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Uticaj uslova gajenja na morfoloske i hemijske osobine i
bioloSke efekte ekstrakata Arnica montana L.

- Rezime -

Arnica montana L. (Asteraceae) je viSegodiSnja planinska biljka ¢ije se cvetne
glavice (Arnicae flos) uglavnom koriste za spoljasnju upotrebu kod modrica i uganuca u
fitofarmaceutskim preparatima kao Sto su masti, kreme 1 gelovi. Do pre par godina
svetsko trziSte pomenute sirovine je zadovoljavano iskljucivo iz spontanog resursa, ali
su biljne populacije, zbog prekomernog sakupljanja, znatno degradirane, zbog cega je u
vecini evropskih zemalja stavljena zabrana za njeno dalje sakupljanje iz prirode.
Obzirom da traznja za ovom sirovinom na trzistu ne opada, kultivacija arnike se namece
kao jedino odrzivo resenje zadovoljenja potreba farmaceutske industrije.

Budu¢i da 4. montana (narodni naziv — arnika) nije autohtona biljna vrsta za
podruéje Srbije, iako se spontano javlja u planinskim oblastima nekih susednih zemalja
i Balkanskog poluostrva uopste, cilj ovih istrazivanja je bio da se iznade tehnolosko
reSenje njivske proizvodnje na osnovu ispitivanja uticaja vremena zasnivanja, primene
dubrenja i tipa sadnica. U istrazivanju su pored cvetne glavice, kao glavne droge,
posmatrani i podzemni organi arnike: rizom i koren, kao sporedne sirovine. Prva faza
eksperimentalnog rada obuhvatila je trogodisnji tro-faktorijalni poljski ogled nacina
proizvodnje arnike, pri ¢emu su se kao faktori ispitivali: vreme zasnivanja useva
(prole¢na i jesenja sadnja), dubrenje (stajnjak i NPK) i nain zasnivanja useva (iz
semena i klonskom propagacijom — deobom bokora). U drugoj fazi eksperimenta,
izvrSena je karakterizacija sirovine u smislu njene brze identifikacije, hromatografskim
tehnikama identifikovani su prisutni sekundarni metaboliti i odreden njihov sadrzaj u
ispitivanim uzorcima i testirani su bioloski efekti odabranih ekstrakata.

Ispitivanja su vrSena na ogledu postavljenom 2008. godine na lokalitetu
Kaluderskih bara (1008 m n.v.), na planini Tara, u krugu rasadnika Nacionalnog Parka
»lara®“. Obzirom na to da arnika prvu vegetaciju provodi u fazi rozete sva merenja
morfoloskih parametara, prinosa i hemijskih karakterizacija sirovina vrSena su tokom
2009. i 2010. godine. Na ogledu su praceni slede¢i parameri: preCnik rozete, visina
cvetnog izdanka, broj cvetnih izdanaka, broj cvetnih glavica, pre¢nik cvetne glavice,

broj sekundarnih rozeta. Odredeni su sledeci prinosi: prinos cvetne glavice, prinos
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rizoma, prinos korena i prinos etarskog ulja (rizoma i korena). U okviru identifikacije
biljne sirovine izvrSena je poredbena mikroskopska analiza i odreden hemijski profil
tankoslojnom hromatografijom droge Armicae flos u odnosu na moguce falsifikate:
cvetne glavice biljaka Calendula officinalis 1 Doronicum columnae. U cilju lokalizacije
i odredivanja mehanizama ekskrecije etarskog ulja u rizomu i korenu arnike, izvrSena
je: mikroskopska analiza ultra-tankih preseka pod svetlosnim mikroskopom, ispitivana
je fluorescencija i uradeno vise razlicitih histohemijskih bojenih testova, pripremljeni su
i analizirani preseci skeniraju¢om i transmisionom elektronskom mikroskopijom.
Hemijska karakterizacija cvetnih glavica arnike obuhvatila je kvalitativnhu i
kvantitativnz analizu sekundarnih metabolita iz grupe seskviteprenskih laktona i
fenolnih jedinjenja (fenolne kiseline i flavonoidi). U okviru hemijske karakterizacije
etarskog ulja rizoma i korena izvrSena je identifikacija i kvantifikacija glavnih
komponenti.

Od svih varijanti faktora indukovanih na ogledu, varijanta prole¢ne sadnje
sadnica iz vegetativne propagacije se pokazala kao nepozeljna. Kod ove varijante doslo
je do cvetanja velikog broja biljaka odmah nakon sadnje, §to je uslovilo iscrpljivanje
potencijala biljke na formiranje cvetonosne stabljike, cveta i ploda. Ova pojava je, kako
je pokazano u narednoj godini, bila posledica uznapredovale generativne faze razvic¢a
biljaka u trenutku rasadivanja. Kao posledica slabog ukorenjavanja biljke ove varijante
su u velikoj meri uginule, a preZivele biljke su se slabije razvile. Vrednosti dobijene sa
ove varijante zastupljene su u statistickim analizama, ali nisu uzimane u obzir za
poredenje sa literaturnim podacima. Faktor vremena sadnje je bio statisticki znacajan za
sve merene parametre osim za prinos korena u 2009. i prinos rizoma u 2010. godini.
Takode je variranje faktora vrste sadnica imalo statisticki znaCajan uticaj na sve merene
parametre, osim na prinos rizoma i korena u 2009. godini i1 prinos rizoma 1 prec¢nik
cvetne glavice u 2010. godini. Faktor vrste dubrenja je imao statisticki znacajan uticaj
na variranje vrednosti gotovo svih morfoloskih parametara, ali su statisticki znacajne
faktorske interakcije u veéini sluCajeva prikrivale doprinos unetih hraniva, tako da se
diskusija o znacajnosti tretmana dubrenja u gajenju arnike morala rasclaniti na
pojedinacne varijante vrste sadnica i vremena sadnje.

Vrednosti precnika rozete su se kretale od 12,4 — 23,4 cm (14,5 — 28,2 cm) u

drugoj (odnosno tre¢oj) vegetaciji. Visina cvetnih izdanaka se kretala od 20,5 — 34,1 cm
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(25,5 — 41,7 cm), dok su se prosecne vrednosti broja cvetnih izdanaka kretale od 1,5 —
5,0 (2,4 — 12,6). Broj cvetnih glavica po biljci je varirao od 7,2 — 16,3 (8,4 — 38,9),
pre¢nik cvetnih glavica se kretao od 6,0 — 7,5 cm (6,4 — 9,1 cm), a broj sekundarnih
rozeta od 5,7 — 18,3 (25,3 — 35,4). Prinos cvetnih glavica se kretao od 59,8 — 143,5
kg/ha (116,2 — 258,7 kg/ha), prinos rizoma od 106,3 — 373,7 kg/ha (475,9 — 897.,5
kg/ha), a prinos korena od 194,3 — 426,4 kg/ha (420,9 — 615,0 kg/ha). Sadrzaj etarskog
ulja se u rizomu kretao od 4,0 — 4,8% (2,1 — 3,1%), dok je u korenu bio od 1,1 — 3,2%
(1,7 - 2,4%).

Mikroskopskim snimanjem samlevenog biljnog materijala pod razli¢itim
uvelicanjima ustanovljena je jednostavna procedura identifikacije cveta arnike u odnosu
na dva pretpostavljena falsifikata. Tako, pored ostalih karakteristi¢nih detalja, cvetne
glavice arnike i D. columnae sadrze vidljive i lako prepoznatljive papuse, za razliku od
C. officinalis, dok se po debljini papusi arnike (69+16 pum) mogu razlikovati od papusa
D. columnae (30£7 pm). Analizom hromatograma dobijenih tankoslojnom
hromatografijom pouzdano se moze identifikovati cvetna glavica nevena koji se od
ostale dve vrste razlikuje po prisustvu zone izrazene narandzaste fluorescencije u donjoj
polovini hromatograma na Rf ~ 0,4. Ova zona po polozaju odgovara rutinu u smesi
standarda, a odsutna je u uzorcima cvetnih glavica A. montana i D. columnae. U uzorku
A. montana jasno se uocava jos jedna zona narandzaste fluorescencije na Rf ~ 0,65 koja
je potpuno odsutna u uzorku C. officinalis i jedva primetna u uzorku D. columnae. Ova
zona po polozaju i fluorescenciji odgovara standardu izokvercitrina.

Seskviterpenski laktoni prisutni u cvetnoj glavici arnike su identifikovani i
odreden je njihov ukupni sadrzaj izrazen kao dihidrohelenalin tiglat (DHHT), koji se u
2009. godini kretao od 7,9 — 13,2 mg/g, a u 2010. godini od 4,6 — 13,9 mg/g. U obe
posmatrane godine biljna sadrzaj seskviterpenskih laktona u drogi Arnicae flos je bio
ve¢i od minimuma (4 mg/g) koji propisuje Evropska farmakopeja 6.0. U uzorcima
cvetne glavice arnike identifikovano je pet fenolnih jedinjenja i odreden sadrzaj jedne
fenolne kiseline (hlorogenska kiselina) i dva dominantna flavonoida (kvercetin-3-O-
glukozida i kemferol-3-O-glukozida). Sadrzaj hlorogenske kiseline se kretao od 3,1 —
6,0 mg/g (1,9 — 6,57 mg/g) u drugoj (odnosno trec¢oj) vegetaciji, kvercetin-3-O-
glukozida od 8,4 — 13,9 mg/g (7,8 — 12,5 mg/g), a kemferol-3-O-glukozida od 2,1 — 4,7

mg/g (2,1 — 4,5 mg/g). U hemijskom profilu etarskog ulja rizoma i korena dominantno
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(ca. 80%) su bili zastupljeni derivati timola i to prvenstveno 2,5-dimetoksi-p-cimen
(28,9 — 40,7%) 1 timol metil etar (9,6 — 27,2%).

U ispitivanju antioksidativne aktivnosti ekstrakata cvetnih glavica arnike vecu
sposobnost neutralizacije DPPH radikala imao je ekstrakt sa maksimalnom vrednos¢u
sadrzaja ukupnih seskviterpenskih laktona u odnosu na ekstrakt sa minimalnom
vrednosScéu, dok su razlike u antioksidativnoj aktivnosti esktrakata sa maksimalnom i
minimalnom vredno$éu sume sadrzaja tri kvantifikovana fenolna jedinjenja bile
neznatne. Testirani ekstrakti ispoljili su i antimikrobnu aktivnost, gde su se minimalne
vrednosti za inhibiciju rasta devet sojeva bakterija i jednog kvasca kretale od 2 — 15
pl/ml. Antimikrobna aktivnost etarskih ulja je bila selektivna, gde su MIC vrednosti za
odredene mikroorganizme (Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus flavus, Listeria monocytogenes i
Salmonella enteritidis) bile izuzetno male (5 pl/ml), dok je kvasac Candida albicans bio
visoko rezistentan na sva testirana etarska ulja (MIC koncentracija kretala se i do 83
pl/ml).

Plantaznim gajenjem arnike u agroekoloskim uslovima Srbije moze se dobiti do
300 kg/ha kvalitetne sirovine Arnicae flos 1 oko 1000 kg/ha podzemnih organa iz kojih
se moze destilacijom dobiti oko 30 1 etarskog ulja bogatog aromati¢nim jedinjenjima.
Kao najbolja varijanta gajenja izdvojila se kombinacija jesenje sadnje sadnicama
proizvedenim iz semena u bloku mineralnog dubrenja, dok se kao najnepovoljnija
varijanta pokazala kombinacija zasnivanja plantaze na prole¢e sadnicama dobijenim

vegetativnom propagacijom.

Kljuc¢ne reci: arnika, lekovito bilje, seskviterpenski laktoni, fenolna jedinjenja, etarsko
ulje, mikroskopska analiza, histohemija, antioksidativna aktivnost, antimikrobna

aktivnost

Nauéna oblast: Biotehnologija
UZa naucna oblast: Ratarstvo i povrtarstvo

UDK:582.998.16:631.575:615.451.1
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Influence of growing conditions on morphological and
chemical properties and biological effects of extracts of

Arnica montana L.

- Summary -

Arnica (Arnica montana L., Asteraceae) is a perennial mountain plant whose
flower heads (Arnicae flos) are mainly used for topical treatment of bruises and sprains
in phytopharmaceutical preparations such as ointments, creams and gels. Until few
years ago, the world market demand for this raw material was almost exclusively
covered from the spontaneous resources, but plant populations are, due to over-
collecting, significantly degraded, what caused prohibition of its collection from the
wild in most of European countries. Since the demand for this raw material on the
market is constant rise, cultivation arnica is imposed as the only sustainable solution to
meet the needs of the pharmaceutical industry.

Since the A. montana plant specie is not native to the region of Serbia, although
it occurs spontaneously in some mountain areas of neighboring countries and the
Balkans in general, the aim of this study was to find a suitable technology solution of
field cultivation based on the examination of induced various ecological factor effects.
In this research, beside observations connected with flower heads, as the main drug,
underground parts of arnica: rhizome and roots, were also studied as side products. The
first phase of the experimental work included a three-year three-factorial field
experiment in different modes of production, where as the factors examined: time of
plantation establishment (spring and autumn planting), fertilization (manure and NPK)
and methods of propagation (from seed and clonal propagation - division of the tuft). In
the second phase of the experiment, characterization of the raw material was carried out
in the terms of its rapid identification, qualitative evaluations based on the content of
secondary metabolites and testing of biological effects of extracts obtained.

Tests were performed on the field experiment conducted in 2008 at locality of
Kaludjerske Bare (1008 m) on mountain Tara, in area of Nursery production department
of the National Park "Tara". Since arnica its first vegetation remains in the rosette

phenophase, all measurements of morphological parameters, yields and chemical
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characterizations of raw materials was carried out in 2009 and 2010 year. Following
parameters were examined at the trial: rosette diameter, height of flower shoots, number
of flower shoots, number of flower heads per plant, flower head diameter and number of
secondary rosettes. Yields were observed for the flower heads, rhizomes, roots and
essential oils (in rhizomes and roots). Identification of the raw material Arnicae flos
against possible forgeries, Calendulae flos and flower heads of Doronicum columnae,
was performed by comparative microscopic imaging and thin layer chromatography.
We examined the localization and mechanisms of excretion of essential oil in rhizome
and roots by recording of ultra-thin sections under the light microscope, by examining
the fluorescence after histochemical staining, and by recording with scanning and
transmission electron microscopy. Chemical characterization of flower heads included
quantification and qualification of secondary metabolites from the group of
sesquiterpene lactones and phenolic compounds (phenolic acids and flavonoids). In the
frame chemical characterization of essential oils of the rhizomes and roots,
quantification and identification of key components were done.

From all factor combinations induced in an experiment, variant of spring
planting of seedlings from vegetative propagation is shown to be highly undesirable. In
this variant large number plants flowered immediately after planting, causing depletion
of plant potential on forming flower shoots, flower heads and seeds. This phenomenon,
as shown in the following year, was the consequence of an advanced generative
development stage of plants at the time of planting. As a result of poor rooting, plants
these variants were withered in a large scale, while survived plants were small and
weak. The values obtained from these variants are represented in statistical analysis, but
were not considered for comparison with literature data. Factor of planting time was
statistically significant for all measured parameters except for root, in 2009, and
rhizome yield in 2010 year. Similarly, the variation of type of propagation factor had a
statistically significant effect on all the measured parameters, except for the root and
rhizome yield in 2009, and rhizome yield and the diameter of the flower head in 2010.
Type of fertilizer factor had a significant influence on variations of almost all
morphological parameters, but it also had statistically significant interactions with other

two factors in most cases, which dissembled nutrient contribution in plant development,
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therefore the discussion on the significance of fertilization treatments in growing arnica
had to be divided on individual observations within other two factor combinations.

Rosette diameter values ranged from 12.4 - 23.4 cm (14.5 - 28.2 cm) in the
second (third) vegetation. Height of flower shoots ranged from 20.5 - 34.1 cm (25.5 -
41.7 cm), while the average value of the number of flowering shoots ranged from 1.5 -
5.0 (2.4 - 12.6). Number of flower heads per plant ranged from 7.2 - 16.3 (8.4 - 38.9),
diameter of flower heads ranged from 6.0 - 7.5 cm (6.4 - 9.1 cm), and the number of
secondary rosette of 5.7 - 18.3 (25.3 - 35.4). Flower heads yield ranged from 59.8 -
143.5 kg/ha (116.2 - 258.7 kg/ha), rhizome yield from 106.3 - 373.7 kg/ha (475.9 -
897.5 kg/ha), and root yield from 194.3 - 426.4 kg/ha (420.9 - 615.0 kg/ha). The content
of essential oil in the rhizome ranged from 4.0 - 4.8% (2.1 - 3.1%), while in the roots
ranged from 1.1 to 3.2% (1.7 - 2.4%).

Through microscopic imaging of grounded plant material a simple identification
procedure of arnica flower heads against two presumed forgeries has been established.
Among to other typical details, arnica flower heads and D. columnae contain visible and
easily recognizable pappi, unlike C. officinalis. Also pappi of arnica are much thicker
(6916 um) than pappi of D. columnae (30£7 pm). Furthermore, thin-layer
chromatography can reliably distinguish C. officinalis from the other two species, since
the extract of this plant in the lower half of the chromatogram (Rf ~ 0.4) has zone with
strong orange florescence, which corresponds to location of rutin in the standard
mixture, while is absent in A. montana and D. columnae. In the sample of 4. montana
another zone with orange fluorescence was clearly visible at Rf ~ 0.65, which was
absent in sample of C. officinalis and barely visible in D. columnae. This zone by its
position and fluoresnece responds to isoquercitrin standard.

Sesquiterpene lactones present in arnica flower were identified and quantified in
its overall content, expressed as dihydrohelenalin tiglate (DHHT), which ranged, in
2009, from 7.9 — 13.2 mg/g and, in 2010, from 4.6 - 13.9 mg/g. Considering both years,
the herbal drug Arnicae flos meet the quality criteria of minimum total sesquiterpene
lactones content (4 mg/g) prescribed by the European Pharmacopoeia 6.0. In the flower
head samples five phenolic compounds has been identified, out of which content of one
phenolic acid (chlorogenic acid) and two dominant flavonoids (quercetin-3-O-glucoside

and kaempherol-3-O-glucoside) has been estimated. Chlorogenic acid content ranged
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from 3.1 - 6.0 mg/g (1.9 - 6.6 mg/g) in the second (third) vegetation, quercetin-3-O-
glucoside from 8.4 - 13.9 mg/g (7.8 - 12.5 mg/g) and kaempherol-3-O-glucoside from
2.1-47mg/ g 2.1 -4.5 mg/g). In chemical profiles of the essential oils of rhizomes
and roots dominant components were thymol derivates (ca. 80%), mainly 2,5-
dimethoxy-p-cymene (28.9 - 40.7%) and thymol methyl ether (9.6 - 27.2%).

In examined antioxidant activity of extracts of arnica flower heads greater ability
to neutralize DPPH radicals had extract with maximum content of total sesquiterpene
lactones compared with extract with minimum content, while differences in the
antioxidant activities of extracts with maximum and minimum value of the sum of the
three quantified phenolic compounds were negligible. Tested extracts exhibited also
antimicrobial activity, where minimum inhibitory concentrations (MICs) of nine strains
of bacteria and one yeast ranged from 2-15 pl/ml. The antimicrobial activity of the
essential oil was selective, where the MIC values for certain microorganisms
(Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Micrococcus flavus, Listeria monocytogenes and Salmonella enteritidis)
were very small (5 pl/ml), but the yeast Candida albicans was highly resistant to all
tested essential oils (MIC concentrations ranged up to 83 ul/ml).

