchona ledgeriana povecava produkciju
alkaloida, dok u kulturi transformisanih ¢elija nema efekta (Sauerwein i sar., 1992).
Kultura izdanaka Gentianella austriaca sadrzi iste sekundarne metabolite kao i biljke iz
prirode, ali u nizim koncentracijama. Na produkciju sekundarnih metabolita veoma
utiCe prisustvo BA u podlozi (Vinterhalter i sar., 2008). Jasmonati povecéavaju
akumulaciju sekundarnih metabolita u kulturi celijskih suspenzija brojnih vrsta
(Gundlach i sar., 1992). I pored ostvarene sinteze etarskih ulja u kulturi in vitro,
nedovoljno je poznato delovanje regulatora rastenja na prinos i sastav etarskih ulja.
Aktivnost 1 balansiran odnos razli¢itih fitohormona utic¢e na kvalitativnu u kvantitativnu
produkciju komponenti etarskih ulja (Prins i sar., 2010). Primena GA kod Salvia
officinalis povecava prinos ulja (Poyh i Ono, 2006), dok kod Cymbopogon citratus
nema uticaja (Figueiredo i sar., 2006). Tretirajuci citokininima razliCite vrste Lamiaceae
El-Keltawi and Croteau (1987) beleZze povec¢anu produkciju etarskih ulja. Sadrzaj
etarskih ulja u biljkama dobijenim in vitro gajenjem je Cesto veéi nego kod biljaka u
prirodi, upravo zbog prisustva egzogenih regulatora rastenja (Arikat i sar., 2004).

Uslovi sredine u kulturi in vitro kao $to su svetlost, temperatura, pH podloge i
aeracija mogu delovati na prinos sekundarnih metabolita. lako je uobic¢ajen temperaturni
opseg u kulturi 17-25 °C, svaka vrsta zahteva razli¢itu temperaturu. Svetlost moze
stimulisati akumulaciju nekih metabolita npr. antocijanina, dok se za druge metabolite
bolji rezultat postize u mraku. Svetlost ima vaznu ulogu u stimulisanju biosinteze
diterpena (Caruso i sar., 2000; Kuzma i sar., 2006). Sastav seskviterpena u kulturi
kalusa Marticaria chamomilla zavisi od svetlosti, dok u kulturi kalusa Citrus limon
mrak stimuliSe akumulaciju monoterpena (Mulder-Krieger i sar., 1988). Inkubacija

transformisanih ¢elijskih kultura Cinchona ledgeriana na plavoj i beloj svetlosti inhibira
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produkciju alkaloida, dok je inkubacija u tami povecava (Sauerwein i sar., 1992). Sastav
gasova u kulturi uti¢e na produkciju isparljivih jedinjenja. Pri povecanoj koncentraciji
ugljen dioksida, stimuliSe se sintezu monoterpena (Ambid i Fallot, 1981).

Egzogena primena prekursora u hranljivoj podlozi u kulturi in vitro moze
povecati prinos Zeljenih sekundarnih metabolita. U tu svrhu koriste se intermedijarna ili
jedinjenja sa pocetka biosintetskog puta, koja uti¢u na sled reakcija, povecavajuci prinos
finalnog proizvoda. Dodatak fenilalanina povecava produkciju rozmarinske kiseline u
kulturi Salvia officinalis (Ellis i Towers, 1970) i taksola u kulturi Taxus sp. (Fett-Neto i
sar., 1993). Vreme dodavanja prekursora je veoma vazno za postizanje optimalnog
efekta (DiCosmo i Misawa, 1995).

Elicitori su signalni molekuli koji u niskim koncentracijama iniciraju ili
pospesuju biosintezu specificnih bioaktivnih molekula 1 izazivaju fizioloske i
morfoloske odgovore biljaka. Tretman biljaka elicitorima kao i napad patogenima
pojacava akumulaciju sekundarnih metabolita, prevashodno fitoaleksina (Namdeo,
2007). Dve glavne klase fitoaleksina su terpenoidi i izoflavonoidi. Stresni uslovi
pojacavaju sintezu sekundarnih metabolita, pa ragulatori rastenja povezani sa stresom -
jasmonati, imaju Siroku primenu u stimulisanju biosinteze inducibilnih i konstitutivnih
sekundarnih metabolita (Mulabagal i Tsay, 2004; Verpoorte i sar., 2002). Po svom
poreklu elicitori mogu biti bioticki i abioticki (Namdeo, 2007). Bioticki elicitori
ukljucuju polimere glukana, glukoproteine, organske kiseline male molekulske mase,
komponente ¢elijskog zida gljiva i drugo. Njihovim delovanjem dolazi do promena na
nivou membranskog potencijala, fluksa jona, oksidacionih reakcija, fosforilacije
proteina i drugo. U abioticke elicitore spadaju UV zracenje, pH, soli teskih metala i
druge hemikalije koje dovode do stresa. Oni dovode do oSte¢enja membrane. Posto se
abioticki elicitor veze za specifican proteinski receptor na plazma membrani, dolazi do
inhibicije ATPaze i redukcije protonskog elektrohemijskog gradijenta na nivou
membrane. Acidifikacija citoplazme zbog inaktivacije H'-ATPaze smanjuje
membranski potencijal (Dornenburg i Knorr, 1995). Pojaava se influks Ca’" iz
ekstracelularne sredine u citoplazmu, a u nekim sluc¢ajevima se aktiviraju MAP kinaza i
G-protein (Namdeo, 2007). Razliciti elicitori razli¢ito deluju na biosintetsku
kompetentnost ¢elija. Poreklo, specifi¢nost i koncentracija elicitora, vreme ekspozicije,

fizikohemijske odlike kulture in vitro, dinamika subkultivacije, stadijum razvica,
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usvajanje nutrijenata i drugo, uticu na sled dogadaja po delovanju elicitora (Namdeo,
2007). Stimulisu¢i sintezu sekundarnih metabolita u kulturi, oni smanjuju vreme koje je
potrebno da bi se dobila visoka koncentracija produkata. lako mehanizam delovanja
elicitora jo$ uvek nije sasvim rasvetljen, elicitacija se smatra najuspesnijom strategijom
za pojacanu produkcije sekundarnih metabolita (Bourgaud i sar., 2001).

Neretko se za pojacanu produkciju sekundarnih metabolita koristi "hairy roots"
kultura. Nekoliko vrsta familije Lamiaceae je transformisano sa Agrobacterium
rhizogenes za pojaCanu produkciju polifenolnih antioksidanata u kulturi (Matkowski,
2008). Kultura "hairy roots" uspostavljena je kod Salvia officinalis (Grzegorczyk et al.
2006), S. miltiorrhiza (Chen i sar., 2001; Yan i sar., 2006), Coleus blumei (Bauer i sar.,
2004), Ocimum basilicum (Bais i sar., 2002), Hyssopus officinalis (Murakami i sar.,
1998). U vecini slucajeva transformisani korenovi daju pozitivne rezultate u produkciji
sekundarnih metabolita.

Uklanjanje in situ produkata upotrebom ne-bioloskih adsorbenata, ili njihovo
maskiranje, povecava ukupnu proizvodnju sekundarnih metabolita (Ramachandra Rao i
Ravishankar, 2002).

U sistemima kulture in vitro pored toga Sto se dobijaju biljni metaboliti mogu se
sintetisati strani metaboliti u transgenim biljkama (Ramachandra Rao i Ravishankar,
2002).

Kultura biljnih tkiva je dobra metoda za izucCavanje biosintetskih puteva i
produkciju sekundarnih metabolita. Biotehnoloska produkcija sekundarnih metabolita u
kulturi in vitro atraktivna je alternativa njihove eksploatacije iz prirode. I pored brojnih
prednosti za sada ima ograni¢en komercijalni znac¢aj usled nepoznavanja biosinetskih
puteva sekundarmih metabolita, ili malog prinosa. Ubrzan razvoj metabolickog
inzenjeringa moze obezbediti soluciju za poboljSanje produktivnosti. Napredak na nivou
molekularne biologije, enzimologije, fermentacione biotehnologije sugeriSe da metode
kuture in vitro mogu biti realan izvor vaznih sekundarnih metabolita (Abdin, 2007,

Siahsar i sar., 2011).
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2. CILJEVI

Osnovni nau¢ni cilj ove disertacije je ispitivanje efekata regulatora rastenja na

morfogenezu i produkciju etarskih ulja endemicnih vrsta M. pulegium i M. croatica in

vitro. U okviru disertacije kao posebni ciljevi postavljaju se:

razvijanje i optimatizacija protokola za regeneraciju endemicnih vrsta M.
pulegium i M. croatica putem aksilarnih pupoljaka in vitro

analiza morfoloskih parametara regenerisanih izdanaka

mikromorfoloSska i histocitoloSka karakterizacija trihoma listova
regenerisanih izdanaka

analiza biohemijskih parametara regenerisanih izdanaka: etarskih ulja
(kvantitativna i kvalitativna); hemijskog sastava metanolnih, etil-acetatnih i
heksanskih ekstrakata

analiza antioksidativnih i antimikrobnih svojstava metanolnih ekstrakata

regenerisanih izdanaka
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. BILJNI MATERIJAL

Za potrebe istrazivanja biljni materijal je sakupljen u skladu sa postojecim
propisima o zastiti i odrzivom iskoris¢avanju biljnih vrsta. Sakupljani su iskljucivo
nadzemni delovi biljaka (M. pulegium 1 M. croatica) tokom vegetativne faze, iz
prirodnih populacija u koli¢ini koja ne narusava njihovu regeneraciju u prirodi.

Biljni materijal vrste M. pulegium je prikupljen u junu 2012. god. u isto¢noj
Srbiji na lokalitetu pored sela Podvis u klisuri Svrljiskog Timoka. Geografska pozicija
lokaliteta na kojem je vrSeno sakupljanje okarakterisana je slede¢im koordinatama:
43°32'23.32" severne geografske Sirine 1 22°10'15.74" isto¢ne geografske duzine, na 273
m nadmorske visine.

Biljni materijal vrste M. croatica je prikupljen u maju 2012. g u zapadnoj Srbiji
na lokalitetu u klisuri Belog Rzava, u blizini sela Kotroman, sa slede¢im geografskim
odrednicama: 43°46'25.83" severne geografske Sirine 119°27'44.22" istocne
geografske duzine, na 512 m nadmorske visine. Na istom lokalitetu je sakupljeno i seme
M. croatica, septembra 2012. god. Do upotrebe, seme je cCuvano u frizideru na
temperaturi 4 °C.

Uzorkovanje M. pulegium i M. croatica je odobreno dozvolom (No. 353-01-
530/2012-03) Ministarstva zastite zivotne sredine, rudarstva i prostornog planiranja.
Uzorci su determinisani u skladu sa relevantnim literaturnim izvorima, "Flora Europaea"
(Chater 1 Guinea, 1972) i "Florom SR Srbije" (Dikli¢, 1974; Dikli¢ i Nikoli¢, 1986).
Identifikacija sakupljenog materijala je obavljena od strane dr Bojana Zlatkovica
(docenta PMF u NiSu). Herbarizovan biljni materijal vrsta M. pulegium (Vaucher No.
6912) i M. croatica (Vaucher No. 6913) je deponovan u Herbarijumu Prirodno
matematiCkog fakulteta Univerziteta u Nisu (HMN).

Izuzev biljaka koje su sveze koriS¢ene za kulturu in vitro, ostatak biljnog
materijala je susen po standardnoj proceduri, u trajanju od deset dana, rasiren u tankom
sloju na otvorenom prostoru, izdignut od podloge. OsuSeni materijal je spakovan u

papirne kese i ¢uvan na suvom i hladnom mestu do upotrebe.
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3.2. POVRSINSKA STERILIZACIJA BILJ]NOG MATERIJALA

Primarni eksplantati koris¢eni za uvodenje M. pulegium u kulturu in vitro bili su
segmenti stabla sa jednim nodusom i dva pazusna listica. Primarni eksplantati su
povrsinski sterilisani 30% - tnim rastvorom varikine (Na-hipohlorit sa 4% aktivnog
hlora - komercijalni izbeljiva¢ Sneznik Panonija AD) tokom 25 min. Posto su isprani tri
puta, eksplantati su tretirani 24 C¢asa 5% - tnim rastvorom nistatina kako bi se
eliminisala moguca gljivicna infekcija. Po isteku vremena, eksplantati su isprani tri puta
sterilnom destilovanom vodom, prosuseni par minuta u otvorenoj petri kutiji i u
asepti¢nim uslovima postavljeni na hranljivu podlogu.

Za uspostavljanje kulture in vitro M. croatica, koris¢ena su zrela semena.
Semena su jedan minut potopljena u 96% - tni etanol kojem je dodata kap
komercijalnog deterdzenta. Nakon ispiranja destilovanom vodom semena su potopljena
u 0,1% HgCl, tokom 20 minuta. PoSto su semena ispirana 3 puta sterilnom
destilovanom vodom u trajanju od 20 minuta, tretirana su 25 minuta 30% - tnim
rastvorom varikine. Po ispiranju, semena su bila potopljena 24 ¢asa u 5% - tni rastvor
nistatina. Nakon ispiranja, semena su ostavljena 15 sati u 0,2% KNO;, a onda

postavljana pojedinac¢no u epruvete, na MS podlogu bez regulatora rastenja.

3.3. SASTAV HRANLJIVIH PODLOGA

Hranljiva podloga koriS¢ena u kulturi in vitro je Murashige, T. i Skoog, F.
(1962) MS podloga, koja sadrzi odgovaraju¢e makro, mikro mineralne soli i organske
dodatke (tab. 2, 3). Sve podloge sadrzale su 100 mg 1" myo-inozitola, 30 g "' saharoze i
7 g I' agara (Torlak, Beograd, Srbija).

Neposredno pre autoklaviranja, pH podloge je proveren i po potrebi podesen na
5,8 dodavanjem 0,1N NaOH u kapima. Hranljive podloge su razlivene u tegle, odnosno

staklene epruvete i sterilisane u autoklavu 30 min na 120°C.
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Tabela 2. Sastav rastvora mineralnih soli MS (Murashige i Skoog, 1962)

Makroelementi mg L™ mM
KNO; 1. 900,000 18.793
NH,NO; 1. 650,000 20.612
MgSO4 x TH,O 370,000 1.501
CaCl, x 2H,0 440,000 2.993
KH,PO4 170,000 1.249
Mikroelementi mg L mM
MnSO4 x 4H,0 22,300 100.000
ZnSO4 x TH,0 8,600 29.907
H;BO; 6,200 100.259
KI 0,830 4.999
Na,MoO, x 2H,0 0,250 1.033
CuSOy x SH,O 0,025 0.100
CoCl, x 6H,O 0,025 0.105
FeSO4 x 6H,O 27,800 99.989
Na,EDTA x 2H,0 37,200 99.933
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Tabela 3. Sastav rastvora vitamina MS (Murashige i Skoog, 1962)

Vitamini mg L™ mM
Tiamin hlorid (B1) 0,100 0,296
Piridoksin hlorid (B6) 0,500 1,348
Nikotinska kiselina (B3) 0,500 4,061
Glicin 2,000 26,642
Mio-inozitol 100,000 555,062

3.3.1. Sastav hranljivih podloga za indukciju aksilarnih pupoljaka

Eksplantati M. pulegium i M. croatica gajeni su na MS podlozi: bez regulatora
rastenja, sa auksinom (0,57 uM IAA), citokininima (BA ili kinetinom) razli¢itih
koncentracija, kao i kombinaciji auksina (0,57uM IAA) i citokinina (BA ili kinetin)

razlicite koncentracije. KoriS¢ene su 26 hranljive podloge (tab. 4).

Tabela 4. Hranljive podloge za indukciju aksilarnih pupoljaka vrsta Micromeria

Regulatori rastenja (uM)

1. -

2. 0,1 BA

3. 0,3 BA

4. 1 BA

5. 3BA

6. 10 BA

7. 30 BA
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8. 0,57 IAA
9. 0,57 1AA 0,1 BA
10. 0,57 1AA 0,3 BA
11. 0,57 IAA 1 BA
12. 0,57 IAA 3 BA
13. 0,57 IAA 10 BA
14. 0,57 1AA 30 BA
15. 0,1 kin

16. 0,3 kin

17. 1 kin

18. 3 kin

19. 10 kin

20. 30 kin

21. 0,57 TIAA 0,1 kin
22, 0,57 IAA 0,3 kin
23. 0,57 IAA 1 kin
24, 0,57 IAA 3 kin
25, 0,57 IAA 10 kin
26. 0,57 IAA 30 kin

Svaka od pripremljenih hranljivih podloga je razlivena u 3 teglice (po 70 ml) i u

svaku teglicu postavljeno je po 10 eksplantata priblizno iste veli¢ine (5 mm). Na taj

nacin svakim tretmanom je obuhvaceno po 30 eksplantata. Ogled je ponovljen dva puta.
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Eksplantati su cetiri nedelje rasli i na njima je doSlo do formiranja pupoljaka.
Nakon toga evidentirani su eksplantati koji su reagovali na tretman i mereni su sledeci
parametri: broj aksilarnih pupoljaka po eksplantatu, duzina svakog pupoljka, sveza i
suva masa svakog eksplantata. Duzina pupoljaka merena je na milimetarskom papiru.
Pupoljci manji od Imm nisu razmatrani. Svezi eksplantati nakon izmerene mase su
suseni u zasebnim papirnim kontejnerima, a potom im je merena suva masa na istoj

analitickoj vagi.

3.3.2. Sastav hranljivih podloga za indukciju korenova

Za indukciju korenova na izdancima obe vrste korisé¢ena je podloga MS sa upola
smanjenom koncentracijom mineralnih soli (MS/2) u koju je dodat jedan od tri auksina
(IAA, NAA ili IBA) u cetiri koncentracije (tab. 5). Kontrolna podloga nije sadrzala
regulatore rastenja.

Sa eksplantata koji su rasli na MS hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja
nakon 4 nedelje asepticno su izolovani izdanci i postavljeni na podloge za oziljavanje.
Koris¢eni su dobro razvijeni izdanci dugi 10-15 mm. Na svaku podlogu postavljeno je
po 30 izdanaka, u tri tegle po 10. Ogled je ponavljen dva puta. Po isteku 4 nedelje,
oziljeni izdanci su fotografisani i izmerena je duzina korenova formiranih na bazalnom
kraju izdanaka. U tu svrhu kori$c¢en je softverski program Digimizer (Digimizer Image

Analysis software (MedCalc Software, Belgium)

Tabela S. Hranljive podloge za indukciju korenova vrsta Micromeria

Podloge sa IAA
MS/2 + TAA 0,1 mg/ml
MS/2 +TAA 0,2 mg/ml
MS/2 +TAA 0,3 mg/ml

MS/2 + TAA 1,0 mg/ml

Podloge sa NAA
MS/2 + NAA 0,1 mg/ml
MS/2 + NAA 0,2 mg/ml
MS/2 + NAA 0,3 mg/ml

MS/2 + NAA 1,0 mg/ml

Podloge sa IBA
MS/2 + IBA 0,1 mg/ml
MS/2 + IBA 0,2 mg/ml
MS/2 + IBA 0,3 mg/ml

MS/2 + IBA 1,0 mg/ml
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3.4. USLOVI GAJENJA KULTURE

Sve uspostavljene kulture vrsta Micromeria, kao i propagirane biljke tokom
aklimatizacije bile su pod jednakim temperaturnim i svetlosnim rezimom koji nisu
menjani tokom ogleda. U komori za kulturu tkiva odrzavana temperatura je 23°C = 3°C,
a fotorezim je 16 sati svetlosti i 8 sati mraka. Gustina svetlosnog fluksa na stalazama sa

biljnim kulturama bila je 47 pmol s'm™.

3.5. AKLIMATIZACIJA KULTURA

Izdancima koji su se ukorenili na podlogama =za ukorenjavanje tj.
mikropropagiranim biljkama su po uklananju sa podloga ispirani korenovi destilovanom
vodom da bi se uklonili ostaci agarne podloge. Na taj nacin smanjuje se rizik od pojave
infekcije tokom aklimatizacije. Potom su biljke posadene u zemlju u plasti¢ne case 4 x 4
x 6 (cm) i pokrivene providnom plasticnom folijom. Plasti¢ne ¢aSe u kojima su biljke
gajene imale su probuseno dno zarad dobre drenaze prilikom zalivanja vodom.
Korisc¢ena je zemlja za komercijalnu upotrebu - Substral poznatog sastava. Pre punjenja
plasti¢nih caSa, zemlja je usitnjena i sterilisana suvom sterilizacijom 60 minuta na
120°C. Nakon prva tri dana, tokom prve nedelje aklimatizacije svakodnevno je
uklanjana folija u trajanju od 5 minuta, naredne sedmice u trajanju od 10 minuta, a trece
sedmice taj vremenski interval je produzen na 30 minuta. Cetvrte sedmice
aklimatizacije, gradacijski je produzavano vreme tokom kojeg su biljke bile otkrivene.
Biljke su potpuno otkrivene 28. dana, a 35. dana je evidentiran broj aklimatizovanh

biljaka. Tokom aklimatizacije, biljke su po potrebi zalivane destilovanom vodom.
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3.6. MIKROSKOPSKA ANALIZA

Za utvrdivanje prisustva i identifikaciju tipova trihoma na listovima, biljni
materijal je pripreman i analiziran skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom (SEM) i

svetlosnom mikroskoijom (LM).

3.6.1. Priprema biljnog materijala za skenirajucu elektronsku mikroskopiju

Svezi listovi M. pulegium i M. croatica iseCeni su na manje segmente, montirani
na nosace, osuSeni do kriticne tacke i oblozeni meSavinom zlata i paladijuma.
Posmatranje i snimanje je izvrSeno na skeniraju¢em elektronskom mikroskopu JSM —

6390LV (Poljoprivredni fakultet, Univerzitet u Beogradu).

3.6.2. Priprema biljnog materijala za svetlosnu mikroskopiju

Biljni materijal je fiksiran u rastvoru: 3% glutaraldehid i 0,1 M fosfatni pufer
(pH 7.2) na 4°C, 24 sata, a postfiksiran u osmijum-tetroksidu (2% rastvor osmijum-
tetroksida u fosfatnom puferu), 2h, na sobnoj temperaturi. Uzorci su zatim dehidratisani
serijom alkohola rastu¢e koncentracije. Kalupljenje je izvrSeno u smoli (Araldite resin
CY 212, Agar Scientific Ltd. England). Preseci debljine 1,5 pm seceni su na LKB III

ultramikrotomu i obojeni 0,1% metilen-plavim.

3.6.2.1. Histocitoloska analiza listova Micromeria

Za dokazivanje terpena koriS¢en je NADI reagens (David i Carde, 1964). Svezi
listovi, ruéno seCeni ziletom na preseke Sirine oko 1 mm, potapani su u sveze
pripremljen NADI reagens 1 sat u mraku na sobnoj temperaturi, a zatim su isprani u
natrijum - fosfatnom puferu 0,1M, pH 7.2 oko 2 minuta.

Za pripremu NADI reagensa potrebno je sastaviti slede¢e komponente: 0,1% o -
naftol u 40% etanolu 0,5ml + 1% N - N dimethyl - p - phenylen diamine 0,5 ml +
natrijum fosfatni pufer 0,05 M pH 7,2 49.0 ml.
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Za kontrolu koris¢eni su preseci prethodno tretirani smeSom metanola,
hloroforma, vode i1 hlorovodoni¢ne kiseline u odnosu 66 : 33 : 4 : 1, tokom 3 sata na
sobnoj temperaturi u mraku. Kontrolni uzorci su zatim drzani 3 minuta u 50% etanolu,
nakon cega su sprovodeni kroz boju i dalje tretirani kao obojeni preseci. Preparati iz
tretmana i kontrole su stavljani u kap glicerola, na predmetno staklo i snimani na
mikroskopu.

Pozitivna reakcija pokazala je da se etarska ulja boje plavo, dok se smole boje
tamno crveno. Prisustvo smeSe etarskog ulja i smola konstatuje se ljubi¢astom do
ljubicasto - crvenom bojom u zavisnosti od prisustva koli¢ine pojedinih komponenata

unutar smese.

3.7.METODE ZA ANALIZU ETARSKIH ULJA

3.7.1. 1zolacija etarskih ulja

Ulja su izolovana iz osuSenih nadzemnih delova biljaka iz prirode M. pulegium i
M. croatica, 1 osusenih izdanaka ovih vrsta gajenih u kulturi in vitro na dvema
hranljivim podlogama, na podlozi MS bez fitohormona i na podlozi MS sa
fitohormonom, na kojoj je ostvaren najveci prinos biomase. Najveci prinos biomase M.
pulegium je ostvaren na podlozi MS sa 10 uM BA. M. croatica je imala najvecu
biomasu na podlozi MS sa 0,3 pM kinetina.

Koris¢eni su izdanci biljaka u vegetativnoj fazi razvi¢a. Ulja su izolovana
postupkom destilacije pomo¢u vodene pare u aparatu po Klevendzeru, tokom 2 sata,
postupkom po Evropskoj farmakopeji 7.0 (Europ. Ph., 7.0). Ulja su kao cista ili
rastvorena u n-heksanu (ako je izolovana koli¢ina ulja ispod 0,1 ml) dehidratisana
bezvodnim natrijum sulfatom, a zatim do momenta analize Cuvana u staklenim

bocicama na temperaturi od - 4°C.
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3.7.2.Analiza sastava etarskih ulja

Kvantitativna i kvalitativna analiza dobijenih etarskih ulja uradena je primenom
metoda gasne hromatografije (GC) i gasne hromatografije sa masenom spektrometrijom
(GC-MS).

Gasna hromatografija (GC) - Analize su uradene na aparatima Agilent 6890N
koji je povezan sa plameno-jonizuju¢im detektorom (FID) i split-splitless injektorom i
kapilarnom kolonom HP-5MS (30 m x 0,32 mm; debljina filma stacionarne faze 0,25
um). Kao noseci gas koriS¢en je helijum sa brzinom protoka 1,0 ml/min. Temperatura
injektora je bila 200°C, FID detektora 300°C. Temperatura kolone je linearno
programirana od 60 °C — 280 °C sa promenom od 3 °C/min. Injektovan je 1 pl etanolnog
rastvora etarskog ulja u split modu (10:1).

Gasna hromatografija sa masenom spektrometrijom (GC-MS) - GC - MS
analiza je uradena na gasnom hromatografu Agilent 6890N sa Agilent 5975 MSD
detektorom i kapilarnom kolonom HP-5 MS (30 m x 0,32 mm; debljina filma
stacionarne faze 0,25 pm). Kao noseci gas koris¢en je helijum sa brzinom protoka 1,0
ml/min. Temperaturni program bio je isti kao i za GC analizu. Temperatura injektora

iznosila je 200 °C, a temperatura transfer linije 250 °C.