From cultivation of arnica in agro-ecological conditions of Serbia can be
obtained up to 300 kg/ha of quality raw material Arnicae flos and up to 1000 kg/ha of
underground organs, from which can be extracted, by distillation, about 30 1 of essential
oils rich in aromatic compounds. As the best variant proved to be combination of
autumn planting of seedlings produced from seeds in a block of mineral fertilizer, while
the least favorable option has been shown combination of spring established variants

where seedlings are obtained from vegetative propagation.

Keywords: arnica, herbs, medicinal plants, yield, sesquiterpene lactones, DHHT,
flavonoids, essential oils, antioxidant activity, antimicrobial activity

Scientific field: Biotechnology

Scientific discipline: Field and Vegetable Crops

UDC: 582.998.16:631.575:615.451.1




Cilj istrazivanja Doktorska disertacija

Spisak skraéenica

aritmeticka sredina

X

ca. otprilike, oko (lat. circa)

uz ultrazvucno

uv ultraljubicasti spektar

Rt retenciono vreme

DHHT 11a, 13-dihidrohelenalin tiglat

DPPH 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

MeOH metanol

HPLC visokokvalitetna te¢na hromatografija

TLC tankoslojna hromatografija

HPTLC visokokvalitetna tankoslojna hromatografija

GC gasna hromatografija

GC/MS gasna hromatografija sa masenom spektrometrijom
NMR nuklearna magnetna rezonanca

LC tecna hromatografija

ESI elektrosprej jonizacija

TOF vreme letenja (Time Of Flight)

MS masena spektrometrija

DAD diodni detektor

SEM skenirajuca elektronska mikroskopija

TEM transmisiona elektronska mikroskopija

P biljke sa prole¢nog plota sadnje

J biljke sa jesenjeg plota sadnje

o biljke sa bloka dubrenog stajskim dubrivom

M biljke sa bloka dubrenog mineralnim dubrivom (NPK)
K biljke sa bloka bez primene dubriva (kontrola)

G biljke razmnoZene iz semena (generativnim putem)
Vv biljke razmnoZene deljenjem bokora (vegetativnim putem)
JESEN biljke sa jesenjeg plota sadnje

PROLECE biljke sa prole¢nog plota sadnje

Generativno biljke razmnoZene iz semena (generativnim putem)
Vegetativno biljke razmnozene deljenjem bokora (vegetativnim putem)
NPK biljke sa bloka dubrenog mineralnim dubrivom
Stajnjak biljke sa bloka dubrenog stajskim dubrivom
Kontrola biljke sa bloka bez primene dubriva

MIC minimalne inhibitorne koncentracije

SL seskviterpenski laktoni
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1. UVOD

Armika (Arnica montana L.) je viSegodiSnja planinska biljka iz familije
Asteraceae, koja nije autohtona biljna vrsta za podrucje Srbije, iako se spontano javlja u
planinskim oblastima nekih susednih zemalja i Balkanskog poluostrva uopste (Gajic,
1975; Ferguson, 1976). Njena introdukcija u Srbiji otpocela je 2004. godine na planini
Tara (Radanovi¢ et al., 2006), dok su prvi pokusaji na kultivaciji njenog srodnika A.
chamissonis otpoceli jo§ 2000. godine na planini Suvobor (Roki ez al., 2001).

Najve¢i deo sirovine arnike na trziStu (uglavnom cvetne glavice) potice iz
prirode. Populacije arnike su dugo bile eksploatisane uglavnom u zemljama najvecih
potro$aca ove sirovine kao §to su Nemacka, Svajcarska i Velika Britanija (Kathe, 2006).
U meduvremenu, vrsta je postala strogo zasticena u Francuskoj, Nemackoj i drugim
zemljama, pa je kao takva navedena u Aneksu D Uredbe Saveta EU (EU Council
Regulation No. 338/97) i u Aneksu V(b) Direktive o staniStima EU (92/43/EC —
Directive on the Conservation of Natural Habitats and Wild Fauna and Flora) (Lange,
1998).

Kultivacija arnike u svetu se razvija ve¢ viSe decenija (Galambosi, 2004;
Dachler i Pelzmann, 1999; Bomme, 1999) gde se pokazala moguca, ali isto tako
komplikovana i prili¢no skupa, u poredenju sa sakupljanjem biljne sirovine iz prirode
(Delabays i Mange, 1991; Bomme ef al., 1995).

Cvetna glavica arnike (Arnicae flos) se uglavnom koristi za spoljasnju upotrebu
kod modrica 1 uganuc¢a u fitofarmaceutskim preparatima kao $to su masti, kreme i
gelovi. Kao droga koriste se osusene cvetne glavice. Glavne aktivne komponente koje
ispoljavaju farmakoloSki efekat su uglavnom seskviterpenski laktoni kao §to su
helenalin, 11a,13-dihidrohelenalin i njihovi estarski derivati (Lyss et al., 1997).

Droga Arnicae flos je oficinalna po V evropskoj farmakopeji (Ph. Eur. 6.0) gde
se kao zahtev kvaliteta postavlja minimalni sadrzaj od 0.4% ukupnih seskviterpenskih
laktona. Sva sirovina arnike odgajana u nasoj zemlji zadovoljila je zahteve evropske

farmakopeje (Radanovic et al., 2007)
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2. PREGLED LITERATURE

2.1 Rod Arnica

2.1.1. Etimologija naziva roda Arnica

Naziv generickog imena roda Arnica Rupp. najverovatnije proizilazi iz
deformacije grcke re¢i Ptarnica, kinuti, aludiraju¢i na cvet koji izaziva takvu reakciju
(Munoz, 1987). U literaturi se joS pominje i povezanost grcke reci ,,arnakis® — jagnjeca
koza, sa teksturom lista (Austin, 2004) §to je, sude¢i po morfoloskoj sli¢nosti, manje
verovatno.

Prvo pominjanje imena Arnica koje se pojavljuje u literaturi je u drugom tomu
Knjige biljaka od Teodora Tabernaemontanusa (Tabernaemontanus, 1625), gde je slika
biljke Arnica montana prikazana je u kvalitetnom drvorezu, ali je podvedena pod ime
Caltha alpina (Slika 1). U nastavku, Tabernaemontanus u delu sinonima dodaje ,.... aber

von den Medicis, Arnica.” (Slika 2).

AMnerereonrg,
Chalcaalpina.

Bon den Ttamen.

Bttersourkwird [ von den Prcaclleren in denBire
Den wifder Wegertch ] Satcimifeh genenne Calthaal-
pina, dietweiles fitkcin Ast der Ringelblumen gebals

=" 4t toird: Rondeleuius belr ¢ fitcein Bfebledbe 06

Nardi Gallicz, anber¢ fagenes fep cin Specics bef Nacdi Cel-

tcz. Gefnerus nennet ¢s Caltham alpinam.

[ Bepden Sacbfen prind Seeftireen tird ¢o Wolneleyate

Beiffen bey dem gemeinen Siann: aber von den Medicis, A

(&5

<Con

Slika 1. Arnica pod Slika 2. Prvo pominjanje imena Arnica,
imenom Caltha alpina 1625.
u Kreuterbuch, 1625.

U pomenutoj knjizi, ime Arnica nije vezivano ni za jednu drugu biljku. Ista
biljka se pojavljuje u Rupovoj “Flori Jene” (Rupp, 1718), gde biljka pod imenom

Arnica Shroederi (Slika 3), ukazuje na danaSnju 4. montana, pa se smatra da je ovo
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prva primena termina Arnica kao tehnickog imena (Maguire,1943). Naziv ovog roda i

danas u sufiksu nosi ime ovog botani¢ara — upravo: Arnica Rupp.

ARNICA Schreederi. Doronicum plantaginis folio,
alterum C. B.Pin. 185. Doronicum Germanicum , foliis
femper ex adverfo nafcentibus villofis J. B. 3. p. 19.  Ali-
{ma Matthioli, feu plantago montang ejusdem 3. 20. Da-
mafonium L. Diofcorid. icon. 738, Inericetis & fylvis,
binter Ruderddorff nach Robe und Schlefreifen , Forec
Junio & Julio circa fefftum D. Johannis, unde vulgo Sos
bannig/Blume dicitur, non fecus ac Leucanthemum ul-
gare ; Jobannig:Krant vero Germanorum eft hypericum 3
Alias dicitur etiam SRutter/Bury und LWolverlep. De

Slika 3. Prva primena termina Arnica kao tehnickog
imena u Rupovoj ,,Flori Jene, 1718.
Italijanski fizicar Matioli koji u svojim Komentarima (Mattioli, 1570)
nesumljivo prikazuje sliku 4. montana pod poglavljem ,, Alisma* (Slika 4), ali je prateci
opis ,,Alisma, alii, Datmasonium® veoma blizak prevodu Dioskoridove ,.De Materia

Medica“ (Dioscoridis, 1552), koja je vodena bokvica (Maguire, 1943).

Slika 4. Crtez Arnica montana pod
imenom Alisma u  Matiolijjevim
,,Komentarima*®, 1570

Slika u Matiolijevim ,,Komentarima®, ali ne i prateci opis, verovatno je najstariji

poznati zapis biljke iz roda Arnica (Maguire,1943).
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U literaturi Sesnaestog i sedamnaestog veka, termin Doronicum je bio taj za koji
su evropski botanicki autoriteti najces¢e vezivali rod Arnica. Karl Line je u svom delu
Flora Lapponica (Linnaei, 1732) prepoznao dve vrste Arnica i to Doronicium foliis
oblongo-ovalibuts (Slika 5), koja je danaSnja A. montana, 1 Doronicum foliis
lanceolatis, koja je danasnja evropska vrsta 4. alpina. Ove biljke se pod istim imenima

pojavljuju i u Lineovoj Flora Suecica (Linnaei, 1745).

304. DORONICUM foliis oblongo-ovalibus. *
Arnica montana. Sp. pl. 1248.
Arnica Sckroederi. Rupp. jen. 1. p. 163.
Alifma. Matth. comp. 6o4. '
Alifma Matthioli feu Doronicum vulgare germanimm.

udb. hort. 3. N
orem

Slika 5. Jedna od dve prepoznate vrste Arnica u Lineovoj ,,Flora
Lapponica“ pod nazivom roda Doronicum

Moderna taksonomija roda Armica pocinje od Lieneovog klasika Species
Plantarum (Linnaei, 1753), u kojem je prepoznato Sest vrsta za koje je usvojeno Rupovo
ime Arnica. Samo jedna od navedenih, Arnica montana, ¢e ostati u rodu Arnica do
danasnjih dana. Rasporedivanje ostalih biljaka po razli¢itim rodovima kao §to su
Doronicum, Gerbera, Senecio, itd., je bilo potpuno prihvaceno jo§ pre uvodenja De
Kandolinog ranog taksonomskog sistema Prodromus (Candolle, 1824). Nakon ovog
perioda, intenziviraju se botaniCke determinacije, revizije 1 sistematizacije roda Arnica,
od strane brojnih svetskih botanicara, da bi u poslednjoj reviziji u rodu ostale

zastupljene 32 vrste (Maguire,1943).

2.1.2. Upotreba arnike u tradicionalnoj medicini

Dokumentovano koris¢enje u medicinske evropskog predstavnika arnike, A.
montana, seze Cak do 14. veka, gde se pominje u enciklopediji Mateusa Silvatikusa za
menstrualne bolove (Ekenis, 2008). Od 16. veka, Siroko se pominje kao "lek za rane" za
leCenje spoljnih povreda (Mayer i Czygan, 2000). Line takode, u Flora Suecica (1745),

pominje arniku kao zamenu za duvan.
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Kada su Evropljani, koji su bili upoznati sa lekovitim efektima arnike, stigli u
Novi Svet, otkrili su da domorodci takode koriste druge vrste arnike u svojoj
primitivnoj medicini. Kroz brojna etnobotaniCka istrazivanja potvdeno je koriSéenje
severno-americkih vrsta A. acaulis, A. angustifolia, A. cordifolia, A. latifolia, i A.
discoidea u tradicionalnoj medicini (Ekenis, 2008), kao $to je prikazano u Tabeli 1.
Zanimljivo je kako su Siroko razdvojene grupe ljudi koristili razne vrste arnike za

lecenje poremecaja koji bi zajedno mogli biti grupisani u zapaljenja.

Tabela 1. Severno-americke vrste arnike dokumentovane u tradicionalnoj upotrebi (Ekenés, 2008)

Vrsta Upotreba Preparat Deo biljke Etnicka grupal
lokacija
A. acaulis bol u ledima infuziia  koren Catawba, Severna
- Karolina ]

A. angustifolia  stomacni problemi infuzija - Gwich’in, Jukon i SZT
A. cordifolia o¢no crvenilo - - Shuswap, BK

modrice, otoci i posekotine  melem celabiljka  Thompson, BK
A. cordifolia i
A. latifolia tubekoloza infuzija celabiljka  Thompson, BK

afrodizijak - koren Okanagan-Colville, BK
A. discoidea lecenje rana - - Maidu, Kalifornija

SZT: Severo-zapadne teritorije, BK: Britanska Kolumbija

Da arnika nije pogodna za bezbednu internu samoremedikaciju pokazuje slucaj
Svajcarskog botanicara Konrada fon Gesnera (1516-1565) koji se, testiraju¢i njene
farmakoloske efekte u internoj upotrebi na sebi, otrovao (Dobelis, 1986).

Uprkos Gesnerovom incidentu upotreba arnike ostaje popularna u velikom delu
Evrope. Poznati pesnik, filozof, dramski pisac i botanicar Johan Volfgang fon Gete
(1749-1832) je izjavio da mu je arnika u starosti pomogla da se oslobodi svoje hroni¢ne
angine (Bown, 2001). Duke i1 saradnici (2002) savetuju da arniku ne treba koristi
interno, gde u isto vreme potvrduju da postoje dobri dokazi za blagotvorno dejstvo u
spoljnoj aplikaciji.

Arnika se jo$§ uvek koristi interno u Nemackoj, dok je Velikoj Britaniji i
Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama njena upotreba ograni¢ena samo na spoljnu (Bown,
2001). Herc 1 Sosa (1988) su utvrdili da ova vrsta sadrzi seskviterpenske laktone kao i
mnoge druge vrste iz roda Armica, dok su Ebert i sar. (1988) potvrdili
da arnika sadrzi i flavonoidne glikozide. Iako su se razne vrste arnika koristile za

leCenje raznih bolesti, danas je njena upotreba ograni¢ena samo na spolja$nju (Bown,
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2001; Duke et al., 2002). U spoljasnjoj aplikaciji, biljka se smatra baktericidom i
vezikantom, a koristi se za leCenje modrica, oteklina, ogrebotina i malih rana.
Na Slici 6 prikazana je reklama, iz 1852. godine, za te¢ni uljani preparat na bazi

arnike namenjen za lecenje Sirokog spektra bolesti kod ljudi i domacih zivotinja.

NERVE & BONE OIL,
AND CURE FOR “n

Buma and Scalds,

Chilblnins, : I

ALSO, PO DIEARES PROULLAR TO

HORSES AND CATTLE, |
RING BONE, SPAVIN, CONTRACTION OF THE MUSOLES, |
FOUNDERED FEET, (RACKED HEELS, i

Prepared only by . 1
e R |

NEW YORK.

Slika 6. Reklama za ulje arnike iz
1852. godine (preuzeto sa
fr.wikipedia.org; autor: Burdsall, J.R.)

2.2. Biologija vrsta roda Arnica

2.2.1. Taksonomija

Familija: Asteraceae (Compositae)
Podfamilija: Asteroideae
Tribus: Heliantheae (Arniceae, Senecioneac)

Podtribus: Chaenactidinae (Senecioninae)

Pozicija roda Arnica L. u familiji Asteraceae je joS uvek kontraverzna (Maguire,
1943). Nakon godina rasporedivanja u tribus Senecioneae, (Bentham, 1873; Hoffmann,
1894), integrisan je u tribus Heliantheae, (Robinson, 1981; Nordenstam, 1977) §to je
zasnovano na morfoloskim i hemijskim karktaristikama. Budu¢i je trenutna klasifikacija

kontroverzna postoje misljenja da bi trebalo oformiti novi tribus ,,Arniceae“
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(Nordenstam, 1977; Seaman, 1982).

Klasifikacija roda Arnica:

U rodu se nalazi 32 vrste Arnica, koje su podeljene u 5 podrodova (Maguire,1943):

1. Podrod Arctica, na primer sa: 4. alpina, A. fulgens, A. sororia;
2. Podrod Austromontana,
Sect. Eulatifolia, na primer sa: A. cordifolia, A. nevadensis;
Sect. Eradiatae, na primer sa: A. venosa, A. viscosa;
3. Podrod Chamissonis,
Sect. Euchamissonis, na primer sa: A. chamissonis;
Sect. Eulongifolia, na primer sa: A. longifolia;
Sect. Eumollis, na primer sa: A. amplexicaulis, A. mollis;
4. Podrod Montana, na primer sa: A. acaulis, A. montana,

5. Podrod Andropurpurea na primer sa: A. lessingii A. sachalinensis.

2.2.2. Botanic¢ke osobine roda

Visegodisnje zeljaste biljke; cvetna stabljika prosta ili rede razgranata; listovi
prosti sedeéi, vecina skupljena u rozetu, dok su na cvetnoj stabljici rasporedeni nisko
uglavnom naspramno, a rede naizmeni¢no; zuta cvetna glavica sa zigomorfnim zenskim
jezicastim cvetovima, koji ponekad poptuno izostaju, i radijalnim hermafroditnim
trubastim cvetovima; krunicni listi¢i dlakavi lancetasti, jedno- ili dvoredi, CaSica je
konveksna i dlakava; ahenija je izbrazdana, glatka ili dlakava; papus svilenkast sa

jednim redom cekinja (HagerROM, 2002).
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2.2.3. Rasprostranjenje i prirodna stanista

Biljke iz roda Armica se rasprostiru uglavnom po Severnoj Americi, a samo
nekoliko vrsta se nalazi na tlu Azije (Slika 7). U Evropi se nalaze samo A. montana i A.
angustifolia (Syn. A. alpina) (Maguire, 1943). Arnika se moZe na prirodnim staniStima
pronaci u velikom broju evropskih drzava kao §to su Au Be Cz Da Ga Ge He Ho Hs Hu
It Ju Lu No Po Rm Rs(B,C,W) Su (Tutin et al., 1964-1980). lako nije autohtona biljna
vrsta za podrucje Srbije (Gaji¢, 1975), spontano se javlja u planinskim oblastima nekih
susednih zemalja i Balkanskog poluostrva uopste (Ferguson, 1976). Na teritoriji bivSe
SFRJ (Ju) je pronadena u Sloveniji (Bari¢evi¢ i Rode, 2000), Bosni i Hercegovini i
Cmoj Gori (N. Menkovi¢, usmena komunikacija). U Rumuniji je arnika Siroko
rasprostranjena u planinskim podru¢jima (Michler, 2007), dok je u Bugarskoj
ograni¢ena na usko podrucje planine Rila (Assyov et al., 2006). Prirodna stanista su im
uglavnom visokoplaninske livade sa Nardus stricta (Oberdorfer et al., 1994)

obrazovane na silikatima (Bruelheide i Scheidel, 1999).
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Slika 7. Svetska distribucija biljaka iz roda Arnica
(Maguire, 1943)
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2.3. Oficinalnost droga vrsta roda Arnica
Od svih vrsta iz roda Arnica, samo su dve zastupljene kao oficinalne droge po
famakopejama i to A. montana 1 A. chamssonis. U Tabeli 2. dat je pregled oficinalnih

droga poreklom od ove dve vrste.

Tabela 2. Oficinalnost droga arnike (HagerROM, 2002)

Vrsta Ogran Droga Farmakopeje

A. montana cvetna glavica Arnicae flos DAB 10; PF X; BHP 83; Belg V;
Ned 6; Hisp IX; BPC 49; Helv
VII; OAB 90; AB-DDR; Mar 29

A. montana koren Arnicae radix  OAB 90; Hisp IX;
A. chamissonis cvetna glavica Arnicae flos AB-DDR; DAB 10;

2.4. Arnica montana - narodni nazivi i sinonimi

U Tabeli 3 dat je pregled sinonima i narodnih naziva za A. montana.

Tabela 3. Pregled sinonima i narodnih naziva za 4. montana
Latinski naziv Arnica montana L.

Sinonimi Doronicum arnica Desf.;
Doronicum montanum Lam.
(HagerROM, 2002)

Domac¢i nazivi: brdanka, brdanka Zuta, veprina, veprovac,
zlatenica, konjski petrovac, majasil trava,
mali divlji neven, modrice, modrulja,
moravka, paprica, potras gorska, ti¢ji
neven, trava od majasila (Simonovic,
1959)

Ruski: apHUKa TropHas, OapaHHUK TOPHBIN,
OapaHKa, KyNajJbHUK, ITy-IOBHHUK, JIECHAsS
tutysb (Rabinovic, 1987)

Engleski: Arnica, Celtic bane, Leopard's bane,
Mountain, Mountain tobacco (HagerROM,
2002)
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Nemacki: Arnika, Bergwohlverleih, Wundkraut,
Fallkraut, Kraftwurz, Kraftrosen,
Mutterkraut, Engelkraut, Stichkraut
(Mayer and Czygan, 2000),
Bergdotterblume,  Johannisblume,  St-

Luzianskraut, Stichwurzel,
Schnupftabaksblume, Tabakblume,
Verfangkraut, Wohlverleih,

Waulfesblaume, Wulfsblome, Wulfsblom
(HagerROM, 2002)

Francuski: Arnique, Arnica, Panacée des chutes,
Tabac des Vosges (Simonovié, 1959)

2.5. Arnica montana — botanicke karakteristike

Arnika je zeljasta i viSegodiSnja biljka koja razvija cvetne stabljike visine 20 do
60 cm i proseéne debljine 0,5 cm; obi¢no nerazgranate, tripartijske i simpodijalne.
Podzemno razvija braonkasti rizom koji moze biti dugacak ¢ak i do 23 cm, a sastavljen
je od Sest partija, razgranat. Jedna biljka obi¢no ima dva do tri rizoma iz kojih bo¢no
izrastaju, do 1 mm debeli, zu¢kasto-braonkasti korenovi. Cetiri do Sest sede¢ih listova
formiraju ravnu prizemnu rozetu. Listovi su celi ovalni do objajasti sa pet (ili sedam)
lisnih nerava. Cvetna stabljika je visine do 60 cm prekrivena je glandularnim trihomama
sa dva do Sest manjih sedecih, ovalnih do lancetastih, celih do blago nazubljenih,
naspramno raspredenih, listica. Cvetna glavica je terminalna i obi¢no je u osi sa
najvisljim parom listica; 6 — 8 cm u pre¢niku; zumance do narandzasto-zuta, retko
bledo-zuta; karakteristi¢no prijatnog mirisa; ¢asica i krunica su dlakave; zenski cvetovi
su jeziCasti i ima ih 12 — 20; hermafroditni cvetovi su trubasti i ima ih do 100. Plod je

ahenija sa ¢ekinjastim papusom.

2.6 Droge arnike

2.6.1 Cvetna glavica arnike - Arnicae flos

2.6.1.1. Sinonimi

Flores Arnicae; Floves Calendulae alpinae; Floves Plantaginis montanae; Flores

Ptarmicae,; Flores Alismae; Flos Arnicae
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2.6.1.2. Oficinalnost (HagerROM, 2002)

Arnikabliiten — DAB 10;

Arnica — PF X; BHP 83;

Arnicae Flos — Belg V; Ned 6; Hisp IX; BPC 49; Helv VII; Ph Eur. 6.0.
Flos Arnicae — OAB 90;

Flores Arnicae — AB-DDR;

Arnica Flower — Mar 29

Definicija droge po farmakopejama

»Cele ili delimi¢no izlomljene cvetne glavice biljke Arnica montana L.“
(Ph.Eur. 6.0 ); ,,Suva, u komadu ili izlomljena cvetna glavica sa ¢asSicom* DAB 10,
PF X, BPC 49, OAB 90, Helv VII, AB-DDR, BHP 83, Mar 29; ,.Suvi, od ¢aSice i
¢aSicnih listica oslobodeni, pojedinacni cvetovi (trubasti i jeziCasti) cvetne glavice™

Belg V, Ned 6, Hisp IX; ,,Sveze ili suve cvetne glavice™ (BAz, 1984)

2.6.1.3. Opis droge (Ph.Eur. 6.0)

Cvetna glavica je, kada je raSirena, pre¢nika oko 20 mm, oko 15 mm duboka i
ima 2-3 cm dugacku cvetnu drSku. Involukrum se sastoji od 18-24 izduzeno lancetastih
brakteja, sa zasiljenim vrhom, poredanih u 1-2 reda: brakteje, oko 8-10 mm dugacke, su
zelene sa zuckasto-zelenim spoljnim dlacicama koje se mogu videti pod lupom. Cvetna
loza, oko 6 mm u prec¢niku, je konveksna, sacasta i pokrivena dlaicama. Na periferiji
loZe nalazi se oko 20 jezicastih cvetova 20 - 30 mm dugackih, a na disku se nalazi veliki
broj cevastih cvetova dugackih oko 15 mm. Tucak, oko 4-8 mm dugacak, je krunisan
papusom od belih dlacica 4 - 8 mm dugackim. U suvoj drogi u manjoj meri mogu biti

prisutne i braon ahenije, krunisane papusom ili ne.
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2.6.1.4. Identifikacija droge

Morfoloska identifikacija (Ph.Eur. 6.0)

Involukrum se sastoji od izduzenih ovalnih brakteja sa zasSiljenim vrhovima, po
obodu dlakavim. JeziCasti cvetovi imaju redukovanu caSicu krunisanu finim,
svetlucavim, belicastim dlaicama koje nose male trihome. Narandzasto-zuta krunica
jezicastih cvetova ima 7-10 paralelnih nerava, a na vrhu joj se nalaze tri mala reznja.
Prasnici su sa tri antere i nisu kompletno razvijeni. Iz uskog braon tucka izlazi stubié¢
podeljen na dve grane zakrivljene ka spolja. Trubasti cvetovi su aktinomorfni. Tucak i
CaSica su slicni kao kod jeziCastih cvetova. Kratka krunica ima 5 trouglastih reznjeva, a

5 fertilnih prasnika je spojeno u antere.

Slika 8. Biljka arnike sa botanickim detaljima (Kohler, 1883-1914)
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Hemijska identifikacija

Za analizu biljnih droga u prasSkastom obliku uobicajeno se koristi tehnika

tankoslojne hromatografije (TLC). Identifikacija droga se vr§i na osnovu prisustva

jedinjenja koja su karakteristicna za odredenu biljnu vrstu. Za brzu identifikaciju droge

Arnicae flos koristi se metoda po Vagneru (Wagner et al., 1984).

Falsifikati i zamene

Falsifikati 1 zamene najcesce poticu iz kruga Zuto-cvetaju¢ih biljaka roda

Asteraceae. Elektronska publikacija HagerROM (2002) navodi 11 vrsta koje se najcesce

srecu kao falsifikati droge Arnicae flos (Tabela 4).

Tabela 4. Biljke koje se najcesce nalaze u prometu kao falsifikati droge Arnicae flos

Naziv biljne vrste

Razlika za raspoznavanje

Anthemis tinctoria

Plodnik je bez papusa; cvetna loza sa
paljama (ljuspastim listicima)

Buphthalmum salicifolium

Involukrum postavljen u vise redova,
antere su na donjem kraju slabije razvijene

Calendula officinalis

Plodnik je bez papusa, jeziCasti cvetovi sa
Cetiri nerva (linije)

Doronicum clusii

Kratak (1 mm duzine) plodnik bez papusa,
jezicasti cvetovi sa Cetiri nerva (linije)

Doronicum pardalianches

Plodnik je bez papusa, jeziCasti cvetovi sa
Cetiri do pet nerava

Heterotheca inuloides

JeziCasti cvetovi bez papusa, cevasti
cvetovi sa dvorednim papusom, zig tucka
u obliku slova V (nije kao kod cvetnih
glavica arnike savijen nanize), plodovi bez
fitomelanina , sitni, ovalni (kod arnike su
tanki, dugi sa fitomelanom), trihomi
plodnika su dugi i tanki, sa c¢elijama
postavljenim u dva reda

Inula britannica i druge vrste istog roda

JeziCasti cvetovi sa Cetiri nerva, plodnik go

Pulicaria dysenterica

Dvoredan papus

Scorzonera humilis

Svi cvetovi su jeziCasti (50), ahenija duplo
veca

Senecio doronicum

Plodnik go, mali prizmati¢ni kristali u
centru

Tragopogon pratensis

Svi cvetovi su jeziCasti, paperjast papus u
obliku Stita.
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2.6.1.5. Hemijski sastav

Kao i ostali biljni lekovi, arnika takode predstavlja meSavinu razli¢itih grupa
aktivnih materija koje zajedno doprinose ukupnom delovanju. Nesumnjivo su
seskviterpenski laktoni sastojci droge sa najjacom aktivnosc¢u (Lyss ef al., 1997, Wagner
et al., 2004; Merfort, 2003; Wagner i Merfort, 2007). Pored sekviterpenskih laktona
najviSe izuCavana jedinjenja u cvetu arnike su svakako flavonoidi u formama
flavonoidnih glikozida (Merfort i Wendisch 1987, 1992), flavonoidnih glukunorida
(Merfort i Wendisch 1988) i flavonoidnih aglikona (Merfort i Wendisch 1985). Ostale
pratece supstance u cvetu arnike su karotenoidi (Vanhaelen, 1973), diterpeni (Schmidt
et al., 1992); arnidiol (triterpen) (Santer i Stevenson, 1962), pirolizidinski alkaloidi
(tusilagin 1 izotusilagin) (PaBreiter et al., 1992), poliacetileni (Schulte et al., 1969),
kumarini (umbeliferon i skopoletin) (Willuhn, 1989), fenolne kiseline (holorogenska
kiselina, kafena kiselina i cinarin) (Merfort, 1992; Ebert et al., 1988; Kohlmiinzer 2000;
Reyes-Salas et al. 2002), lignani (Schmidt et al. 2006) and oligosaharidi (White et al.,
1985; Kennedy et al., 1988). Etarska ulja sadrze masne kiseline, timolne derivate,
monoterpene i seskviterpene (Giintzel et al., 1967; Kating et al., 1970; Willuhn, 1972a,
b; HagerROM, 2002; Risti¢ et al., 2007).

Seskviterpenski laktoni cvetne glavice arnike su pseudoguainolidnog tipa
(Pinchon and Pinkas, 1988; Willuhn, 1989). U suvoj drogi ih ima izmedu 0.2 — 0.8% i
dominantno su zastupljeni kao estri helenalina (Helenalin) i dihidrohelenalina (11a, 13-
Dihydrohelenalin) i kratko-lan¢anih masnih kiselina (HagerROM, 2002) (Slika 9).
Willuhn 1 saradnici (1994) predlozili su 0.4% m/m kao minimalnu koli¢inu ukupnih
seskviterpenskih laktona za farmakopejsku standardizaciju droge Arnicae flos. Taj

kriterijum je usvojen i trenutno je vazeci po Sestoj evropskoj farmakopeji (Ph.Eur. 6.0).
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Slika 9. Helanalin(A) i dihidrohelenalin(B) i moguc¢i estri (HagerROM, 2002)

U analizama hemijskog sastava arnike otkrivena je regionalnost u sadrzZaju
pojedinih seskviterpenskih laktona, gde srednje-evropske vrste arnike sadrze
dominantno helenalinske estre, dok kod Spanskog tipa arnike prevladavaju
dihidrohelenalinski estri (Willuhn et al., 1995; Perry et al., 2009). Takode je primeéeno
da su kod biljaka sa ve¢ih nadmorskih visina (1330-1460 m) zastupljeniji helenalinski
estri, a su kod biljaka iz nizih predela bili dominantni dihidrohelenalinski estri (Perry et
al., 2009).

Flavonoidi imaju znacajna antioksidativna i antibakterijska svojstva (lauk et al.
2003; Santos et al. 2006) i pretpostavlja se da sinergisticki deluju sa seskviterpenskim
laktonima (Willuhn 1991). Fenolne komponente cvetne glavice arnike su uglavnom
fenolne kiseline (ca. 50 mg/g) i flavonoidi (ca. 20 mg/g) (HagerROM, 2002; Merfort,
1992; Kohlmiinzer, 2000; Reyes-Salas et al, 2002). Od fenolnih kiselina
najzastupljenije su hlorogenska, 3,5-dikafeoilhinska (Ganzera et al, 2008) i drugi
derivati kafene kiseline, dok su od fenolnih jedinjenja najzastupljeniji kvercetin-3-O-
glukozid, kempferol-3-O-glukozid, kempferol-3-O-glukoronid, 6-metoksikempferol-3-
O-glukozid i hispidulin (Spitaler et al., 2008; Albert et al., 2009). Schilcher i sar. (2007)
takode su prijavili su 16 flavonidnih aglikona i 17 flavonoidnih glikozida u hemijskom
sastavu ekstrakata cvetne glavice, od kojih izdvajaju hispidulin kako najaktivniju

komponentu.

15




Pregled literature Doktorska disertacija

2.6.1.6. Bioloski efekti

lako se u literaturi pominje moguca upotreba cvetne glavice arnike za
antibiotsku aktivnost (Kolodziej, 1993; Willuhn ef al., 1982), usled moguce toksi¢nosti
(Wijnsma, 1995; Macédo, 2004), danas se upotrebljava iskljucivo zbog svojih anti-
inflamatornih svojstava (Duke et al., 2002).

Seskviterpenski laktoni pokazuju jaku anti-inflamatornu aktivnost uticu¢i na
zapaljenske procese u pocetnim fazama (Garcia-Pineres et al., 2001). Mikromolarne
koncentracije helenalina, dihidrohelenalina i njihovih estara, inhibiraju aktivaciju
transkripcionih faktora NF-xB i NF-AT (Lyss et al., 1999; Tornhamre et al., 2001;
Klaas et al., 2002) (Slika 10). Transkripcioni faktor NF-kB uzrokuje ekspresiju vise od
150 gena kao reakciju na zapaljenje, bakterijske 1 virusne procese. Aktivatori NF-xB i
tipovi ispoljenih gena ¢ine ga klju¢nim faktorom imuno odgovora ljudskog tela (Garcia-
Pifieres et al., 2001). Faktor NF-kB se sastoji od dve podjedinice p50 i p65, i kao takav
je prisutan u neaktivnoj formi u citoplazmi. Treca subjedinica IkB sprecava njegov
ulazak u ¢elijsko jedro. U toku zapaljenja, bekterijske ili virusne infekcije, inhibitorna
podjedinica IkB se razgraduje i tada NF-kB prelazi u jedro, vezuje se za DNK i inicira
formiranje razli¢itth medijatora zapaljenja (proteini akutne faze, pro-zapaljenskih
citokina kao Sto su IL-1, IL-2, IL-6, IL-8 i tumor-nekrozni-faktor (TNF-a) (Merfort,
2003).

Helenalin takode pokazuje inhibitorno delovanje u ovom procesu tako S§to
sprecava vezivanje NF-kB za DNK. Majklovom reakcijom adicije helenalin se vezuje
za podjedinicu p65 transkripcionog faktora (Riingeler et al., 1999). Preparati arnike
inhibiraju NF-AT i na taj nacin sprecavju produkciju citokina tipova IL-2, IL-3,
GMCSF, IFN-g i TNF-a. Ovi medijatori su takode ukljuceni u tok zapaljenske reakcije.

U poredenju sa ostalim anti-inflamatornim supstancama, seskviterpenski laktoni
inhibiraju zapaljenski proces u njegovoj sustinskoj tacki nastajanja. Nesteroidni anti-
inflamatorni lekovi (NSAIDs) ili osnovne anti-reumatske supstance deluju samo u
daljim fazama zapaljenskog procesa na nivou enzima koji ucestvuju u metabolizmu
arahidonske kiseline, ali su do ovog momenta, zapaljenski procesi ve¢ uveliko otpoceli

(Riingeler et al., 1999). Pojedini autori navode i citotoksi¢nu aktivnost seskviterpenskih
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laktona izolovanih iz cvetne glavice arnike, zbog ¢ega moze naci primenu i u leCenju
razli¢itih vrsta karcinoma (Woerdenbag ef al., 1994; Lopez-Anton et al., 2007).

Pored nasiroko proucavane anti-inflamatorne aktivnosti seskviterpenskh laktona,
zastupljenih u cvetnoj glavici arnike, manja paznja je pridavana je sporednim
farmakoloSkim aktivnostima fenolih komponenti. Od fenolnih sekundarnih metabolita
najzastupljenije su fenolne kiseline i flavonoidi (Spitaler et al, 2006). Bioloske
aktivnosti fenolnih jedinjenja su dosta proucavane, kako zbog njihove velike
rasprostranjenosti u biljnom svetu, tako i zbog relativno male toksi¢nosti (Jankovié,
2005). Najvise je proucavana antioksidativna aktivnost in vitro zbog sposobnosti
fenolnih jedinjenja da redukuju slobodne radikale (Pourmorad et al., 2006). Gawlik-
Dziki i sar. (2011) su pokazali da tinktura cvetne glavice arnike ima antioksidativne

osobine.

Ub - konjugacija

Slika 10. NF-xB zapaljenski procesi i delovanje
arnike (Bioforce Monograph)
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2.6.2. Koren arnike - Arnicae radix

2.6.2.1. Sinonimi

Od ostalih naziva u literaturi su naj¢es¢e zastupljeni Arnicae rhizoma; Radix

Arnicae; Radix Doronici germanici; Rhizoma Arnicae.

2.6.2.2. Oficinalnost

Koren arnike je oficinalan po austrijskoj (Radix Arnicae — OAB 90) i $panskoj

(Arnicae Rhizoma — Hisp 1X) farmakopeji.
Definicija droge po farmakopejama
,,Osuseni rizom sa korenom* (OAB 90, Hisp IX).
2.6.2.3. Opis droge (OAB 90)

Rizom je skoro cilindrican, obi¢no zakrivljen, duzine do 10 cm, debljine do 5
mm, crvenkasto-braon boje. PovrSina rizoma je hrapava sa oziljcima od stabljika i
listova. Na preseku se vidi Siroka sivkasta kora, venac zuckasto-sivog drvenastog dela
sa braonkasto-sivim oznakama. Iz donjeg dela rizoma izlazi veliki broj adventivnih
korenova, 1 mm debljine, koji se u suvom stanju veoma lako lome.
2.6.2.4. Identifikacija droge

U farmakopejama nije opisan postupak identifikacije ove droge (HagerROM, 2002)

Falsifikati i zamene

-----
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Tabela 5. Biljke koje se najces¢e nalaze u prometu kao falsifikati droge Arnicae

rhizoma
Naziv biljne vrste Razlika za raspoznavanje
Eupatorium cannabinum Adventivni korenovi izlaze sa svih strana i

po celoj duzini rizoma

Fragaria vesca
_Hieracium murorum

Hieracium umbellatum Nemaju eksretornih Celija

Hypochoeris maculate

Geum urbanum MiriSe na karanfil

Solidago virgaurea Rizom je deblji, veliki broj tankih
korencica, skoro aromati¢an

2.6.2.5. Hemijski sastav

Rizom i koren vrste A. montana se odlikuju visokim sadrzajem etarskog ulja. U
rizomu se nalazi 2.70 do 6.31%, a u korenu 1.75 do 3.74% etarskog ulja (HagerROM,
2002). Odnos korena i rizoma u suvoj drogi je otprilike 1:1. Glavne komponente (oko
90%) etarskog ulja su derivati timola (Willhun, 1972b; Rossetti et al., 1984; Pinchon
and Pinkas, 1988).