3.7.3. Identifikacija komponenti etarskih ulja

Komponente etarskih ulja identifikovane su na osnovu poredenja retencionih
vremena, Kovacevih indeksa i masenih spektara sa odgovaraju¢im podacima za
jedinjenja iz kompjuterske datoteke NIST, AMDIS (Automated Mass Spectral
Deconvolution and Identification System), Adams i literature (Adams, 2001). Linearni
retencioni indeksi (Kovacevi indeks, KI) odredeni su u odnosu na homologi niz n-
alkana (Cg-Cy40) pod istim eksperimentalnim uslovima. Procentualni udeo pojedinih
komponenata etarskih ulja odreden je na osnovu povrsina dobijenih integracijom pikova

koris¢enjem FID detektora.
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3.8. PRIPREMANJE EKSTRAKATA Micromeria

Ekstrakcija podrazumeva izolovanje sekundarnih metabolita biljaka koji su
rastvoreni u datom rastvaracu, a prema principu “slicno se u sli¢nom rastvara”, odnosno
komponente sli¢ne polarnosti koris¢enom rastvaracu ¢e se u datom rastvaracu rastvoriti.
Za pripremanje ekstrakata suva herba Micromeria iz prirode i Micromeria gajenih u
uslovima in vitro je usitnjena do konzistencije grubog praska i ekstrahovana pomocu
organskih rastvaraca razliCite polarnosti i to: metanola, etil-acetata i heksana (10 ml).
Ekstrakt je pripremljen tako S§to je 1,0 g usitnjenog biljnog materijala stavljen u
Erlenmajer zapremine 50 ml, preliven sa 10 ml rastvaraca i meSan ultrazvucno Cetiri
puta po 15 minuta. Ekstrakti su zatim filtrirani preko filter papira Whatman No. 1.
Sakupljeni filtrati su upareni do suva na vakuumu, izmereni, spakovani u tamne bocice i
¢uvani na hladnom i tamnom mestu. Neposredno pre analize pripremani su rastvori
ekstrakata odgovarajuée koncentracije, rastvaranjem odmerene mase ekstrakta u

odgovarajucoj zapremini rastvaraca.

3.9. TECNA HROMATOGRAFIJA SA MASENOM SPEKTROMETRIJOM VISOKE
REZOLUCIJE

Finalna koncentacija svih pripremljenih ekstrakata koji su analizirani te¢nom
hromatografijom visoke efikasnosti sa masenom spektrometrijom visoke rezolucije, bila
je 0,2 mg/ml. Uzorak od 5 pl je ubrizgan u reverzno-faznu kolonu C18 Symmetry (2,1-
150,5 mm) proizvodaca Waters (Irska). Odvajanje razlic¢itih vrsta postignuto je u
izokratskom rezimu uz upotrebu acetonitrila i vode u odnosu (1:1, v/v) sa dodatkom
0,1% mravlje kiseline pri brzini protoka od 200 pl/min. Maseni spektri jedinjenja,
uradeni su na aparatu LTQ Orbitrap XL proizvodac¢a Thermofisher Scientific (San Jose,
CA, USA), uz spoljnu kalibraciju za preciznost merenja od 5 ppm. Parametri za
pozitivan ESI mod su slede¢i: napon ESI igle 4 kV, napon kapilare 20 V, temperatura
kapilare -275 °C, nebulizer gas N, 70 arbitrarnih jedinica (a.u.), pomoéni gas 20 a.u. i
napon konusa od 80 V. Maseni spektri su snimani u rasponu 145-900 Da. Rezolucija
mase bila je podeSena na 6-104 za signal mase m/z 400 (Liu i sar., 2007).

Hemijski sastavi biljaka iz prirode i biljaka gajenih in vitro odreden je analizom

ekstrakata razli¢ite polarnosti tecnom hromatografijom visoke efikasnosti sa ESI
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izvorom jonizacije i detekcijom visoke rezolucije (orbitrap). Dobijeni maseni spektri su
uporedeni sa literaturnim podacima dobijenim za jedinjenja iz ekstrakata razli¢itih
biljnih vrsta iz familije Lamiaceae, koja su snimana odgovaraju¢om metodom masene

spektrometrije sa istim izvorom jonizacije, i na taj nacin odredena njihova struktura.

3.10. ODREDIVANJE ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI EKSTRAKATA

Za procenu antioksidativnih osobina ekstrakata primenjeno je pet razlicitih
metoda i to: procena aktivnosti za hvatanje slobodnih radikala (DPPH i ABTS), ukupna
redukciona mo¢ primenom Fe(III) /Fe(Il) sistema, odredivanje sadrzaja ukupnih fenola i
odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida. Svi ekperimenti su izvodeni u tri odvojena

eksperimenta i rezultati predstavljeni kao srednja vrednost + standardna devijacija.

3.10.1. DPPH metoda

Odredivnje antioksidativne sposobnosti DPPH metodom radeno je
spektrofotometrijski uz koris¢enje stabilnog DPPH (2,2 - difenil, 1 - pikril hidrazil)
radikala. Napravljen je metanolni rastvor DPPH radikala koji apsorbuje na 517 nm malo
preko jedinice tako da u reakciji sa potencijalnim antioksidansom, usled potro$nje
DPPH, apsorbancija opada na vrednosti od 0,2 do 0,8. Po 1 ml metanolnog rastvora
DPPH radikala sipan je u test epruvete. Potom je u epruvete dodat 1 ml metanolnog
rastvora ekstrakta Micromeria. Uzorci su inkubirani u tami 30 minuta na sobnoj
temperaturi (~25°C). Blank proba kojom je podeSen na nulu spektrofotometar je 100%
metanol, a slepa proba je DPPH rastvor. Kivete sa uzorcima postavljene su u
spektrofotometar i o€itane su vrednosti apsorbance na 517 nm.

% smanjenja apsorbancije (na 517 nm) = (Ap- A;) x 100/ Ay
Ay — srednja vrednost apsorbancije slepe probe;
A — srednja vrednost apsorbancije uzorka
Kao referentni standard kori$¢en je rastvor BHT (butil hidroksi toluen) ¢iji je

rastvor jednake koncentracije kao i ekstrakt Micromeria (1 mg/mL) (Miti¢ i sar., 2011).
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3.10.2. ABTS metoda

Rastvor ABTS" (2,2'-azino—di[3-ethylbenzthiazoline sulfonate]) je pripremljen
po proceduri Re (Re i sar., 1999). ABTS" radikal katjon je dobijen u reakciji 7 mM
ABTS sa 2,45 mM rastvorom kalijum-persulfata. Reakciona smesa je ostavljena na
tamnom mestu 16 sati na sobnoj temperaturi i koriS¢ena tokom naredna dva dana.
ABTS " rastvor je razblazen etanolom, kako bi se obezbedila absorbancija od 0,700 +
0,050 na 734 nm. Svi uzorci su adekvatno razblazeni tako da apsorbancija iznosi 20 -
80% apsorbancije slepe probe. 50 pl razblaZzenog uzorka je pomeSano sa 1,9 ml
razblazenog ABTS " rastvora. Odmah po isteku 6 min inkubacije na sobnoj temperaturi,
meri se absorbancija na 734 nm. Rastvor Troloxa u intervalu koncentracija 0 — 15 M
koris¢en je kao referentni standard. Rezultati su prikazani kao pmol Trolox

ekvivalenata/g suve mase herbe Micromeria (Li i sar., 2007).

3.10.3. Odredivanje ukupne redukcione mo¢i primenom Fe(Ill) /Fe(II) sistema

Svaki od pripremljenih ekstrakata (10 pL) pomeSan je sa K;[Fe(CN)q] (1 mL,
1%) i NaH,PO4-Na,HPO, puferom (1 mL, 0,2 mol/L, pH 6,6). Ove smese su inkubirane
na temperaturi 50 °C tokom 30 minuta. Potom je dodata trihlosiréetna kiselina (1 mL,
10%). Zatim su smeSe centrifugirane na 3000 rpm 10 minuta. Po zavrSenom
centrifugiranju uzeta je frakcija supernatanta (1 mL), i pomeSana sa destilovanom
vodom (1 mL) i FeCl; (0,2 mL, 0,1%). Kao referentni standard koris¢en je rastvor
askorbinske kiseline polazne koncentracije 1000 pg/mL, tretiran na isti nacin kao i
ispitivani ekstrakti. Apsorbancije tako dobijenih reakcionih smeSa merene su na 700
nm. AEAC je racunata primenom sledece jednacine:

AEAC=CA*As/An

Gde je Ca-konacna koncentracija askorbinske kiseline u pg/mL, As-apsorbancija

uzorka, A-apsorbancija askorbinske kiseline.
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3.10.4. Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola

Sadrzaj ukupnih fenola odreden je spektrofotometrijskom metodom po Folin-
Ciocalteau uz koris¢enje galne kiseline kao referentnog standarda. Jedan ml metanolnog
ekstrakta herbe Micromeria dodat je u 2 ml Folin-Ciocalteau reagensa. Smesa je
ostavljena da odstoji 5 minuta pre nego Sto je dodato 2 ml rastvora natrijum karbonata
(Lee i sar., 2003) a zatim promesana i inkubirana na sobnoj temperaturi (~ 25 °C)
tokom 1 sata. Vrednost apsorbancije uzoraka merena je na 760 nm u odnosu na slepu
probu koju predstavlja ista reakciona smeSa, samo sa dodatkom metanola umesto
ekstrakta (Miti¢ i sar., 2011). Koncentracije ukupnih fenola u uzorcima izrazene su u

miligramima ekvivalenta galne kiseline po gramu suvog ekstrakta (mg GAE/g SE).

3.10.5. Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida

Od metanolnih ekstrakata Micromeria uzeto je po 100 pL i dopunjavano je do
konacne zapremine od 10 mL reakcionim reagensom ( MeOH/H,O/CH3;COOH=14:5:1).
Od ovog rastvora uzet je 1 mL i razblaZen destilovanom vodom do 20 mL.

Od tako pripremljenog rastvora uzeto je 10 mL i pomeSano sa reagensom AICl;
(5 mL, 133 mg AICI;x6H,0 i 400 mg CH3COONa rastvoreni u 100 mL vode). Posle 5
min, apsorbancija rastvora je merena prema slepoj probi (sadrzi sve reagense, sem
uzorka) na 430 nm. Ukupni sadrzaj flavonoida je izracunavan na osnovu kalibracione

prave rutina i izraZen je kao mg rutina/g suvog ekstrakta (mg/g SE).

3.11. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST EKSTRAKATA BILJNIH VRSTA RODA Micromeria

Komparativna analiza antimikrobne aktivnosti ekstrakata biljnih vrsta roda
Micromeria, prikupljenih iz prirode i gajenih u uslovima in vitro, je izvrSena uz pomo¢

mikrodilucione metode sa izvesnim modifikacijama (NCCLS, 2003).

45



3.11.1. Bakterijski sojevi

U istrazivanjima su koriS¢eni tipski laboratorijski sojevi mikroorganizama
(ATCC - American Type Culture Collection): Gram-negativne bakterije: Escherichia
coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) i Salmonella enteritidis
(ATCC 13076) i Gram-pozitivne bakterije: Bacillus cereus (ATCC 10876), Listeria
monocytogenes (ATCC15313) i Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

3.11.2. Mikrodiluciona metoda

Od prekono¢nih kultura ispitivanih bakterijskih sojeva koji su gajeni na
hranljivom agaru, napravljene su bakterijske suspenzije u sterilnom fizioloskom
ratstvoru (0,9% NaCl). Broj mikroorganizama je standardizovan turbidimetrijskom
metodom na 0,5 McFarlanda (1-1,5x10® CFU/ml, zavisno od roda bakterije). Po&etna
koncentracija ispitivanih ekstrakta je napravljena u 30%-nom metanolu i to, za vrstu M.
pulegium — ekstrakt biljaka iz prirode u koncentraciji od 100,50 mg/ml; ekstrakt biljaka
odgajenih u uslovima in vitro u koncentraciji od 137,40 mg/ml, a za vrstu M. croatica —
ekstrakt biljaka iz prirode u koncentraciji od 145,00 mg/ml; ekstrakt biljaka odgajanih u
uslovima in vitro u koncentraciji od 81,00 mg/ml. Nakon toga je, u mikrotitarskoj ploci
sa 96 bunarci¢a, uneSeno po 100 pl inokulisanog Muller-Hinton bujona (MHB) i
napravljena je serija duplih razblaZzenja pocetne koncentracije ekstrakata, za M.
pulegium u opsegu od 0,01-50,25 mg/ml (biljke iz prirode) i u opsegu od 0,02-68,7
mg/ml (biljke gajene in vitro), a za M. croatica u opsegu od 0,04-72,50 mg/ml (biljke iz
prirode) i u opsegu od 0,02-40,50 mg/ml (biljke gajene in vitro). Finalni volumen u
svakom bunar&iéu je bio 100 pl, a finalna koncentracija bakterija je bilal0° CFU/ml.
Potom su mikrotitarske ploCe inkubirane 24 h na 37 °C. Svi testovi radeni su u
triplikatu. KoriS¢ene su dve kontrole rasta: jedna je sadrzala inokulisanu hranljivu
podlogu, a druga inokulisanu hranljivu podlogu sa serijom duplih razblazenja rastvaraca
metanola, u opsegu od 0,004 - 15,00 pl/ml. Antibiotici: hloramfenikol, streptomicin i
tetraciklin su kori$¢eni kao pozitivne kontrole, u opsegu koncentracija od 0,008 - 16,00
pg/ml. Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) je koncentracija ekstrakta pri kojoj

mikroorganizmi ne pokazuju vidljivi rast. Da bi se detektovao mikrobioloski rast u
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svaki bunarCi¢ je dodato po 20 upl 0,5% vodenog rasvora TTC (2,3,5-trifenil
tetrazolijumhlorida) koji boji porasle kolonije u crveno (Sartoratto i sar., 2004). Da bi se
odredila minimalna baktericidna koncentracija (MBC), sadrzaj iz svih bunar¢i¢a (u
kojima nije bilo crveno obojenih kolonija) je prenesen na peteri ploce sa Mueller-Hinton
agarom (MHA), koje su zatim inkubirane 24h na 37 °C. Nakon inkubacije brojane su
porasle kolonije bakterija. MBC se definiSe kao najniza koncentracija ekstrakata pri

kojoj je ubijeno 99,9% inokulisanih mikroorganizama

3.12. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Klijjanci su na hranljivim podlogama gajeni 28 dana, a nakon toga su
evidentirani eksplantati koji su reagovali na tretman i broj pupoljaka po eksplantatu.
Zatim su mereni slede¢i parametri: duzina pupoljaka, sveza i suva masa eksplantata.
Procenat eksplantata koji je reagovao na tretman je izracunat tako $to je broj eksplantata
sa pupoljcima podeljen ukupnim brojem eksplantata postavljenih na tretman i
pomnoZen sa 100.

Svaki tretman obuhvatao je po 30 eksplantata, po 10 u jednoj teglici. Tretman je
uraden u dva ponavljanja, ukupno po 60 eksplantata za svaki tretman.

Obrada podataka je uradena statistiCko-grafickim paketom Statgraphics, verzija
5.0, procedura ANOVA i post-anova test LSD na nivou znacajnosti p<0,05. Statisticka
analiza je uradena za svaki parametar i u tabelama je predstavljena slovima. Statisticki
znacajne razlike predstavljene su razli¢itim slovima, ista slova oznac¢avaju da tih razlika

nije bilo.
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4. REZULTATI

4.1. PROPAGACIJA BILJAKA M. pulegium in vitro

4.1.1. Uspostavljanje kulture in vitro M. pulegium

Primarni eksplantati koriS¢eni za uspostavljanje kulture in vitro M. pulegium bili
su segmenti stabla duzine 5 mm sa jednim nodusom i dva listi¢a (Slika 3). Ovi segmenti
su postavljeni na MS hranljivu podlogu bez regulatora rastenja. Na njima su prvi
aksilarni pupoljci uoceni nakon sedam dana. U periodu od 4 - 6 nedelja na primarnim
eksplantatima su se razvili brojni pupoljci (Slika 4). Na pojedinim primarnim
eksplantatima, na nodusu, je doslo do spontanog formiranja korenova. Kada je pasaz
produzen na 6 nedelja eksplantati su intenzivno cvetali (Slika 5). Za razliku od biljaka iz
prirode, €iji su cvetovi roze boje, u kulturi su cvetovi bili beli.

U cilju postizanja multiplikacije, a izbegavanja reproduktivne faze, pasaziranje
je vrseno na 4 nedelje i dobijeni su granati izdanci u vegetativnoj fazi. Sa primarnog
eksplantata izolovani su segmenti stabla sa jednim nodusom i parom listi¢a koji ¢e se
zbog pojednostavljenja dalje nazivati eksplantat. Proces multiplikacije je ponavljan dok
se nije dobilo dovoljno izdanaka ¢iji su segmenti sa jednim nodusom koriS¢eni za

ispitivanje uticaja fitohormona na formiranje aksilarnih pupoljaka.

Slika 3. Primarni eksplantat M. pulegium
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Slika 4. Regenerisani izdanci M. pulegium na MS podlozi bez regulatora rastenja,

nakon 4 nedelje.

Slika 5. Cvetovi na izdancima M. pulegium in vitro.
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4.1.2. Indukcija i rastenje aksilarnih pupoljaka M. pulegium

Za indukciju aksilarnih pupoljaka osim hranljive podloge MS bez regulatora
rastenja, koriS¢ene su i podloge sa fitohormonima razli¢itih koncentracija (Tab. 4).
Nakon 4 nedelje gajenja u kulturi, praceni su slede¢i morfoloski parametri: %
eksplantata na kojima su se razvili pupoljci, broj aksilarnih pupoljaka po eksplantatu,
duzina pupoljaka, sveza i suva masa izdanaka.

Na MS hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja na svim eksplantatima (100%)
razvili su se brojni aksilarni pupoljci (Tab. 6). Takode, razvi¢e aksilarnih pupoljaka na
svim eksplantatima zabeleZeno je na podlogama sa visokim koncentracijama citokinina
BA (3, 10, 30 uM) bez ili sa 0,57 uM IAA i na podlogama sa kombinacijom visokih
koncentracija kinetina (10, 30 uM) i 0,57 uM [AA. Kada je hranljiva podloga sadrzala
samo auksin (0,57 uM TAA) 70% eksplantata je reagovalo na tretman i na njima je
uoc¢eno formiranje aksilarnih pupoljaka. Najmanji procenat eksplanatata sa razvijenim
pupoljcima, 58,3%, zabelezen je na podlozi sa 1 uM BA (Tab. 6).

Tokom ¢etiri nedelje gajenja u kulturi in vitro na eksplantatima, na svakom
nodusu, u pazuhu listova su se razvijali aksilarni pupoljci koji su se zatim izduzivali u
izdanke. Izdanci su rasli, izduzivali se i granali, pa je tako eksplantat poprimao zZbunastu
formu koja karakteriSe ovu vrstu i u prirodi.

Na ekplantatima gajenim na hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja prosecno
je formirano 15,9 pupoljaka. Na podlogama sa niskim koncentracijama koriS¢enih
regulatora rastenja broj pupoljaka po eksplantatu bio je manji ili priblizno jednak broju
pupoljaka na kontrolnim eksplantatima. Statisticki znaCajno povecanje broja pupoljaka
u odnosu na kontrolu zabeleZeno je kod eksplantata gajenih na podlogama koje sadrze:
3 uM BA, 10 upM BA 1 0,57 uM TAA, 1 uM kinetina, 10 pM kinetina i 0,57 pM TAA.
Najveci prosecan broj pupoljaka 19,42 formiran je na eksplantatima koji su rasli na MS
hranljivoj podlozi sa 3 uM BA (Tab. 6). Na slici 6 prikazana je hranljiva podloga na
kojoj su eksplantati sa razvijenim izdancima i na njima aksilarnim pupoljcima. Izdvojen
eksplantat je zbunaste forme koja potice od velikog broja formiranih izdanaka i
aksilarnih pupoljaka. Najmanji prosecni broj pupoljaka po eksplantatu (11,7) zabelezen

je kod eksplantata gajenih na podlozi sa 0,3 pM BA.
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Tabela 6. Uticaj regulatora rastenja na indukciju aksilarnih pupoljaka, njihovu duzinu,

sveZu 1 suvu masu

Regulatori Eksp. Broj pupoljaka po DuZina pupoljaka SveZa masa (g) Suva masa (g)
rastenja sapup | eksplantatu (mm)

(uM) (%)

- 100,0 15,90 + 1,05%"" 8,56 + 0,29%fe 0,173 + 0,017 0,0202 + 0,0014°%
0,1 BA 93,3 12,86 +0,79® 7,70 + 0,28% 0,143 + 0,008 0,0167 + 0,0081®
0,3 BA 66,7 11,70 £ 1,29° 8,67 + 0,45°%% 0,131 +0,011® 0,0170 + 0,0114%®
1BA 58,3 16,43 £ 1,10° 9,00 + 0,48 0,213 +0,012¢ 0,0221 +0,0116%*"
3BA 100,0 19,42 £ 0,92 9,31 £ 0,308 0,227 +0,012™ 0,0240 = 0,0120°®
10 BA 100,0 16,62 + 0,83™" 9,75+ 0,31 0,310 £0,011™ 0,0312 0,011
30 BA 100,0 15,62 + 0,800 9,11 + 0,227 0,264 + 0,015% 0,0251 +0,0014%"
0,57 IAA 70,0 16,21 + 1,40 8,15 + 0,35 0,159 + 0,013 0,0185 + 0,0016%¢
IAA 0,IBA | 93,3 14,68 + 1,420 7,59 +0,32° 0,138 £0,011%® 0,0151 + 0,0011°
IAA 03BA | 76,7 12,87 + 0,85% 10,58 + 0,51' 0,185+ 0,010%% 0,0215 £ 0,0015%%"
IAA 1 BA 96,7 14,66 + 0,827 9,07 + 0,348 0,203 + 0,007 0,0205 = 0,0008"*
IAA 3 BA 100,0 17,33 +0,98%" 10,13 + 0,32 0,271 +0,013% 0,0279 £ 0,0013¢"
IAA 10BA | 100,0 18,19+ 1,11 9,94 + 0,28™ 0,303+ 0,016™ 0,0302 + 0,0158"
IAA30BA | 100,0 15,62 + 0,89 8,50 + 0,23%d" 0,274 +0,015M 0,0269 + 0,0146"
0,1 kin 80,0 14,52 + 1,55 7,94 + 0,33 0,161 + 0,014%% 0,0179 + 0,0015%<
0,3 kin 75,0 12,44+ 127% 7,51+0,32° 0,118 +0,010° 0,0144 + 0,0010°

1 kin 80,0 18,75 + 1,32M 8,06 + 0,30°¢ 0,193 +0,011%% 0,0220 + 0,0013%"
3 kin 68,3 13,22 + 1,32 7,46 +0,34° 0,134 +0,010® 0,0150 + 0,0013"
10 kin 88,3 12,51 +0,94® 9,39 + 0,398k 0,159 +0,010*¢ 0,0169 = 0,0010®
30 kin 85,0 16,87 + 0,88 8,78 £ 0,27 0,228 +0,010™ 0,0214 + 0,0010°*"
IAA 0,1 kin | 81,7 14,80 + 0,880cder 8,68 + 0,34%kh 0,181 +0,010%% 0,0222 + 0,0013%"
IAA 03 kin | 93,3 16,07 + 0,975 7,73 £0,29% 0,162 = 0,009™% 0,0197 £ 0,0012"4
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IAA 1 kin 83,3 15,16 % 0,89 9,70 £ 0,39"M 0,197 £ 0,008 0,0224 + 0,0010%F
IAA 3 kin 83,3 13,14 + 0,684 9,10 £ 0,35% 0,194 +0,011°% 0,0201 + 0,0010%®
IAA 10kin | 100,0 18,00 + 1,058 9,02 £ 0,27 0,282 = 0,020"™ 0,0282 + 0,0017"
IAA 30 kin | 100,0 16,78 + 0,85 9,06 + 0,25 0,251+ 0,0107 0,0299 + 0,00437

Rezultati predstavijaju srednju vrednost iz nezavisnih eksperimenata n = 60 + SE.
Statisticki znacajnu razliku ne pokazuju vrednosti oznacene istim slovom (p < 0,05).

Slika 6. Aksilarni pupoljci na eksplantatima M. pulegium gajenim na podlozi sa 3 uM
BA

Na pojedinim izdancima gajenim na podlogama sa 3 uM kinetina i 0,57 pM
IAA odnosno 10 uM kinetina i 0,57 uM IAA doslo je do formiranja adventivnih
pupoljaka na licu lista uz sam obod lista koji je bio u kontaktu sa podlogom (Slika 7).

Slika 7. Adventivni pupoljci M. pulegium formirani na listu izdanka gajenog na podlozi
sa3 uM Kini 0,57 uM TAA
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U osnovi pojedinih eksplantata koji su rasli na podlozi sa 10 pM kinetina i 0,57
pM TAA odnosno 30 uM kinetina i 0,57 pM TAA, kao i na podlogama sa auksinom i
vi§im koncentracijama BA (10 uM i 30 uM) formirano je kalusno tkivo zelene boje i
brojni adventivni pupoljci (Slika 8). Pojedini eksplantati gajeni na podlogama sa 3, 10

ili 30 uM kinetina imali su dobro razvijen koren.

Slika 8. Kalusno tkivo i adventivni pupoljci u osnovi eksplantata M. pulegium na

podlozi sa 10 uM kinetina i 0,57 uM TAA

Maksimalna prosec¢na duZina izdanaka, 10,58 mm, izmerena je kod eksplantata
koji su rasli na hranljivoj podlozi sa 0,3 uM BA i 0,57 uM (Tab. 6, Slika 9). Ona je za
30% veca od duZine pupoljaka eksplantata sa kontrolne podloge, odnosno za 25% u
odnosu na duzinu pupoljaka eksplantata sa podloge koja sadrzi samo IAA. Prosecno
najkraci pupoljci (7,46 mm), izmereni su na eksplantatima koji su rasli na podlozi sa 3
UM kinetina.