2.6.2.6. Bioloski efekti

U litereturi se ne mogu pronac¢i podaci o farmakoloskom delovanju korena
arnike (HagerROM, 2002). Budu¢i da je poznata hemijska sturkura etarskog ulja, sa
visokim sadrzajem timola i timolnih derivata, moZe se pretpostaviti da bi se u spoljnoj
upotrebi moglo koristiti kao antisepticko sredstvo. U pogledu antisepticke primene u
veterinarskoj medicini, droga Arnicae radix je predlozena za ukljucivanje u Aneks II

Regulative Saveta (EEC) No. 2377/90 (Lange, 1998).
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2.5. Kultivacija

2.5.1. Izvori biljne sirovine Arnicae flos i opravdanost gajenja

Do pre par decenija unazad arnika (4rnica montana L.) je bila uobicajena biljka
na tlu Evrope (Kathe, 2006). Mogla se pronaci Sirom kontinenta najcesc¢e na kiselim
zemljiStima planinskih pasnjaka do 2850 m.n.v. (Bown, 2001). Kao i mnoge druge
biljne vrste, populacije arnike su postepeno proredivane ili potpuno nestale sa delova
podrucja predhodnog rasprostiranja. Razlozi za ovakav nepovoljni trend su
mnogostruki: prekomerno sakupljanje biljaka iz prirodnih staniSta, intenzifikacija
poljoprivrede, velika gustina stoke na staniStima arnike 1 promene namene zemljista
(Kathe, 2006).

Godisnja svetska traznja za suvom cvetnom glavicom arnike se procenjuje na
oko 50 t (Galambosi, 2004). Najveci deo sirovine arnike potice iz prirode. Glavni izvori
cvetne glavice biljke Arnica montana, u Evropi su Rumunija i Spanija (Lange, 1998).
Populacije arnike su dugo bile eksploatisane u glavnom u zemaljama najvecih potrosaca
ove sirovine kao §to su Nemacka, Svajcarska i Velika Britanija (Kathe, 2006). U
meduvremenu, vrsta je postala strogo zasti¢ena vrsta u Francuskoj, Nemackoj i drugim
zemljama, pa je kao takva navedena u Aneksu D Uredbe Saveta EU (EU Council
Regulation No. 338/97) i u Aneksu V(b) Direktive o stanistima EU (92/43/EC —
Directive on the Conservation of Natural Habitats and Wild Fauna and Flora).
Poslednjih godina najveca koli¢ina biljne droge Arnicae flos, na evropskom trzistu, je
uvezena iz juzne i jugoistoéne Europe, a naroéito iz Spanije i Rumunije (Lange, 1998).
U nekim delovima Rumunije, populacije arnike su jo$ uvijek relativno velike, ali trend
uniStenja ili konverzije stani$ta i pritiska usled prekomernog sakupljanja moze ugroziti i
arniku 1 druge lekovite biljke prirodnih resursa u zemlji. 1z tog razloga su svetske
organizacije za zaStitu zivotne sredine WWF-UK i WWF-DCP (Danube-Carpathian
Programme) u saradnji sa Univerzitetom poljoprivrednih nauka i veterine (USAMYV) iz
Kluza-Napoke u Rumuniji, pokrenuli projekt ,,O¢uvanje isto¢no-evropskog lekovitog
bilja: Arnica montana v Rumuniji* (Michler et al., 2008).

Kultivacija arnike u svetu se razvija ve¢ vise decenija (Heeger, 1956; Bomme,

1999; Dachler i Pelzmann, 1999; Galambosi, 2004) gde se pokazala moguca, ali isto
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tako komplikovana i prilicno skupa, u poredenju sa biljnom sirovinom iz prirode.
Bududi da je svetska traznja farmaceutske i kozmeticke industrije za cvetnom glavicom
arnike u stalnom porastu, a prirodni resursi sve ugrozeniji, kultivacija ove kulture se
ispostavlja kao jedini odrzivi nafin obezbedivanja sirovine za trziSte (Smallfield i

Douglas, 2008).

2.5.2. Sortiment

Godine 1990. profesor Urlih Bome iz Bavarskog drzavnog istrazivackog centra
za poljoprivredu (LfL) je proizveo prvu sortu arnike pod nazivom ’ARBO’ (Kathe,
2006), koja je postala komercijalno dostupna nekoliko godina kasnije, i do danas je
jedina priznata sorta vrste Arnica montana L. (Blatt fiir Sortenwesen, 2010). ‘ARBO’ u
proseku daje oko 90 cvetnih glavica po biljci, a potvrdeno je da u hemiskom sastavu
suve droge sadrzi oko 0,7% flavonoida i oko 0.8% seskviterpenskih laktona (Bomme,

1999).

2.5.3. Iskustva u gajenju arnike

Arnika se moze naci u spontanoj flori od Skandinavije do Iberijskog poluostrva,
a njena distribucija je uglavnom ograni¢ena na planinske livade siromasne u hranivima
(Bruelheide & Scheidel, 1999). Vecina autora je definiSe kao biljku hladnih stanista, ali
optimalna nadmorska visina za gajenje u literaturi nije precizno definisana, budu¢i da su
ogledi izvodeni na razli¢itim geografskim Sirinama (Bomme et al., 1995; Galambosi,
2004; Smallfield i Douglas, 2008). Istrazivanja na polju introdukcije arnike na Novom
Zelandu su pokazala da biljka, na nizim nadmorkim visinama, nije presla u generativnu
fazu (Smallfield i Douglas, 2008), dok se, u pogledu kvaliteta biljne droge, ukupna
koli¢ina derivata kafene kiseline, flavonoida i fenola znaCajno se povecava sa
povecanjem nadmorske visine (Spitaler et al., 2008). Takode se i Stete nanete od strane
puzeva golaca pojavljuju kao ogranicavajuci faktor na nizim nadmorskim visinama (170
m) (Bruelheide i Scheidel, 1999; Bruelheide, 2003). U naSim agreoekoloskim uslovima
Stepanovi¢ 1 saradnici (2009) preporucuju gajenje arnike u planinskim predelima na

visini od 900 do 1500 m nadmorske visine.
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Arnika je vrlo osetljiva prema tipu zemljiSta. Najbolje uspeva na rastresitim,
humusom-bogatim, dobro aerisanim oceditim zemljistima. pH vrednost zemljista bi
trebalo da se kre¢e od blago kiselog do neutralnog, s tim da procenat kalcijuma (CaCOs)
u zemljiStu ne bi smeo da prelazi 1,5%, posto u suvisku dovodi do hloroze, slabog
porasta i uginu¢a biljaka (Dachler i Pelzmann, 1999; Bomme, 1999). Ukoliko su
ispostovani osnovni agroekoloski uslovi, arnika se u kulturi moze gajiti i do Cetiri

godine (Marquard i Kroth, 2001)

Razmnozavanje

Arnika se razmnozava setvom ili deljenjem rozeta (vegetativno). Seme arnike je
cilindri¢nog oblika sa tezinom hiljadu semena izmedu 0.9 — 1.3 g i dobrom klijavoscu
koja je obi¢no ispod 80% (Smallfield i Douglas, 2008).

Direktna setva arnike je moguca, ali obi¢no dovodi do neujednacenog sklopa, pa
se preporucuje zasnivanje plantaza putem sadnica (Prommersberger i Dapper, 1995;
Bomme, 1991; Smallfield i Douglas, 2008). Tretman semena za obe procedure ima
smisla (Bomme et al., 1995). Ovo se moze izvesti putem sedmodnevnog hladenja
vlaznog semena na 5°C (Bomme et al., 1995), potapanjem semena na 48 sati u
destilovanu vodu ili sedmodnevno potapanje u rastvor polietilen-glikola-6000 sa
naknadnim suSenjem semena (Prommersberger & Dapper, 1995; Bomme, 1991;
Bomme, 1999), pri ¢emu se postize bolja sinhronizacija klijanja (Smallfield i Douglas,
2008). Pri konstantnoj temperaturi od 18 — 20°C i optimalnoj vlaznosti, seme arnike bi
trebalo da klija u roku od pet do sedam (deset) dana (Marquard i Kroth, 2001). Sadnice
se proizvode setvom semena u kontejnere za proizvodnju rasada. Sadnica je spremna za
presadivanje nakon 6-8 nedelja, kada ima formirana 3-4 para pravih listova i dobro
razvijen koren (Smallfield i Douglas, 2008).

Sadnju treba obaviti u aprilu ili najkasnije u maju mesecu (Bomme et al. 1995;
Marquard i Kroth, 2001). Iako neki strani autori preporucuju postizanje veéeg broja
biljaka po hektaru (¢ak i do 125000) suzavanjem medurednog rastojanja na 30 ili 40 cm
(Bomme et al. 1995; Muifioz, 1987), za naSe uslove se preporucuje model 60-70 cm

rastojanje izmedu redova i 23 - 25 cm u redu (Stepanovié et al., 2009) zbog primene
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standardne (nespecijalizovane) poljoprivredne mehanizacije: Ovim rasporedom se

postize 60000 — 72500 biljaka po hektaru.

Dubrenje

Potrebe arnike za hranivima u zemljiStu su prilicno male (Prommersberger i
Dapper, 1995; Bomme, 1991). Na zemljistima koja su prebogata hranivima arnika moze
reagovati lisnim oZegotinama ili ¢ak uginu¢em (Dachler i Pelzmann, 1999). Uprkos
ovoj tvrdnji, viSegodisnji ogledi u Juznom Tirolu pokazuju da arnika pozitivno reaguje
na dodatnu ishranu dajuéi pri tom vecu rozetu, vislje 1 razgranatije biljke sa vecim
brojem cvetnih glavica (Seeber ef al., 1997). Ishranu u kulturi arnike treba prilagoditi
postoje¢em potencijalu hraniva, tako da primenu dubrenja treba uraditi tek posle
izvrSene analize zemljista (Marquard i Kroth, 2001). Bomme i saradnici (1995) savetuju
primenu dubriva neposredno pred sadnju u koli¢ini 150 kg N/ha, 70-84 kg P,Os/ha i
100-240 K,O/ha. Stepanovi¢ i saradnici (2009), ukazuju da fosfor pospeSuje cvetanje, a
da je njegova pristupacnost na jako kiselim zemljiStima otezana, tako da posebnu paznju
treba posvetiti dubrenju ovim elementom.

Budu¢i da kalcijum u zemljiS§tu moze prouzrokovati hlorozu arnike (Bomme et
al., 1995), smanjeni porast i oslabljeno usvajanje fosfora i magnezijuma (Jenelten i
Feller, 1992), izbegavaju se dubriva koja u sebi sadrze kalcijum, kao i zemljista koja

ovaj element sadrze vise od 1,5% (Bomme, 1999).

Bolesti i stetocine

Na neodgovaraju¢im zemljistima (alkalna i neutralna) ucestala je pojava hloroze
(Dachler i Pelzmann, 1999). Pojava muSice Tephritis arnicae L. (Slika 11) moze da
nanese velike Stete, obzirom da ovaj insekt polaze jaja u cvetni pupoljak, u ranoj fazi,
tako da larve pojedu veliki deo cvetne glavice prilikom otvaranja cvetova (Marquard i

Kroth, 2001)
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Slika 11. Pojava larve musice Tephritis
arnicae L. na cvetnoj glavici arnike
(preuzeto sa fr.wikipedia.org)

Od gljivicnih obolenja prisutne su Phyllosticta arnicae, koja izaziva venuce
arnike, 1 Sphaerotheca humuli var. fuliginea, koja izaziva pepelnicu (Dachler i

Pelzmann, 1999).

Nega

Od mera nege u kulturi arnike, najznacajnija je svakako borba protiv korova
(Stepanovi¢ et al., 2009), budu¢i da za nju trenutno ne postoje registrovana zaStitna
sredstva (Krushe 1 Kusterer, 2010). Savetuje se regularna meduredna obrada moti¢astim
ili rotacionim kultivatorima radi provazdusenja zemljiSta i uklanjanja korovske flore
(Prommersberger i Dapper, 1995) sa posebnom paznjom na izbegavanje povredivanja
podzemnih i nadzemnih delova kulture (Bomme et al., 1995).

U suSnim prilikama i prilikom zasnivanja plataze pozeljno je umereno
navodnjavanje (Marquard i Kroth, 2001). Stepanovi¢ i saradnici (2009) takode predlazu
1 prihranu azotom u sredini vegetacije u dozi 27 — 40 kg N/ha.

Upotreba zastitnih sredstava u kulturi arnike je moguca ukoliko narucilac
sirovine propiSe kriticne maksimalne vrednosti rezidua aktivne materije upotrebljenog

sredstva (Prommersberger i Dapper, 1995).
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Zetva i prinosi

Berba cvetnih glavica arnike pocinje u drugoj godini i obavlja se ru¢no ukoliko
ne postoje specijalizovani beraci (Marquard 1 Kroth, 2001). Optimalan trenutak Zetve
cvetnih glavica je kada je cvetna stabljika potpuno razvijena, kunucni listi¢i i jezicasti
cvetovi potpuno otvoreni, a trubasti cvetovi otvoreni od polovine do punog diska
(Douglas et al., 2004). U nasim klimatskim uslovima cvetna glavica se bere od sredine
maja do kraja juna, ali, zavisno od nadmorske visine, ovaj rok moZe biti pomeren
(Stepanovi¢ et al., 2009). Berba se obavlja visekratno na svaka 4 - 7 dana, zavisno od
intenziteta cvetanja (Prommersberger i Dapper, 1995; Bomme, 1991). Zavisno od
lokacije i pristupacnosti, za branje jednog kilograma svezih cvetnih glavica potrebno je
oko 26 minuta (Bomme, 1991). Berbe bi trebalo obavljati po suvom vremenu u
podnevnim ¢asovima kada je nivo aktivnih materija najvisi (Prommersberger i Dapper,
1995).

Koren se vadi nakon tri ili Cetiri godine kultivacije u oktobru ili novembru,
vibracionom vadilicom za krompir (Prommersberger i Dapper, 1995; Bomme, 1991).

Prinosi suve cvetne glavice se po vecini autora krecu izmedu 300 — 700 (1000)
kg/ha (Bomme, 1991; Dachler und Pelzmann, 1999; Mufioz, 1987; Stepanovié et al.,
2009). Prinosi korena se krecu od 500 — 1000 kg/ha (Dachler i Pelzmann, 1999) do 700
—2300 kg/ha (Bomme, 1999), opet u zavisnosti od gustine biljaka na parceli.

Arnika se moze brati od druge do Cetvrte godine, a nakon toga prinosi opadaju

(Bomme, 1999; Stepanovi¢ et al., 2009).

Susenje

Cvetna glavica se su$i u suSarama odmah nakon branja na temperaturi od 40° C
(Prommersberger i Dapper, 1995; Bomme, 1991). Manje koli¢ine se mogu prirodno
susiti u tankom sloju na zasenjenom i provetrenom mestu (Bomme, 1991). Odnos mase
sveze 1 suve cvetne glavice je 4-5:1, a korena 3:1 (Dachler i Pelzmann, 1999). Koren je
manje osetljiv i moze se susiti, opran i uzduzno isecen, na 50° C (Marquard i Kroth,

2001).
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3. CILJ ISTRAZIVANJA

Za sirovinom cvetne glavice arnike (Arnice flos) postoji rastu¢a medunarodna
traznja obzirom da je neophodan sastojak mnogih masti i gelova koji se koriste u
proizvodima za medicinsku, fizioterapeutsku i sportsku masazu, kako i u sve veem
broju preparata namenjenih za licnu kozmetiku. Veéina svetske proizvodanje osusenog
cveta arnike jo§ uvek zavisi od samoniklih resursa. Prirodne populacije arnike su
ugrozene zahvaljujuéi gubitku staniSta, promenama u ekoloSkim uslovima i prevelikoj
eksploataciji za medicinske svrhe, pa su u vecini evropskih zemalja uvedene specijalne
mere zastite ove biljne vrste. Kako potreba za arnikom na svetskom trziStu nastavlja
raste, gajenje ove biljne vrste dobija na znacaju kao odrzivi izvor kvalitetne biljne
sirovine. Budu¢i da Srbija ima reputaciju izvoznika velikih koli¢ina visokokvalitetnih
»industrijom nezagadenih® lekovitih biljnih sirovina u zemlje Evropske Unije, a da su
podrucja planinskih livada i paS$njaka nedovoljno iskoris¢ena, gajenje arnike bi moglo
da pruzi altrenativni izvor prihoda seoskim domacinstvima na ve¢im nadmorskim
visinama.

Cilj ovog rada je bio da se proucavanjem morfoloskih, proizvodnih i hemijskih
osobina pod uticajem tri indukovana faktora (vreme sadnje, vrsta sadnica i vrsta
dubrenja) iznade optimalan model gajenja arnike u agroekoloskim uslovima
planinskog regiona Srbije. Poseban akcenat u toku istrazivanja je stavljen na
proucavanje jaCine odnosa izmedu pojedinih posmatranih osobina radi boljeg
razumevanja biologije formiranja prinosa cvetnih glavica. Pored prinosa cvetne
glavice, kao sporedni proizvodi, proucavani su i podzemni organi arnike (rizom i koren)
koji sadrze velike koli¢ine etarskog ulja u kojima su dominantno zastupljena aromati¢na
jedinjenja.

Jedan od ciljeva istrazivanja je bio da se mikroskopskim snimanjem samlevenog
biljnog materijala pod razli¢itim uveli¢anjima i tehnikom tankoslojne hromatografije
ustanovi jednostavna procedura identifikacije cveta arnike u odnosu na dva
pretpostavljena falsifikata. Takode je proucavana mikrostruktura skladisnih kanala i
mehanizam ekskrecije etarskih ulja u podzemnim organima. Vazna grupa ciljeva u
ovom radu bila je hemijska karakterizacija droga arnike (cvetnih glavica, rizoma i
korena), dobijenih od biljaka gajenih u agroekoloskim uslovima planinskog regiona
zapadne Srbije, gde je pored kvantifikacije najvaznijih grupa sekundarnih metabolita po

prvi put na sirovini iz ovog regiona izvrSena identifikacija jedinjenja seskviterpenskg
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kompleksg i dominantnih fenolnih jedinjenja, dok je na podzemnim organima po prvi
put po prvi put izvrsena detaljna razdvojena karakterizacija etarskog ulja rizoma i
korena.

U cilju doprinosa ve¢ poznatim aktivnostima aktivnih materija arnike, izvSeno je
uporedno testiranje antioksidativne i antimikrobne aktivnosti ekstrakata cvetne

glavice i etarskih ulja podzemnih organa.

4. RADNE HIPOTEZE

U ovom istrazjivanju poslo se od sledec¢ih pretpostavki:

- Da ¢e razliciti uslovi gajenja arnike usloviti razlike u odgovaraju¢im morfoloskim
parametrima i prinosu sirovina.

- Da ¢e posmatrane osobine arnike biti medusobno zavisne.

- Da ¢e razliCiti uslovi gajenja imati uticaja na pojavu razlika u hemijskom sastavu
sirovine, odnosno hemijskim profilima biljnih droga arnike (cvetne glavice, rizom,
koren).

- Da ¢e uzorci iz visih faza prerade biljnih sirovina (ekstrakti cvetnih glavica i etarsko
ulje rizoma i korena), razli¢itog hemijskog sastava, ispoljiti razli¢ite bioloske

aktivnosti in vitro, tj. imati razliCitu antimikrobnu i/ili antioksidativnu aktivnost.

U cilju testiranja radnih hipoteza, razvijene su i testirane odgovarajuc¢e nulte

hipoteze za svaki posmatrani parametar po svakom indukovanom faktoru.
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5. MATERIJAL I METODE ISTRAZIVANJA

5.1. Materijal
5.1.1. Biljni materijal

Za zasnivanje ogleda koris¢eno je seme arnike sorte ’ARBQO’, trenutno jedine

priznate sorte ove vrste, koje je nabavljeno posredstvom semenske razmene iz Centra za

poljoprivredna istrazivanja u Finskoj (Beratalan Galambosi, MTT Agrifood Research

Finland, Jokioinen).

5.1.2. Pubriva

Stajsko dubrivo — zgoreli govedi stajnjak (u daljem tekstu — stajnjak) je

nabavljano u dva navrata (prolece i jesen) od lokalnog proizvodaca sa Kaluderskih

Bara, a pregled fizicko-hemijske analize te dve partije je dat je u Tabeli 8. Specificna

gustina stajanjaka bila je 0.8 kg/dm’.

Tabela 8. Pregled fizicko-hemijskih osobina stajnjaka kojim je dubren ogled

Karakteristika Proleée Jesen
pH 8.79 8.81
Vlaga (%) 75.20 79.10
Suva materija (%) 24.80 20.90
Organska materija (% na svezu masu) 17..98 15.40
Mineralne materije (% na svezu masu) 6.82 5.50
Organska materija (% na suvu masu) 72.50 73.60
Organski ugljenik (% na suvu masu) 36.25 36.80
Mineralne materije (% na suvu masu) 27.50 26.40
C/N 16.55 9.92
SadrZaj soli (% na svezu masu) 0.15 0.50
Ukupni N (% na suvu masu) 2.19 2.68
Ukupni N (% na svezu masu) 0.54 0.56

PO 2100 744 265
AL-pristupacni —Kzo gvegi . mafe) 240 =00

Kao mineralno dubrivo koris¢eno je kompleksno NPK dubrivo formulacije 15:15:15

(HIP-Azotara, Pancevo).
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5.2. Metode
5.2.1. Poljski ogled

Eksperimentalna lokacija

Mesto na kome je postavljena ogledna plantaza arnike se nalazi u regionu

Zapadne Srbije na planini Tara u okviru rasadnika Nacionalnog parka ,,Tara“ na

lokalitetu Kaluderske bare (43°53'44.17"N 19°33'11.62"E, 1008 m.n.v.) (Slika 12).

Slika 12. Lokalitet ogleda

Zemljiste je districno-smede blago kisele reakcije formirano na serpentinu
(Radanovic et al., 2007). Uzimanje uzoraka zemljiSta za analizu je radeno pre dubrenja,
pri ¢emi su deset nezavisnih uzoraka po bloku dubrenja spajani u jedan reprezentativni

za analizu.

Agrohemijska analiza zemljiSta je obuhvatila:

1. Reakciju zemljista (pH) — po potenciometrijskoj metodi

2. Sadrzaj humusa — metodom Turina modifikovanom po Simakovoj
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3. Ukupni azot (%N) — motoda po Kjeldahl-u
4. Lakopristupacni azot (NH;', NO;) — metodom modifikovanom po
Bremner-u

5. Lakopristupacni fosfor i kalijum — Al-metodom po Egner-Riehm-u

Za analizu zemljista koriS¢ene su standardne metode (DzZami¢ et al., 1996).
Agrohemijske analize zemljiSta odradene su u laboratoriji za fiziologiju i agrohemiju
Poljoprivrednog fakulteta u Beogradu. Rezultati analiza pH reakcije i hraniva u

zemljistu data je u Tabeli 6.

Tabela 6. pH reakcija i potencijal plodnosti zemljista ogledne parcele

Varijanta pH Humus Ukupni _NHa NOs; Al-P,Os AI-K,O
dubrenja* H20 nKCL % N % mg/kg mg/100g

PO 6.35 495

PM 6.42 527

PK 6.54 5.34

4.2 0.21 6.7 20.1 20 26.4
JO 641 5.17
M 6.17  4.18
JK 6.53 5.20

* P -prole¢no zasnivanje, J -jesenje zasnivanje, O - stajnjak, M -mineralno dubrivo, K - kontrola

Klimatske karakteristike

Na Grafiku 1. prikazan je klimadijagram po Walter-u (Walter et al., 1975) za
lokalitet Zaovine, koji je udaljen oko 25 km od lokaliteta Kaluderske Bare gde je ogled
postavljen. Obzirom da se meteoroloSka stanica nalazi na istoj planini i na priblizno
istoj nadmorskoj visini (ca. 900 m), smatrali smo da klimatski podaci dobijeni iz ovog

izvora verno prezentuju variranje u temperaturi i koli¢ini padavina na samom ogledu.
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Grafik 1. Klimadijagram po Walteru za lokalitet Zaovine

Pregled maksimalnih, minimalnih i prose¢nih godi$njih temperatura dat je u
Tabeli 7, zajedno sa prose¢nim temperaturama u vegetaciji (mart — septembar) i sumom

godisnjih padavina.

Tabela 7. Temperaturni proseci, ekstremi i sume padavina na lokalitetu Zaovine
periodu 2008-2010

Temperatura Padavine Prosecna T u vegetaciji

Proseck Min Max z (mart - sept.)

Godina °C °C °C mm °C
2008 11.44 -7.33 28.00 819 15.46
2009 10.92  -6.83 23.78 806 16.06
2010 10.54 -9.33 26.33 936 15.25

5.2.1.1. Proizvodnja sadnica

Proizvodnja sadnica iz semena

Seme je sejano u pikir sanduke 400 x 250 x 80 mm, a pikiranje je vrSeno u
kontejnere dimenzija 494 x 274 x 40 mm sa 66 Celija. Kao setveni supstrat korisc¢en je
treset Floradur B fine (Floragard, Nemacka), a kao supstrat za pikiranje koris¢en je

Floradur B Grossier + Argile (Floragard, Nemacka).
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Postupak proizvodnje sadnica arnike traje oko 3 meseca, a zapoCinje setvom
semena u pikir sanduke. Seje se prirodno seme, doradeno prema uobicajenoj
semenarskoj proceduri klijavosti oko 80%. Tezina 1000 semenki arnike se krece od 0.9
do 1.3 g. Setva je obavljena omaske u pikir sanduke napunjene komercijalnim setvenim
supstratom, a seme prekriveno tankim slojem supstrata (oko 3 mm). U naSim
temperaturnim uslovima za klijanje (oko 15 — 25°C) arnika je nikla u roku od 7 — 10

dana (Slika 13).

Slika 13. Klijanje arnike Slika 14. Faza pred pikiranje

Do pikiranja, od mera nege, odrzavana je samo optimalna vlaznost supstrata.
Pikiranje je obavljeno kada je biljka dostigla fazu pocetka formiranja trec¢eg pravog lista
(otprilike mesec dana od nicanja) (Slika 14).

Pikiranje je obavljeno u kontejnere za proizvodnju rasada napunjene

komercijalnim supstratom za pikiranje (Slike 15 1 16).

Slika 18. Ispikirani kontejner Slika 16. Faza pred sadnju
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Zapremina pojedinacne ¢elije u kontejneru je bila 50 ml. Nakon pikiranja i
punog porasta treCeg pravog lista (otrilike 15 dana nakon pikiranja), sve do sadnje,
pored redovnog orzavanja vlage supstrata, i zasene po potrebi, u vremenskom razmaku
od 10 dana primenjivana je prihrana kompleksnim te¢nim NPK hranivom (Wuxal,
Chemical Agrosava) (formulacije 8:8:6) u 0.3% razblazenju. Nakon faze formiranja
punog cetvrtog pravog lista, rasad je preneSen na kaljenje, u planinski mikroklimat, na
lokalitet ogleda, bez direktne insolacije. Nakon nedelju dana kaljenja, ¢im su se ukazale

povoljne vremenske prilike, rasad je posaden (Slike 17 1 18).

Slika 17. Sadnica arnike Slika 18. Sadnja arnike

Sadnice za prole¢nu sadnju su proizvedene u stakleniku, dok su sadnice za
jesenju sadnju proizvedene na otvorenom uz prisustvo jutarnje direktne insolacije do

11h i zasenom u drugom delu dana.

Proizvodnja sadnica deljenjem bokora

Sadnice za vegetativnu propagaciju su dobijane deobom bokora biljaka arnike
istog semenskog porekla (sorta ‘ARBO’) iz prethodnih poljskih ogleda gajenja na istom
lokalitetu od biljaka koje su usle u trecu vegetaciju. Sadnice su i za prolecni i za jesenji
rok vadene i odvajane neposredno pre sadnje. Sadnice dobijene deobom bokora

predstavljene su na Slici 19.
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Slika 19. Sadnice dobijene deljenjem bokora na sekundarne rozete sa pripadaju¢im
rizomom i korenom

5.2.1.2. Postavka i odrzavanje ogleda

Ogled gajenja arnike je postavljen u 2x3x2 Split-plot eksperimentalnom dizajnu.
Sematski prikaz ogleda (jednog plota sadnje) dat je u Prilogu 1. Ispitivan je uticaj tri

indukovana faktora:

1. Vreme sadnje — proleéni i jesenji rok zasnivanja
2. Vrsta dubriva — stajnjak, NPK i kontrola
3. Vrsta sadnica — sadnice proizvedene iz semena (generativne) i proizvedene

deljenjem bokora (vegetativne ili klonske)

Proleéna sadnja obavljena je 12. maja 2008. godine (Slika 20), a jesenja sadnja

10. oktobra 2008. godine. Ova dva roka se razlikuju 151 dan u vremenu sadnje.
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Slika 20. Postavka ogleda na lokalitetu Kaluderske bare, Tara

Pubrivo je uneSeno u zemljiste freziranjem neposredno pred sadnju i to u
koli€ini:

1. Stajnjak - 100 m’/ha

2. NPK -2 t/ha

Povrsina ogleda je podeljena na dva osnovna plota po vremenu sadnje: proleéni i
jesenji, a na svakom plotu su razdvojena tri sub-plota po tipu dubrenja: stajsko dubrivo,
mineralno dubrivo i kontrola. U svakom sub-plotu su se nalazile osam parcelica koje su
predstavljale po Cetiri ponavljanja dva tipa sadnica: iz semena i deobom bokora. Sve
biljke su bile posadene u rasporedu 20x70 cm, a svaka parcelica je sadrzala 72 biljke.
Prostorni razmak izmedu osnovnih plotova je bio 2 m, izmedu sub-plotova 1.5 m, a
izmedu parcelica 1 m. Ukupna povrsina ogleda bila je 680 m’, povr§ina osnovnih
plotova 340 n’, povrSina sub-plotova 100 m’ i povrsina parcelica 8,4 m’. Sematski
prikaz jednog plota sadnje ogleda predstavljen je u Prilogu 1.

Od mera nege primenjivano je zalivanje nakon sadnje i redovno okopavanje.

5.2.2. Testirane karakteristike

5.2.2.1. Morfoloski parametri

Svi morfoloski parametri, osim broja sekundarnih rozeta, mereni su, odnosno

brojani, neposredno pred pocetak branja cvetnih glavica. Za prole¢ni deo ogleda
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prikupljeni su podaci za 2009. i 2010. godinu, a za jesenji deo ogleda samo za 2010.
godinu. Merenja su vrSena metrom, a brojanja ru¢no. Brojanje sekundarnih rozeta je
vr$eno zajedno sa vadenjem korena i za oba roka sadnje su prikupljeni podaci za 20009. i

2010. godinu.

Precnik rozete [cm]

Za vrednost parametra precnika rozete meren je maksimalni pre¢nik listova

rozete (Slika 21A).

Slika 21. Nacin merenja precnika rozete (A) i visine cvetnog izdanka (B)

Visina cvetnog izdanka [cm]

Visina cvetnog izdanka je merena metrom od povrSine zemlje do terminalne

cvetne glavice (Slika 21B).

Broj cvetnih izdanaka

Izolovane cvetne stabljike, koje vode poreklo iz iste rozete, brojane su rucno.
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Broj cvetnih glavica

Broj cvetnih glavica po biljci je naknadno izracunati parametar koji predstavlja

odnos ukupno ubranih cvetnih glavica po parcelici i broja biljaka cvetalih na parcelici.

Precnik cvetne glavice [cm]

Parametar precnik cvetne glavice je meren lenjirom na terminalnoj cvasti
neposredno pred prvu zetvu i predstavlja maksimalno rastojanje najudaljenijih tacaka

dva naspramna jeziCasta cveta.

Broj sekundarnih rozeta

Brojanje sekudrnih rozeta je radeno zajedno sa vadenjem podzemnih organa
arnike. Jedino na taj nacin je bilo moguce prebrojati novonastale rozete koje se na

mati¢noj biljci nalaze u veoma gustom sklopu.

5.2.2.2. Prinosi

Prinos cvetnih glavica [kg/ha]

Berbe cvetnih glavica su obavljane ruc¢no, a brane su samo one cvetne glavice
¢iji su cevasti cvetovi bili potpuno otvoreni. Berbe su vrSene periodi¢no u razmaku od
oko 5 dana, koliko je otprilike potrebno da se cvetne glavice nizeg sprata u potpunonsti
razviju. Cvetne glavice sa jedne parcelice su prebrojavane u toku branja, skladiStene u
kartonske kese kao posebne partije i razdvojeno suSene. SuSenje ubranih cvetnih glavica
je organizovano na susarskim lesama i zasenjenoj promajnoj prostoriji (Prilog 4 C i D).
Temperatura u prostoriji nije prelazila 30°C. Nakon suSenja (vlaga < 10%) cvetne

glavice su merene na laboratorijskoj vagi, a prinosi preracunavani na kg/ha.
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Prinos rizoma i korena [kg/ha]

Podzemni organi arnike su vadeni na kraju vegetacionog perioda (kraj oktobra).
Operacija vadenja je vrSena aSovom, a izvadene biljke oprane pod jakim mlazom vode i
ostavljene na suSenje u tankom sloju na zasenjenom promajnom mestu. Nakon suSenja,
basStenskim makazama je odstranjivana rozeta od podzemnih delova, a koren odvajan od
rizoma rué¢nim krunjenjem. Prinosi po ponavljanjima su mereni na laboratorijskoj vagi i

prerac¢unavani na kg/ha.

Prinos etarskog ulja rizoma i korena [% m/m]

Priprema uzoraka za destilaciju etarskog ulja je bazirana na vazdu$no suvom
biljnom matrijalu. Samleveni uzorak se stavlja u balon za destilaciju i destiliSe pomoc¢u
KlevendZer tipa aparata prema proceduri Jugoslovenske Farmakopeje (Ph Yug IV,
1984). Procenat prinosa (%) ulja u uzorku izracunat je na bazi apsolutno suvog uzorka.

Ovaj parametar nije meren u ponavljanjima zbog nedostatka biljnog materijala.

5.2.2.3. Mikroskopska i hromatografska karakterizacija droga

Mikroskopska analiza praskova i preseka podzemnih organa radena je na lupi
LEICA XTL 3400D i mikroskopu LEICA DCML opremljenim digitalnom kamerom i
prate¢im softverom IM1000.

Kao ragens za identifikaciju cveta arnike upotrebljen je Opsti reaktiv Ciji je
sastav dat u Tabeli 10., a pregled upotrebljenih reagenasa za histohemijske analize

podzemnih organa dat je u Prilogu 2.
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Tabela 10. Sadrzaj Opsteg reaktiva
Reagens Predmet bojenja Boja
odrveneli elementi —
traheje, traheide,

Anilin-sulfat mehanicka vlakna, zlatnozuto
sklerenhimske ¢elije S

Feri-amonijum-sulfat taninik. . plavocrno ili zeleno

Sudan TII masna i etar§ka ulja, smole, crveno
suberin, kutin, vosak

Jod skrob plavoljubicasto

Tankoslojna hromatografija

Priprema uzorka

Suve cvetne glavice biljnog materijala (Arnica montana, Calendula officinalis,
Doronicum columnae) su samlevene, precizno izmerene (1.0 g) i ekstrahovane sa 10 ml
metanola na ultrazvu¢nom kupatilu u trajanju od 15 min. Ekstrakti su nakon hladenja
profiltrirani. SmesSu standarda je ¢inio rastvor kafene kiseline (2 mg), hlorogenske
kiseline (2 mg) i rutina (5 mg) u 30 ml metanola. Standard izokvercitina je zasebno

rastvoren u metanolu u koncentraciji 1 mg/ml.

HPTLC uslovi

HPTLC analiza uradena je u skladu s metodom opisanom ranije, uz manje
izmene (Wagner et al., 1984). Camag HPTLC aparat opremljen Linomat 5 aplikatorom
uzorka, automatskom komorom za razvijanje ADC2, TLC Scanner 3 jedinicom i trans-
iluminatorom Reprostar 3 je koriS¢en za analizu. Uzorci ekstrakata biljnih droga (2 pl),
smesa standarda (3 pl) i izokvercitin (3 pl) naneti su na HPTLC plocu (20 x 10 cm
silikagel 60, 0.25 mm debljina sloja, proizvoda¢ Merck) u S$irini traka od 12 mm. Ploc¢a
je razvijana u mobilnoj fazi etil acetat-voda-mravlja kiselina-siréetna kiselina
(100:27:11:11, v/v) u zasi¢enoj komori. Nakon razvijanja, ploca je osusena 10 min na
120°C. Nakon suSenja, izvrSena je derivatizacija hromatograma prskanjem prirodnim
reaktivom (NP/PEG). Ploca je zatim posmatrana pod UV-lampom na talasnoj duZzini
365 nm. Fotografisanje ploCe vrSeno je u trans-iluminatoru Reprostar 3 opremljenim

softverski kontrolisanim digitalnim foto-aparatom.
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Lokalizacija etarskog ulja u rizomu i korenu

Svetlosna mikroskopija

Za opsta histoloSka zapazanja uzeti su uzorci rizoma i korena sa biljaka sa kraja
druge godine gajenja. Preparati nastali parafinskim rezovima (5-10pm) su obojeni
pomocu alcian plave i safranina (1% u 50 posto etanola). Polu-tanki preseci (0.9-1.0
pm debljine) su obojeni pomocu 0,25% toluidinskim plavim O u vodi (Ruzin, 1999).
Analiza prikaza sprovedena koriStenjem LEICA DCML mikroskopa opremljenog

digitalnom kamerom i softverom IM1000.