Izdanci eksplantata koji su rasli na podlogama sa niskim koncentracijama
citokinina (0,1 uM BA i 0,3 uM kinetina) bez ili sa auksinom bili su znacajno krac¢i od

onih koji su rasli bez prisustva regulatora rastenja.
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Slika 9. Aksilarni izdanci M. pulegium na podlozi sa 0,3 pM BA 10,57 pM [IAA

Nakon 4 nedelje gajenja u kulturi in vitro merena je biomasa eksplantata koji su
se razvijali na 26 razli¢itih podloga. Merena je sveZa i suva masa eksplantata. Svezi
eksplantati M. pulegium po uklanjanju sa podloge veoma brzo, za par minuta, na
vazduhu gube vigor i venu, pa je veoma vazno meriti ih odmah po uzimanju iz kulture,
kako bi vrednost izmerene sveZze mase bila realna. Najveci prinos biomase eksplantata
ostvaren je na podlozi sa 10 uM BA. Na toj podlozi su izmerene najveée prosecne
vrednosti sveze (0,310 g) i suve (0,0312 g) mase eksplantata (Tab. 6, Slika 10). Najnize
prosecne vrednosti sveze i suve mase zabelezene su kod eksplantata koji su rasli na

podlogama sa 0,3 pM kinetina.

Slika 10. M. pulegium na hranljivoj podlozi sa 10 uM BA
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4.1.3. Oziljavanje aksilarnih izdanaka M. pulegium in vitro

Aksilarni izdanci M. pulegium dugi 15-20 mm koji su se formirali na
eksplantatima gajenim na MS podlozi bez regulatora rastenja, postavljeni su na 12
razli¢itih hranljivih podloga za oZiljavanje. Podloge su sadrzale jedan od tri auksina
(IAA, NAA, IBA) u koncentracijama 0,1, 0,2, 0,3 i 1 mg/l. Sve podloge sadrzale su
polovinu MS makro i mikrosoli (MS/2).

Na kontrolnoj podlozi (MS/2 bez fitohormona) oziljeno je 28,33% aksilarnih
izdanaka (Tab. 7). Najveci procenat oziljavanja zabelezen je na podlozi sa 1 mg/l [AA
gde je oZiljeno 54% aksilarnih izdanaka. Najmanje eksplantata je oziljeno na podlozi
koja je sadrzala 0,2 pg/l odnosno 1 ug/l IBA, svega 8,33%. Procenat oziljavanja je bio
veci na podlogama sa IAA nego na kontrolnoj i podlogama sa NAA ili IBA.

Na podlogama koje sadrze IAA, procenat oziljavanja izdanaka je priblizno
ujednacen na nizim koncentracijama i neSto ve¢i na najvisoj koris¢enoj koncentraciji.
Procenat oziljavanja aksilarnih izdanaka na podlogama koje sadrze NAA, povecava se
sa porastom koncentracije do 0,3 pg/l, a potom blago opada. I pored toga podloge koje
su sadrzale viSe koncentracije NAA bile su efikasnije u indukciji korenova na
aksilarnim pupoljcima nego podloga MS/2 bez fitohormona. Oziljavanje aksilarnih
pupoljaka na svim podlogama koje sadrze IBA bilo je slabije nego na kontrolnoj
podlozi bez auksina.

Nakon 5 nedelja na induktivnim podlogama merena je duzina korena svih
oziljenih izdanaka. Prose¢na duzina korena izdanaka gajenih na podlozi bez regulatora
rastenja bila je 13,94 mm (Tab. 7, Slika 11 a). Najvecu prosecnu duzinu korenova od
31,42 mm imali su izdanci gajeni na podlozi sa 1 pg/l IAA (Slika 11 b). Na toj podlozi
je zabeleZen i izdanak sa najduzim izmerenim korenom, dugim 35,77 mm. Izdanci sa
ove podloge imali su duge, najces¢e granate, svetlo-smede korenove. U donjem delu
eksplantata stabljika je zadebljala, blago odrvenjena. Donji listovi koji su se oslanjali na
podlogu bili su nekroti¢ni, a formirani aksilarni izdanci imali su izduZene noduse i
relativno sitnije listove. Pri istoj koncentraciji 1 pg/l NAA, odnosno IBA, korenovi su

bili znatno kraéi (11,19 mm, odnosno 12,24 mm).
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Tabela 7. Oziljavanje izdanaka M. pulegium na MS/2 hranljivoj podlozi sa IAA, NAA i

IBA
Prose¢na duzina Izmeren lzmeren
auksin (mg/L) | % oziljavanja Korena (mm) najkraci najduzi koren
koren (mm) (mm)
- 28,33 13,94 + 2,02°® 8,25 19,62
0,1 IAA 45,00 15,54 + 3,16°® 10,02 21,06
0,2 IAA 44,00 21,31 +2,07% 15,31 25,31
0,3 TAA 44,00 22,44 +2.81° 17,45 27,44
1 T1AA 54,00 31,42 + 4,13 27,07 35,77
0,1 NAA 16,67 6,03 + 0,30% 1,38 13,44
0,2 NAA 25,00 11,25 + 0,98 5,20 17,30
0,3 NAA 50,00 5,93 +1,09° 1,65 10,21
1 NAA 43,33 11,19 + 1,917 6,60 15,79
0,1 IBA 20,00 9,74 + 2,55 2,33 17,16
0,2 IBA 8,33 11,49 + 1,24%% 1,01 21,98
0,3 IBA 10,00 13,21 + 3,72%% 3,64 22,78
1 IBA 8,33 12,24 + 2,13 1,76 22,72

Rezultati predstavijaju srednju vrednost iz nezavisnih eksperimenata n = 60 + SE.
Statisticki znacajnu razliku ne pokazuju vrednosti oznacene istim slovom (p < 0,05).
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Prosec¢no najkrace korenove od 5,93 mm, odnosno 6,03 mm imali su izdanci
gajeni na podlozi sa 0,3 pg/l NAA, odnosno 0,1 pg/l NAA (Tab. 7, Slika 12). Ovi
izdanci imali su svetle, beliCaste, negranate, priblizno ujednaceno kratke korenove

formirane u zadebljanoj bazi izdanka i gusto zbijene izdanke sa izduzenim nodusima.

Slika 12. Oziljeni izdanak M. pulegium na podlozi MS/2 sa 0,1 pg/l NAA
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Svi oZiljeni izdanci koji su gajeni na podlogama sa NAA ili IBA imali su krace
korenove nego pupoljci koji su rasli na kontrolnoj MS/2 podlozi (Tab. 7). Oziljeni
izdanci na podlozi sa 1 mg/l NAA imali su u osnovi formiran kalus smede boje, a
korenovi smede boje formirali su se na kalusu i iznad kalusa a ispod prvog para listova
(Slika 13a). Na visim koncentracijama IBA 0,3 mg/l i 1 mg/l izdanci su imali kratko

granate, svetlo-smede korenove (Slika 13b).

Slika 13. Oziljeni aksilarni izdanak M. pulegium na podlozi sa: a) 1 mg/l NAA; b) 1
mg/l IBA
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4.1.4. Aklimatizacija biljaka M. pulegium

Za aklimatizaciju su odabrani oziljeni izdanci, odnosno biljcice Micromeria
pulegium nakon 5 nedelja gajenja u kulturi. Izuzev biljaka na kojima se formirao kalus,
sve ostale biljke sa adventivnim korenovima, bez obzira na kojoj su podlozi gajene
posadene su u plasti¢ne CaSice sa sterilisanom zemljom. Korenovi koji su formirani na
izdancima u uslovima in vitro veoma su vazni u najranijem periodu razvoja biljke u ex
vitro uslovima. Po razvijanju novih listova, biljke se mogu smatrati aklimatizovanim, pa
je njihovo gajenje moguce dalje u staklari i na otvorenom. Tokom perioda od 4 nedelje

rasta u ex vitro uslovima 78% biljaka je aklimatizovano (Slike 141 15).

Slika 14. Biljke M. pulegium propagirane in vitro na pocetku aklimatizacije
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Slika 15. Biljke M. pulegium dobijene in vitro u zavr$noj fazi aklimatizacije
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4.2. PROPAGACIJA BILJAKA M. croatica in vitro

4.2.1. Uspostavljanje in vitro kulture M. croatica

Segmenti stabla duzine 4 mm sa jednim nodusom i dva listi¢a uzeti sa biljaka M.
croatica iz prirode nisu se razvijali na MS hranljivoj podlozi. Zato je u jesen sakupljeno
seme, sterilisano i postavljeno na MS hranljivu podlogu. Semena su isklijala u zdrave
bilj¢ice (Slika 16). Klijavost semena bila je 89%.

Nakon 4 nedelje sa klijanaca, dugih oko 10 mm, za eksplantate su uzeti segmenti
dugi oko 4 mm sa jednim nodusom i dva listi¢a i preneti na svezu MS podlogu. [zabrani
su nodusi formirani ispod vr$nog pupoljka. Proces multiplikacije je nastavljen dok se
nije obezbedilo dovoljno izdanaka sa kojih su kori§¢eni segmenti sa jednim nodusom za

ispitivanje uticaja fitohormona na formiranje aksilarnih pupoljaka.

Slika 16. Klijanci M. croatica nakon 4 nedelje na MS podlozi

4.2.2. Indukcija i rastenje aksilarnih pupoljaka M. croatica

Za indukciju i rastenje aksilarnih pupoljaka koris¢ena je MS hranljiva podloga
bez regulatora rastenja i podloge koje su sadrzale fitohormone u razli¢itim

koncentracijama i kombinacijama (Tab. 8).
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Tabela 8. Uticaj regulatora rastenja na indukciju aksilarnih pupoljaka M. croatica,

njihovu duzinu, svezu i suvu masu

Regulatori Eks. Broj pupoljaka po Duzina pupoljaka Sveza masa (g) Suva masa (g)
rastenja (UM) | sa eksplantatu (mm)

pup

(%)
- 56,7 | 9,35+ 1,28k 8,02 +0,36" 0,103 £0,021% 0,0091 + 0,0014"*
0,1 BA 65,0 | 5,56+0,53" 7,26 + 0,40°%Teh 0,042 £ 0,006™ 0,0055 + 0,0006™
0,3 BA 68,3 | 6,85+ 0,72 7,41 + 0,34%eh 0,060 + 0,008 0,0065 + 0,0007%°%
1 BA 85,0 | 8,550,771 7,12 £ 0,28 0,073 £ 0,009°%F" 0,0088 + 0,0013 "
3 BA 68,3 | 9,88 +0,82% 8,14+ 0,321k 0,088 + 0,010%" 0,0095 + 0,0009%
10 BA 65,0 | 9,29+0,89 ¢ 6,72+ 0,31 0,083 = 0,008 T 0,0088 + 0,0007"
30 BA 58,3 | 8,66+ 0,98%"* 4,97+0,19° 0,085 £ 0,010 0,0084 =+ 0,0009°"
0,57 IAA 76,7 | 5,52+0,46™ 7,96 + 0,33 " 0,036 £ 0,030° 0,0050 = 0,0004"
IAA 0,1 BA 70,0 | 7,19 +0,65%%" 7,61 + 0,34 ik 0,064 = 0,007 0,0086 =+ 0,0006 "
IAA 0,3 BA 73,3 | 7,64 +0,55%" 7,85 + 0,28 ik 0,059 + 0,005 0,0072 + 0,0005°feh
IAA 1 BA 75,0 | 7,98 +0,61% 7,64 + 0,26 K 0,085 + 0,007°" 0,0101 + 0,0007%
IAA 3 BA 73,3 | 6,64 +0,39%% 7,90 + 0,31 ik 0,058 + 0,004 0,0073 + 0,0004 %"
IAA 10 BA 80,0 | 10,08 + 0,90 6,88 £ 0,22°% 0,108 £ 0,009 0,0110 = 0,0009*
IAA 30 BA 55,0 | 9,45+ 1,03"F 5,12+ 0,20" 0,106 £0,016™ 0,0087 + 0,001 1"
0,1 kin 65,0 | 10,33 +1,13% 7,03 £ 0,27 0,092 £ 0,014"* 0,0093 = 0,0010"*
0,3 kin 70,0 | 10,33 £0,95* 8,29 +0,31* 0,114 +0,019¢ 0,0092 + 0,0009&"*
1 kin 78,3 | 10,34 +0,81" 7,88 + 0,25 "k 0,092 = 0,009"* 0,0088 + 0,0007"
3 kin 85,0 | 9,61+0,82% 7,58 + 0,27 &76hi 0,082 + 0,008 0,0086 + 0,0008 °&
10 kin 61,7 | 7,32+ 0,66%% 6,34+ 0,26™ 0,057 + 0,005 0,0062 + 0,0006™4
30 kin 51,7 | 8,00+ 0,98%" 5,64 + 0,28 0,063 + 0,009 0,0069 + 0,0008¢¢"
IAA 0,1 kin 78,3 | 7,40 £0,63°% 8,23 0,325 0,059 £ 0,007 0,0072 + 0,0007>%"%
IAA 0,3 kin 75,0 | 5,76 +0,46™ 7,83 + 0,37 ik 0,054 + 0,005 0,0070 + 0,0006™%F
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IAA 1 kin 90,0 | 7,61+0,65°" 7,54 + 0,26 0,074 + 0,013« 0,0084 + 0,0007°"

TAA 3 kin 75,0 | 5,76+ 0,40 7,63 + 0,32 "k 0,046 £ 0,003™ 0,0069 £ 0,0005%"
IAA 10 kin 80,0 | 7,02+0,61%% 7,19 + 0,27 0,053 £ 0,005 0,0073 £ 0,0006 "
IAA 30 kin 81,7 | 5,02+0,47 522+0,23" 0,040 + 0,004 0,0051 = 0,0004™

Rezultati predstavijaju srednju vrednost iz nezavisnih eksperimenata n = 60 = SE.

Statisticki znacajnu razliku ne pokazuju vrednosti oznacene istim slovom (p < 0,05).

Nakon sedam dana, uoceno je formiranje aksilarnih pupoljaka. Morfoloski
parametri (% eksplantata na kojima su se razvili pupoljci, broj pupoljaka po eksplantatu,
duzina izdanaka, sveza i suva masa eksplantata) evidentirani nakon 4 nedelje rasta u
kulturi, dati su u tabeli 8. Na podlozi bez regulatora rastenja 56,7% postavljenih
eksplantata je formiralo aksilarne pupoljke. Na svim koris¢enim podlogama, osim
podloge sa 30 uM BA i 0,57 uM TAA i podloge sa 30 uM kinetina, procenat eksplantata
sa aksilarnim pupoljcima bio je veéi nego na podlozi bez regulatora rastenja (Tab. 8).
Najvise eksplantata sa pupoljcima, 85%, zabelezeno je na podlozi sa 1 uM BA.

Na eksplantatima koji su rasli na podlozi bez regulatora rastenja formirano je u
proseku 9,35 pupoljaka (Tab. 8). Izdanci na ovoj podlozi imali su izduzene internodije,
a listovi koji su bili u kontaktu sa podlogom su nekrozirali.

Najveci prosecan broj pupoljaka, 10,3 imali su eksplantati na podlogama sa 0,1,
0,3 i 1 uM kinetina. Izdanci sa ovih podloga su bili razgranati, zelene boje, prili¢no
ujednacenog rasta. Imali su dugacke internodije sa velikim brojem pupoljaka. Listovi su

bili zeleni, bez znakova nekroze (Slika 17).

Slika 17. Izdanci M. croatica na podlozi sa 0,3 uM kinetina, nakon 4 nedelje.
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Prose¢no najmanji broj aksilarnih pupoljaka 5,02 formiran je na eksplantatima
gajenim na podlozi sa 30 pM kinetina i 0,57 pM IAA. Izdanci gajeni na ovoj podlozi
bili su vrlo skra¢enih internodija sa zbijenim pupoljcima.

Prosecan broj pupoljaka na podlogama koje sadrze samo kinetin, veéi je od
prosecnog broja pupoljaka na kombinovanim podlogama sa kinetinom i IAA (Tab. 8).
Analiziraju¢i broj aksilarnih pupoljaka po eksplantatu, moze se primetiti da osim
koncentracije i priroda citokinina utice na formiranje aksilarnih pupoljaka.

Prosecna srednja vrednost duzine aksilarnih pupoljaka na izdancima na podlozi
bez fitohormona bila je 8,02 mm, a na podlozi sa I[AA 7,26 mm (Tab. 8). Najveca
srednja vrednost duzine izdanaka od 8,29 mm izmerena je kod eksplantata gajenih na
podlozi sa 0,3 uM kinetina, i ona se nije statisticki znacajno razlikovala od rezultata sa
kontrolne podloge (Tab. 8, Slika 17). Prose¢no najkrace izdanke 4,97 mm imali su
eksplantati koji su se razvijali na podlozi sa 30 uM BA. Ovi eksplantati su bili vrlo
kratki, Zbunasti, izrazito kratkih internodija, sa svetlo zelenim listovima.

Masa eksplantata merena je dva puta. Prvi put odmah po uzorkovanju sa
hranljive podloge, a potom nakon suSenja, ¢ime su dobijene vrednosti sveze i suve
biomase.

Sveza masa eksplantata koji su rasli na podlozi bez regulatora rastenja bila je
0,103 g, dok je suva masa bila 0,0091 g. Eksplantati gajeni na podlozi sa IAA imali su
najmanji prinos sveze 0,036 g, i suve mase 0,0050 g (Tab. 8). Njihova masa bila je
upola manja od mase eksplantata sa podloge bez regulatora rastenja.

Najveci prosecni prinos sveze mase 0,114 g imali su eksplantati na podlozi sa
0,3 uM kinetina. Na toj podlozi izdanci su bili najbujniji (Slika 17). Prose¢no najveci
prinos suve biomase 0,011 g imali su izdanci na kombinovanoj podlozi sa 10 uM BA i
0,57 uM TAA. Na izdancima sa ove podloge formiran je veliki broj (10,08) relativno
kratkih pupoljaka (6,88 mm) $to je doprinelo njihovoj velikoj biomasi (Slika 18).

64



Slika 18. Izdanci M. croatica na podlozi sa IAA 1 10 pM BA nakon 4 nedelje

4.2.3. Oziljavanje aksilarnih izdanaka M. croatica in vitro

Aksilarni pupoljci M. croatica dugi 10-15 mm su postavljani na MS/2 podloge
sa razli¢itim koncentracijama auksina kako bi se ispitao uticaj fitohormona na
oziljavanje. Na podlozi MS/2 bez auksina, ozililo se 73,33% aksilarnih pupoljaka (Tab.
9). Najvise, 81,67% aksilarnih izdanaka se oZilio na podlozi MS/2 sa 0,3 mg/l [AA, Sto
je vise nego na kontrolnoj podlozi. Najmanje oziljenih aksilarnih pupoljaka 45% bilo je
na podlozi MS/2 sa 1 mg/l IBA. Aksilarni izdanci na podlogama sa NAA ili IBA ozilili
su se u manjem procentu nego izdanci na podlozi bez auksina. Takode je odgovor bio
slabiji i na MS/2 podlogama sa 0,1 i 1 mg/l TAA. Proces oziljavanja aksilarnih
pupoljaka stimuliSe IAA i to u relativno niskim koncentracijama (0,2 i 0,3 mg/l).
Auksini NAA 1 IBA nisu stimulisali oziljavanje M. croatica.

Izdanci koji su se ozilili na MS/2 podlozi sa TAA imali su znacajno duze
korenove od izdanaka gajenih na podlozi MS/2 bez auksina. Suprotno tome, izdanci
oziljeni na podlogama sa NAA imali su znacajno kra¢e korenove od kontrolnih
izdanaka. Krace korenove imali su i izdanci oZiljeni na podlogama sa razli¢itim
koncentracijama IBA. IBA a narocito NAA uti¢e na smanjeni rast korena za razliku od
IAA koji stimulise izduzivanje korena.

Duzina korenova izdanaka koji su se ozilili na MS/2 podlozi bez auksina bila je
7,45 mm (Tabela 9, slika 19 a). U bazi izdanaka formirali su se duzi tamni korenovi, a

sa nodusa su se pruzali kraci, beliCasti korenovi.
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Tabela 9. Oziljavanje izdanaka M. croatica na MS/2 hranljivoj podlozi sa IAA, NAA i
IBA

Prose¢na duzina Izmeren lzmeren

auksin (mg/L) | % oziljavanja Korena (mm) najkraci najduzi koren
koren (mm) (mm)
- 73,33 7,45 + 0,58 6,51 8,39
0,1 IAA 60,00 8,13 + 0,54% 7,09 9,16
0,2 IAA 76,67 9,27 + 0,58 8,35 10,19
0,3 TAA 81,67 10,57 + 0,478 9,67 11,47
1 IAA 55,00 10,07 + 0,65 8,97 11,17
0,1 NAA 51,67 4,91 + 0,46 3,78 6,05
0,2 NAA 60,00 5,49 + 0,33 4,44 6,54
0,3 NAA 60,00 535+0,33% 4,31 6,39
1 NAA 46,67 531+ 0,47 4,12 6,51
0,1 IBA 53,33 6,73 £0,62° 5,63 7,83
0,2 IBA 60,00 6,36+ 0,61™™ 5,33 7,40
0,3 IBA 58,33 6,69 + 0,521 5,64 7,75
1 IBA 45,00 5,30 + 0,387 4,10 6,49

Rezultati predstavijaju srednju vrednost iz nezavisnih eksperimenata n = 60 + SE.
Statisticki znacajnu razliku ne pokazuju vrednosti oznacene istim slovom (p < 0,05).

Prosecno najduze korenove 10,57 mm imali su izdanci oZiljeni na MS/2 podlozi
sa 0,3 mg/l IAA (Slika 19 b). Na istoj podlozi oZiljen je i izdanak sa najduzim korenom
11,47 mm. Ovi izdanci su imali brojne, duze, zadebljale smede braon korenove.

Pojedini korenovi su se talasasto pruzali.
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Prosecno najkra¢i korenovi 4,91 mm formirani su na izdancima gajenim na
MS/2 podlozi sa 0,1 mg/l NAA (Slika 20 a), gde je takode izmeren i najkraci koren 3,78
mm (Tab. 9). Izdanci sa ove podloge imali su izrazito kratke, malobrojne bele korenove
formirane u nivou prvog nodusa.

Pojedini izdanci koji su gajeni na podlogama MS/2 sa 0,2 mg/l NAA su
kalusirali. Sa porastom koncentracije NAA u podlozi povecana je ucestalost pojave kao
i veli¢ina kalusa. To je praceno promenom boje listova i redukovanim razvojem i
rastom izdanaka, narocito na podlozi MS/2 sa 1 mg/l NAA (Slika 20 b). Na kratkim,
slabo granatim izdancima formirano je smede kalusno tkivo iznad prvog para
nekroti¢nih listova koji su u dodiru sa podlogom. Kratki korenovi polaze sa kalusa ili

iznad kalusa.

1{

-
1

FEHFHTHY >
Slika 19. Oziljeni izdanak M. croatica na podlozi MS/2 a) bez regulatora rastenja b) sa
0,3 mg/1 IAA

67



\ EEn Oed e A2 W

| {

~=H

1 1

L

Slika 20. Oziljeni izdanak M. croatica na podlozi MS/2 sa a) 0,1 mg/l NAA, b) 1 mg/1

NAA

4.2.4. Aklimatizacija biljaka M. croatica

Za aklimatizaciju su koriS¢eni oziljeni izdanci, odnosno bilj¢ice Micromeria

croatica 5 nedelja nakon gajenja u kulturi (Slika 21 i 22). Bez obzira na kojoj su se

podlozi ozilili, izdanci koji su imali formiran kalus nisu uzeti za aklimatizaciju. Bilj¢ice

Micromeria croatica posadene su u plasti¢ne CaSice sa sterilisanom zemljom. Uspeh

aklimatizacije u velikoj meri zavisio je od funkcionalnosti korenova koji su se formirali

u fazi oziljavanja. Tokom aklimatizacije formirali su se novi korenovi i listovi. Nakon

Sto su formirale nove listove biljke su bile spremne za dalji rast u staklari a potom i u

spoljasnoj sredini.

Tokom perioda od 4 nedelje rasta u ex vitro uslovima aklimatizovano je 65% in

vitro gajenih biljaka.
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Slika 22. Biljke M. croatica dobijene in vitro u zavrsnoj fazi aklimatizacije

4.3. MIKROMORFOLOSKA I HISTOCITOLOSKA ANALIZA TRIHOMA LISTOVA M.
pulegium

Na elektronskim mikrografijama listova M. pulegium gajenih in vitro na MS
podlozi bez fitohormona, mogu se zapaziti neglandularne (nezlezdane) i glandularne
(zlezdane) trihome. Glandularne i neglandularne trihome prisutne su sa obe strane lista.

Neglandularne trihome gradene su od jedne do tri ¢elije rasporedene u nizu i
negranate su. U osnovi su proSirene, a potom se suzavaju iduc¢i ka vrhu i blago su
nagnute na dole ka epidermisu. Pokrivene su debelom kutikulom sa ravnomerno

rasporedenim bradavi¢astim zadebljanjima (Slika 23).
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Slika 23. SEM Mikrografija M. pulegium, nezlezdani trihomi na adaksijalnoj strani.

Na listovima M. pulegium uoCena su dva tipa glandularnih trihoma: peltatne i
kapitatne. Peltatne trihome su gradene od jedne celije baze, jedne kratke celije drske i
sekretorne glave koju ¢ini osam ¢elija iznad kojih je kod zrelih trihoma razvijen veliki
subkutikularni prostor. Peltatne trihome u presekretornoj fazi razviéa imju ulegnutu
kutikulu, ¢vrsto pripijenu uz celijske zidove. U bazalnoj celiji peltatne trihome u
presekretornoj fazi prisutni su ravnomerno rasporedeni brojni plastidi (Slika 28).
Pocetak sekrecije karakteriSe naborana kutikula koja se postepeno odvaja od celijskih
zidova (Slika 24 C) §to vodi povecanju volumena subkutikularnog prostora (Slika 24
D). Subkutikularni prostor peltatnih trihoma ispunjen sekretornim produktima poprima
zaobljen izgled pokriven glatkom kutikulom (Slika 27 A). Po rupturi kutikule, produkti
se oslobadaju van.