Histohemijska analiza

Rizom i koren arnike (25 mm i 5 mm u precniku, respektivno) secirani su ru¢no
poprecno. Sva histohemijska ispitivanja obavljena su upotrebom svezeg biljnog
materijala. Uradene su sledece histohemijske reakcije: Phloroglucinol-HCI za lignin,
(Jensen, 1962), Ruthenium crvena za pektine (Johansen, 1940), Lugol za skrob
(Johansen, 1940), Fuchsin kiselina za proteine (Peterson i sur, 2008. ), Sudan III i Sudan
crna B za lipide (Johansen, 1940; Lison, 1960), Gvozde-trihlorid za fenolna jedinjenja
(Johansen 1940), aluminijum-trihlorid za flavonoide (Guerin i sur., 1971), hloridni
vanilin (Mace i Howell, 1974), gvozde-sulfat i gvozde-hlorid (Clark, 1981; Johansen,
1940) za tanine, Wagner-ov reagens i Dittmar-ov reagens za alkaloide (Furr i Mahlberg,
1981) i sumporna kiselina za seskviterpenske laktone (Geissmen i Griffin, 1971).
Standardni kontrolni postupci u svim testovima su uradeni istovremeno. Pregled
upotrebljenih reagenasa za histohemijske analize podzemnih organa 4. montana dat je u

Prilogu 2.

Fluorescentna mikroskopija

Za ispitivanja fluorescentne mikroskopije koris¢en je epifluorescentni

mikroskop (Leica DMLS opremljen HBO 50 W zivinom lampom) i rasponom filter
blokova (A: BP 340 - 380, 13: BP 450-490 i N2.1: BP 515-580). Nebojeni preseci su
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promatrani pod UV (340-380 nm), kako bi se istrazila prisutnost fenola koji su
autofluorescirali na tim talasnim duzinama (Ruzin, 1999). Materijal je takode bio
tretiran s aluminijum trihloridom za ispitivanje prisustva flavonoida (Guerin i sur.,

1971).

Elektronska mikroskopija - skenirajuca (SEM) i transmisiona (TEM)

Da bi se istrazila ultrastruktura sekretornog tkiva, primenjene su tehnike SEM i
TEM. Na SEM su uzorci su osuseni oblozeni zlatom u BAL-TEC ISS 005 Sputter
Coater u periodu od 100 sekundi na 30mA, a koriS¢en je JEOL JSM-6460 LV
elektronski mikroskop sa ubrzanjem napona od 15 kV.

Uzorci za TEM istrazivanja su fiksirani u 2% glutar-aldehidu u cacodylate
puferu u periodu od 24 sata na 4°C, nakon Cega su isprani cacodylate puferu, post-
fiksirani u osmijum-tetroksidu (1%, 0,1 M cacodylate pufer, pH 7.4), kontrastovani sa
olovo-citratom i uranil acetatom, dehidrirani serijom etanolnih razblazenja i kona¢no
infiltrirani 1 ugradeni u epoksidne smole (EPON 812 sa DDSA i MNA). Nakon
polimerizacije na 60°C, izrezani su preseci debljine 60 nm koriS¢enjem LEICA
Ultracut-UCT ultramicrotome i staklenog noza. Uzorci su pregledavani pod MORGANI

268 transmisionim elektronskim mikroskopom na 100 kV.

5.2.2.4. Hemijska analiza droga

Odredivanje sadrzaja ukupnih seskviterpenskih laktona [mg/g]

Analiticka ekstrakcija

Ekstrakcija seskviterpenskih laktona iz cveta arnike za kvanitativnu i
kvalitativhu analizu je radena po modifikovanoj metodi Douglas i1 sar. (2004).
Samleveni biljni materijal (1 g) je preliven sa CHCI; (20 mL) ¢emu je dodat interni
standard (1 mg Santonin) i postavljen na ultrazvu¢no kupatilo (5 min, 50 Hz). Rastvor je
profiltriran, ispran (3x2 mL CHC]l;), uparen do suvog ( na 35°C, vakuum uparivac),

ekstrakt je rastvoren u MeOH (2 mL) i nanesen na kolonu oktadecilsilan silika gel,
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reverzna faza (BAKERBOND SPE, 6 mL zapremina, 1000 mg punjenje, 40 pm veli¢ina
Cestice, 60 A), prethodno nakvaSenu smeSom restvarata MeOH:H,O (3:2, 3 mL).
Kolona je pustena da se ocedi do suvog, a kombinovani ocedak se hladio na -20°C (30
min), filtrirao (Phenex 13 mm 0.45 um PTFE) i tako dobijeni rastvor se aplikovao na
HPLC i LC/MS.

HPLC analiza
Odredivanje sadrzaja ukupnih seskviterpenskih laktona u biljnom materijalu 4.
montana je izvedena po metodi propisanoj u farmakopeji (Ph. Eur. 6.0), a analiza se

obavljala na tecnom hromatografu Hewlett-Packard HP 1090. Injekciona zapremina

uzorka je 20 ul. Protok kroz kolonu je bio 1.2 ml/min, a UV detekcija na 225 nm.

Kolona: Superspher 100 RP-18 LiChroCART 125-4

dimenzije: 1 =120 mm, & = 4 mm;

stacionarna faza: oktadecilsilil silika gel za hromatografiju R (4 pm)

Mobine faze:

- mobilna faza A: voda (H,O)
- mobilna faza B: metanol (MeOH)

Vreme Mobilna faza A Mobilna faza B
(min) (procenat V/V) (procenat V/V)
0-3 62 38

3-20 62 —> 55 38 > 45
20-30 55 45

30-55 55— 45 45 —> 55
55-57 45 -0 55— 100
57-170 0 100

70 -90 62 38
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Proracun procenta sadrzaja ukupnih seskviterpenskih laktona, izrazenih preko

dihidrohelenalin tiglata (DHHT) vrsi se po slede¢oj formuli:

SLS X C X Vx1.187 x 100
Ss X m X 1000

SLs = povrsina svih pikova koji po spektru referiSu kao seskviterpenski laktoni, a
na hromatogramu ispitivanog uzorka se pojavljuju posle pika internog
standarda (santonin)

Ss = povrsina pika internog standarda (santonin) u ispitivanom uzorku

m = masa ispitivanog uzorka, u gramima [g]

C =  koncentracija santonina u rastvoru internog standarda koroS¢enog u
ispitivanju uzorka, u miligramima po mililitru [mg/ml]

V =  zapremina rastvora internog standarda koris¢enog u ispitivanju uzorka, u
mililitrima [ml]

1.187 = korelacioni faktor izmedu pikova dihidrohelenalin tiglata i santonina

Sadrzaj ukupnih seskviterpenskih laktona se izracunava preko odnosa povrSine
internog standarda i povrSina ostalih pikova koji po retencionom vremenu izlaze posle

pika standarda, a koji svojim spektrom odgovaraju seskviterpenskim laktonima.

LC-MS analiza seskviterpenskih laktona

LC/MS analiza je izvrSena na Agilent MSD TOF aparatu, povezanim sa Agilent
1200 series HPLC koriste¢i istu kolonu, mobilne faze, protok eluiranja i gradijentni
program kao i kod analitickog HPLC-a. Napon fragmentora je bio 140V, a opseg
spektralnog snimanja 225 nm. Maseni spektri su dobijeni na Agilent Esi-MSD TOF
uredaju. Injekciona zapremina je bila 5 pl. Protok suSeceg gasa (N2) je bio 10 I/min,
pritisak rasprSivaca 45 psig, a temperatura suseceg gasa 350°C . Za elektrosprej
jonizaciju (ESI), uslovi su bili slede¢i: napon kapilare 4000 V, skimer 60 V, Oct RF V
250 V, opseg masa 100 do 1500 m/z.

43



Materijal i metode istrazivanja Doktorska disertacija

Odredivanje sadrzaja fenolnih komponenti [mg/g]

Analiticka ekstrakcija

Samlevenih 100 mg cveta je tri puta sonifikovan na UZ kupatilu sledec¢im

redosledom:

1. u5 mL MeOH/ (CH3),CO/ H,O (3/1/1, v/v/v) — 30 min
2. u 5 mL MeOH/ (CH3),CO/ H,0O (3/1/1, v/v/v) — 30 min
3. u5 mL MeOH/ H,O (1/1, v/v) — 30 min

Izmedu svake sonifikacije rastvor je profiltriran u normalni sud od 20 mL i na kraju
ispran sa 20 mL MeOH/(CH3),CO/H,O (3/1/1, v/v/v). Sud je dopunjen do 20 mL sa
smeSom rastvaraca MeOH/(CH3),CO/H,O (3/1/1, v/v/v). Odavde je izdvojeno 10 mL
rastvora i upareno do suvog. Suvi ostatak je pokupljen sa 2 mL MeOH/(CHj3),CO/H,O
(3/1/1, v/v/v), koji je nakon filtracije aplikovan na HPLC.

HPLC analiza

Kvantifikacija dominantnih fenolnih komponenti izvrSena je HPLC analizom po
ranije opisanoj metodi (Spitaler et al., 2006). Analize su radene na Agilent 1200
aparatu opremljenim DAD detektorom, a primenjeni su slede¢i parametri metode:
kolona Phenomenex Synergi Hydro-Rp 80A 150 mm x 4.6 mm (4 um veli¢ina Cestica);
mobilna faza A, H,O/HCOOH/CH;COOH (99/0.9/0.1, v/v/v); faza B,
MeCN/MeOH/HCOOH/CH;COOH  (89/10/0.9/0.1, v/v/v/v); protok, 1.00 ml min ';
injekciona zapremina 10 pl; talasna duZina detekcije 350 nm; temperatura kolone,
sobna; linearni gradient, 0 min 5% B, 5 min 15% B, 20 min 16% B, 35 min 18% B,
45 min 19% B, 55 min 27.5% B, 60 min 65% B, 65 min 98% B, 70 min stop. Koli¢ine
jedinjenja su odredivane poredenjem povrSina pikova, dobijenih za pojedina fenolna
jedinjenja, sa povrSinama pikova eksternih standarda kalibrisanih prethodno u razli¢itim

razblaZenjima po istoj metodi.

44



Materijal i metode istrazivanja Doktorska disertacija

Za formiranje kalibracionih kriva za kvantifikaciju flavonoida upotrebljena su
razblazenja Cistih jedinjenja dobijenih semipreparativnom HPLC tehnikom, dok je za
formiranje kalibracione krive za hlorogensku kiselinu koris¢en komercijalni HPLC

standard (Sigma Aldrich, Nemacka).

LC/MS analiza fenolnog kompleksa

LC/MS analiza je izvrSena na Agilent MSD TOF aparatu, povezanim sa Agilent
1200 series HPLC koriste¢i istu kolonu, mobilne faze, gradijentni program i protok
eluiranja kao za HPLC analizu. Napon fragmentora bio je od 140V. Opseg spektralnog
snimanja 190 — 550 nm. Maseni spektri su dobijeni na Agilent Esi-MSD TOF uredaju.
Protok suSeCeg gasa (N2) je bio 12 l/min, pritisak rasprSivaca 45 psig, temperatura
suSeceg gasa 350°C . Za elektrosprej jonizaciju (ESI), uslovi su bili slede¢i: negativna
jonska polarnost, napon kapilare 4000 V, skimer 60 V, Oct RF V 250 V, opseg masa
100 do 2500 m/z.

Ekstrakcija i izolovanje dominantnih fenolnih komponenti

Samleveni cvet biljke (5.0 g) je ekstrahovan tri puta sistemom rastvaraca
metanol/aceton/voda (3:1:1). Sirovi ekstrakt preciS¢avan je hromatografijom na koloni
silika gela (260 x 30 mm). Gradijentno eluiranje je zapoceto metilen-hloridom (95%), a

polarnost eluensa povecavana je dodavanjem metanola (Tabela 11).

Tabela 11. Gradijentno eluiranje gravitacione hromatografije ekstrakta cveta arnike

Eluens Procentni sadrzaj Zapremina frakcije [ml]
metilen hlorid-metanol 95:5 200
metilen hlorid-metanol 90:10 100
metilen hlorid-metanol 85:15 100
metilen hlorid-metanol 80:20 200
metilen hlorid-metanol 75:25 100
metilen hlorid-metanol 70:30 300
metilen hlorid-metanol 65:35 200
metilen hlorid-metanol 60:40 100
metilen hlorid-metanol-mravlja kis. 55:45 200
metilen hlorid-metanol-mravlja kis. 54:45:1 200
metilen hlorid-metanol-mravlja kis. 48:50:2 100
metilen hlorid-metanol-mravlja kis. 28:70:2 100
metanol-mravlja kis. 98:2 100
metanol-mravlja kis. 98:2 100
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Sakupljeno je 90 frakcija koje su spajane na osnovu TLC analize. Spojene
frakcije 83-90 su dalje preciS¢avane na semipreparativnom HPLC odakle su izdvojena
dva fenolna jedinjenja, kvercetin 3-O-B-D-glukozid i kempferol 3-O-B-D-glukozid, ¢ija
je identifikacija potvrdene NMR analizom. Dobijena Cista jedinjenja su koriS¢ena kao
eksterni standardi u kvantifikaciji dominantnih fenolnih komponenti u cvetnoj glavici 4.

montana.
Semipreparativni HPLC

Izolovanje komponenti ekstrakta cveta arnike izvrSeno je na Agilent 1200
aparatu opremljenim sa DAD model G1315B, binarnom pumpom G1312A,
autosamplerom model G1313A i kolonom Zorbax Eclipse XDB-C18 (5 um, 250 x 9,4
mm). Mobilna faza A je bila 0.2% mravlja kiselina u vodi, a mobilna faza B acetonitril.
Protok eluiranja je bio 4 mL/min sa gradijentnim programom (0-25 min 10-20% B, 25-
30 min 20-30% B, 30-35 min 30-60% B, 35-37 min 60-100% B). UV-VIS detekcija je
pracena na 254 nm, 280 nm i 320 nm. Injekciona zapremina je iznosila 50 pl, a
postupak hromatografisanja je ponovljen dvadeset puta. Izolovana su dva jedinjenja iz
ekstrakta cveta 4. montana: kvercetin 3-O-f-D-glukozid (2 mg) i kempferol 3-O-f-D-
glukozid (1,5 mg).

NMR analiza

'H i ®C NMR spektri (500,13 MHz za 'H) su snimani na Bruker Avance 500
spektrometru opremljenom sa 5 mm inverznom probom. Spektri su snimani na
temperaturi od 298 K, u u deuterisanom metanolu (CD30OD) kao rastvaracu. Hemijska
pomeranja su data u & skali u odnosu na tetrametilsilan kao interni standard. Za "°C
NMR spektroskopiju, koris¢ena je pulsna sekvenca ,inverse gated decoupling®.
Prikupljeno je 8000 skenova sa vremenom relaksacije 10s. Tris (2,4-pentadionato) hrom

(IIT) (CrAcac) koncentracije 50 mM je koris¢en kao relaksacioni reagens.
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Hemijska analiza etarskih ulja rizoma i korena

GC-FID i GC-MS analiza

Kvalitativna i kvantitativna analiza sprovedena je pomoc¢u GC-FID i GC-MS. U
prvom slucaju koriS¢en je gasni hromatograf model HP-5890 Series II opremljen sa
split-splitless injektorom, HP-5 kapilarne kolone (25 m x 0,32 mm, debljine 0,52 pum) i
plamen-jonizuju¢im detektorom (FID). Kao gas nosa¢ koris¢en je vodonik (1 ml/min).
Injektor je grejan na 250°C, detektor na 300° C, a temperatura kolone je linearno
programirana od 40° - 260°C (4°/min). GC-MS analiza je sprovedena pod gotovo istim
analiti¢kim uslovima, koriste¢i HP G 1800C Series II GCD analiticki sistem, opremljen
s HP-5MS kolonom (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). Kao gas nosa¢ kori$¢en je helijum.
Linija za transfer (MSD) je grejana na 260°C. EI masenog spektra (70 eV) bio je
podesen za skeniranje u modu m/z raspona 40-400. U svakom pojedinacnom slucaju
analiziralo se 1 puL uzorka rastvorenog u etanolu (20 ul / 2 ml) ubrizganog u split modu
(1:30). Identifikacija komponenti je izvedena poredenjem njihovih masenih spektara i
retencionih indeksa sa spektrima dobijenih iz autenti¢nih uzoraka i/ili NIST/Wiley
bibliotekama spektara, koriS¢enjem razli¢itih vrsta pretrage (PBM/NIST/AMDIS) i
dostupnim literaturnim podacima (Adams, 2007; Hochmuth, 2006). Procenat udela
komponenti se izraCunavao iz elektronskih merenja pomocu plamen-jonizujuce

detekcije (FID; 250°C).

5.2.2.5. Bioloski efekti

Odabir ekstrakata i ulja za testiranje bioloskih aktivnosti

Za testiranje bioloskih aktivnosti odabrani su ekstrakti cvetnih glavica arnike ¢iji
je sadrzaj sekundarnih metabolita (SL i fenolnih jedinjenja) kvantifikovan HPLC
analizom 1 etarska ulja rizoma i korena ¢iji su hemijski profili okarakterisani GC i
GC/MS analizom. Od svakog tipa ekstrakta izabrana su po dva: ekstrakt sa
maksimalnim sadrzajem i ekstrakt sa minimalnim sadrzajem odredene grupe jedinjenja.

Tako su za testiranje bioloSkih aktivnosti seskviterpenskih laktona uzeti ekstrakti sa
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maksimalnim i minimalnim sardzajem ukupnih seskviterpenskih laktona (SL max i SL
min, respektivno). Na slican nacin odabrani su i ekstrakti za bioloSke testove iz grupe
fenolnih jedinjenja, gde su izdvojeni ekstrakt sa maksimalnom sumom i ekstrakt sa
minimalnom sumom sardzaja tri kvantifikovana jedinjenja (hlorogenska kiselina,
kvercetin-3-O-glikozid, kempferol-3-O-glikozid) (F max i F min, respektivno). Odabir
etarskih ulja za antimikrobne testove vrsen je na osnovu procenta aromaticnih jedinjenja
u hemijskom sastavu, tako su i za rizom i za koren odabrani predstavnici sa
maksimalnim sumom i minimalnom sumom sadrzaja aromati¢nih jedinjenja (AU max i

AU min, respektivno).

Ispitivanje sposobnosti neutralizacije DPPH radikala

Za uzorke dobijene u procesu ekstrakcije seskviterpenskih laktona i flavonoida
iz cveta arnike, koji su kori§¢eni za kvalitativnu i kvantitativnu analizu (sa najmanjim
odnosno najve¢im sadrzajem ovih sekundarnih metabolita), ispitivana je sposobnost
neutralizacije 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikala po metodi Silve i sar. (2005).
Ekstrakti (100 pL) su pomeSani sa 1400 pL of 80 uM metanolnog rastvora DPPH
radikala i ostavljeno u mraku 20 min. Apsorbancija rastvora je zatim merena na 517

nm. Procenat neutralizacije DPPH radikala je izracunat kori§¢enjem sledece formule:

1(%) = [(A-Aq) / Ai] x 100

gde je Ax apsorbancija negativne kontrole (koja umesto ispitivanih ekstrakata sadrzi 100
pl odgovarajuceg rastvaraca), a A, je apsorbancija uzoraka. Konstruisan je grafik
zavisnosti procenta neutralizacije DPPH radikala od koncentracije ekstrakta.
Koncentracije ekstrakata koje neutraliSu 50% DPPH radikala (ECsy vrednosti) su zatim
odredene koriS¢enjem algoritma nelinearne regresije. Dobijeni rezultati predstavljaju

srednju vrednost tri odredivanja.