Na poprecnom preseku kroz list jasno se uocCavaju kapitatne trihome na

adaksijalnoj 1 abaksijalnoj epidermalnoj povrSini (Slika 25). Razlikuju se dva tipa
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kapitatnih trihoma. Kapitatna trihoma tip I sastoji se od jedne bazalne ¢elije, jedne ¢elije
drske i jednocelijske sekretorne glave u prokumbentnom polozaju, tako da je celija
drske krivolinijskog pruzanja. Celija glave je elipsoidnog ili kruskolikog oblika i nema
razvijen subkutikularni prostor (Slika 24 A, 26 A). Kapitatna trihoma tip II sastoji se od
jedne bazalne celije, kupastog oblika, koja moZe biti jako izduzena, izduZene uspravne
¢elije drske i1 jedne zaobljene celije glave. U fazi sekrecije ima dobro razvijen
subkutikularni prostoror (Slika 24 B, 26 B). U postsekretornoj fazi, dolazi do pucanja
kutikule i oslobadanja sekretornih produkata (Slika 27 B).
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Slika 24. SEM Mikrografije M. pulegium
A. Kapitatna trihoma tip I

B. Kapitatna trihoma tip II u fazi sekrecije
C. Peltatna trihoma u presekretornoj fazi
D. Peltatna trihoma u ranoj sekretornoj fazi
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Slika 25. Poprecni presek kroz list M. pulegium

Bazalna celija

Drska

Sekretorna celija . . Sekretorna
/ (glava) Subkutikularni éelija
prostor \
Bazalna

Celija

Slika 26. A: Grada kapitatne trihome tip I, B: Kapitatna trihoma tip II u fazi sekrecije
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Subkutikularni

prostor

Sekretorni Sekretorne
ekretorni éelije

produkt

Ostaci kutikule

Bazalna
celija

Slika 27. A. Peltatna trihoma u fazi pune sekrecije B. Kapitatna trihoma tip 11 u
postsekretornoj fazi

Plastidi u bazalnoj
celiji

Subkutikularni
prostor

Slika 28. Peltatne trihome u presekretornoj fazi.
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Listovi formirani na pupoljcima M. pulegium koji su rasli i razvijali se u kulturi
in vitro na podlozi MS bez fitohormona podvrgnuti su fitohemijskoj analizi kako bi se
dokazalo prisustvo sekretornih produkata u zlezdanim trihomima. Kako su vrste roda
Micromeria bogate uljima, u kojima dominiraju terpeni, ispitano je prisustvo terpena u
trthomama.

Njihovo prisustvo dokazuje se histohemijskom reakcijom sa NADI reagensom.
Pojava ljubicaste boje dokazuje pozitivnu reakciju sekretornog materijala na terpene.
Jaka pozitivna reakcija na ulja dokazana je intenzivno tamno plavo obojenim
sekretornim kapima u trihomama. Na sveZim presecima listova pozitivna reakcija na
terpene zabelezena je kod sva tri tipa Zlezdanih trihoma (Slika 31).

Sekretorni sadrzaj intenzivno plavo - ljubiSasto obojen, skoncentrisan je u
centralnom delu subkutikularnog prostora peltatnih trihoma u vidu krupne kapi (Slika
29 A). Kapitatne trihome takode pokazuju pozitivnu reakciju na terpene. U kapitanoj
trihomi tip I sekretorni produkti su u vidu velike kapi pri vrhu sekretorne ¢éelije glave, a
nalaze se takode i u ¢eliji drske (Slika 29 B). U kapitanoj trihomi tip II sekretorni
produkti u vidu krupnih kapi ispinjavaju potpuno subkutikularan prostor, ali se mogu
naci i u sekretornoj ¢eliji 1 ¢eliji drske (Slika 30. A, B, C). U celiji drske kao i u
subkutikularnom prostoru sekretorni produkti su grupisani u veliku kap. Njihova
distribucija u sekretornoj celiji je u obliku sitnijih kapi ¢iji je broj varijabilan.
Sekretorne ¢elije pojedinih kapitatnih trihoma tipa Il imaju malo sitnih sekretornih kapi
na periferiji ili ka vrhu (Slika 30. A, B), dok su kod nekih ispunjene brojnim gusto
rasporedenim kapima (Slika 30. C).

Subkutikularni Sekretorni

prostor produkt

Sekretorni
produkt

Sekretorna

Slika 29. A. Peltatna trihoma, B. kapitatna trihoma tip I
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Ssrﬁtﬂ{ﬁ Sekretorni Subkutikularni

prostor

produkt

Sekretorna

P Sekretorna
celija

Slika 30. A. Kapitatna trihoma tip Il u fazi sekrecije, B. Kapitatna trihoma tip Il u fazi

rane sekrecije, C. Kapitatna trihoma tip I u sekretornoj fazi

Slika 31. Pozitivna reakcija glandularnih trihoma na NADI.
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4.4. MIKROMORFOLOSKA I HISTOCITOLOSKA ANALIZA TRIHOMA LISTOVA M.
croatica

Na povrsini listova M. croatica, gajene in vitro, prisutne su brojne neglandularne
i glandularne trihome (Slika 32 i 34). Neglandularne trihome su kratke konusne ili
izduZene sa zaSiljenim vrhom, uniserijatne i negranate (Slike 32, i 34 A). Sastoje se od
jedne do tri ¢elija. Na povrSini imaju brojne bradavicaste papile na kutikuli (Slika 33 D).
NezZlezdane trihome su gusce rasporedene na abaksijalnoj strani lista, gde su i izduzene
viSecelijske zastupljenije u odnosu na kratke jednocelijske (Slike 32,33 D i34 A).

Medu glandularnim trihomama razlikuju se peltatne i kapitatne. Peltatne trihome
su prisutne samo na abaksijalnoj strani lica (Slika 32 i1 34 B). Gradene su od jedne ¢elije
baze, kratke celije drske i viSecelijske glave iznad koje se kod zrelih trihoma nalazi
veliki subkutikularni prostor (Slika 33 C).

Kapitatne trihome lista determinisane su kao tip I i tip II. Tip I su trihome koje
imaju jedu ¢eliju u osnovi, jednu ¢eliju drske i1 jednu elipsoidnu celiju glave koja je
nagnuta ka povrsini epidermisa (Slika 33 A i1 34 C). Kapitatne trihome tip II sastoje se
od jedne ¢elije u osnovi, drske koju izgraduje jedna izduZzena ¢elija i jedne sekrtorne
¢elije glave globularnog oblika. Iznad sekretorne ¢elije nalazi se mali subkutikularni
prostor (Slika 33 B i 34 D). Na abaksijalnoj strani prisutni su svi tipovi zlezdanih

trihoma, a na adaksijalnoj samo kapitatne trihome tip 1.

77



Slika. 32. Neglandularne i glandularne trihome na abaksijalnoj povrsini lista M.

croatica gajene in vitro
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Slika 33. SEM Mikrografije M. croatica

A. Kapitatna trihoma Tip I na abaksijalnoj povrsini lista M. croatica gajene in vitro,
B. Kapitatna trihoma Tip II na abaksijalnoj povrsini lista M. croatica gajene in vitro
C. Peltatna trihoma na abaksijalnoj povrsini lista M. croatica gajene in vitro,

D. Neglandularne i glandularne trihome na abaksijalnoj povrsini lista M. croatica

gajene in vitro
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Palisadno tkivo 10 pm

Mehanicka trihoma

Sunderasto tkivo

Mehanicka trihoma
Peltatna trihoma

Kapitatna trihoma  Kapitatna trihoma
tip I l tip Il

Slika 34. . Poprecni presek kroz list M. croatica

A. Mehanicke trihome na abaksijalnoj i adaksijalnoj povrsini lista M. croatica gajene in

Vitro

B. Peltatna trihoma na abaksijalnoj povrsini lista M. croatica gajene in vitro

C. Kapitatna trihoma Tip I na abaksijalnoj povrsini lista M. croatica gajene in vitro

D. Kapitatna trihoma Tip Il na abaksijalnoj povrsini lista M. croatica gajene in vitro
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4. 5. HEMIJSKI SASTAV ETARSKIH ULJA Micromeria

4.5.1. Koli¢ina i hemijski sastav etarskih ulja M. pulegium

Nadzemni delovi biljaka iz prirode M. pulegium imali su najveéi sadrzaj ulja,
0,47%. Sadrzaj ulja kod izdanaka gajenih na podlozi MS bez fitohormona iznosio je
0,38%, odnosno na 0,24% kod izdanaka gajenih na podlozi MS sa 10 uM BA (Tab. 10).

U etarskim uljima biljaka iz prirode M. pulegium, gajenih na MS podlozi i na
MS podlozi sa 10 pM BA identifikovana je 21 komponenta §to ¢ini 98,21% , 98,19%
odnosno 96,14% od ukupnog sastava ulja (Tabela 10). Zajednicka karakteristika svih
ulja je visok sadrzaj monoterpena od 85,53 - 96,48%. Medu njima dominiraju
oksidovani monoterpeni, dok je monoterpenskih ugljovodonika znatno manje. U uljima
izdanaka gajenih u kulturi in vitro, sadrzaj monoterpena je manji u odnosu na ulja
biljaka iz prirode. Seskviterpenski ugljovodonici nisu zastupljeni u ulju biljaka iz
prirode, za razliku od ulja izdanaka gajenih in vitro. Oksidovanih seskviterpena nema u

ulju izdanaka gajenih in vitro bez fitohormona.

Tabela 10. Hemijski sastav etarskih ulja biljaka M. pulegium iz prirode i gajenih u
kulturi in vitro na hranljivim podlogama MS i MS sa 10 uM BA

Redni | Komponente % | RI Biljke iz Kultura tkiva | Kultura tkiva
broj klisure in vitro (MS) in vitro
Svrljiskog (MS+ 10
Timoka BA)

Sadrzaj % 0,47 0,38 0,24

1 a-Pinen 936 0,34 0,61 0,87

2 Sabinen 976 - 0,31 0,74

3 B-Pinen 980 0,76 1,89 7,07

4 Mircen 993 - 0,41 0,61

5 3-Oktanol 997 0,26 - -

6 Limonen 1030 1,20 1,35 2,77

7 Menton 1157 26,85 29,14 14,45

8 Izomenton 1167 1,04 2,30 1,25

81



9 Isopulegon 1179 1,20 1,27 0,87
10 Pulegon 1243 60,07 44,57 50,77
11 Piperiton 1256 1,45 - -
12 Piperiton epoksid | 1258 - 4,91 2,29
13 Geranial 1273 - 0,71 -
14 Piperitenon 1345 3,57 2,16 1,38
15 Piperitenon oksid | 1369 - 2,94 2,46
16 B-Kariofilen 1423 - 0,93 1,28
17 Germacren D 1485 - 3,62 6,06
18 Biciklogermacren | 1500 - 1,07 2,13
19 cis- Kalamenen 1525 - - 0,59
20 Spatulenol 1582 0,62 - 0,55
21 Kariofilen oksid 1588 0,85 - -

Monoterpeni 96,48 92,57 85,53

Mo‘nterpens'k% 2.30 4,57 12,06

ugljovodonici

Oksidovani

monoterpeni 94,18 88,00 73,47

Seskviterpeni 1,47 5,62 10,61

Seskviterpenski i 5,62 10,05

ugljovodonici

Oksidovani - 0,55

. . 1,47

seskviterpeni

Druge 0.26 - -

komponente

Ukupno 98,21 98,19 96,14

RI- Kovacev (retencioni) indeks eksperimentalno odreden (AMDIS)

U svim analiziranim uljima, bez obzira na poreklo materijala, dominiraju iste
komponente: pulegon i menton. Pulegon je u uzorcima ulja najviSe zastupljen u
materijalu iz prirode (poredak: priroda > MS sa 10 uM BA > MS), a menton u ulju
poreklom od izdanaka gajenih na MS podlozi bez fitohormona (poredak: MS > priroda
> MS sa 10 uM BA). Prisustvo BA u hranljivoj podlozi smanjuje sadrzaj pulegona u

ulju za 15% u odnosu na ulja biljaka iz prirode, ali pove¢ava za 14% u odnosu na ulja
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izdanaka koji su gajeni u kulturi in vitro bez fitohormona. Sadrzaj mentona u ulju
izdanaka gajenih na podlozi sa 10 uM BA je za 46%, nizi u odnosu na ulja biljaka iz

prirode, a za50% u odnosu na ulja izdanaka gajenih in vitro bez fitohormona (his. 1).

70
M biljke iz prirode B MS bez fitohormona = MSsa 10 uM BA

D
o
!

(9]
o
!

o
o
I

w
o
I

Zastupljenost (%)

N
o
!

[y
o
!

pulegon menton

Histogram 1. Dominantne komponente u etarskim uljima M. pulegium

Od identifikovanih jedinjenja u uljima izdanaka gajenih in vitro, nisu zastupljeni
3-oktanol, piperiton i kariofilen oksid. Pojedine komponente kojih ima u ulju biljaka
gajenih in vitro nisu zastupljene u ulju biljaka iz prirode (sabinen, mircen, piperiton
oksid, geranial, piperitenon oksid, B-kariofilen, germakren D, biciklogermakren i cis-
kalamenen). Kvalitativne razlike etarskih ulja biljaka M. pulegium koje su gajene na
razli¢ite nacine, odnose se na komponente koje su zastupljene u koli¢inama jednakim ili
manjim od 0,7%. Kvalitativne razlike u sastavu ulja postoje i medu uljma poreklom od
izdanaka gajenih u uslovima in vitro na podlozi bez i sa fitohormonom. Od
identifikovanih jedinjenja u uljima izdanaka gajenih in vitro na MS podlozi bez
fitohormona nema cis- Kalamenena i Spatulenola, dok se oni nalaze u ulju izdanaka
gajenih na podlozi MS sa 10 uM BA. Ulja izdanaka gajenih na podlozi MS sa 10 uM
BA ne sadrze Geranial, koji je prisutan u ulju izdanaka gajenih in vitro na MS podlozi

bez fitohormona
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4.5.2. Koli¢ina i hemijski sastav etarskih ulja M. croatica

Sadrzaj etarskih ulja izdanaka biljaka iz prirode M. croatica iznosio je 0,21%.
Izdanci koji su gajeni u kulturi in vitro na MS podlozi bez fitohormona, imali su manju
koli¢inu ulja 0,14%. Gajenjem u kulturi in vitro na MS podlozi sa 0,3 uM kinetina,
sadrzaj ulja bio je duplo ve¢i u odnosu na biljke iz prirode i iznosio je 0,45%.

U etarskim uljima M. croatica iz prirode i gajenih u kulturi in vitro na
podlogama MS bez fitohormona i MS sa 0,3 uM kinetina identifikovane su 44
komponente koje ¢ine 90,98%, 82,24% odnosno 92,99%, od ukupnog sastava svakog
uzorka ulja. U ulja biljaka koje su poreklom iz prirode, skoro podjenako su zastupljeni
monoterpeni (46,61%) i seskviterpeni (44,37). U uljima izdanaka gajenih u kulturi in
vitro na podlogama MS bez fitohormona i MS sa 0,3 pM kinetina dominiraju
monoterpenske komponente i njihov sadrzaj je 57,97% odnosno 74,72% . U sva tri ulja
oksidovani monoterpeni su znatno vize zastupljeni nego monoterpenski ugljovodonici.
U uljima izdanaka gajenih in vitro sadrzaj monoterpena bio je ve¢i u odnosu na ulja

biljaka iz prirode, a sadrzaj seskviterpena manji (Tab. 11).

Tabela 11. Hemijski sastav etarskih ulja biljaka Micromeria croatica poreklom iz

prirode i gajenih u kulturi in vitro na hranljivim podlogama MS i MS sa 0,3 uM kinetina

Redni | Komponente % | RI Biljke sa Kultura tkiva | Kultura tkiva
broj Mokre Gore | in vitro (MS) in vitro
(MS+0,3 Kin)

Sadrzaj % 0,21 0,14 0,45

1 a-Tujen 925 - - 0,16

2 o-Pinen 932 1,32 1,18 2,35

3 Kamfen 947 1,17 1,02 0,97

4 Sabinen 975 - - 0,27

5 B-Pinen 976 2,05 1,60 1,97

6 6-Metil-5-hepten- | 984 - 0,39 0,77
2-on

7 Mircen 988 - - 0,3
0-3-Karen 1010 0,50 0,97 2,04

9 p-Cimen 1021 - 0,25 0,08
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10 o-Cimen 1023 - 0,34 0,10
11 Limonen 1027 0,35 0,59 0,83
12 y-Terpinen 1066 1,29 0,80 0,51
13 Tepinolen 1098 1,02 0,90 0,30
14 o -Kamfolenal 1125 0,4 0,60 0,08
15 Kamfor 1144 3,97 2,99 0,38
16 Pinokarvon 1162 0,92 0,90 0,62
17 Borneol 1170 25,28 20,30 5,40
18 Terpinen-4-ol 1177 0,75 1,51 0,18
19 m-Cimen-8-ol 1181 0,27 - -
20 p-Cimen-8-ol 1185 0,21 0,38 -
21 a —Terpineol 1193 0,24 0,31 0,11
22 Mirtenal 1196 1,40 1,25 0,13
23 Verbenon 1209 0,72 0,67 -
24 Izobornil format 1227 0,20 0,89 0,72
25 cis-p-Menta- 1244 1,83 8,06 23,69
1(7),8-dien-2-ol
26 Karvon 1244 0,24 - -
27 Geranial 1270 2,19 11,93 33,53
28 Izobornil acetat 1285 0,29 0,53 -
29 B-Kariofilen 1419 2,20 2,04 1,47
30 o-Humulen 1453 0,34 - 0,25
31 allo- 1461 - 0,56 -
Aromadendren

32 vy -Murolen 1475 0,67 0,37 0,37
33 Biciklogermakren | 1496 0,61 0,62 0,52
34 o -Murolen 1499 0,33 0,37 -
35 y-Kadinen 1513 0,99 0,93 0,16
36 d-Kadinen 1523 1,67 2,26 0,54
37 o -Kadinen 1581 16,80 2,80 9,95
38 B- Vetivenen 1587 10,54 6,80 1,5
39 Humulen epoksid | 1609 1,14 0,69 0,12

I
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40 Epi- a-Kadinol 1642 3,60 2,07 0,73
41 a-Murolol 1646 0,96 - 0,28
42 Kubenol 1656 4,52 3,28 1,44
43 Abietatrien 2052 - 0,46 -
44 trans- Feruginol 2295 - 0,63 0,52
Monoterpeni 46,61 57,97 74,72
Monoterpenski 7,7 7,65 9,88
ugljovodonici
Oksidovani 38,91 50,32 64,84
monoterpeni
Seskviterpeni 44,37 22,79 16,98
Seskviterpenski 34,15 16,75 14,41
ugljovodonici
Oksidovani 10,22 6,04 2,57
seskvitepeni
Diterpeni - 1,09 0,52
Druge - 0,39 0,77
komponente
Ukupno 90,98 82,24 92,99

RI- Kovacev (retencioni) indeks eksperimentalno odreden (AMDIS)

U ulju biljaka iz prirode, dominantne komponente su borneol 25,28 %, o-
kadinen 16.80% 1 B-vetivenen 10,54 %. U ulju izdanaka gajenih in vitro na MS podlozi
bez fitohormona dominantne komponente su borneol 20,30%, geranial 11,93%, cis-p-
menta-1(7),8-dien-2-ol 8,06% i B-vetivenen 6,80%. Dominantne komponente u ulju
izdanaka gajenih in vitro na podlozi MS sa 0,3 pM kinetina su geranial 33,53%, cis-p-
menta-1(7), 8-dien-2-ol 23,69% i a-kadinen 9.95%, dok je borneol zastupljen u koli¢ini
od 5,40% a B-vetivenen u koli¢ini od svega 1,5%. Izdanci koji su rasli na hranljivoj
podlozi sa kinetinom imali su manji sadrzaj borneola u ulju za 79 % u odnosu na ulje
samoniklih biljaka i za 73% u odnosu na ulja izdanaka koji su rasli bez fitohormona.
Ulje izdanaka gajenih na podlozi sa kinetinom sadrzi najviSe geranial, oko 15 puta vise
od ulja biljaka iz prirode i priblizno 3 puta vise od ulja izdanaka gajenih in vitro u
odsustvu fitohormona u hranljivoj podlozi. Takode, sadrzi oko 12 puta vecu kolicinu
cis-p-menta-1(7), 8-dien-2-ol-a od ulja biljaka iz prirode i skoro 3 puta vise od ulja

izdanaka gajenih in vitro u odsustvu fitohormona. (Fig. 2).

86



40

M Biljke iz prirode B MS bez fitohormona m MSsa 0.3 uM Kin
35

30

Zastupljenost (%)

cis-p-Menta-

Geranial -Vetinenen a-Kadinen
1(7),8-dien-2-ol ! P

Borneol

Histogram 2. Dominantne komponente u etarskim uljima M. croatica

Hemijski sastav etarskih ulja izolovanih iz vegetativnih izdanaka M. croatica
in vitro razlikuje se kvantitativno i kvalitativno. Od identifikovanih jedinjenja u uljima
izdanaka gajenih in vitro, nisu zastupljeni m-Cimen-8-ol i1 Karvon. Pojedine
komponente kojih ima u ulju biljaka gajenih in vitro nisu zastupljene u ulju biljaka iz
prirode (a-Tujen, Sabinen, 6-Metil-5-hepten-2-on, Mircen, p-Cimen, o-Cimen, allo-
Aromadendren, Abietatrien i1 trams-Feruginol). Kvalitativne razlike se odnose na
jedinjenja koja se zastupljena u koli¢inama jednakim, ili ispod 0,77%. Od
identifikovanih jedinjenja u uljima izdanaka gajenih in vitro na MS podlozi bez
fitohormona nema sledecih jedinjenja: a-Tujen, Sabinen, Mircen, a-Humulen i a-
Murolol, koja se nalaze u ulju izdanaka gajenih na podlozi MS sa 0,3 uM kinetina. Ulja
izdanaka gajenih na podlozi MS sa 0,3 pM kinetina ne sadrze p-Cimen-8-ol, Verbenon,

allo-Aromadendren, o -Murolen i Abietatrien.
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4.6. HEMIJSKA ANALIZA EKSTRAKATA M. pulegium i M. croatica

Biljni materijal M. pulegium i M. croatica sakupljen u prirodi i od izdanaka koji
su gajeni u uslovima in vitro na MS podlozi bez regulatora, rastenja koris¢en je za
pripremu ekstrakata za analizu hemijskog sastava. KoriS¢ena su tri rastvaraca razlicite
polarnosti: metanolni (polaran), etilacetatni (slabopolaran) i heksan (nepolaran).
Ekstrakti su zatim analizirani tecnom hromatografijom visoke efikasnosti sa masenom
detekcijom visoke rezolucije i rezultati su predstavljeni graficki u obliku hromatograma
ukupne jonske struje za M. pulegium (grafik 1, 2, 3) i M. croatica (grafik 4, 5, 6). Za
svaki od pikova sa svakog hromatograma snimljeni su maseni spektri visoke rezolucije,
kako bi tacno moglo da se utvrdi da li poti¢u od istih jedinjenja. Ovako dobijeni maseni
spektri su upotrebljeni za identifikaciju jedinjenja na osnovu poredenja karakteristicnih
pikova iz masenih spektra sa podacima iz literature. Jedinjenja koja su identifikovana na
taj nacin prikazana su tabelarno (Tab. 121 13).

U ekstraktima dve vrste Micromeria identifikovano je ukupno 53 jedinjenja. U
ekstraktima M. pulegium identifikovano je 45 jedinjenja, od kojih je 80% zastupljeno u
ekstraktima od biljnog materijala poreklom iz prirode i 62,22% u ekstraktima dobijenim
od izdanaka gajenih in vitro. Jedinjenja koja su zajednicka tj. identifikovana u biljkama
iz prirode 1 u izdancima gajenim u uslovima in vitro ¢ine 42,22%. Jedinjenja koja su
prisutna samo u uzorcima iz prirode i nema ih u in vitro gajenim izdancima Cine
37,78%. Manji udeo, 20% Ccine jedinjenja koja su prisutna isklju¢ivo u izdancima
propagiranim u uslovima in vitro, i kojih nema u uzorcima iz prirode.

NajviSe identifikovanih jedinjenja je ekstrahovano metanolom. Uporedujuci
metanolne ekstrakte M. pulegium iz prirode i kulture in vitro, moze se primetiti da je
51,72% jedinjenja prisutno u oba uzorka. Sa smanjenjem polarnosti rastvaraca opada
broj identifikovanih jedinjenja, kao i broj jedinjenja koja Cine zajednicku frakciju za
uzorke M. pulegium Cije je razvice bilo u razli¢itim uslovima (u prirodi i in vitro).

U etilacetatnim ekstraktima uzoraka iz prirode i kulture in vitro nalazi se 28,57%

zajednickih jedinjenja, a najmanje ih je u heksanskim ekstraktima 22,22% (Tab. 12).
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Grafik 1. Totalni jonski hromatogrami metanolnih ekstrakata M. pulegium poreklom iz

prirode (levo) i poreklom od izdanaka nakon 4 nedelje rasta u kulturi in vitro; brojevi

jedinjenja odgovaraju brojevima iz tabele 12.
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Grafik 2. Totalni jonski hromatogrami etilacetatnih ekstrakata M. pulegium poreklom iz

prirode (levo) i poreklom od izdanaka nakon 4 nedelje rasta u kulturi in vitro; brojevi

jedinjenja odgovaraju brojevima iz tabele 12.
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Grafik 3. Totalni jonski hromatogrami heksanskih ekstrakata M. pulegium poreklom iz
prirode (levo) i poreklom od izdanaka nakon 4 nedelje rasta u kulturi in vitro; brojevi

jedinjenja odgovaraju brojevima iz tabele 12.

Tabela 12. Jedinjenja identifikovana u ekstraktima M. pulegium poreklom iz prirode i

kulture in vitro, na osnovu poredenja MS spektara sa literaturnim podacima.

Broj Jedinjenje M. M. Litera-
jedinjenja pulegium | pulegium | tura
priroda in vitro

1. Diosmetin +8 +2 [345]
2. Teukrin G abe +abe [345]
3. Di-O-galoil-p-D-kopiranozid + + [345]
4. Eriocitrin +&0 +2 [135]
5. Dihidrolanosterol +&P +2 [135]
6. Ruzmarinska kiselina 43¢ - [345]
7. Diosmetin-7-O-glikozid +2P +abe [345]
8. Alisol C + + [62]
9. Alisol B +* +2 [62]

90



10. Atraktilenolid 1T - +2P [62]
11. Peoniflorin +° - [62]
12. Trans-cimetna kiselina - + [345]
13. Vanilinska kiselina - + [345]
14. Dihdroksimetoksiflavon glikozid + + [302]
15. Feruli¢nakiselina - +2 [62]
16. Apigenin - b [305]
17. 5B-Holestan-3a7a12a25-tetrol - +° [135]
18. Riligustilid - +° [62]
19. Alisol C 23-acetat +° 0 [62]
20. Alisol F - +¢ [62]
21. | CyHzO" + - [62]
22. Izomaltopeoniflorin +¢ - [62]
23. Diosmetin-6-C-glukozid +¢ + [182]
24, | Teuflin +20 +40E [345]
25. Teucidin +2P +4¢ [345]
26. Kvercetin-3-O-ramnozid +3P b [305]
27. Galna kiselina mnohidrat +abe b [345]
28. Salvinorin E be - [206]
29. Salvinorin C +¢ - [206]
30. [C1gH,03-Na]” abe abe [206]
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31. Kamferol-3-O-ramnozid + - [53]
32. Cikloartenol trans-ferulat +2P - [53]
33. C27H410, + - [179]
34. CyHz " + - [179]
35. 5B-Holestan-3070.12025-tetrol 30 - [135]
36. 5,2’-Dihidroksi-6,7,8,6’- +2P - [183]
tetrametoksiflavon
37. Heksametoksiflavon - +° [345]
38. Monohidroksi-heksametoksiflavon - +0e [345]
39. | 2Z-(Heptadek-12-enil)-4-hidroksi- +2P +° [335]
3,4,7,8-tetrahidro-2H-hromen-5(6H)-
one
40. Norisoboldin - - [61]
41. apigenin-7-O-glukuronid +P - [61]
42. luteolin-7-O-rutinozid +° +" [181]
43. kamferol-3-O —glukozid (adukt sa + - [181]
Na)
44, Epikatehingalat +° - [186]
45. Dihidroksiholesterol +° - [135]

Napomena: a -methanolni, b-etilacetatni, c-heksanski ekstrakti.

U ekstraktima M. croatica identifikovano je 35 jedinjenja. Od tih 35, po 29 ili

80,55% je zastupljeno u M. croatica iz prirode odnosno u biljnom materijalu

sakupljenom tokom gajenja u uslovima in vitro. Jedinjenja koja su zastupljena i u

jednim i u drugim uzorcima ¢ine 65,74%. Jedinjenja koje se nalaze samo u biljkama M.
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croatica sa prirodnih staniSta i ne nalaze se u uzorcima iz kulture in vitro, i obrnuto,
jedinjenja koja su identifikovana samo u uzorcima dobjenim gajenjem in vitro ¢ine po
17,14%. U metanolnim ekstraktima 57,14% cine jedinjenja zajednicka za prirodni i
kultivisan biljni materjal. Etilacetatom je ekstrahovan manji broj jedinjenja, od kojih je
90,48% zajednickih. Heksanom je takode ekstrahovano manje jedinjenja i 80,55% tih
jedinjenja bilo je zajednicko za uzorke M. croatica koji su razlicitog porekla (Tabela
13).
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Grafik 4. Totalni jonski hromatogrami metanolnih ekstrakata M. croatica poreklom iz
prirode (levo) i poreklom od izdanaka nakon 4 nedelje rasta u kulturi in vitro; brojevi

jedinjenja odgovaraju brojevima iz tabele 13.
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Grafik 5. Totalni jonski hromatogrami etilacetatnih ekstrakata M. croatica poreklom iz

prirode (levo) i poreklom od izdanaka nakon 4 nedelje rasta u kulturi in vitro; brojevi

jedinjenja odgovaraju brojevima iz tabele 13.
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Grafik 6. Totalni jonski hromatogrami heksanskih ekstrakata M. croatica poreklom iz

prirode (levo) i poreklom od izdanaka nakon 4 nedelje rasta u kulturi in vitro; brojevi

jedinjenja odgovaraju brojevima iz tabele 13

Tabela 13. Jedinjenja identifikovana u ekstraktima M. croatica poreklom iz prirode i

kulture in vitro, na osnovu poredjenja HRMS spektara sa literaturnim podacima

Broj Jedinjenje M. M. Litera-
jedinjenja croatica croatica | tura
priroda in vitro
1. Diosmetin - - [345]
2. Teukrin G +0e +b¢ [345]
3. Di-O-galoil-B-D-kopiranozid - - [345]
4, Eriocitrin + - [135]
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5. Dihidrolanosterol +2 - [135]
6. Ruzmarinska kiselina - - [345]
7. Diosmetin-7-O-glikozid +2P +be [345]
8. Alisol C - - [62]
9. Alisol B - - [54]
10. Atraktilenolid IT - - [62]
11. Peoniflorin - - [62]
12. Trans-cimetna kiselina Tabe b [345]
13. Vanilinska kiselina e +? [345]
14. Dihdroksimetoksiflavon glikozid + - [292]
15. Feruli¢nakiselina - - [62]
16. | Apigenin - 3be [305]
17. 5B-Holestan-3a7a12a25-tetrol - - [135]
18. Riligustilid +2.0:c +2.bxc [62]
19. Alisol C 23-acetat - - [62]
20. Alisol F +hbe +&P [62]
21, [CyHzpO" 55 +80¢ [62]
22. Izomaltopeoniflorin +5€ +0-¢ [62]
23. Diosmetin-6-C-glukozid 4 bc o b.c [182]
24, Teuflin - +* [345]
25. Teucidin - +? [345]
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26. Kvercetin-3-O-ramnozid - - [305]
27. Galna kiselina monohidrat abe 3be [345]
28. Salvinorin E - - [206]
29. Salvinorin C 4 bc e [206]
30. [CisH203-Na]" +be +abe [206]
31. Kamferol-3-O-ramnozid - + [53]
32. Cikloartenol trans-ferulat +* - [53]
33. | C»yH40, +20 +0 [179]
34. CyHz " - - [179]
35. 5B-Holestan-3a70.12a25-tetrol +* +2 [135]
36. 5,2’-Dihidroksi-6,7,8,6’- - - [183]

tetrametoksiflavon
37. Heksametoksiflavon - - [345]
38. monohydroksi-heksametoksiflavon +80 Y [345]
39. 27-(Heptadek-12-enil)-4-hidroksi- - - [335]

3,4,7,8-tetrahidro-2H-hromen-5(6H)-

one
40. Norisoboldin - - [61]
41. apigenin-7-O-glukuronid - tab [61]
42. luteolin-7-O-rutinozid b ubc [181]
43. kamferol-3-O —glukozid (aduct with | - - [181]

Na)
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44, Epikatehingalat - e [186]
45. Dihidroksiholesterol - - [135]
46. | Albiflorin +abe +2P [61]
47. 7a,27-Dihidroksiholesterol + - [135]
48. | CisHuOs +50 +0€ [54]
49. Kvarcetin-3-O- ramnozid b 0 [345]
50. | C1sH205 e ubc [62]
51. | 20-hidroksiekdizon b Tab [292]
52. dihidroksimetoksiflavnon — +2P [20]
53. Galna kiselina - " [183]

Napomena: a -methanolni, b- etilacetatni, c-heksanski ekstrakti.

4.7. ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST EKSTRAKATA M. pulegium i M. croatica

Za odredivanje i poredenje antioksidativnih odlika M. pulegium 1 M. croatica
koris¢eni su metanolni ekstrakti biljaka iz prirode i izdanaka gajenih u kulturi in vitro.
Za procenu antioksidativnih osobina primenjeno je pet razlic¢itih metoda i to: procena
aktivnosti za hvatanje slobodnih radikala (DPPH i ABTS), ukupna redukciona mo¢
primenom Fe(IIl) /Fe(Il) sistema, odredivanje sadrzaja ukupnih fenola i flavonoida.

Kada se uporedi metanolni ekstrakt biljaka M. pulegium iz prirode sa ekstraktom
izdanaka koji su gajeni u kulturi in vitro, uocava se 16,6% razlike u pogledu aktivnosti
hvatanja slobodnih radikala DPPH metodom. Razlike u sadrZaju flavonoida su 6,14%.
Vrednost dobijena ABTS metodom je veéa za 26,87% za ekstrakt dobijen od izdanaka
gajenih u uslovima in vitro u odnosu na izdanke iz prirodne sredine. Ukupna redukciona
mo¢ za izdanke propagirane u uslovima in vitro ima vecu vrednost za 29% u odnosu na
biljke iz prirode. Takode je veci i sadrzaj ukupnih polifenola. Njih je 55,68% vise u

uzorku izdanaka koji su gajeni u uslovima in vitro (Tabela 14).
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Sve metode za procenu antioksidativne aktivnosti izuzev DPPH metode ukazuju
da postoji razlika u antioksidativnoj aktivnosti izmedu metanolnog ekstrakta biljaka M.
croatica poreklom iz prirode i metanolnog ekstrakta izdanaka propagiranih u kulturi in
vitro. Razlika u sposobnosti hvatanja slobodnih DPPH radikala je mala i iznosi 12,73%.
ABTS metodom su dobijene vece vrednosti ekstrakta poreklom od izdanaka
propagiranih u uslovima in vitro u odnosu na biljke iz prirodne sredine i to za 84,21%.
Sadrzaj flavonoida je za 43,44% veci u uzorku iz prirode u odnosu na uzorak iz kulture.
Ukupna redukciona mo¢ odredena za izdanke koji su kultivisani u uslovima in vitro
znatno premasuje vrednost dobijenu za biljke iz prirode i to u iznosu od 86,84%.
Najveca razlika je na nivou sadrzaja ukupnih polifenola. Njih u izdancima gajenim u

uslovima in vitro ima 136% vise nego u biljkama na prirodnim stanistima (Tabela 14).

Tabela 14. Antioksidativna svojstva metanolnih ekstrakata M. pulegium i M. croatica

odredena metodama: DPPH, ABTS, ukupna redukciona mo¢, ukupan sadrzaj fenola i

flavonoida.

Biljni DPPH ABTS Ukupna Ukupni fenoli | Flavonoidi
materijal | (%) redukciona

mo¢

M. 4.64+0,29 | 0,67+0,03 | 243,82+3,11 48,96+1,32 37,78+1,42
pulegium

priroda

M. 3,89+0,25 | 0,85+0,02 | 314,55+9,54 76,22+0,81 35,46+0,21
pulegium

in vitro

M. 3,30+0,34 | 0,57+0,02 | 137,22+8,28 10,61+0,31 33,06+1,18
croatica

priroda

M. 2,88+0,03 | 1,05%0,01 256,38+15 25,04+0,66 18,70+0,72
croatica

in vitro

BHT 3.18+0,02% pri koncentraciji 1 mg/mL
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4.8. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST EKSTRAKATA M. pulegium 1 M. croatica

U ovoj analizi izvrSeno je poredenje antimikrobne aktivnosti metanolnih
ekstrakata vrsta roda Micromeria dobijenih od nadzemnih delova biljaka prikupljenih iz
prirode u vegetativnoj fazi, i nakon 4 nedelje kulture in vifro na MS hranljivoj podlozi
bez fitohormona. Antimikrobna aktivnost je odredena mikro-dilucionom metodom.
Koris¢eni test mikroorganizmi su najceS¢i bakterijski patogeni sojevi, po tri iz grupe
Gram (+) i Gram (-) bakterija. Ekstrakti su rastvarani u 30% metanolu i negativna
kontrola je pokazala da, u okviru testiranih koncentracija, rastvara¢ metanol nije
delovao ni na jedan soj. Metanolni ekstrakti M. pulegium i M. croatica delovali su na

sve testirane sojeve, ali znatno slabije u odnosu na tri referentna antibiotika.

4.8.1. Antimikrobna aktivnost ekstrakata biljne vrste Micromeria pulegium

Minimalne inhibitorne i baktericidne koncentracije ekstrakata M. pulegium su
bile u opsegu od MIC/MBC=12,57-68,70 mg/mL ekstrakta, sa izuzetkom soja P.
aeruginosa na koga baktericidno nisu delovale ni najvise testirane koncentracije oba
ekstrakta. Gram (+) bakterije su bile malo osetljivije u odnosu na grupu Gram (-)
bakterija. Najrezistentniji je bio soj P. aeruginosa, za koji su dobijene vrednosti
MIC/MBC=25,13/>50,25 mg/mL za ekstrakt poreklom od biljaka iz prirode i
68,70/>68,70 mg/mL, za ekstrakt poreklom od in vitro propagiranih izdanaka.
Najosetljiviji je bio soj S. aureus na koga su oba ekstrakta delovala u najnizim
koncentracijama (MIC=MBC=12,57 mg/mL; 17,13 mg/mL respektivno) (Tabele 15 i
16).

Nije zabelezena znacajna razlika u delovanju metanolnog ekstrakta koji je

dobijen od biljaka M. pulegium iz prirode i izdanaka odgajenih u kulturi in vitro.
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Tabela 15. Antimikrobno delovanje metanolnih ekstrakata M. pulegium (MIC/MBC u

mg/mL) na Gram (-) bakterije

Gram (-) bakterije
Metanolni ekstrakt —
M. pulegium Escherz.c hia Salmo.n.el{a Pseudomonas aeruginosa
coli Enteritidis
M. pulegium (priroda) | 25,13/50,25 | 25,13/25,13 25,13/>50,25
M. pulegium (in vitro) | 34,25/68,70 | 17,13/34,25 68,70/>68,70
*Streptomycin 16,0/16,0 4,0/4,0 8,0/8,0
*Chloramphenicol 8,0/16,0 4,0/8,0 16,0/4,0
*Tetracyclin 0,5/2,0 1,0/8,0 4,0/32,0

* Antibiotici koriS¢eni kao pozitivna kontrola (MIC/MBC u pg/mL)

Tabela 16. Antimikrobno delovanje metanolnih ekstrakata M. pulegium (MIC/MBC u

mg/mL) na Gram (+) bakterije

] Gram (-) bakterije
Metanolni ekstrakt -
M. pulegium Bacillus Staphylococcus Listeria monocytogenes
cereus Aureus
M. pulegium (priroda) | 50,25/>50,25 12,57/12,57 12,57/25,13
M. pulegium (in vitro) | 17,13/34,25 17,13/17,13 17,13/68,7
*Streptomycin 0,5/0,5 0,5/0,5 1,0/1,0
*Chloramphenicol 1,0/4,0 1,0/8,0 8,0/8,0
*Tetracyclin 0,5/0,5 1,0/1,0 1,0/2,0

* Antibiotici kori$¢eni kao pozitivna kontrola (MIC/MBC u pg/mL)

4.8.2. Antimikrobna aktivnost ekstrakata biljne vrste Micromeria croatica

Ekstrakti biljaka vrste M. croatica iz prirode su, protiv testiranih sojeva bakterija
ispoljili minimalne inhibitorne i baktericidne koncentracije u opsegu MIC/MBC=9,06-
72,50 mg/mL. Minimalne inhibitorne i baktericidne koncentracije ekstrakata izdanaka
M. croatica gajenih u uslovima in vitro su bile u opsegu od MIC/MBC=10,13-40,50
mg/mL, izuzimajuci sojeve E. coli, P. aeruginosa i B. cereus na koje baktericidno nije

delovala ni najviSa testirana koncentracija ekstrakta (Tabele 17 i 18). Najosetljiviji je
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bio soj S. aureus za koji su dobijene vrednosti MIC/MBC=18,13/36,25 za ekstrakt
poreklom od biljaka iz prirode i MIC/MBC=10,13/20,25 mg/mL za ekstrakt poreklom
od in vitro kultivisanih izdanaka. Sojevi E. coli i P. aeruginosa su bili najrezistentniji i
dobijene vrednosti identi¢ne za oba soja su MIC=MBC=72,50 mg/mL za ekstrakt
poreklom od biljaka iz prirode i MIC/MBC=40,50/>40,50 za ekstrakt poreklom od
izdanaka propagiranih in vitro. Nije zabelezena znacajna razlika u delovanju metanolnih

ekstrakata biljaka M. croatica iz prirode i izdanaka kultivisanih u kulturi in vitro.

Tabela 17. Antimikrobno delovanje metanolnih ekstrakata M. croatica (MIC/MBC u

mg/mL) na Gram (-) bakterije

Gram (-) bakterije
Metanolni ekstrakt
M. croatica Escherichia Salmonella Pseudomonas
coli enteritidis aeruginosa
M. croatica(priroda) 72,50/72,50 36,25/72,50 72,50/72,50
M. croatica(in vitro) | 40,50/>40,50 20,25/40,50 40,50/>40,50
*Streptomycin 16.0/16.0 4.0/4.0 8.0/8.0
*Chloramphenicol 8.0/16.0 4.0/8.0 16.0/4.0
*Tetracyclin 0,5/2,0 1,0/8,0 4,0/32,0

* Antibiotici koriS¢eni kao pozitivna kontrola (MIC/MBC u pg/mL)

Tabela 18. Antimikrobno delovanje metanolnih ekstrakata M. croatica (MIC/MBC u

mg/mL) na Gram (+) bakterije

) Gram (-) bakterije
Metanolni ekstrakt Bacill Stanil
M. croatica dactius apnytococcus Listeria monocytogenes
cereus aureus
M. croatica(priroda) 9,06/72,50 18,13/36,25 36,25/72,50
M. croatica(in vitro) | 10,13/>40,50 10,13/20,25 20,25/40,50
*Streptomycin 0,5/0,5 0,5/0,5 1,0/1,0
*Chloramphenicol 1,0/4,0 1,0/8,0 8,0/8,0
*Tetracyclin 0,5/0,5 1,0/1,0 1,0/2,0

* Antibiotici kori$¢eni kao pozitivna kontrola (MIC/MBC u pg/mL)
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5. DISKUSIJA

5.1. PROPAGACIJA in vitro VRSTA M. pulegium i M. croatica

Gajenje retkih i ugroZenih biljnih vrsta, metodom kulture in vitro, poslednjih
godina je sve zastupljeniji nacin zastite ex situ. Veliki broj predstavnika Lamiaceae,
gajen je metodom kulture biljnih tkiva in vitro, uglavnom je re¢ o vrstama koje
zahvaljuju¢i svojim bioloSkim aktivnostima, predstavljaju vazan izvor prirodnih
fitofarmaceutskih jedinjenja.

Uspeh regeneracije biljaka in vitro zavisi od viSe faktora: sastava hranljive
podloge, stadijuma razvi¢a biljke, vrste kulture in vitro kao i izbora primarnog
eksplantata za uspostavljanje kulture.

Vrsta M. pulegium uvedena je u kulturu biljnih tkiva in vitro, postavljanjem
asepti¢nih segmenata stabla sa jednim nodusom, na hranljivu podlogu bez fitohormona.
Primarni eksplantati uzorkovani su sa izdanaka biljaka iz prirode u ranoj vegetativnoj
fazi. Upotreba segmenata stabla sa jednim nodusom, za regeneraciju biljaka u cilju
postizanja masovne produkcije, smatra se pogodnom metodom za brojne vrste
Lamiaceae (Dode i sar., 2003). To je istovremeno najpouzdaniji metod za dobijanje
uniformnog biljnog materijala (George and Sherrington, 1984). Koris¢enje segmenata
sa jednim nodusom ima izvesne prednosti nad koriS¢enjem aksilarnih pupoljaka kao
eksplantata. Naime, oni se lakSe multipliciraju nego aksilarni pupoljci i formiranje
pupoljaka na njima je brze, nego na aksilarnim pupoljcima (Zuzarte i sar., 2010).

Kao primarmni eksplantati, za uspostavljanje in vitro kulture M. croatica, uzeti su
segmenti stabla sa jednim nodusom, sa klijanaca dobijenih in vitro. Isti nain inicijacije
kulture postignut je i kod Clinopodium odorum (Diaz i sar., 2012).

Klijavost semena M. croatica bila je 89% na MS podlozi bez regulatora rastenja.
Upotreba bazalne MS hranljive podloge daje dobre rezultate za in vitro klijanje mnogih
vrsta (Molia i Kwapata, 2000), ukljucujuéi i vrste Lamiaceae (Ozudogru i sar., 2011;
Ramak i sar., 2011; Nordine i sar., 2013 a; Diaz i sar., 2012).

Semena drugih vrsta familije Lamiaceae, kao Sto su Salvia sclarea
(Taherehghanbari i sar., 2012), Origanum minutiflorum (Ozkum 2007), Lavandula
angustifolia, L. latifolia (Al-Bakhit i sar., 2007), Agastache rugosa (Zielinska i sar.,
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2011) i Thymus vulgaris (Affonso i sar., 2009) takode pokazuju veoma dobru klijavost
na MS hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja.

Cvrsta semenjata manje je propustljiva za prodiranje agenasa za povrsinsku
sterilizaciju kao Sto je hipohlorit, pa je sterilizacija semena Cesto invazivnija nego
sterilizacija vegetativnih tkiva (Akin-Idowu i sar., 2009). Zbog toga sredstva za
sterilizaciju zavisno od vrste i trajanja sterilizacije mogu smanjti procenat klijanja
semena. [z tog razloga su semena M. croatica nakon sterilizacije, a pre postavljanja na
MS hranljivu podlogu bila tretirana sa KNO;. Pokazalo se da su jedinjenja koja sadrze
azot efikasna u prekidanju dormancije i indukciji klijanja semena (Tang i sar., 2008).
KNO; je znacajan za reaktivaciju metabolickih procesa u semenima i moze izazvati
biosintezu auksina §to rezultura rastom embriona (Khan i sar., 1999).

Gotovo da nema podataka o klijavosti semena vrsta roda Micromeria. Jedini
literaturni podatak se odnosi na klijavost endemicne, retke i ugrozene vrste Micromeria
cypria Kotshchy koja je evidentirana u flori Kipra. Ova vrsta maksimalnu klijavost od
60% postize na relativno niskim temperaturama, oko 15 °C, pri cemu je vreme potrebno
da isklija 50 % semena 9 dana. Klijanje na nizim temperaturama cesto je svojstveno
biljkama Mediteranskog podneblja. Klijavost razli¢itih vrsta Lamiaceae diktirana je
uslovima staniSta biljke, koji zapravo odgovaraju ekoloskim faktorima pod kojim data
vrsta raste. Obzirom da ovo istraZivanje nije bilo fokusirano na ispitivanje klijavosti
semena dve vrste roda Micromeria, fizicko-hemijski parametri nisu varirani u cilju
eksperimentalnog poboljSanja klijavosti pomenute vrste (Kadis i sar., 2010).

Formiranje pupoljaka i izduZivanje izdanaka na eksplantatima dve vrste
Micromeria u kulturi in vitro praceno je postavljanjem eksplantata na MS hranljivu
podlogu bez regulatora rastenja i na podloge sa razlicitim citokininima (BA ili kinetin) u
prisustvu ili bez IAA. Kombinacija citokinina sa niskom koncentracijom auksina ¢esto
podsti¢e razvi¢e pupoljaka na eksplantatima (Tejavathi i Indira, 2011). Citokinin sa
auksinom omogucava prevazilazenje apikalne dominacije, indukuje razvi¢e pupoljaka i
oslobada bo¢ne pupoljke dormancije (Ozkum, 2007). Za kulturu pupoljaka esto je
potrebno prisustvo citokinina u podlozi jer je produkcija citokinina u pupoljcima
zanemarljivo mala u poredenju sa korenom, koji je primarno mesto sinteze citokinina
(Kodo i1 Okozava, 1980). Citokinini reguliSu mnoge fizioloske, metabolicke i

biohemijske procese u biljkama. Nije sasvim jasno da li egzogeno primenjeni citokinini

103



uticu direktno na morfogenezu ili posredno, delujuéi na endogene citokinine i druge
regulatore rastenja, na njihovu de novo sintezu, hidrolizu, mobilizaciju, aktivaciju,
konjugaciju ili degradciju (Arigita i sar. 2005). Vrednost optimalne koncentracije
fitohormona u hranljivoj podlozi, koja je potrebna za rastenje kulture, zavisi od
endogene koncentracije fitohormona u eksplantatu, vrste biljnog organa, genotipa i
ontogenetske faza razvoja (Suresh i Ajay, 2004). Iako citokinini mogu da stimuliSu
formiranje adventivnih pupoljaka, oni su primeéeni samo na nekoliko izdanaka M.
pulegium gajenih na MS podlozi sa [AA i 3 uM kinetina. Na izdancima M. croatica bez
obzira na kojoj hranljivoj podlozi su gajeni, nije doSlo do formiranja adventivnih
pupoljaka.

Formiranje pupoljaka na eksplantatima M. pulegium bilo je 100% na MS podlozi
bez fitohormona i MS podlogama sa viSim koncentracijama citokinina sa ili bez IAA.
Regenerativni odgovor je bio bolji na podlogama koje su sadrzale BA. Sli¢no kao kod
M. pulegium Rahman (2013) belezi da je kod Mentha viridis formiranje pupoljaka na
eksplantatima bilo 100% na kombinovanoj podlozi MS koja sadrzi BA i [AA.

Formiranje pupoljaka na eksplantatima M. croatica nije ostvareno 100% ni na
jednoj hranjivoj podlozi. Za razliku od M. pulegium eksplantati M. croatica formirali su
ve¢i broj pupoljaka na podlogama sa relativno niskom koncentracijom (1 pM)
citokinina, pri ¢emu je kinetin bio efikasniji od BA. Dobar regenerativni odgovor u
kulturi in vitro u prisustvu kinetina primecen je i kod lavande (Al-Bakhit i sar., 2007).

Citokinini zavisno od vrste i koncentracije razlic¢ito uticu na broj pupoljaka na
eksplantatima M. pulegium 1 M. croatica. Prisustvo regulatora rastenja u hranljivoj
podlozi u ve¢oj meri uti¢e na formiranje pupoljaka na eksplantatima M. pulegium nego
M. croatica.

Sa porastom koncentracije BA u hranljivoj podlozi, na eksplantatima M.
pulegium i M. croatica dolazilo je do formiranja veceg broja aksilarnih pupoljaka, dok
se ne dostigne optimalna koncentracija, a potom je broj pupoljaka bio manji. Kao i u
slu¢aju Micromeria, formiranje veéeg broja pupoljaka sa porastom koncentracija BA,
zabelezeno je kod Lavandula pedunculata (Zuzarte 1 sar., 2010). U prisustvu kinetina u
hranljivoj podlozi, M. pulegium se ponaSa slicno kao i u prisustvu BA. Kod M.
pulegium, broj pupoljaka na eksplantatima ne zavisi puno od vrste citokinina. Kod M.

croatica sa porastom koncentracije BA u hranljivoj podlozi, raste broj formiranih
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pupoljaka na eksplantatima, dok se sa porastom koncentracije kinetina taj broj smanjuje.
Broj formiranih pupoljaka na eksplantatima M. croatica zavisi od vrste citokinina u
hranljivoj podlozi. Kod Ocimum gratissimum je takode zapazeno da fitohormoni ne
dovode do sinhronizovanih efekata na razvi¢e pupoljaka eksplantata tokom gajenja u
uslovima in vitro (Saha i sar., 2012).

Kod M. pulegium BA znacajnije doprinosi formiranju pupoljaka nego kinetin.
Za razliku od M. pulegium citokinini neznatno stimuliSu formiranje pupoljaka na
eksplantatima M. croatica, ali se 1 pored malog doprinosa, moze primetiti da kinetin
viSe nego BA utice na formiranje pupoljaka. Sinergisticko delovanje IAA i BA na
formiranje pupoljaka M. pulegium je gotovo zanemarljivo i viSe dolazi do izrazaja
zajedni¢ko delovanje IAA i kinetina, za razliku od M. croatica kod koje podloge sa BA
i IAA udruZeno doprinose formiranju pupoljaka na eksplantatima, ipak bez statistickog
znacaja.