Antiomikrobna aktivnost
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Testirane su Gram-negativne i Gram-pozitivne bakterije zajedno sa jednim
patogienim kvascem. U testu su koriS¢ene sledec¢e bakterije: Escherichia coli (ATCC
35210), Salmonella typhimurium (ATCC 13311), Salmonella enteritidis (ATCC 13076),
Bacillus subtilis (ATCC 10907), Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Listeria
monocytogenes (ATCC 19117), Proteus mirabilis (izolat), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853), Enterobacter cloacae (ATCC 13883), Micrococcus luteus (ATCC
10240), Micrococcus flavus (ATCC 14452) 1 gljivicni patogen Candida albicans
(ATCC 10231). Mikroorganizmi su nabavljeni iz Mikoloske laboratorije, Odseka za
biljnu fiziologiju Instituta za bioloska istrazvanja “SiniSa Stankovi¢” u Beogradu.

Minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) odredene su mikrodilucionom
metodom prema uputstvima Nacionalnog odbora za klinicke laboratorijske standarde
(NCCLS, 1997). Metanolni ekstrakti cvetnih glavica su primenjivani u izvornom obliku,
a etarska ulja su razredivana u dimetil sulfoksidu (DMSO) u odnosu 1:1. Serijska
razredenja su testirana u mikrotitarskim plo¢ama (96 bunara). U svim testovima se samo
poredila antimikrobna aktivnost izmedu ekstrakata sa najviSom 1 najnizom

koncentracijom odredene grupe jedinjenja.

5.2.3. Statisticke metode

Sva morfoloska brojanja i merenja su radena na po 10 slucajno izabranih biljaka
po svakom ponavljanju kombinacije tretmana. Hemijske analize su radene na
reprezentativnom uzorku iz mase cvetnih glavica ubranih po parcelici. Sva merenja i
analize, osim prinosa etarskih ulja su radena u Cetiri ponavljanja. Podaci u tabelama i
grafikonima su predstavljeni kao aritmeticka sredina + standardna devijacija. Uticaj
pojedinacnih faktora i njihovih interakcija na posmatrane osobine testiran je preko
dvofaktorske i trofaktorske analize varijanse, ¢iji su rezultati predstavljeni tabelarno sa
vrednistima verovatno¢e prihvatanja nulte hipoteze. Statisticka znaCajnost razlika
izmedu aritmetickih sredina svih osnovnih skupova posmatranih kombinacija faktora za
odredeno svojstvo testirana je analizom varijanse sa prate¢im post-hoc Dankanovim
testom, gde su u graficima i tabelama razli¢itim slovima oznacene statistiCke znacajnosti
testa na nivou p<0,05. Znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti plotova vremena
zasnivanja i varijanti vrste sadnica utvrdene su Studentovim t-testom. Znacajnosti

razlika izmedu blokova dubrenja za svaku posmatranu osobinu utrvdene su analizom
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varijanse, a rezultati su prikazani na posebnom tipu grafika, gde su predstavljene
aritmeticke sredine posmatranog svojstva sa rasponom intervala variranja od 95%
pouzdanosti i prate¢im verovatno¢ama prihvatanja nulte hipoteze. Jacina veza izmedu
posmatranih parametara prikazivana je graficki ili tabelarno i okarakterisana Pirsonovim
koeficijentima korelacije (r), sa pratecom statistickom znacajno$¢u. Pored indukovanih
faktora na ogledu pracen je i faktor vremena (starenja) koji nije planiran u
eksperimentu, ali je de facto bio prisutan i u posmatranju visegodiSnjih biljaka
ocekivano znacCajan kod svakog morfoloSkog parametra ponaosob. Proucavanjem
faktora starenja u ovom radu nije se pretendovalo da se odgovori na uticaj faktora
godine, posto je od ranije poznato da se razlike izmedu aritmetickih sredina merenih
svojstava na viSeSegodiSnjim biljkama u dve uzastopne godine ne mogu smatrati
nezavisnim (Hadzivukovi¢, 1991; Fernandez, 2007), ve¢ da se okarakteriSe trend
razvica biljaka i1 akumulacije sekundarnih metabolita. Identifikacija zajednickih
varijansi u skupu posmatranih osobina analizirana je faktorskom analizom
(miltivarijaciona statistiCka tehnika), zasnovanoj na korelacionoj matrici originalnih
podataka, a ekstrakcija faktora je izvrSena metodom glavnih komponenti (PCA).
Kriterijum za odabir broja faktora je bio dvostruk: s jedne strane da eigenvalues budu
vece od 1, a s druge strane da prelom linije skri (scree) testa maksimizuje procenat
objasnjene varijanse. Pojednostavljenje faktorske strukture i maksimizacija faktorskih
opterecenja izvrSena je Varimax normalizovanom rotacijom. Kao rezultat faktorske
analize tabelarno su prikazana faktorska opterecenja, eigenvalues i procenti objasnjene
varijanse, dok su grafickim prikazima predstavljena scree-plot eigenvalues i fakrorska
opterecenja dva faktora koji nose najveéu informaciju. Faktorska opterecenja
promenljivih su u analizi ocenjivana kao znacajna ukoliko im je vrednost prevaziazila
0,7; da bi se oCuvala valjanost testa (construct validity), kako su predlozili brojni autori
(Shimp i Sharma,1987; Carmines and Zeller, 1979; Hulland, 1999). Za determinaciju
sekvencijalne klasifikacije varijanti zasnivanja plantaze prema poZeljnim osobinama
koris¢eno je Ivanoviéevo odstojanje (I-odstojanje) (Ivanovi¢, 1977). Sve statisticke
analize i testovi (izuzev [-odstojanja), kao i izlazni grafici, uradeni su u programskom

paketu STATISTICA v.7.0.
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6. REZULTATI ISTRAZIVANJA

Prezentacija rezultata

U prezentovanju rezultata koriS¢eni su graficki i tabelarni prikazi. Za
predstavljanje varijanti odredene kombinacije faktora koriS¢ene su kombinacije slova P,
J, G, V, O, M iK, koja su pojasnjena u spisku skracenica [npr. POG — za biljke iz
prole¢nog plota sadnje (P) u bloku dubrenja stajskim dubrivom (O) razmnozene
generativnim putem (G)]. Prole¢ni i jesenji plot sadnje su definisani oznakama
PROLECE i JESEN, a tipovi sadnica su oznaceni Generatvno i Vegetativno. U
stubi¢nim graficima razlicita slova oznacavaju statisticke znacajnosti Dankanovog testa
na nivou p<0.05, dok su oznakama *, ** i n.s. oznacene statisticke znacajnosti t-testa na

nivou verovatnoca p<0.05, p<0.01 i nije znacajno, respektivno.

Stanje ogleda i broj prezivelih biljaka

Biljke arnike posadene na prolece su cvetale u narednoj godini, dok su biljke
posadene na jesen celu vegetaciju 2009. godine provele u fazi rozete. U 2010. godini su
cvetale biljke oba plota sadnje. Sematski prikaz termina sadnje, faza rozete i cvetanja
(berbi) i termina vadenja podzemnih organa arnike u trogodisnjem ogledu dat je na Slici

22.

Proleéna sadnja

A c D
Jesenja sadnja
B C D

J FMAMJ J ASONUD|JFMAMUJIJ ASONTD|J FMAMJI J ASOND

2008 2009 2010
A - Termin prole¢ne sadnje &\\\% - Fazarazvi¢a rozete
B - Termin jesenje sadnje
C - Vadenje biljaka za prinos rizoma i korena (1) |:| - Faza cvetanja (berbe)
D - Vadenje biljaka za prinos rizoma i korena (Il)

Slika 22. Vremenski prikaz osnovnih faza razvica i termina sadnje i vadenja biljaka
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Neposredno nakon sadnje prole¢nog dela ogleda (10 dana) doslo je do cvetanja

varijanti zasnovanih iz vegetativnih sadnica (Slika 23).

Slika 23. Pojava ranog cvetanja na varijantama razmnozenim deljenjem bokora
31. maj 2008. godine

Ova neocekivana pojava, koja je zahvatila preko 90 % varijante, uticala je na
slabiji prijem ovih sadnica i do 85% (Grafik 2). Lo$i pocetni uslovi imali su za
posledicu slabiji razvoj prezivelih biljaka na toj varijanti, Sto se kasnije odrazilo na
ve¢inu pracenih parametara na ogledu. Kod varijanti zasnovanih iz sadnica
proizvedenih iz semena (u nastavku — generatvnih sadnica) u prole¢noj sadnji nije doslo
do pojave ranog iscvetavanja, tako da je prijem sadnica ove varijante u odnosu na

vegetativnu varijantu bio znatno bolji (Prilog 4 A).
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6.1. Morfoloski parametri

Precnik rozete

U 2009. godini vrednosti merenja precnika rozete na ogledu A. montana su se
kretale od 12,4 — 23,4 cm (Grafik 4). Na grafiku se vidi da je faktor vrste dubriva imao
uticaj samo na precnike rozeta generativnih sadnica i da su obe varijante dubrenja
ocenjene statistickom znacajno$¢u u odnosu na kontrolu, ali i medusobno, gde su
varijante dubrene mineralnim dubrivom razvile veée pre¢nike rozeta (x = 23,4 cm) od
varjjanti dubrenih stajnjakom (x = 21,7 cm). Takode je uocljivo da su varijante

vegetativnog razmnozavanja imale znacajno manje precnike (12,4 — 13,8 cm).
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26 b
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=
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Grafik 4. Vrednosti izmerenih pre¢nika rozeta u 2009.
godini

U 2010. godini pre¢nik rozete na celom ogledu se kretao od 14,5 — 28,1 cm
(Grafik 5). Posmatraju¢i vrednosti prec¢nika rozeta moze se zakljuciti da su u 2010.
godini najmanje precnike rozeta imale varijante vegetativno razmnoZene na prolece, a
da su varijante jesenje sadnje imale ujednacene precnike u visini dubrenih varijanti
prole¢ne sadnje. Uticaj dubrenja je bio osetan samo na prole¢no sadenom plotu, gde su

se sve dubrene varijante statisticki znacajno razlikovale od kontrolnih varijanti. Na plotu
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sadenom u jesen dubrene varijante su u proseku imale vece precnike rozeta, ali razlike

od kontrolnih varijanti nisu bile statisticki znacajne.

34

30
28 | rth

76 L rth

1=

24 t

d
2t 1

20

Precnik rozete [cm]

POG  PMG  PKG POV PMY  PKV  JOG MG JKG JOV WY JKY

Grafik 5. Vrednosti merenja prec¢nika rozete u 2010. godini

I pored iznetih zapazanja o uticaju faktora vrste dubriva na posmatrni parametar
pre¢nika rozeta arnike, ukupan uticaj ovog faktora u obe posmatrane godine nije bio
statisticki znacajan (Grafik 6). Ocigledno je da su dubrene varijante na ogledu u proseku
imale vece precnike rozeta u odnosu na kontrolne varijante, ali su verovatnoce za

prihvatanje nulte hipoteze bile p=0,15 (u 2009. godini) i p=0,20 (u 2010. godini).

2009 2010
Current effect: F(2. 21)=2.0639, p=.15184 Current effect: Fi2, 45)=1,8407, p=20523
Vertical bars dencte 0.95 confidence intervals Vertical bars denote 0.85 confidence intervals

Precnik rozete [em]
&
Precnik rozete [cm]

Stajnjak NPK Kontroka Stajnjak NP Kontrola

Grafik 6. Uticaj dubrenja na precnik rozete arnike u 2009. i 2010. godini
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Razlike u dimenzijama rozete u dve uzastopne godine su bile o¢ekivane i

njihova statisticka znacajnost je predstavljena na Grafiku 7A.
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Grafik 7. Uticaj starenja (A) i vremena zasnivanja (B)
na precnik rozete

Vrednosti pre¢nika rozeta posmatrene preko uticaja faktora vremena sadnje su
predstavljeni na Grafiku 7B., gde se moZze videti da su u 2010. godini precnici rozeta na
delu ogleda sadenog na prolece u proseku bili statisticki veoma znacajno manji od
precnika rozeta jesenje sadenog plota. Na ovakvu statistiCku znacajnost u velikoj meri
utice negativni doprinos slabije razvijenih biljaka vegetativno razmnozenih varijanti u
plotu proleéne sadnje.

Faktor vrste sadnica uticao je na variranje vrednosti precnika rozete samo na
plotu prole¢ne sadnje (Grafik 8). Uticaj ovog faktora bio je znacajan u obe posmatrane
godine, gde su u 2009. godini generativno razmnozene biljke u proseku formirale vece
precnike rozeta (x = 20,3 cm) u odnosu na biljke iz vegetativne propagacije (x = 13,0
cm). Takode su i u 2010. godini, na prolecnom plotu sadnje, biljke iz generativnih
varijanti formirale veée precnike rozeta (x = 25,1 cm) u odnosu na biljke iz vegetativnih

varijanti (X = 16,6 cm).
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Grafik 8. Uticaj vrste sadnica na precnik rozete u 2009. 1 2010. godini

Razlike u prosecnim vrednostima precnika rozeta na plotu jesenje sadnje nisu

bile statisticki znacajne.
Visina cvetnog izdanka

U 2009. godini vrednosti merenja visine cvetnog izdanka na ogledu gajenja
arnike su se kretale od 19,7 — 34,2 cm (Grafik 9). Iz priloZenog se moze videti da su
vecu visinu cvetnih izdanaka imale biljke iz varijanti generativnog razmnoZzavanja (28,3
— 34,2 cm), dok su varijante vegetativnog razmnoZzavanja formirale znatno nize izdanke
(19,7 — 23,2 cm). Takode su biljke iz generativne propagacije bolje reagovale na uneto
hranivo, tako da su se dubrene varijante statisticki veoma znacajno razlikovale od
kontrolnih varijanti. Varijante dubrene mineralnim dubrivom su u proseku formirale
najvise cvetne izdanke (x = 34,2 cm). Nesto niZe izdanke su formirale varijante dubrene
stajnjakom (x = 31,2 cm), a najniZze izdanke, u ovom tipu propagacije, formirale su

biljke kontrole grupe (X = 28,3 cm).
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Grafik 9. Vrednosti izmerenih visina cvetnih izdanaka u
2009. godini
Biljke iz vegetativne propagacije su loSije reagovale na uneto hranivo, tako da
dubrene varijante ovog tipa razmnozavanja nisu formirale statistiCki znaCajno vise
izdanke u odnosu na kontrolne varijante.
U 2010. godini visina cvetnog izdanka na celom ogledu se kretala od 25,6 — 41,7
cm (Grafik 10).
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Grafik 10. Vrednosti izmerenih visina cvetnih izdanaka u 2009. godini
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Najvise cvetne izdanke su formirale dubrene varijante jesenjeg plota sadnje,
zatim varijante generativne propagacije prole¢nog plota sadnje i na kraju varijante
vegetativne propagacije prole¢nog plota sadnje. Uticaj dubrenja u ovoj godini bio je
primetan u svim posmatranim varijantama, ali, iako osetan, uticaj faktora dubrenja na
delu ogleda razmnozenim generativno u prolecnom plotu sadnje nije bilo statisticki
znacajnih razlika dubrenih varijanti u odnosu na kontrolne varijante.

Ukupni uticaj faktora dubrenja na visinu cvetnog izdanka je bio zna¢ajan samo u
2010. godini (p=0,018), gde su se oba bloka dubrenja (stajnjak i NPK) statisticki veoma

znacajno razlikovali od kontrole (Grafik 11).
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Grafik 11. Uticaj dubrenja na visinu cvetnog izdanka arnike u 2009. 1 2010. godini

Uticaj starenja na visinu cvetnog izdanka na prolecnom plotu sadnje je bio
oc¢ekivano statisticki veoma znacajan, gde su biljke u 2009. godini formirale nize cvetne

izdanke (x = 26,7 cm) od biljaka u 2010. godini (x = 33,1 cm) (Grafik 12A).
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Grafik 12. Uticaj starenja (A) i vremena zasnivanja
ogleda (B) na visinu cvetnog izdanka
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Faktor vremena zasnivanja je po pitanju ovog parametra bio statisticki veoma
znacajan, tako da su u 2010. godini biljke iz jesnjeg plota sadnje imale znacajno vise
vrednosti (X = 38,4 cm) u odnosu na biljke iz prole¢nog plota sadnje (x = 33,1 cm)

(Grafik 12B).
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Grafik 13. Uticaj vrste sadnica na visinu cvetnog izdanka

Faktor vrste sadnica imao je uticaj na variranje vrednosti visine cvetnog izdanka
samo na prole¢no sadenom plotu (Grafik 13), gde su u obe posmatrane godine
generativno razmnozene biljke formirale viSe cvetne izdanke u poredenju sa varijantama
vegetativne propagacije (Prilog 4 E 1 F). lako su biljke iz generativne propagacije na
plotu jesenje sadnje imale viSe cvetne izdanke od biljaka iz vegetativnih varijanti,
razlike izmedu aritmetickih sredina ovih varijanti nisu bile statisticki znacajne.