Kod M. pulegium niske koncentracije oba citokinina (0,1 uM BA ili 0,3 uM
kinetina) dovode do formiranja znacajno manjeg broja pupoljaka na eksplantatima, a
kod M. croatica takvo dejstvo imaju niske koncentracije BA i visoke koncentracije
kinetina u prisustvu [AA.

Hranljiva podloga MS sa IAA je uticala na duzinu izdanaka obe vrste
Micromeria, pa su izdanci na eksplantatima gajenim na ovoj podlozi bili kraéi od
kontrolnih izdanaka. Povecanje koncentracije oba citokinina u hranljivoj podlozi
praceno je tendencijom izduzivanja izdanaka M. pulegium. Sa porastom koncentracije
BA u podlozi do 3 pM duzina aksilarnih pupoljaka M. croatica je uglavnom bila veca, a
potom se smanjuje. lako citokinini stimuliSu proliferaciju aksilarnih pupoljaka, kod
nekih vrsta do izraZaja dolazi njihova inhibitorna uloga na izduZivanje pupoljaka (van
Staden i sar., 2008). Slicno se desava i kod M. croatica. Sa porastom koncentracije
kinetina u hranljivoj podlozi duZina aksilarnih izdanaka je bila sve manja. DuZina
izdanaka M. pulegium koji su rasli na MS podlozi sa BA bila je ve¢a nego kod onih koji
su gajeni na podlogama sa kinetinom. Za razliku od M. croatica kod koje duZini
izdanaka kao i njihovom formiranju viSe doprinosi kinetin nego BA. Duzina izdanaka
M. croatica varira sa promenom regulatora rastenja na slican nacin kao i broj pupoljaka.

Visoke koncentracije citokinina, nisu stimulisale izduzivanje izdanaka M.

croatica. Slicno je zabelezeno i kod Mentha piperita (Ghanti i sar., 2004) i Melissa
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officinalis (Tavers i sar., 1996), gde visoke koncentracije citokinina ne stimuliSu
izduzivanje izdanaka.

Na pojedinim izdancima koji su rasli na podlozi sa kinetinom uoceno je
formiranje korenova. Kinetin povecava intenzitet transpiracije usled cega se povecava
transport kroz provodne elemente i apsorpcija iz podloge Sto doprinosi razvoju korena
(Pospisilova i sar., 2000).

Kod M. croatica broj pupoljaka je u korelaciji sa njihovom duzinom, dok je kod
M. pulegium primecena inverzna relacija izmedu broja i duzine aksilarnih pupoljaka, Sto
znaci formiran je manji broj pupoljaka ali vece duzine. Inverzna relacija izmedu broja i
duzine pupoljaka nadena kod M. pulegium karakteriSe i1 eksplantate Lavandula
pedunculata koji su gajeni na podlozi sa BA (Zuzarte i sar., 2010).

Produkcija sekundarnih metabolita koji su vazni nosioci razliCitih bioloskih
aktivnosti obi¢no je intenzivnija kod onih jedinki koje imaju veci prinos biomase (Prins
i sar., 2010; Sangwn i sar., 2001). U tom smislu vazno je bilo ispitati uticaj regulatora
rastenja na biomasu eksplantata Micromeria.

Niska koncentracija auksina prisutnog u MS hranljivoj podlozi dovela je do
smanjenog prinosa biomase eksplantata M. croatica, dok na prinos biomase M.

pulegium nije uticala znacajno.

Nezavisno od prisustva auksina, sa porastom koncentracije BA u hranljivoj
podlozi i biomasa eksplantata M. pulegium je bila vecéa. Kod M. pulegium BA vise
doprinosi povecanju biomase nego kinetin, dok je kod M. croatica obrmuto. Kao kod
Micromeria pulegium, kod Thymus vulgaris (Affonso i sar., 2009) i Mentha piperita
(Scravoni i sar., 2006), BA viSe povecava prinos biomase nego kinetin. Kod M. croatica
porast biomase eksplantata gajenih na MS podlogama sa BA dolazi do izraZaja samo na
visokim koncentracijama BA u prisustvu auksina. Sveza i suva masa eksplantata M.
croatica ima vecu vrednost na MS podlozi bez fitohormona, nego na MS podlogama sa
BA, §to u potpunosti odgovara ponaSanju Coleus forskohlii Briq. tokom in vitro
propagacije (Praveena i sar., 2012).

Najveca biomasa eksplantata M. croatica ostvarena na podlozi MS sa 0,3 uM
kinetina, ipak ona nije znacajno vec¢a od biomase kontrolnih eksplantata. Za razliku od
M. croatica, najveca biomasa eksplantata M. pulegium ostvarena na podlozi MS sa 10

uM BA, je znacajno veéa od biomase eksplantata sa kontrolnih i skoro svih preostalih
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podloga. To govori da su citokinini u hranljivoj podlozi neophodni za postizanje vece
biomase eksplantata M. pulegium, dok za M. croatica nemaju veliki znaca;.

Interesantno je da su iste koncentracije kinetina imale suprotan efekat na broj i
duzinu pupoljaka formiranih na eksplantatima dve ispitivane vrste Micromeria. Najveci
prinos biomase M. croatica imali su eksplantati gajeni na podlozi MS sa 0,3 uM
kinetina, dok su na toj istoj podlozi eksplantati M. pulegium imali mali broj kra¢ih
pupoljaka i najmanji prinos biomase.

Stimulativno delovanje kinetina na prinos biomase zabelezeno je i kod Mentha
arvensis (Farooqi i sar., 2003). Doprinos kinetina povecanju sveze mase proistice iz
njegove uloge da stimuliSe diferencijaciju ksilema i razvoj vaskularnog sistema, samim
tim povecavajuéi apsorpciju vode i hranljivih elemenata iz podloge Sto se odrazava
povecanim rastom iskazanim kroz biomasu (Sorokin i Thiamann, 1964).

Prisustvo kinetina visoke koncentracije (30 uM) i 0,57 uM IAA dovelo je
smanjenog prinosa biomase ecksplantata M. croatica, na toj podlozi eksplantati M.
croatica imali su najmanji broj istovremeno najkrac¢ih pupoljaka, usled cega je mali
prinos biomase. Moguce je da je u datoj kombinaciji fitohormona auksin stimulisao
sintezu etilena, Cije prisustvo inhibira rast pupoljaka (Neskovi¢ i sar., 2003). Kod nekih
vrsta je primeceno da kinetin visoke koncentracije inhibira rast pupoljaka, zbog toga sto
smanjuje koli¢inu fosfora a povecava sadrzaj kalijuma u listovima §to ima za posledicu
inhibiran rast pupoljaka (Kastori i sar., 2013). Na istoj MS podlozi sa 0,57 uM IAA 1 30
UM kinetina, na eksplantatima M. pulegium, formirali su se pupoljci koji prevazilaze
duzinu i broj pupoljaka eksplantata sa MS podloge bez fitohormona, i time doprinose
velikom prinosu biomase. Porast duzine pupoljaka moZe da se pripise svojstvu kinetina
da intenzivira celijsku deobu u apikalnom meristemu i kambijumu (Mazher i sar.,
2011). Prisustvo auksina stimuliSe formiranje vaskularnih elemenata (NeSkovi¢ i sar.,
2003) ¢ime se povecava apsorpcija hranljivih elemenata iz podloge, $to pozitivno utice
na rast izdanaka i prinos biomase. Za razliku od M. pulegium ne postoji sinergisticko
delovanje auksina i kinetina koje bi doprinelo biomasi eksplantata M. croatica.

Kod M. pulegium BA vise doprinosi porastu biomase u odnosu na kinetin, kao i
kod Thymus vulgaris (Affonso i sar., 2009).

Sumirajuéi rezultate moze se zakljuciti da su se M. pulegium 1 M. croatica

razli¢ito ponasale tokom gajenja u kulturi in vitro. U izvesnoj meri postoji podudarnost
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u regenerativnom odgovoru M. pulegium i M. croatica u prisustvu BA u hranljivoj
podlozi. Razlike na nivou vrste dolaze do izrazaja tokom gajenja eksplantata na
podlogama sa kinetinom. Razvi¢u M. pulegium u kulturi viSe pogoduje BA, za razliku
od M. croatica ¢iji se eksplantati neznatno bolje razvijaju u prisustvu kinetina.

I pored toga Sto je 100% eksplantata M. pulegium formiralo pupoljke na MS
podlozi bez regulatora rastenja, ve¢i broj duzih aksilarnih pupoljaka formirao se na
eksplantatima u prisustvu regulatora rastenja u hranljivoj podlozi. Cinjenica da je
formiranje pupoljaka na eksplantatima M. pulegium znatno bolje u prisustvu regulatora
rastenja (posebno BA), ukazuje da postoji potreba eksplantata za morfogenetskom
indukcijom. Gostin (2008) nalazi da je na slican nacin prisustvo BA u hranljivoj podlozi
neophodno za formiranje pupoljaka na eksplantatima Salvia officinalis i pored toga Sto
se na njima formiraju pupoljci i na podlozi bez regulatora rastenja.

Ocigledno je da egzogeno dodati regulatori rastenja nisu znacajno doprineli
obrazovanju pupoljaka na eksplantatima M. croatica pa se moze re¢i da nisu neophodni
za normalan razvoj. Sastav MS podloge bez regulatora rastenja sadrzi proporciju
neorganskih jedinjenja koja zadovoljava nutritivne i fizioloSke potrebe M. croatica u
uslovima in vitro.

Da bi regeneracija biljaka u kulturi in vitro bila potpuna, potrebno je oziliti
izdanke koji su se formirali i rasli u uslovima in vitro (Goncalves i Romano, 2013).
Oziljavanje izdanaka je najkriticniji korak u formiranju kompletnih biljaka. Posto
regeneracija korenovog sistema zahteva izmene u metabolizmu izdanaka, Cesto se
desava da je neophodno prisustvo regulatora rastenja u hranljivoj podlozi (Moncousin,
1991).

Neki predstavnici Lamiaceae gajeni u kulturi in vitro, kao sto su Cunila incisa
(Agostini 1 Echeverrigaray, 2006), Salvia guaranitica (Echeverrigaray i sar., 2010) i
Thymus broussonetii (Nordine i sar., 2014) u manjoj ili vecoj meri spontano formiraju
korenovena MS hranljivoj podlozi bez fitohormona. Interesantno je da je kod brojnih
predstavnika familije Lamiaceae kao S$to su Ocimum kilimandscharicum (Saha i sar.,
2010), Mentha viridis (Rahman 1 sar., 2013), M. piperita (Sunadakumari i sar., 2004),
Pogestemon cablin (Kumara Swamy i Anuradha 2010), Thymus satureioides Coss.
(Nordine i sar., 2013 b), T. piperilla (Stahl-Biskup i Saéz 2002), T. vulgaris (Ozudogru i

sar., 2011), Orthosiphon aristatus (Jayakumar i Ramalingam 2013), Coleus amboinicus
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(Arulanandam i sar., 2011) i razliCite vrste Lavanda (Goncalves i Romano, 2013;
Andrade i sar., 1999) frekvencija oziljavanja ve¢a ako se izdanci oziljavaju na MS
podlozi sa manjom koncentracijom mineralnih soli. Driver i Suttle (1987) isticu da
redukovana koncentracija makronutrijenata pospesuje oziljavanje verovatno zato Sto je
koncentracija azotnih jona potrebnih za oziljavanje niza od koncentracije koja je
potrebna za formiranje i rast izdanaka.

Polaze¢i od toga da je oziljavanje brojnih vrsta Lamiaceae bilo bolje na
podlogama MS/2 nego na MS, za ozZiljavanje Micromeria koriS¢ene su podloge MS/2 sa
redukovanim sadrzajem makro- i mikronutrijenata. Literaturni podaci pokazuju da
sastav hranljive podloge na kojoj su formirani izdanci utice na fazu oziljavanja.
Fitohormoni prisutni u kulturi u fazi inicijacije, uticu u velikoj meri na druge etape in
vitro propagacije (Sanches-Gras i Calvo 1996). Izdanci koji su se formirali na
podlogama sa kinetinom formirali su viSe korenova u fazi oziljavanja, nego izdanci koji
su se formirali na podlogama sa BA (Bennett i sar., 1994). Da bi se izbegao uticaj
egzogenih fitohormona koris¢enih za indukciju i bolji razvoj izdanaka, za oziljavanje su
koris¢eni iskljucivo izdanci koji su se formirali na eksplantatima gajenim na MS
podlogama bez regulatora rastenja.

lako oziljavanje najvise zavisi od genotipa (loio i sar., 2008) ono se moze
dodatno stimulisati dodavanjem regulatora rastenja u hranljivu podlogu. Najcesce su to
auksini TAA, NAA i IBA. Auksini stimuliSu ¢elijsku deobu, rastenje ¢elija korena i
stabla, obrazovanje kalusa, formiranje adventivnih korenova, a inhibiraju rast i razvice
adventivnih i bo¢nih izdanaka i odgovorni su za apikalnu dominaciju (Neskovi¢ i sar.,
2003). Niske koncentracije auksina pospeSuju obrazovanje adventivnih korenova.
Visoke koncentracije sputavaju nastanak adventivnih korenova, i stimuliSu formiranje
kalusa (Mari¢, 1995).

Na podlogama koje su sadrzale upola manju koli¢inu makro- i mikro soli
evidentirano je oziljavanje i jedne i druge vrste Micromeria. Slicno je zabelezeno i
prilikom oziljavanja Salvia brachyodon (Misi¢ i sar., 2006), ali je odgovor na MS/2 bio
slabiji nego kod Micromeria.

Procenat oziljenih izdanaka M. pulegium bio je od 8,33% do 54%. Na podlozi
MS/2 bez fitohormona oziljeno je 28,33 % izdanaka §to sugeriSe da postoji potreba za

regulatorom rastenja koji ¢e stimulisati oziljavanje. Najveéi procenat oziljavanja
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izdanaka (%) ostvaren je na podlozi MS/2 sa 1 mg/l IAA. Stimulativno delovanje IAA
na oziljavanje nadeno je i kod Thymus broussonetii (Nordine i sar., 2014).

Procenat oziljenih izdanaka M. croatica bio je od 45 do 81,67%. Na kontrolnoj
podlozi, oziljavanje je bilo prilicno zadovoljavajuce (73,33%). Kako je samo na dvema
hranjivim podlogama sa auksinom, procenat oziljavanja ve¢i nego na kontrolnoj podlozi
bez fitohormona, moze se re¢i da auksini relativno malo doprinose oziljavanju
aksilarnih izdanaka M. croatica i da redukovani sadrzaj soli u MS podlozi u velikoj
meri zadovoljava morfogenetske i fizioloske potrebe izdanaka. Dok kod M. pulegium
osim IAA, oziljavanje donekle stimuliSe i NAA, kod M. croatica od tri koris¢ena
auksina samo TAA relativno niskih koncentracija stimuliSe oziljavanje. Zajednicko za
obe vrste Micromeria, je da prisustvo IBA razlicitih koncentracija u MS/2 podlogama,
nije efikasno uticalo na oziljavanje.

Stimulisu¢i efekat IAA na oziljavanje prisutan je i kod drugih Lamiaceae.
Maksimalno formiranje korenova Mentha viridis postignuto je na podlozi MS/2 sa IAA
(1,5 mg/l) (Rahman i sar., 2013). Oziljavanje Thymus piperelle takode je stimulisano u
prisustvu IAA (Shabnum i Wagay 2011). Kao kod Micromeria, prisustvo IAA u podlozi
MS/2 stimuluse oZiljavanje Pogestemon cablin (Kumara i sar., 2010). Kod Coleus
amboinicus najbolje oziljavanje od 90% je na MS/2 sa 0,4 mg/l IAA (Arulanandam i
sar., 2011). Kod Thymus vulgaris 100% oZiljavanje ostvareno je na svim podlogama
koje su sadrzle IAA promenljive koncentracije (Affonso i sar., 2009).

Uporeduju¢i medusobno ishod oziljavanja izdanaka Micromeria na podlogama
sa razli¢itim auksinima, zapaZa se da je kod M. pulegium ono najslabije na podlogama
sa IBA, a kod M. croatica na podlogama sa NAA. Da prisustvo NAA u hranljivoj
podlozi ne deluje efikasno na oziljavanje, zabelezeno je kod Salvia brachyodon (Misi¢ i
sar., 2000), S. fruticosa (Arikat i sar., 2004), S. valentine (Cuenca i Amo-Marco 2000).
Inhibitorno delovanje NAA na oziljavanje nadeno je kod Lavandula latifolia (Sanches-
Gras i Calvo 1996). Manja stopa oziljavanja izdanaka u prisustvu NAA i IBA, nije
univerzalna pojava. Za razliku od Micromeria kod nekih usnatica kao S$to su
Dracocephalum kotschyi (Otroshy 1 Moradi, 2011), Thymus satureioides Coss. (Nordine
isar., 2013 b), Salvia stenophylla (Musarurwa i sar., 2010), Melissa officinalis (Shakeri
i sar., 2013), Ocimum basilicum (Begum 1 sar., 2002), Mentha piperita (Ghanti i sar.,

2004) NAA stimuliSe oziljavanje. Takode neke vrste kao Sto su: Salvia fruticosa (Arikat
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i sar., 2004), Thymus hyemalis (Nordine i sar., 2013 a), Orthosiphon aristatus
(Jayakumar i Ramalingam 2013), Isodon wightii (Thirugnanasampandan i sar., 2009),
Ocimum basilicum (Siddique and Anis, 2008), Coleus blumei (Rani i sar., 20006),
Mentha viridis (Raja i Arockiasamy 2008), Majorana hortensis Moench (Tejavathi i
Padma 2012), Ocimum gratissimum (Saha 1 sar., 2012) i Satureja khuzistanica (Ramak
2011) preferiraju IBA za oziljavanje.

Na razlic¢ite odgovore u oZijavanju koji se javljaju medu vrstama uticu razliciti
faktori. Osim genotipa, tome doprinose i razlike u odnosu endogenih fitohormona
auksina i citokinina, kao i osetljivost tkiva da absorbuje ili koristi egzogeni auksin (de
Klerk, 2002).

Inicijacija korenova na izdancima M. pulegium i M. croatica desava se 10-15
dana po postavljanju na podlogu. Na duzinu korena izdanaka Micromeria uticali su
vrsta i koncentracija auksina. lako se relativno dugi korenovi formiraju na izdancima
koji su gajeni u odsustvu regulatora rastenja, u prisustvu auksina postignut je bolji rast
korena.

Prisustvo IAA u razli¢itim koncentracijama u hranjivoj podlozi stimulisalo je
izduzivnje korena obe vrste. Najbolji efekat na oziljavanje M. pulegium imala je IAA u
koncentraciji 1 g/l. Prisustvo IBA ili NAA u hranljivoj podlozi nije delovalo
stimulativno na izduzivanje korenova. Na podlozi MS/2 sa najviSom koncentracijom
NAA pored rizogeneze doslo je i do pojave kalusa. Oziljavanje M. pulegium gotovo
sasvim se podudara sa ishodom oziljavanja Salvia guaranitica. Auksini IBA i NAA ne
uticu bitno na duzinu korena izdanaka ove vrste, dok IAA (0,5 mg/l) znacajno stimulise
rast korena u duzinu. Takode, visoke koncentracije NAA dovode do nastanka kalusa
kod ove vrste (Echeverrigaray i sar., 2010).

Auksini su donekle slicno delovali na izduzivanje korena M. croatica. IAA u
razli¢itim koncentracijama pospesuje izduzivanje korena, a najduzi korenovi formirani
su na izdancima koji su gajeni na podlozi MS/2 sa 0,3 mg/l IAA. Na podlogama sa
NAA, duZina korena bila je manja usled formiranja kalusa. Oziljavanje je praceno
pojavom kalusa i kod Mentha arvensis tokom gajenja na podlogama sa NAA (Maity i
sar., 2011). Kod Thymus satureioides oziljavanje na podlogama sa visokim
koncentracijama NAA i IAA, bilo je praceno kalusiranjem (Nordine i sar., 2013 a). Po

dodavanju egzogenih auksina dolazi do formiranja kalusa u bazi pupoljaka, ukoliko je
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visok nivo endogenih auksina (Juliani Jr i sar., 1999). Pojava fenotipskih abnormalnosti
u kulturi in vitro, obi¢no ukazuje na suboptimalne uslove mikrosredine (Musarurwa i
sar., 2010).

Duzina korena izdanaka M. croatica gajenih na podlozi sa IBA manja je od
duzine korena kontrolnih izdanaka, ali razlika nije statisticki znacajna.Suprotno od
Micromeria, kod Pogestemon cablin (Kumaraswamy i Anuradha 2010) koren je bio
duzi na podlogama MS/2 sa NAA nego na podlogama MS/2 sa TAA, dok je kod
Lavandula angustifolia (Al-Bakhit 1 sar., 2007) i Satureja khuzistanica (Ramak i sar.,
2011) koren bio duZi u prisustvu IBA.

Kod obe vrste Micromeria prosecno najveca duzina korena ostvarena je na istim
podlogama na kojima je ostvaren i najve¢i procenat oziljenih izdanaka. Sli¢no je
zabelezeno 1 kod Mentha viridis kod koje su maksimalno oziljavanje i maksimalna
duzina korena postignuti na podlozi MS/2 sa 1,5 mg/l IAA (Rahman i sar., 2013). Pri
istim koncentracijama razli¢itih auksina, kod obe vrste Micromeria duzina korena bila
je najveca na podlozi MS/2 sa IAA a najmanja na podlozi MS/2 sa NAA. Razlike u
duzini korena su male i nisu statisticki znacajne kod obe vrste Micromeria, posmatrano
na nivou istog tipa auksina (NAA ili IBA) razli¢itih koncentracija.

Egzogeno primenjeni auksini doprinose oziljavanju deluju¢i razli¢itim
mehanizmima na homeostazis endogenih fitohormona. Oni mogu povecati koliinu
slobodnih endogenih auksina, mogu sinergisticki modifikovati aktivnost ili sintezu
endogenih auksina, ili povecati senzitivnost biljaka na auksin, doprinose¢i ozijavanju
(Hartmann i sar., 2002).

Biljke koje rastu u kulturi in vitro imaju sitnije biljne organe, listovi su im tanki,
mekani, nezni sa limitiranom fotosintetskom aktivnos¢u. Kutikula je slabo razvijena,
palisadne ¢elije su manje i sitnije, itercelulari u mezofilu su brojni i veéi, a stome ne
funkcioni$u uobicajeno. Korenovi imaju malo ili nimalo korenskih dla¢ica i smanjen je
transfer vode od korenova do izdanka (Hazarika, 2003). Zbog izmenjenih anatomskih i
fizioloSkih odlika, biljke koje su rasle u uslovima in vitro, zahtevaju postepeno
privikavanje na ex vitro uslove. Po premestanju u supstrat, u uslove manje vlaznosti
vazduha, otvorene stome i slabo razvijena kutikula dovode do velikih gubitaka vode
transpiracijom. Vodni stres je najintenzivniji u prvim cCasovima aklimatizacije i

uspostavljanje mehanizma za zatvaranje stoma je krucijalno.
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Aklimatizacija biljaka je proces koji zahteva da se poznaju uslovi u kojima je
optimalno razvi¢e date vrste kao i tolerantnost na izmenjene sredinske uslove. Biljke
koje su se formirale u kulturi in vitro veoma su osetljive na promene temperature i
vlaznosti, tako da i ¢ak i male promene mogu dovesti do oSte¢enja biljaka 1 njihove
smrti. Vazno je da se u novoj sredini gubitak vode biljaka svede na minimum. Zbog
toga se biljke gradacijski izlazu ex vitro uslovima.

U procesu aklimatizacije biljke obe vrste Micromeria bile su potpuno otkrivene
nakon 4. nedelje. Da bi se dobio §to ve¢i broj zdravih biljaka, koraci aklimatizacije se
prilagodavaju svakoj vrsti, pa se ne moZze govoriti o univerzalnosti procesa. U procesu
aklimatizacije, biljke Ocimum basilicum su postepeno navikavane na izmenjene
sredinske uslove prve dve nedelje aklimatizacije, a nakon 4 nedelje, trajno je sklonjen
polietilenski poklopac i aklimatizovano je oko 90% biljaka (Siddique i Anis, 2008).
Biljke Orthosiphon aristatus tokom tri nedelje su postepeno navikavane na uslove
smanjene vlaznosti sredine, gradacijskim otkrivanjem (Jayakumar S., Ramalingam R.
2013), kao i1 biljke Ocimum kilimandscharicum od kojih je 81,13% biljaka
aklimatizovano (Saha i sar., 2010).

Uspeh aklimatizacije zavisi od formiranih korenova u fazi oziljavanja. Posto je
prezivljavanje biljaka tokom aklimatizacije nezavisno od tipa i koncentracije auksina
koji se koriste za oziljavanje (MiSi¢ i sar., 2006), na aklimatizaciju su postavljeni
izdanci Micromeria koji su bili oZiljeni na podlogama sa razli¢itom vrstom i
koncentracijom auksina. OZiljeni izdanci koji su formirali kalus nisu bili posadeni u
zemlju.

U prvoj nedelji aklimatizacije stopa fotosinteze opada, a zatim raste. Takode se
smanjuje nivo fotosintetskih pigmenata u listovima koji su formirani u uslovima in vitro
(Siddique 1 Anis, 2008). Listovi koji su razvijeni tokom aklimatizacije fotosinetski su
superiorni u odnosu na listove razvijene in vitro (Carvalho i sar., 2001).

Aklimatizacija M. pulegium je bila uspeSnija od aklimatizacije M. croatica.
Tokom aklimatizacije, biljke obe vrste Micromeria poprimile su nove morfo-anatomske
karakteristike §to je doprinelo da se uspostave normalan vodni rezim i autotrofni rezim.
Time su se stekli uslovi za rast i razvi¢e u ex vitro uslovima. Listovi su postali deblji sa
ve¢om povrsinom i biljke su poprimile izgled biljaka iz prirode. Aklimatizovane biljke

su bile bez morfolo$kih abnormalnosti.
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5.2. MIKROMORFOLOSKA I HISTOCITOLOSKA ANALIZA TRIHOMA LISTOVA VRSTA
Micromeria

Mikromorfololoskom analizom trihoma listova M. pulegium i M. croatica koje
su gajene u uslovima in vitro potvrdeno je prisustvo neglandularnih i dva tipa
glandularnih trihoma, varijabilne veliCine i distribucije. Gustina trihoma je pod
ontogenetskom kontrolom i prati razvice listova (Maffei i sar., 1989).

Neglandularne trihome (atenuatne) po Payneovoj terminologiji dlaka mogu biti
jednocelijske ili viSecelijske, negranate, uniseriatne i razlicite po duzini (Payne, 1978).
Neglandularne trihome se odlikuju bradavicastom povrSinom, usled prisustva
kutikularnih mikropapila. Takve nezlezdane trihome primecene su i kod drugih vrsta
Micromeria. Prisutne su kod M. longipedunculata ( Kremer 1 sar., 2014b), M. fruticosa
(Druce) (Werker i sar., 1985), M. croatica (Kremer i sar., 2012b), M. juliana, M. kerneri
(Kremer i sar., 2014a), M. pseudocroatica (Kremer i sar., 2012a), M. tymifolia (Marin i
sar., 2013) i M. biflora (Al Watban, 2004). Kod M. tymifolia distribucija neglandularnih
trithoma je gusta sa obe strane lista.

U grupi glandularnih trihoma M. pulegium 1 M. croatica izdvajaju se peltatne i
dva tipa kapitatnih. Peltatne trihome obeju vrsta sli¢no izgledaju. Sastoje se od od jedne
bazalne ¢elije, kratke jednocelijske drske i visecelijske glave iznad koje se kod zrelih
trihoma nalazi veliki subkutikularni prostor za skladiStenje sekretornih produkata.
Ovakav tip peltatnih trihoma Cest je kod vrsta familije Lamiaceae. Broj sekretornih
¢elija glave je razlicit. Peltatne trihome M. pulegium gajene in vitro imaju osam
sekretornih ¢elija glave. Kod M. tymifolia ima ih dvanaest, kod M croatica Sesnaest, a
kod M. fruticosa osamnaest (Werker i sar., 1985). Peltatne trihome listova biljaka
gajenih in vitro nalaze se sa obe strane lista kod M. pulegium i samo na abaksijalnoj
strani lista kod M. croatica. Kod M. tymifolia peltatne trihome su zastupljene sa obe
strane lista, kod M. longipedunculata na abaksijalnoj strani lista, spoljnoj strani casSice i
na stabljici. Kod M. croatica uvek su prisutne na nalicju lista, ¢aSici i na usni krunice,
dok ih nema na licu lista, a ponekad ih nema ni na stabljici. Kod M. kerneri i M. juliana
su na licu i nali¢ju lista, ¢aSici i stabljici.

Kod M. pulegium i M. croatica koje su gajene u uslovima in vitro izdvajaju se
dva tipa kapitatnih trihoma. Tip I ima jednu bazalnu ¢eliju, jednu kratku ¢eliju drske i

elipsoidnu jednocelijsku glavu pognutu ka epidermalnoj povrsini. Tip II se sastoji od
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jedne ¢elije baze, jedne izduzene celije drske i globularne ¢éelije glave iznad koje se kod
zrelih trihoma nalazi mali subkutikularni prostor za akumulaciju sekretornih produkata.
Kod M. pulegium kapitatna trihoma tip Il se odlikuje morfoloskom raznovrsnoscu, i
moze podsecati na digitiformne trihome koje se inace nalaze kod M. tymifolia.

Kapitatna trihoma tip I prisutna je i kod M. longipedunculata (Kremer i sar.,
2014b), M croatica (Kremer i sar., 2012b), M. juliana 1 M. kerneri (Kremer i sar.,
2014a), M. pseudocroatica (Kremer i sar., 2012a). Kao i kod Micromeria gajenih u
kulturi in vitro ove trihome ne stoje uspravno ve¢ su orjentisane ka povrsini. Nalaze se
sa obe strane lista, na caSici i stabljici kod M. juliana i M. kerneri (Kremer 1 sar.,
2014a), M. tymifolia (Marin, 2013). Kod M. croatica nalaze se na nalicju lista, stabljici i
rasute su po casici, kod M. longipedunculata su sa obe strane lista i brakteola, sa obe
strane CaSice i1 na stabljici. Kod nabrojanih vrsta kapitatne trihome tip II su uspravne i
izgradene od jedne bazalne epidermalne celije, drske od dve do tri ¢elije i manje
jednocelijske okrugle glave iznad koje je subkutikularni prostor. Kapitatna trihoma tip I
sem kod Micromeria nadena je kod malog broja vrsta Lamiaceae kao Sto su Satureja
thymbra, Majorana syriaca i Thymus capitatus (Werker 1 sar., 1985). Za razliku od
prvog tipa, drugi tip kapitatnih trihoma je rasprostranjen kod mnogih vrsta familije
Lamiacea.

Kod M. tymifolia izdvajaju se osim navedenih i digitiformne trihome (Marin,
2013). Kapitatne trihome su brojnije od peltatnih i digitiformnih sa obe strane lista.

Malo je podataka koji opisuju trihome na organima biljaka gajenih u kulturi in
vitro. Trihome su Cesto prve strukture koje se mogu uociti tokom diferencijacije u
kulturi tkiva (Wagner, 1991). Zuzarte i saradnici (2010) navode da su svi tipovi trihoma
koji postoje kod biljaka Lavandula pedunculata u prirodi, prisutni i kod biljaka in vitro i
da medu njima nema razlike u prirodi etarskih ulja koja produkuju. Kod nekih vrsta koje
su gajene u kulturi in vitro, regulatori rastenja prisutni u hranljivoj podlozi mogu uticati
na gustinu trihoma. Vecu gustinu glandularnih trihoma kao i veéi prinos etrskih ulja
Fraternale (2003) belezi u prisustvu BA 0,1 mg/L kod biljaka Thymus mastichina koje
su gajene u kulturi in vitro. Kod Lavandula dentata prisustvo iste koncentracije BA u
hranljivoj podlozi ima suprotan efekat i na povrSini listova je formiran manji broj
trihoma koji su bili u sekretornoj fazi, Sto se dovodi u vezu sa odlaganjem senescencije

listova i time diferencijacije sekretornih trihoma (Sudria i sar., 2004). Biljke razli¢itih
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vrsta lavande gajene u kulturi in vitro pokazuju pozitivnu korelaciju izmedu
akumulacije ulja i procenta zlezdanih trihoma u sekretornoj fazi. Sadrzaj etarskih ulja L.
dentata koja je gajena u kulturi in vitro, viSe zavisi od sekretornog stadijuma
glandularnih trihoma nego od njihove gustine. L. dentata gajena u prisustvu BA, imala
je i pored smanjenog broja trihoma, vecu koli¢inu ulja, jer je vecina trihoma bila u
sekretornoj fazi (Sudria i sar., 1999).

Mikroskopska analiza glandularnih trihoma M. pulegium i M. croatica gajenih in
vitro, potvrduje prisustvo etarskih ulja u sekretornim komponentama. Sekretorne kapi
osim u subkutikularnom prostoru glandularnih trihoma, nalaze se i u sekretornoj ¢eliji i
¢eliji drSke. Sva tri tipa glandularnih trihoma ucestvuju u produkciji etarskih ulja.
Premda se nalazi i u kapitatnim trihomama, peltatne trihome produkuju najvise ulja kod
Lamiaceae (Huang i sar., 2008). Maffei (1989) navodi da su upravo peltatne trihome
koje su vece od drugih, najvise odgovorne za produkciju etarskih ulja. Smatra se da
dijametar i veliCina trihome nisu u korelaciji sa kapacitetom akumulacije produkata
(Dell i Comb, 1977). U mnogim kapitatnim trihomama ¢elije drSke sadrze sekretorne
produkte, ali zadebljala kutikula predstavlja barijeru koja spre¢ava da se one sekretuju
kao deo etarskih ulja (Fahn 1988, Huang i sar., 2008 ). Ultrastrukturnom analizom
sekretorne faze Celije glave Zlezdanih trihoma M. tymifolia, primeceni su u gustoj
citoplazmi plastidi sa masnim kapima, mitohondrije i proliferacija granularnog
endoplazmati¢nog retikuluma. Histohemijske analize ukazuju na prisustvo komponenata
(polisaharida, lipida, terpena i fenola), koje zbog svog bioloskog efekta mogu biti
korisne u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji (Marin i sar., 2013).

Morfologija, tip, distribucija, ucestalost i kompozicija sekretornih komponenti
Zlezdanih trihoma veoma variraju medu vrstama i koriste se kao diskriminitivni
karakteri na subfamilijarnom nivou u sistematici familije Lamiaceae (Ascensao i sar.,

1995; Xiang i sar., 2010).
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5.3. HEMIJSKI SASTAV ETARSKIH ULJA Micromeria

Za analizu etarskih ulja vrsta roda Micromeria koris¢en je osuSen biljni
materijal. SuSenjem je smanjen sadrzaj vlage u biljnom materijalu, §to omogucava
njegovo dugotrajnije skladiStenje. Ranija istraZivanja su pokazala da nacin suSenja ima
znacajan efekat na sadrzaj i sastav etarskih ulja (Asekun i sar, 2006; Ahmadi i sar,
2008). Sunceva svetlost i temperatura direktno uti¢u na sadrzaj mentona, pulegona i
piperitona. Porast temperature i duze izlaganje suncevoj svetlosti tokom susenja biljnog
materijala Micromeria barbata rezultira velikim gubicima navedenih komponenti
(Alwan 1 sar., 2014). Kako bi se izbegao uticaj metoda susenja na prinos i sastav ulja,
biljni materijal iz prirode i dobijen gajenjem u kulturi, je suSen na isti nacin, bez
direktnog izlaganja svetlosti, na temperaturi ~ 25°C.

Sav biljni materijal sakupljen je u vegetativnoj fazi kako bi se izbegao uticaj
faze ontogenetskog razvic¢a na sadrzaj i kompoziciju etarskih ulja. Ontogenetsko razvice
listova uti¢e na metabolizam etarskih ulja. Postoji tesna veza izmedu biosinteze ulja i
razvoja biljnih tkiva jer se biohemijske reakcije smenjuju u skladu sa dinamikom
razvi¢a (Sangwan i sar., 2001).

Gajenjem u kulturi in vitro eliminisan je uticaj fotoperioda na biosintezu etarskih
ulja, jer su sve biljne kulture rasle u uslovima istog fotoperioda. Poznato je da se na
dugom danu smanjuje nivo mentofurana, pulegona, metil acetata i limonena a raste
sadrzaj mentona, mentola i neo-mentol acetata (Clark i Menary 1980).

Efekat fitohormona na produkciju ulja u sistemima in vitro kulture je veoma
razlic¢it, od promena na nivou prinosa do promena na nivou sastava ulja. Fitohormoni
uticu na rastenje i razvi¢e biljaka tako Sto uticu na gensku regulaciju, fizioloske i
biohemijske procese, ali i na produkciju sekundarnih metabolita (Shukla i Farooqi,
1990; Affonso i sar., 2009; Baskaran i sar., 2012).

Dosadasnja istrazivanja uticaja fitohormona na razvice biljaka razlicitih vrsta u
kulturi in vitro i biosintezu etarskih ulja ukazuju da oni zavise od koncentracije i vrste
fitohormona na razli¢ite nacine. Tokom tretmana fitohormonima kod razli¢itih
Lamiaceae (Santos-Gomes i sar., 2002; Fraternale i sar., 2003; Sudria i sar., 1999)
primeceno je da vrsta i koncentracija fitohormona mogu znacajno da utiCu na
akumulaciju etarskih ulja pri ¢emu citokinini vise doprinose produkciji ulja od auksina.

Biljke tretirane fitohormonima naj¢e$¢e imaju izmenjen kvantitativni sastav
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dominantnih komponenti u ulju, dok se razlike u kvalitativnom sastavu retke, u
poredenju sa biljkama iz prirode. Medu hormonima koji stimuliSu rastenje, povecavaju
povrsinu listova, grananje i sadrzaj etarskih ulja, posebno se izdvaja GA; (Sanwan i sar.,
2001)..

Fitohormoni u hranljivoj podlozi uti¢u na formiranje biomase kao i na prinos i
kvalitet ulja. Formiranje vece biomase, za vreme vegetativnog razvi¢a, pre svega
listova, od znacaja je za veci prinos ulja aromati¢nih biljaka (Sangwan i sar., 2001;
Prins i sar., 2010; Santoro i sar., 2013). Najveci prinos biomase M. pulegium ostvaren je
na hranljivoj podlozi MS sa 10 pM BA. Nasi rezultati pokazuju da produkcija vece
biomase M. pulegium nije pracena vec¢im prinosom ulja. Prisustvo BA u hranljivoj
podlozi dovelo je do smanjene produkcije ulja u izdancima. Najveci prinos biomase M.
croatica bio je na hranljivoj podlozi MS sa 0,3 pM kinetina. Za razliku od BA prisustvo
kinetina imalo je stimulativni efekat na produkciju etarskih ulja. Koli¢ina etarskog ulja
u izdancima gajenim na podlozi sa kinetinom bila je dvostruko veca u nego u izdancima
biljaka iz prirode.

Zajednicko za etarska ulja vrsta koje smo analizirali je da dominiraju
monoterpeni, pre svega oksidovani monoterpeni i nihov sadrzaj je ve¢i kod M. pulegium
nego kod M. croatica. Mala je razlika u koli¢ini izmedu monoterpena i seskviterpena u
ulju biljaka M. croatica iz prirode. Takode je mala razlika izmedu koli¢ine oksidovanih
monoterpena i seskviterpenskih ugljovodonika u ulju biljaka M. croatica iz prirode.
Razlike su uzrazenije u uljima in vitro gajenih izdanaka.

Dominantne komponente u svim etarskim uljima M. pulegium bez obzira na
poreklo biljnog materijala bili su pulegon i menton. Prisustvo BA u hranljivoj podlozi
dovelo je do smanjenja sadrzaja pulegona i mentona u ulju in vitro gajenih biljaka u
odnosu na ulja biljaka iz prirode. Smanjen je sadrzaj oksidovanih monoterpena koji su
dominantni a povecan sadrzaj monoterpenskih ugljovodonika koji su inace manja
frakcija u uljima. Izdanci koji su gajeni in vitro imaju u uljima povecan sadrzaj
seskviterpena, prevashodno ugljovodonika, narocito u prisustvu BA.

Fizicko-hemijski uslovi gajenja u kulturi in vitro uti¢u na prirodu etarskih ulja
M. croatica. Sadrzaj komponenti koje dominiraju u uljima biljaka iz prirode, borneola
a-kadinena i B-vetivenena, viSestruko se smanjuje u uljima izdanaka gajenih in vitro.

Nasuprot tome sadrzaj geraniala se povecava sa 2,19% koliko ga ima u uljima biljaka iz
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prirode na 33,53% u ulju izdanaka gajenih in vitro u prisustvu kinetina. Takode se
povecava i sadrzaj cis-p-Menta-1(7),8-dien-2-ol sa 1,83% koliko ga ima u uljima biljaka
iz prirode na 23,69% u ulju izdanaka gajenih in vitro u prisustvu kinetina Kod izdanaka
M. croatica gajenih u kulturi in vitro primecena je tendencija povecanja sadrzaja
monoterpena u uljima a smanjenje sadrzaja seskviterpena, pa se moze rec¢i da uslovi u
kulturi in vitro na razli¢ite nacine menjaju sastav etarskih ulja.

Prisustvo BA u hranljivoj podlozi nije uticalo na sastav ulja M. pulegium. Isti
rezultat je postignut i kod Salvia stenophylla (Hannibal i sar., 2010), Lavandula
pedunculata (Zuzarte 2010) i L. viridis (Nogueira and Romano 2002). Kada se uporede
etarska ulja biljaka L. viridis koje su rasle u prirodi sa uljima dobijenim od
mikropropagiranih biljaka i pupoljaka gajenih u kulturi in vitro, primeéeno je da su
glavne komponente svuda iste i nema znacajnih varijacija u sastavu. Slicnost hemijskog
sastava etarskih ulja in vitro i ex vitro biljaka ukazuje da metoda kulture biljnih tkiva in
vitro nema znacajan uticaj na biosintezu ulja datih vrsta.

Drugaciji rezulti dobijeni su kod Thymus mastichina, tretman sa BA ne dovodi
do kvalitativnih promena u sastavu ulja, ali je relativni procenat glavnih komponenti
vec¢i oko dva puta (Fraternale i sar., 2003). Santoro (2013) je ispitivao uticaj citokinina
na produkciju sekundarnih metabolita Mentha piperita. Tretman sa BA menja relativan
procenat etarskih ulja, pa je tako relativan sadrzaj glavne komponente pulegona, kao i
mentona i mentola oko dva puta veéi nego kod kontrolnih biljaka.

Primena regulatora rastenja na zeljaste biljke bogate terpenima doprinosi
njihovoj biomasi povecavajuci istovremeno biosintezu etarskih ulja. Citokinin utice na
tok biosintetskog puta ili na konkretne korake u metabolizmu monoterpena.
Monoterpenska frakcija ulja izdanaka iz kulture in vitro ima razli¢itu relativnu kolic¢inu
ugljovodoni¢nih i1 oksidovanih komponenata u odnosu na roditeljsku biljku i
mikropropagirane biljke (Nogueira i Romano, 2002).

Arikat i saradnici (2004) su uporedivali ulja mikropropagiranih biljaka Salvia
fruticosa 1 pupoljaka biljaka iz staklenika. Primeéeno je da mikropropagirane biljke
imaju ve¢i sadrzaj ulja. Uticaj kinetina na prinos biomase i ve¢i sadrzaj etarskih ulja u
odnosu na prirodne populacije, zabeleZzen kod M. croatica, primecen je kod razli¢itih
vrsta familije Lamiaceae. Najveci prinos biomase izdanaka Salvia officinalis gajenih u

kulturi in vitro kao i najveé¢a akumulacija etarskih ulja postignuta je po dodavanju 2,0
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mg/L kinetina (Santos-Gomes i sar.,, 2002). Primena kinetina stimuliSe razvoj zelene
mase 1 sadrzaj ulja pitome nane (Zlatev i sar. 1978). Folijarna primena kinetina
povecava prinos ulja kod Mentha piperita i M. spicata (El-Keltawi and Croteau 1987).

Dominantne komponente u ulju M. pulegium, pulegon i menton, dominiraju i u
uljima drugih vrsta roda Micromeria predstavnika sekcije Pseudomelissa (Tab. 1).
Geranial koji dominira u uljima M. croatica koje su gajene u uslovima in vitro nije
dominantan u ulju biljaka M. croatica koje su poreklom iz razli¢itih prirodnih
populacija (Slavkovska i sar., 2005; Kremer i sar., 2012), pa se moZe sa sigurnosc¢u reci
da je njegova biosinteza stimulisana uslovima koji vladaju u kulturi in vitro. Geranial
dominira u ulju manjeg broja vrsta Micromeria. Njegovo prisustvo kao dominantne
komponente zabelezeno je kod M. biflora (Mallavarapu i sar., 1997) i M. varia subsp.
thymoides var. thymoides (Pedro 1 sar., 2006).

5.4. HEMIJSKA ANALIZA EKSTRAKATA M. pulegium i M. croatica

Za pripremanje ekstrakata koris¢eni su razliCiti rastvaraci kako bi se odvojili
sekundarni metaboliti biljaka prema polarnosti, i radi pojednostavljivanja analize, koja
bi bez tog koraka bila gotovo nemoguca. Na osnovu prisustva identifikovanih jedinjenja
u razlic¢itim ekstraktima analiziranih vrsta, moZe se uociti da su hemijski sastavi biljaka
Micromeria iz prirode i izdanaka gajenih in vitro donekle razliciti.

Kod M. pulegium 42,22 % jedinjenja je zajedi¢ko za biljni materijal poreklom iz
prirode i kulture in vitro, dok je u uzorcima M. croatica razli¢itog porekla 67,65%
zajednickih jedinjenja. Moze se zakljuciti da je tokom gajenja u kulturi in vitro,
hemijski sastav M. croatica vise oCuvan i da na M. pulegium u vec¢oj meri deluju faktori
sredine koji se u kulturi in vitro bitno razlikuju od prirodnih sredinskih uslova. Razlike
u hemijskom sastavu svakako su posledica izmenjenih uslova sredine. Koji mehanizmi
posreduju u takvom odgovoru nije rasvetljeno, $to je i razumljivo jer metabolic¢ki putevi
veéine jedinjenja nisu poznati. Neka jedinjenja koja su prisutna u vegetativnim
organima biljaka koje su rasle na prirodnom stanistu nisu se sintetisala u uslovima in
vitro, ili se njihov metabolizam isuviSe brzo odvija da bi bila detektovana. Posto su se
na eksplantatima u uslovima in vitro razvijali formirajuci aksilarne pupoljke, moze se

pretpostaviti da je re¢ o jedinjenjima koja nemaju veliku ulogu u razvi¢u vegetativnih
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organa. Imaju¢i u vidu da se u biljakama tokom gajenja in vitro sintetiSu jedinjenja
kojih nema u biljkama iz prirode, moguce je da se u izmenjenim sredinskim uslovima
dolazi do metabolickog S$ifta, pa se aktiviraju metabolicki putevi za biosintezu
alternativnih jedinjenja koja ¢e zameniti ulogu jedinjenja iz prirode.

Upredujuci hemijski sastav na nivou vrsta moze se primetiti da je od ukuno 53
jedinjenja koliko ih je detektovano, kod M. pulegium zastupljeno 35,85% jedinjenja
kojih nema kod M. croatica, dok je 15,09% jedinjenja nadeno samo kod M. croatica.
Kada se uporede hemijski sastavi M. pulegium i M. croatica iz prirode, zapaZa se da je
30,18% jedinjena od ukupno 53 =zastupljno kod obe vrste. Taj udeo zajednickih
jedinjenja je manji i iznosi 26,41% kad se medusobno uporeduju izdanci M. pulegium i
M. croatica gajeni in vitro. Posmatraju¢i grupu zajednickih jedinjenja detektovanih u
materijalu iz prirode, moze se zapaziti da su u in vitro uslovima kod obe vrste prisutna 7
jedinjenja (teukrin G, diosmetin-7-O-glikozid, apigenin, diosmetin-6-C-glukozid, galna
kiselina monohidrat, [CsH;,03-Na]" i luteolin-7-O-rutinozid).

Registrovana je sli¢nost hemijskog sastava na nivou iste vrste, bez obzira na
poreklo materijala (priroda i in vitro gajenje). Sa druge strane, primeceno je da se
hemijski sastav uporedivanih vrsta razlikuje bez obzira na istovetnost njihovog porekla.
Takav ishod je i1 ocekivan, jer se radi o vrstama koje se, iako pripadaju istom rodu,
svrstavaju u dve razli¢ite sekcije. Na taj nacin je dokazano da je hemijski sastav

izdanaka gajenih u uslovima in vitro, ostao relativno o¢uvan kod obe vrste.

5.5. ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST EKSTRAKATA Micromeria

Antioksidativna svojstva biljaka uglavnom poticu od njihovih sekundarnih
metabolita. Medu njima zapazenu ulogu imaju polifenoli. Brojna fenolna jedinjenja sa
izrazenom antioksidativnom i antibakterijskm aktivnos¢u identifikovana su u mnogim
biljkama, a narocCito u vrstama Lamiaceae (Kandasamy i sar., 2013; Ozkan i sar., 2003).
Medu njima zapazeno mesto imaju i vrste roda Micromeria (Vladimir-Knezevi¢ i sar.,
2011).

Analizirana je ukupna antioksidativna aktivnost ekstrakata Micromeria a ne
pojedinacnih jedinjenja, potencijalnih antioksidanasa, posto zajedno doprinose

antioksidativnom kapacitetu deluju¢i aditivno, sinergisticki ili antagonisticki.
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Antioksidativna aktivnost metanolnih ekstrakata izdanaka Micromeria sakupljenih u
prirodi i tokom gajenja u uslovima in vitro odredena je primenom razli¢itih metoda.
Prema Cuvelier-u i saradnicima (1996) kvalitet ekstrakata i njihova antioksidativna
svojstva zavise od kvaliteta originalnih biljaka, vremena uzorkovanja i skladiStenja. Za
odredivanje antioksidativne aktivnosti koriS¢eni su zdravi izdanci u ranoj vegetativnoj
fazi koji su sakupljeni u prirodi i gajenjem u uslovima in vitro, i koji su potom osuseni i
cuvani na isti nacin do upotrebe. Za spremanje ekstrakata koris¢en je metanol. Metanol
je efikasan rastvarac za ekstrakciju fenolnih jedinjenja. Polarni rastaraci ekstrahuju vise
antioksidanasa iz biljnog materijala nego nepolarni i manje polamni rastvaraci
(Dobravalskyte i sar., 2012, Grzegorczyk i sar., 2007). Vecina vrsta koje pripadaju
rodovima Calamintha 1 Micromeria imaju bolju antioksidativhu aktivnost na nivou
polarnih ekstrakata nego drugih ekstrakata ili ulja (Formisano i sar., 2014). Imajuéi u
vidu da tokom gajenja u uslovima in vitro, regulatori rastenja dodati u hranljivu podlogu
mogu inhibirati aktivnost nekih enzima koji su ukljuceni u biosintetske puteve
sekundarnih metabolita (Rothe i sar., 2003), za procenu antioksidativne aktivnosti
pupoljaka Micromeria gajenih u uslovima in vitro, koriSéeni su samo pupoljci
kultivisani u odsustvu regulatora rastenja.

Zbog jednostavnog postupka izvodenja i visoke reproduktivnosti, DPPH metoda
se Cesto koristi za merenje antioksidativne aktivnosti. Vrednosti antioksidativnog
potencijala metanolnih ekstrakata Micromeria odredene DPPH metodom su u intervalu
od 2,88 do 4,64%, Sto ih svrstava u grupu jakih antioksidanasa s obzirom da pod istim
uslovima referentni standard BHT, u istoj koncentraciji, ima aktivnost 3,18%. Male su
razlike izmedu vrsta kao i na nivou vrste izmedu biljnih uzoraka iz prirode i kulture in
vitro. Smanjenje apsorpcije DPPH u prisustvu metanolnih ekstrakata izrazenije je kod
M. croatica.

ABTS metoda se Siroko primenjuje za procenu antioksidativne aktivnosti. Ovom
metodom se za kratko vreme moze analizirati veliki broj uzoraka i manji je broj
interferiraju¢ih jedinjenja tokom merenja (Surveswaran i sar., 2007). Antioksidativane
aktivnosti metanolnih ekstrakata koje su procenjene ABTS testom bile su u opsegu
0,57-1,05 mg troloks ekvivalenata/ml rastvora. Bolje vrednosti su dobijene za ekstrakte
in vitro gajenih izdanaka. Uslovi u kulturi in vitro kod M. croatica za 268,37% vise

stimuliSu antioksidativnu aktivnost nego kod M. pulegium.
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Sadrzaj flavonoida u biljnim ekstraktima smanjuje se kod obe vrste tokom
gajenja u kulturi in vitro.

Kod M. pulegium i M. croatica ukupna redukciona mo¢ odredena za izdanke
koje su se razvijali i rasli u uslovima in vitro ima veéu vrednost u odnosu na biljke iz
prirode. To se moze objasniti pove¢anim sadrzajem ukupnih fenola (za 55,68%, 136%
ponaosob) u izdancima biljaka gajenih in vitro. Povecan sadrzaj ukupnih fenola pa
samim tim i porast ukupne redukcione mo¢i izdanaka gajenih u izmenjenim uslovima u
kulturi in vitro, viSe dolaze do izrazaja kod M. croatica nego M. pulegium. Za razlicite
vrste Micromeria potvrdeno je da antioksidativnoj aktivnosti doprinosi ukupan sadrzaj
fenola (Vladimir-KneZevi¢ i sar., 2011). Korelacija izmedu antioksidativne aktivnosti
ekstrakata i sadrzaja fenola potvrdena je i kod drugih vrsta Lamiaceae (Tosun i sar.,
2009; Lopez, 2007).

Uporeduju¢i medusobno metanolne ekstrakte M. pulegium 1 M. croatica
o¢igledno je antioksidativna aktivnost ekstrakata M. croatica bolja, bez obzira na
poreklo biljnog materijala. Vladimir-Knezevi¢ 1 sar (2011) su uporedivali
antioksidativnu aktivnost etanolnih ekstrakata M. croatica, M. juliana i M. thymifolia.
Medu njima M. croatica je imala najbolju antioksidativnu aktivnost. Metanolni ekstrakt
M. croatica ima antioksidaivnu i pro-oksidativnu aktivnost. Stiti molekule DNA i lipida
od oksidativnih oste¢enja. U niskim koncentracijama ima antioksidantno delovanje na
proteine a u visokim pro-oksidativno. U visokim koncentracijama, metanolni ekstrakt
ima citotoksi¢no delovanje na HEp2 éelije i dovodi do nastanka ROS vrsta (Samec i
sar., 2015). Antioksidativne osobine svojstvene su i drugim vrstama Micromeria.
Acetonski ekstrakt Micromeria cilicica ispoljava dobru antioksidativnu aktivnost
(Oeztuerk i sar., 2011). Metanolni ekstrakt Micromeria fruticosa ssp. serpyllifolia
poreklom iz Turske ima znacajnu antioksidativnu aktivnost merenu DPPH metodom
(Gulluce i sar., 2004). Metanolni ekstrakt M. myrtifolia ima dobru DPPH aktivnost kao i
redukcionu mo¢, dok etarska ulja i heksanski ekstrakt ne pokazuju aktivnost u hvatanju
slobodnih radikala ali imaju redukcioni potencijal. Takode metanolni ekstrakt
Micromeria myrtifolia za razliku od hloroformnog i heksanskog ima visok sadrzaj
polifenola (Formisano i sar., 2014).

Dobra antioksidativna aktivnost uslovljena sadrzajem polifenola zabelezena je i

kod endemicnih vrsta drugih familija Rubiaceae 1 Myrtaceae (Angaji i sar., 2012). Posto
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se endemicne vrste ne mogu eksploatisati iz prirode, preporucljivo je njihovo gajenje u
uslovima in vitro.

Na akumulaciju sekundarnih metabolita u biljkama u velikoj meri uti¢u sredinski
uslovi, $to je i razumljivo jer upravo oni posreduju u odgovoru biljke na izmenjene
sredinske uslove. Fizicko-hemijski sredinski faktori koji vladaju u uslovima in vitro su u
izvesnoj meri stresni faktori koji doprinose vecoj produkciji antioksidativnih
komponenti. Akumulacija sekundarnih metabolita varira i u odnosu na biljni organ.
Koli¢ina ukupnih fenola u biljkama M. croatica veca je u listovima i cvetovima nego u
stabljici. U stabljikama je sadrzaj ukupnih flavonoida oko dva puta manji nego u
listovima ili cvetovima. Cvetovi i listovi M. croatica imaju slicnu antioksidativnu
aktivnost, dok je vrednost stabljike znatno manja. Merenje antioksidativne aktivnosti
DPPH metodom rezultira ve¢im vrednostima u listovima nego u stabljici. Kada je
odredena antioksidativna vrednost ABTS metodom za stabljike M. croatica koje su
sakupljene sa razli¢itih lokaliteta dobijene vrednosti se nisu mnogo razlikovale (Samec
2013).

Obe vrste Micromeria imaju bolju antioksidativnu aktivnost kada su gajene u
uslovima in vitro. Tokom gajenja u kulturi in vitro antioksidativni potencijal izdanaka
M. pulegium je oCuvan (Tosi¢ i sar., 2015). Ekstrakti dobijeni od kultura razlicitih
organa Salvia officinalis imaju dobru ili Cak bolju antioksidativnu aktivnost u poredenju
sa ekstraktima istih biljnih organa iz prirode (Grzegorczyk i sar., 2007). Fenolna
jedinjenja sa dobrom antioksidativnom aktivnos§¢u prisutna su u kulturi izdanaka Salvia
officinalis (Santos-Gomes i sar., 2002). U eksperimentima sa razli¢itim sortama bosiljka
primeceno je da kultura tkiva ili ¢elija in vitro akumulira viSe sekundarnih metabolita
nego donor biljka (Kiferle i sar., 2011; Bertoli i sar., 2013). Akumulacija ovih
metabolita je Cesto u posebnim celijama ili organima i njihova biosinteza je obi¢no
indikovana morfoloskom diferencijacijom. Ocekivano je da se u izdancima u uslovima
kulture in vitro stvaraju isti metaboliti kao i u izdancima intaktne biljke (Alfermann i
Petersen, 1995). Biljke dobijene mikropropagacijom kao i pupoljci gajeni u kulturi in
vitro imaju dobar kapacitet za produkciju sekundarnih metabolita (Massot i sar., 2000).
Sekundarni metaboliti sa visokim antioksidativnim potencijalom prisutni su razli¢itim
vrstama Lamiaceae koje su gajene metodom kulture in vitro: Ocimum sanctum (Hakkim

i sar., 2007), Lavandula viridis (Costa i sar., 2013), Ziziphora tenuior (Dakah i sar.,
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2013), Z. canescens (Dakah i sar., 2014). Biljke gajene u kulturi in vitro ne gube
antioksidativni potencijal i mogu posluziti kao alternativa za produkciju aktivnih
metabolita.

Zahvaljuju¢i antioksidativnoj aktivnosti vrste Micromeria bi mogle imati

primenu u preventivnoj medicini i u prehrambenoj industriji.

5.6. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST EKSTRAKATA VRSTA RODA Micromeria

Nekontrolisanom upotrebom antibiotika patogeni mikroorganizmi su vremenom
postali rezistentni na mnoge. To je pobudilo veliko interesovanje za prirodne izvore

antibakterijskih jedinjenja kao $to su biljni ekstrakti i etarska ulja (Salehi i sar., 2007).

5.6.1. Antimikrobna aktivnost ekstrakata M. pulegium i M. croatica

U dostupnoj literaturi je pronadeno vrlo malo podataka o antimikronom
delovanju ekstrakata nadzemnog dela biljnih vrsta roda Micromeria. Za vrstu M.
nervosa je uporedivana aktivnost etanolnog i etil-acetatnog ekstrakta (koncentracije 200
mg/mL) sa aktivnos¢u timola i karvakrola koji su prisutni u vrstama roda Micromeria i
koji su poznati antimikrobni agensi (Ali-Shtayeh i sar., 1997). Takode, poredene su
antimikrobne aktivnosti etarskog ulja (koje je bogato piperitonenom i pulegonom) i
metanolnog ekstrakta, dobijih iz nadzemnih delova biljne vrste M. fruticulosa ssp
serpyllifolia, protiv patogenih bakterijskih i fungalnih sojeva, i ustanovljeno je da 300
pg/disku metanolnog ekstrakta nije delovao ni na jedan testiran soj (Gulluce at al.,
2004). Sa druge strane, rezultati poredenja antimikrobnih aktivnosti ulja, heksanskog,
etil-acetatnog ekstrakta biljne vrste M. cilicica 1 pulegona su, za vecinu bakterijskih
patogenih sojeva, pokazali iste zone inhibicije (Duru i sar., 2004). Daleko slabije
delovanje je izmereno kod etanolnog ekstrakta biljne vrste M. juliana koji je od sedam
ispitivanih sojeva delovao samo na S. epidermidis — zona inhibicije je bila 12 mm
(Sarac and Ugur, 2007). Pretpostavlja se da su sekundarni metabiliti lipofilne prirode
kojih ima u uljima ali ne i u ekstraktima, uzrok njihovog razli¢itog antimikrobnog
delovanja (Samec, 2013). Osim za vrstu M. nervosa (Ali-Shtayeh i sar., 1997), za ostale

vrste nisu navedene koncentracije testiranih ekstrakata, a u svim radovima
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upotrebljavana je disk-difuziona metoda koja je neprecizna i nereproduktibilna i moze
se koristiti samo za preliminarni antimikrobni skrining.

Do sada je ispitana antimikrobna aktivnost metanolnog ekstrakta M. croatica,
ispitana ,,agar well asay* i ,filter disk assay* metodama protiv sojeva: Staphylococcus
aureus 3048, Escherichia coli 3014, Salmonella enterica serovar typhimurium FP1 i
Bacillus subtilis ATCC 6633, i dala je negativne rezultate (Samec, 2013). Na Zzalost
poredenje sa naSim rezultatima nije moguce zbog Cinjenice da su kori§¢ene metode koje
imaju razli¢itu osetljivost. Takode je poznato da ekstrakti ove vrste (dietill eterski, etil
acetatnii n-butanolski) u in vitro 1 u in vivo uslovima imaju dobru antioksidativnu
aktivnost (Panovska 1 sar., 2010) $to ih ¢ini opravdanim za upotrebu u cilju poboljSanja
opsteg zdravstvenog stanja.

U ovom radu su testirani metanolni ekstrakati M. pulegium 1 M. croatica, pripravljeni
od nadzemnih biljnih delova uzetih iz prirode u vegetativnoj fazi razvica i od izdanaka gajenih
tokom 4 nedelje u kulturi in vitro na MS podlozi bez fitohormona. Metanolni ekstrakati M.
pulegium ispoljavaju slabu antimikrobnu aktivnost (ToSi¢ i sar., 2015). Inhibitorne i
baktericidne koncentracije ekstrakata M. pulegium, poreklom iz prirode i iz kulture su bile u
rangu od 25,13 — 50,25 mg/mL i od 17,13 — 68,70 mg/mL (respektivno) protiv Gram (-)
bakterije i od 12,57 — 50,25 mg/mL tj od 17,13 — 68,70 mg/mL za Gram (+) bakterije. Kod M.
croatica inhibitorne i baktericidne koncentracije ekstrakata poreklom iz prirode i iz kulture su
bile u rangu od 36,25 — 72,50 mg/mL; i 20,25 — 40,50 mg/mL (respektivno) protiv Gram (-)
bakterije i od 90,60 — 72,50 mg/mL; 10,13 — 40,50 mg/mL za Gram (+) bakterije. Za 4
analizirana ekstrakta baktericidno delovanje ni u najvisoj testiranoj koncentraciji ne dolazi do
izrazaja za vecinu testiranih bakterijskih sojeva. Najvise testirane koncentracije ekstrakta nisu
imale baktericidno delovanje protiv sojeva P. aeruginosa (MBC>50,25 mg/mL i MBC>68,70
mg/mL, za ekstrakt M. pulegium dobijen iz prirode i iz in vitro kulture, kao i MBC>40,5 mg/mL
za ekstrakt M. croatica dobijen od in vitro gajenih biljaka, B. cereus (MBC>50,25 mg/mL za
ekstrakt M. pulegium dobijen iz in vitro kulture) i E. coli (MBC>40,50 mg/mL za ekstrakt M.
croatica dobijen od in vitro gajenih izdanaka). U odnosu na obe vrste najrezistentniji je bio soj
P. aeruginosa MIC/MBC=25,13/>50,25 mg/mL i 68,70/>68,70 mg/mL, za ekstrakt M.
pulegium dobijen iz prirode i iz in vitro kulture, odnosno MIC/MBC=72,50/>72,50 mg/mL i
40,50/>40,50 mg/mL za ekstrakt M. croatica, ponaosob. Na ekstrate M. croatica soj E.coli je
takode rezistentan. Medu kori§¢enim sojevima najosetljiviji je S. aureus na koga su ekstrakti

obe vrste Micromeria delovali u najnizim koncentracijama, slede¢im redom: M. pulegium
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(priroda) > M. pulegium (kultura in vitro) > M. croatica (kultura in vitro) > M. croatica

(priroda).

Za sve testirane sojeve bakterija izuzev B. cereus, premda slabu, bolju
antimikrobnu aktivnost ima M. croatica gajena u uslovima in vitro nego biljke M.
croatica uzete sa prirodnih stanista. Izdanci M. pulegium gajeni u kulturi in vitro imaju
bolje antinikrobno delovanje od biljaka iz prirode samo u odnosu na B. cereus i donekle
S. entiritidis. Postojanje antimikrobnog potencijala vrsta gajenih in vitro M. pulegium i
M. croatica je od velikog znacaja, jer je re¢ o prirodno ugrozenim vrstama koje se ne
mogu eksploatisati iz prirode. Na antibakterijsko delovanje ekstrakata obe vrste
Micromeria, osetljivije su bile Gram-pozitivne bakterije. U brojnim istrazivanjima
pokazalo se da su Gram-pozitivne bakterije osetljivije od Gram-negativnih (Juliano i
sar., 2000; Lambert i sar., 2001; Harpaz i sar., 2003; Hanamanthagouda i sar., 2010;
Okoh 1 sar.,, 2010). Gram-negativne bakterije imaju oko peptidoglikanskog dela
¢elijskog zida jo§ jednu membranu, S§to znatno redukuje difuziju hidrofobnih
komponenti kroz njihov lipopolisaharidni omota¢ (Ratledge and Wilkinson, 1988;
Vaara, 1992).

Ekstrakti biljaka M. pulegium i M. croatica iz prirode i iz kulture in vitro nisu se
znaajno razlikovali u antimikrobnom delovanju. Nema znaCajnih razlika u
antimikrobnoj aktivnosti ni izmedu samih vrsta. Sumirajuéi rezultate, o¢igledno je da je
antimikrobna aktivnost ekstrakata niska. Biljni ekstrakti koji imaju MIC vrednosti
manju od 100 pg/mL smatraju se nedelotvornim (Cos i sar., 2006), pa dobijene
vrednosti kod Micromeria nisu znacajne sa aspekta antimikrobnog delovanja. Medutim,
nikako ne treba zapostaviti vrste roda Micromeria kao potencijalni izvor antimikrobnih
jedinjenja koja bi mogla biti identifikovana i izolovana iz razli¢itih nadzemnih delova
biljke. U vezi sa tim, kao i sa ¢injenicom da je njihova populacija u prirodi ogranicena,
veoma je vazan podatak da nema znacajne razlike u antimikrobnom delovanju

ekstrakata biljaka koje su prikupljene u prirodi i odgajene u kulturi in vitro.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata ove disertacije mogu se izvesti sledec¢i zakljucci:

Uspesno je indukovana in vitro organogeneza vrsta M. pulegium i M. croatica u
kulturi segmenata stabla. Najveci broj pupoljaka formiran je na eksplantatima M.
pulegium na podlozi sa 3 uM BA. Najve¢i prinos biomase izdanaka M. pulegium
postignut je na podlozi sa 10 pM BA. Primarni eksplantati za uspostavljanje
kulture in vitro M. croatica bili su segmenti stabla sa jednim nodusom, sa
klijanaca dobijenih in vitro. Najve¢i broj pupoljaka po eksplantatu i najveci
prinos biomase dobijeni su na podlozi sa 0,3 uM kinetina.

Koncentracija i tip hormona uticali su na oziljavanje izdanaka. Oziljavanje
izdanaka M. pulegium bilo je najuspesnije na MS/2 hranljivoj podlozi sa 1 mg/L
IAA. Oziljavanje izdanaka M. croatica bilo je najuspes$nije na MS/2 hranljivoj
podlozi sa 0,3 mg/L TAA. Dobijene biljke M. pulegium i M. croatica uspesno su
aklimatizovane.

Efekat fitohormona na produkciju sekundarnih metabolita je razlicit.
Fitohemijskom karakterizacijom identifikovane su i kvantifikovane komponente
etarskih ulja vegetativnih izdanaka iz prirode i gajenih u kulturi in vitro na MS
podlozi bez regulatora rastenja i MS podlozi na kojoj su izdanci imali najvecu
biomasu. Dominantna jedinjenja u svim uljima M. pulegium su oksidovani
monoterpeni pulegon i menton. Kvalitativan sastav dominantnih jedinjenja u
uljima izdanaka M. pulegium nije promenjen, ali je uocena kvantitativna
promena u uslovima in vitro. Pulegon je zastupljeniji u ulju biljaka iz prirode, a
menton u ulju dobijenom od izdanaka M. pulegium gajenih in vitro. Kvalitativni
sastav dominantnih jedinjenja je razli¢it u uljima izdanaka M. croatica razlicitog
porekla. U sva tri ulja M. croatica oksidovani monoterpeni su znatno vise
zastupljeni nego monoterpenski ugljovodonici. U ulju biljaka M. croatica iz
prirode, dominantne komponente su borneol, a-kadinen i B-vetivenen. U ulju
izdanaka gajenih in vitro na MS podlozi bez fitohormona dominantne
komponente su borneol, geranial, cis-p-menta-1(7),8-dien-2-ol i B-vetivenen.
Dominantne komponente u ulju izdanaka M. croatica gajenih in vitro na podlozi

MS sa 0,3 uM kinetina su geranial, cis-p-menta-1(7),8-dien-2-ol i a-kadinen.

128



Uporedivanjem hemijskog sastava ekstrakata razlicite polarnosti M. pulegium
utvrdeno je 42,22% zajednickih jedinjenja od ukupnog broja identifikovanih tj.
identifikovana su u biljkama iz prirode i u izdancima gajenim u uslovima in
vitro. Od ukupno identifikovanih jedinjenja M. croatica jedinjenja koja su
zastupljena u izdancima iz prirode i u izdancima gajenim in vitro ¢ine 67,65%.
Metanolni ekstrakti izdanaka M. pulegium 1 M. croatica gajenih in vitro
pokazuju vecu antioksidativnu aktivnost u odnosu na ekstrakte biljaka iz prirode.
Veca antioksidativna aktivnost se pripisuje vecem sadrzaju fenolnih jedinjenja u
izdancima gajenim in vitro.

Analizom antimikrobne aktivnosti pokazano je da M. pulegium i M. croatica
imaju malu antimikrobnu aktivnost. Metanolni ekstrakti M. pulegium i M.
croatica delovali su na sve testirane sojeve, ali znatno slabije u odnosu na tri
referentna antibiotika.

Ispitana bioloska aktivnost M. pulegium 1 M. croatica gajenih u uslovima in
vitro je bolja (antioksidativna aktivnost) ili slina (antimikrobna aktivnost)
bioloskoj aktivnosti biljaka iz prirode i pored razlike u hemijskom sastavu

sekundarnih metabolita.
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Mpwunor 1.

MUsjaBa o ayTopcTBY

MoTnucaxu-a CeetnaHa M Towwuh

6poj nHaekca EAQ070001

WUsjaBrbyjem

[a je nokTopcka AucepTauuja noa HacnosoM

@OU3IN0AOIIKH 1 OHOXEMH|CKH ACNEKTH NPONAranHje eH1eMHYHHX BPCTa

Micromeria pulegium (Rochel) Benth. u Micromeria croatica (Pers.) Schott in vitro

e pesynTar COMNCTBEHOI UCTPaXWUBAYKOr paja,

e [a npednoxeHa aucepTtaumjay UEnuHW HWA Y Aenosuma Huje Buna npearnoxeHa
3a pgobujarwe BUno koje AWNNoMe npema CTyAWjCKUM nporpamwuma Apyrux
BVCOKOLLIKOTICKUX YCTaHOBA,

s [aCcy pesynrtaTtv KOPEKTHO HaBeAeHU 1

e [a HMCAM KplwMo/na ayTopcka npasa M KOPWUCTMO MHTENEKTyanHy CBOJUHY
Apyrvx nuua.

MoTnuc gokTopaHaa

Y beorpapgy, _31.07.2015.
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Mpunor 2.

M3jaBa 0 UICTOBETHOCTM WITaMNaHe U eNIeKTPOHCKe
Bep3uje 4OKTOPCKOr paga

Wwme v npeaume aytopa Ceetnana M Towumh

Bpoj nHaekca EA070001

Cryavjcku nporpam EKCnepumeHTanHa v npumer-eHa 6otaHuka

Hacnos paga @u3HOJOLIKH H 6HOXEMH.|CKH ACIHEKTH n|g0naragnie

enaeMuuHux _Bpcra Micromeria pulegium (Rochel) Benth. u

Micromeria croatica (Pers.) Schott in vitro

MeHTtop ap [paraHa Ctojuyuh n ap Qywimua Janowesuh

Motnucanu/a Ceetnana M Towwuh

MsjaBrbyjem da je wramnaHa Bepavja Mor JOKTOPCKOr paja WCTOBETHA eneKTPOHCKO)
Bepsuju Kojy cam npegao/na 3a objaBrbuBawe Ha noptany [AurutanHor
peno3sutopujyma YHusepauteta y Beorpagy.

[lossorbasam ga ce objaBe MoOjU NUYHW nojaun BesaHw 3a pobujaree akagemcKor
3Batba JOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UME W NpesunMe, rogrHa U MecTo pofierwa 1 aaTym
oabpaHe paaa.

OBM nMYHM nogaun Mmory ce o06jaBUTM HA MPEXHUM CTpaHuuama aurutanHe
GubnuoTeke, y ENEKTPOHCKOM KaTanory 1 y nybnukauvjama YHueepauterta y beorpagy.

MoTnuc gokTopaHga

Y Beorpapy, _31.07.2015.
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Mpunor 3.

M3jaBa o kopuwhewy

Oenawhyjem YHusepautetcky Gubnuoteky ,CeeTosap MapkoBuh® aa y Aurutantu
penosvTopujym YHueepauteta y Beorpagy yHece Mojy LOKTOPCKY AucepTauujy noj
HacnoBom:

!"PH3H0J0MIKH ¥ GHOXEeMH[CKH aCIIeKTH NponNaranyje enIeMHYHAX BPETA
Micromeria pulegium (Rochel) Benth. u Micromeria croatica (Pers.) Schott in vitro"'

Koja je Moje ayTOpCKO Aerno.

AucepTauujy ca cBUM Npunosuma npesao/nia cam y enekTpoHCKoM hopMaTy norogHoM
3a TpajHO apx1BMpakse.

Mojy AokTopcKy AvcepTauujy noxpareHy y [MruTanHu penoautopujym YHusepauteTa
y Beorpaay mory Aa kopucTe cBy Koju nowwTyjy oapeabe caapxaHe y ofabpaHom tuny
nuueHue KpeatusHe sajeaHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oanyuuo/na.

1. AyTopcTBo
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLUjanHo
3. AyTopcTBO — HekomepumjanHo — 6e3 npepane
f\f‘.l\ﬂyTopCTBO — HEKOMEpLMjarnHo — AENUTU NO4 UCTUM yCrioBuMa
5. AytopcTtBo — 6e3 npepane
6. AyTOpCTBO — AenuTu noa UCTUM yCrosuma

(Morumo pa 3aokpyxute camo jeAHy OA LECT NOHyReHUX muueHuu, Kpatak onuc
nUUeHUM aar je Ha nonefuHu nucra).

Mornuc pokTopaHga

Y Beorpapy, _ 31.07.2015. )
70 = )
/LDetin ik Ot




1. Aytopcteo - [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, AUCTPUBYLMjY M jaBHO CaoniUTaBake
fdena, v npepage, ako ce Hasede MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH of cTpaHe ayTtopa
unu faesaoua nuueHue, Yak u y komepumjante cepxe. OBo je HajcrioboaHuja of CBUX
nvuUeHum.

2. AyTopcTeo — HekomepuMjanHo. [lo3BorbaBarte yMHoXasarbe, AUCTpUbyumjy 1 jasHo
caonwTtasare Aena, v npepaje, ako ce HaBefe UMe ayTopa Ha HauwH ofpefleH of
CTpaHe aytopa unu gasaoua nuueHue. Osa nuueHua He J03BOMbaBa KomepuujanHy
ynotpefy gena.

3. AyTtopcTeBO - HekomepuuwjanHo - 6e3 npepape. [1o3BorbaBaTe yMHOXaBae,
AvcTpubyumjy 1 jaBHO caonwTaBake pAena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa Wnu
ynotpeGe gena y cBOM [jeny, ako ce HaBede WMe ayTopa Ha HauuH ogpefeH of
CTpaHe aytopa unu Aasaoua nuueHue. OBa nNuUUeHUa He [03BOrbasa KomepuujanHy
ynotpeby gena. ¥ o4HOCY Ha CBE ocTane NMUUEHLE, OBOM NULEHLIOM Ce orpaHuyaBa
Hajsehn 06um npasa kopuwwhera gena.

4. AyTOpCTBO - HeKOMepuujanHo — OenuTh MNoA WCTUM ycrosuma. [lo3Borbasare
yMHOX@Bare, ANCTpbyumjy v jaBHO caonwiTaBawe Aena, U Npepaje, ako Ce HaBefe
uMe aytopa Ha Ha4vH oapefeH op cTpaHe ayTopa Wnu AaBaoua SULUEHLE U ako ce
npepaga aucTpubympa nog MCTOM uNM caudHoMm nuueHuom. Oa nuueHua He
[o3Borbasa komepuujanHy ynotpeby aena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepape. [lo3BorbaBate yMHOXaBawe, AMCTPUMOYUMjy U jaBHO
caonwrasate aena, 6es npomeHa, npeobnukoBaka unu ynotpebe fena y cBom geny,
ako ce HaBeAe WMe ayTtopa Ha HauuH oapefieH oA cTpaHe ayTtopa unu aaeaoua
mmueHue. OBa nuueHua [o3Borbasa koMmepuyjanHy ynotpeby gena.

6. AyTOpcTBO - QOenuTM nod WCTUM ycnosuma. [lo3Borbasate YMHOXaBare,
avcTpubyuujy 1 jaBHO caonwiTaBamwe Aena, v npepaje, ako ce Haseae vMe ayTopa Ha
HauumH oppefleH on cTpaHe ayTopa MNM jaBaoua nuUeHue W ako ce npepaga
anctpubyupa nog UCTOM WM cnudHOM nuueHuom. OBa nuueHua [[03Borbasa
komepumjanHy ynotpedy nena u npepaga. CnudHa je coTBEPCKUM nuuUeHuama,
O[JHOCHO NULIEHLIaMa OTBOPEHOT KoAa.