Visina cvetnog izdanka je u obe posmatrane godine bila u uskoj vezi sa
pre¢nikom rozete (Grafik 14). Obzirom na korelacione koeficijente =0.93 u 2009.
godini, i r=0.83, u 2010. godini, moze se zakljuciti da su ova dva parametra u veoma

jakoj pozitivnoj korelacionoj vezi.
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Grafik 14. JaCine veza izmedu pre¢nika rozete i visine cvetnog izdanka

Broj cvetnih izdanaka

U 2009. godini broj cvetnih izdanaka na ogledu kretao se od 1,5 — 5,0 izdanaka

po biljci (Grafik 15). Iz prikazanog se moze zakljuciti da su varijante generativne sadnje

formirale veci broj cvetnih izdanaka (2,2 — 5,0) u odnosu na biljke iz vegetativne

propagacije (~ 1,5). Takode je uticaj dubrenja na variranje broja cvetnih izdanaka bio

statisticki znacajan samo u generativnim varijantama, gde su obe dubrene varijante

formirale veci broj (stajnjak - ca. 4,8; NPK ca. — 5,0) cvetnih izdanaka u odnosu na

kontrolu (ca. 2,2).
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Grafik 15. Broj cvetnih izdanaka na ogledu arnike u 2009. godini
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U 2010. godini broj cvetnih izdanaka na celom ogledu se kretao od 2,5 — 12,7
(Grafik 16). Najve¢i broj cvetnih izdanaka formirala je varijanta vegetativnog
razmnozavanja, dubrena stajnjakom i sadena na jesen (x = 12,7 izdanaka), a najmanji
broj cvetnih izdanaka su formirale varijante vegetativnog razmnoZzavanja u prole¢cnom
plotu sadnje (2,5 — 3,8 izdanaka). Statisticki znaCajan uticaj dubrenja na variranje ovog
svojstva je bio primetan samo u varijantama generativnog razmnozavanja proleénog
plota sadnje i vegetativnog razmnozavanja jesenjeg plota sadnje, gde su, u oba slucaja,
dubrene varijante formirale veéi broj cvetnih izdanaka, ali se medusobno nisu statisticki

znacajno razlikovale.
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Grafik 16. Broj cvetnih izdanaka na ogledu arnike u 2010. godini

Iako su pomenute dve varijante povoljno reagovale na uneto hranivo u zemljiste,
ukupni uticaj faktora dubrenja na celom ogledu nije bio statisticki zna¢ajan ni u jednoj
posmatranoj godini (Grafik 17). Tako je mogucnost prihvatanja nulte hipoteze ocenjena

verovatno¢om od p=0,24 u 2009. godini, odnosno sa p=0,25 u 2010. godini.
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2009 2010
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Grafik 17. Uticaj dubrenja na broj cvetnih izdanaka na ogledu arnike u 2009. 1 2010.
godini

Na plotu proleéne sadnje biljke arnike su u 2009. godini formirale statisticki
znacajno manji broj cvetnih izdanaka (x = 2,8 izdanaka) nego u narednoj godini (x =

5,5 izdanaka) (Grafik 18A).
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Grafik 18. Uticaj starenja (A) i vremena zasnivanja
ogleda (B) na broj cvetnih izdanaka
Uticaj vremena zasnivanja na vrednosti ovog svojstva je bio statisticki veoma
znacajan, tako da su biljke arnike sadene u jesenjem plotu sadnje formirale veéi broj
cvetnih izdanaka (x = 9,9 izdanaka) od biljaka sadenih u prole¢nom plotu sadenje (x =
5,5 izdanaka) (Grafik 18B).
Uticaj faktora vrste sadnica na broj cvetnih izdanaka na ogledu gajenja arnike
bio je znacajan u obe posmatrane godine samo na plotu prole¢ne sadnje, gde su biljke iz

generativne propagacije imale statisticki veoma znacajno vise (x =4,0 u2009.1 x=8,3
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u 2010. godini) cvetnih izdanaka od vegetativno razmnozenih varijanti (x = 1,5 u 2009.
i x= 2,8 u 2010. godini) (Grafik 19). Biljke jesenjeg plota sadnje su imale najvise
formiranih cvetnih izdanaka u 2010. godini. U ovom delu ogleda vegetativno
razmnozene varijante su formirale veci broj cvetnih izdanaka (x = 10,3) u odnosu na
varijante generativne propagacije (X = 9,4), ali razlike izmedu ovih varijanti nisu

ocenjene statistickom znacajnoscu.
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Grafik 19. Uticaj vrste sadnica na broj cvetnih izdanaka u 2009. i 2010. godini

Jaina zavisnosti parametra broja cvetnih izdanaka od precnika rozete i visine
cvetnog izdanka ocenjena je u obe posmatrane godine kao statistiCki veoma znacajna
(p<0,01). Tako je pozitivni korelacioni odnos broja stabljika i precnika rozete
okarakterisan koeficijentom korelacije r = 0,91 u 2009. godini, odnosno r = 0,88 u 2010.

godini (Grafik 20).
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Grafik 20. Odnosi pre¢nika rozete i broja cvetnih izdanaka

Takode se pokazalo da je veza broja cvetnih izdanaka sa visinom cvetnog
izdanka u obe posmatrane godine ima prirodu pozitivne korelacije (r=0,80 u 2009.;

r=0,81 u 2010. godini) (Grafik 23).
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Grafik 21. Odnosi visine cvetnog izdanka i broja cvetnih izdanaka

Broj cvetnih glavica po biljci

U 2009. godini ukupan period branja cveta bio je 26 dana u toku kojih je
uradeno osam zetvi. Raspored broja ubranih cvetnih glavica arnike na ogledu u 2009.
godini dat je Grafiku 22. i u Tabeli 13. Iz prikazanih podataka moze se zakljuciti da su
biljke iz vegetativne propagacije nesto ranije usSle u fazu tehnoloske zrelosti za berbu,
tako da je glavna Zetva (31 — 41% od ukupno ubranog cveta) vegetativno razmnoZenih
varijanti bila druga Zetva (25. maj), a najve¢i broj cvetnih glavica na varijantama

generativno razmnozenim ubrano je u Cetvrtoj zetvi (3. jun).
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Grafik 22. Broj cvetnih glavica u 2009. godini po berbama na prole¢nom delu ogleda sa
generativnim (A) 1 vegetativnim (B) sadnicama;

Tabela 13. Broj cvetnih glavica [%] po zetvama u 2009 . godini

21l.maj 25.maj 27.maj 3.jun S.jun 8.jun 10.jun 15.jun

| 11 111 v \ VI Vil VI
POG 1.04 15.89 16.84 3934 10.61 11.58 3.24 1.44
PMG 0.97 16.48 13.45 3339 11.83 14.23 6.36 3.30
PKG 1.07 17.90 15.21 34.18 836 13.80 6.45 3.03

POV 20.93 41.09 2326 930  3.10 1.55 0.78 0.00
PMV 16.89 31.10 26.01 20.64 349 027 1.07 0.54
PKV 21.79 36.96 18.68 739 1479  0.00 0.39 0.00

Prosecan broj cvetnih glavica po biljci na ogledu gajenja arnike u 2009. godini
se kretao od 1,2 — 10,5 (Grafik 23). Ve¢i broj cvetnih glavica po biljci su formirale
biljke iz generativnih varijanti razmnoZzavanja, gde su se i dubrene varijante (stajnjak
x=10,1; NPK x = 10,5) statisticki znacajno razlikovale od kontrole (x = 3,1), ali ne i
medusobno. Varijante iz vegetativne propagacije su formirale od 1,2 — 1,5 cvetne
glavice po biljci Sto je okarakterisano statisticki znacajnom razlikom u odnosu na

varijante iz gnerativne propagacije.
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Grafik 23. Prosecan broj cvetnih glavica po biljci na ogledu arnike u
2009. godini

U 2010. godini ukupan period branja cveta bio je 23 dana u toku kojih je
uradeno Sest zetvi (Grafik 24), a . Najmasovnija Zetva kod biljaka prole¢nog dela ogleda
razmnozenih generativno bila je 8. juna, dok je kod biljaka koje su razmnozene
vegetativno period branja najveceg broja cvetnih glavica, sli¢no kao i prethodne godine,
bio pomeren devet dana unapred (31. maj), osim kod nedubrene varijante koja je imala
priblizno ujednacenu disperziju branja u prve tri zetve (Tabela 14). Biljke jesenjeg dela
ogleda su kasnile sa cvetanjem tako da je berba na ovim varijantama pocela tek u drugoj
zetvi. Nezavisno od tipa sadnica imale su svoj maksimum branja u petoj zetvi (11. jun),
dok je prethodna, Cetvrta, Zetva po masovnosti bila odmah iza pete, tako da ove dve
zetve zajedno predstavljaju u masi u proseku 73.4% svih ubranih cvetnih glavica.
Disperzija branja i koli¢ine ubranih cvetnih glavica data je na Grafiku 24, gde se moze
videti da se u ovoj godini broj cvetnih glavica prole¢nog dela ogleda u varijantama
generativnog razmnozavanja kre¢e u maksimalnim zetvama u rangu 300 — 500 cvetnih
glavica po parcelici (Grafik 24A), dok se kod varijanti vegetativnog razmnozavanja taj
broj krec¢e u rangu od 10 do 30 cvetnih glavica po parcelici (Grafik 24B). Na jesenjem
plotu ogleda obe varijante tipa sadnica su imale prilicno ujednacen raspored branja po

zetvama. U slucaju generativnih sadnica prosecan broj cvetnih glavica po parcelici se
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kretao oko 800 cvetnih glavica (Grafik 24C), a kod vegetativno razmnozenih varijanti

oko 600 cvetnih glavica (Grafik 24D).
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Grafik 24. Broj cvetnih glavica u 2010. godini po berbama na prole¢nom delu ogleda sa
generativnim (A) i vegetativnim (B) sadnicama; na jesenjem delu ogleda sa generativnim
(C) 1 vegetativnim (D) sadnicama.

Tabela 14. Broj cvetnih glavica [%] po Zetvama u 2010. godini

24. maj 28. maj 31. maj 8. jun 11. jun 15. jun

1 11 111 1\Y \4 VI
POG 0.2 8.4 26.5 34.1 27.6 32
PMG 0.9 5.6 21.2 32.7 375 22
PKG 0.0 7.7 17.5 424 30.1 2.3
POV 18.2 53 73.3 0.5 2.7 0.0
PMV 17.6 22.0 36.8 23.6 0.0 0.0
PKV 36.0 28.1 29.2 6.7 0.0 0.0
JOG 0.0 2.2 15.2 31.2 45.2 6.2
IMG 0.0 1.7 13.8 29.5 454 9.6
JKG 0.0 22 13.5 15.3 62.9 6.1
Jov 0.0 4.0 17.5 33.8 36.6 8.1
MV 0.0 2.5 14.0 28.9 42.8 11.9
JKV 0.0 3.8 15.0 27.3 41.5 124
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Raspored prosecnog broja cvetnih glavica po biljci u 2010. godini na ogledu
gajenja arnike po varijantama dat je na Grafiku 25. 1z prikazanih podataka se moze
zakljuciti da su se vrednosti kretale od 8,4 — 38,9 i da su biljke iz jesenjeg plota sadnje
formirale veci broj cvetnih glavica po biljci (27,2 — 37,4 cvetnih glavica), u odnosu na
biljke prole¢nog plota sadnje (8,4 — 25,2 cvetnih glavica), ali i da je faktor dubrenja
imao uticaj samo na biljke koje su generativno razmnozene, gde se dubrene varijante
nisu medusobno statisticki znacajno razlikovale. Faktor dubrenja nije imao nikakav

uticaj na vegetativno razmnozene biljke arnike u plotu jesenje sadnje.
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Grafik 25. Prosecan broj cvetnih glavica po biljci arnike na ogledu u 2010. godini

Na prole¢nom plotu sadnje uticaj faktora dubrenja je bio znacajan u varijanti
mineralnog dubrenja kod generativno razmnozenih biljaka i u varijanti dubrenja
stajnjakom kod vegetativno razmnoZzenih varijanti. U isto vreme razlike izmedu
varijanti razliitog tipa dubrenja nisu bile statisticki znacajne ni u jednoj varijanti tipa
sadnica.

Uprkos pojedinacnim znacajnim razlikama izmedu dubrenih i kontrolnih

varijanti, uticaj faktora dubrenja na celom ogledu nije bio statisticki znacajan ni u jednoj
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posmatranoj godini (Grafik 26). Pubrene varijante su u obe godine imale viSe prosecne
vrednosti, ali su moguénosti prihvatanja hipoteza o jednakosti aritmetickih sredina
posmatranih populacija osnovnih skupova ocenjene sa verovatno¢ama p=0.17 u 2009.

godini i p=0,18 u 2010. godini.
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Grafik 26. Uticaj dubrenja na broj cvetnih glavica na ogledu arnike u 2009. i 2010.
godini

Broj cvetnih glavica po biljci je u 2010. godini na proleénom plotu sadnje
ocekivano bio statisticki veoma znacajno ve¢i (X = 16,6) nego u 2009. godini (x = 4,6)

(Grafik 27A).
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Grafik 27. Uticaj starenja biljaka (A), vremena
zasnivanja (B) na broj cvetnih glavica po biljci

Uticaj faktora vremena zasnivanja na plantazi arnike u pogledu broja cvetnih

glavica po biljci se pokazao statisticki veoma znacajnim (Grafik 27B). Tako su biljke iz
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prole¢nog plota sadnje formirale statisticki veoma znacajno manji broj cvetnih glavica
po biljci (X = 16,6) u poredenju sa biljkama iz jesenjeg plota sadnje (x = 35,5).

Uticaj faktora vrste sadnica na broj cvetnih glavica po biljci je bio znacajan
samo na plotu prole¢ne sadnje, gde su biljke iz generativne propagacije formirale veci
broj cvetnih glavica (x= 7,9 u 2009.; ¥ = 20,6 u 2010. god.) u odnosu na biljke iz
vegetativne propagacije (x = 1,3 u 2009.; x= 12,7 u 2010. god.) (Grafik 28) (Prilog 4
E i F). Kod biljaka iz jesenjeg plota sadnje uticaj faktora vrste sadnica nije bio statisticki

znacajan.
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Grafik 28. Uticaj vrste sadnica na broj cvetnih glavica po biljci na ogledu arnike u
2009.12010. godini

Od veza sa prethodno obradenim morfoloSkim osobinama, parametar broj
cvetnih glavica po biljci gradi statistiCcki veoma znacajne pozitivne korelacione odnose
(p<0.01) u obe posmatrane godine sa: pre¢nikom rozete, r = 0,91 u 2009. godini
(odnosno =0,71 u 2010. godini), visinom cvetnog izdanka, r=0,85 (r=0,83), i brojem

cvetnih izdanaka, 1=0.96 (1=0.71) (Grafici 29, 301 31).
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Grafik 29. Odnos prec¢nika rozete i broja cvetnih glavica po biljci u 2009. i 2010.
godini
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Grafik 30. Odnos visine cvetnog izdanka i broja cvetnih glavica po biljci u 2009. i
2010. godini
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Grafik 31. Odnos broja cvetnih izdanka i broja cvetnih glavica po biljci u 2009. i
2010. godini
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Precnik cvetne glavice

U 2009. godini na ogledu gajenja arnike precnik cvetne glavice se kretao od 5,9
— 7,5 cm (Grafik 32). Iz prikazanog se moze zakljuciti da su u ovoj godini biljke iz
vegetativne propagacije formirale statisticki veoma znacajno vece precnike cvetnih
glavica u odnosu na biljke iz generativne propagacije. Varijante dubrenja nije uticalo na
formiranje znacajno vecih pre¢nika u odnosu na kontrolnu varijantu ni u jednom tipu

sadnica.
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Grafik 32. Prosecan precnik cvetne glavice arnike na ogledu u
2009. godini

U 2010. godini precnici cvetnih glavica na ogledu su se kretali od 6,4 — 9,1 cm
(Grafik 33). Najveci prosecni precnik cvetne glavice zabelezen je na varijanti
generativnih sadnica u bloku dubrenja stajnjakom na jesenjem plotu sadnje (x= 9.1
cm), a najmanji na prole¢cnom plotu sadnje kod varijante generativnih sadnica bez
primene dubriva (x = 6,4 cm). UopSteno gledajuéi podatke iz 2010. godine, najmanje
precnike cvetnih glavica su imale varijante generativnog razmnozavanja na prolecnom
plotu sadnje, dok su ostale varijante sa manjim ili ve¢im razlikama bile prilicno

ujednacene po ovom parametru.
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Grafik 33. Prosecan pre¢nik cvetne glavice arnike na ogledu u 2010. godini

Iako su u 2010. godini dubrene varijante u oba plota sadnje i kod oba tipa

sadnica u proseku dale vece vrednosti precnika cvetnih glavica, ukupan uticaj faktora

dubrenja na posmatranu osobinu ni u jednoj posmatranoj godini nije bio statisticki

znacajan (Grafik 34). Prihvatanje hipoteza o jednakosti aritmeti¢kih sredina osnovnih

skupova blokova dubrenja, u dve posmatrane godine, ocenjene su sa verovatno¢ama od

86%, u 2009 godini, 1 8% u 2010. godini.
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Grafik 34. Uticaj faktora dubrenja na precnik cvetne glavice arnike u 2009. 12010

godini.
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Na delu ogleda sadenog na proleée u 2009. godini je prec¢nik cvetne glavice bio
statisticki znac¢ajno manji (X = 6,7 cm) nego u 2010. godini (x = 7,4 cm) (Grafik 35A).
Uticaj faktora vremena zasnivanja je u 2010. godini bio u pogledu vrednosti pre¢nika
cvetne glavice statistiCki veoma znacajan, gde su biljke iz jesenjeg roka sadnje razvile
vece precnike cvetnih glavica (X = 8,1 cm) u odnosu na biljke iz prole¢njeg roka sadnje

(x=17,4 cm) (Grafik 35B).
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Grafik 35. Uticaj starenja (A) 1 vremena zasnivanja
ogleda (B) na pre¢nik cvetne glavice
Uticaj faktora vrste sadnica na prec¢nike cvetnih glavica arnike je bio statisticki
veoma znacajan na prole¢nom plotu sadnje, gde su vegetativne sadnice u obe godine
razvile ve¢e precnike cvetnih glavica (x= 7,3 cm, u 2009.; x= 7.9 cm, u 2010.) u
odnosu na biljke iz generativne propagacije (x = 6,0 cm, u 2009.; x = 6,8 cm, u 2010.)
(Grafik 36) (Prilog 4 E 1 F). Kod biljaka iz jesenjeg plota sadnje je bila obrnuta situacija.
U ovom roku sadnje su biljke iz generativnih varijanti razmnozavanja razvile statisticki
znacajno vece precnike cvetnih glavica (x = 8,5 cm) u odnosu na biljke iz vegetativne

propagacije (X = 7,7 cm).
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Grafik 36. Uticaj vrste sadnica na precnik cvetne glavice na ogledu arnike u 2009. i
2010. godini

Svojstvo precnika cvetne glavice je u 2009. godini pokazalo statisti¢ki veoma
znacajne negativne korelacione odnose sa pre¢nikom rozete, visinom cvetnog izdanka i
brojem cvetnih glavica po biljci (Tabela 15). Medutim, u 2010. godini, takvi odnosi

prestaju da vaze.

Tabela 15. Odnosi precnika cvetne glavice na ogledu arnike sa prethodno
obradenim morfoloskim parametrima u 2009. i 2010. godini

2009 2010
r r

Prec¢nik rozete -.5501 -.0074
p=-005 p=-960

Visina cvetnog izdanka -.6232 .0530
p=.001 p=.721

Broj cvetnih izdanaka -.5165 -.0050

. p=010  p=973

Broj cvetnih glavica po biljci -.5321 2355
p=.007 p=.107
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Broj sekundarnih rozeta

Prosecan broj sekundarnih rozeta na ogledu arnike u 2009. godini kretao se od
5,7 — 18,3 (Grafik 37). Najveci broj sekundarnih rozeta formirale su biljke iz prole¢nog
plota sadnje (13,3 — 18,3), a najmanje biljke iz jesenjeg plota sadnje (5,7 — 8,3). Uticaj
faktora dubrenja je bio statisticki znaCajan samo u sluCaju vatijante generativnog
razmnozavanja u bloku dubrenja stajnjakom na proleénom plotu sadnje u odnosu na

kontrolnu varijantu.

22 ab
. ab
20
18
— _b_

16
]
N 14 <
= -4 o
=
=
5 12
o
5 c
3 10 I
=)
4 8 e o c

C
C

6

4

, 1

POG PMG PKG JOG JMG JKG JOV JMV JKV

Grafik 37. ProseCan broj sekundarnih rozeta na ogledu arnike u 2009.
godini
U 2010. godini broj sekundarnih rozeta na ogledu se kretao od 25,3 — 35,0
(Grafik 38). Nisu uocene statisticki znacajne razlike izmedu posmatranih varijanti, ali se
moze re¢i da je na proleénom plotu sadnje varijanta dubrenja mineralnim dubrivom
formirala najveci broj sekundarnih rozeta, dok su nasuprot ovome varijante mineralnog
dubrenja na jesenjem plotu sadnje formirale najmanji broj sekundarnih rozeta. Takode
varijante dubrene stajskim dubrivom su, u ovoj godini, na jesenjem plotu sadnje

formirale najveci broj sekundarnih rozeta.
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Grafik 38. Prosecan broj sekundarnih rozeta na ogledu arnike u 2009. godini

Uticaj faktora dubrenja na broj sekundarnih rozeta, posmatraju¢i variranje
vrednosti ovog paramatra na celom ogledu, nije bio statisticki znacajan ni u jednoj od
posmatranih godina (Grafik 39). Verovatnoce prihvatanja nulte hipoteze o jednakosti
aritmetiCkih sredina osnovnih skupova blokova dubrenja ocenjene su verovatnoom

p=0,37 u 2009., odnosno p=0,34 u 2010. godini.
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Grafik 39. Uticaj faktora dubrenja na broj sekundarnih rozeta arnike u 2009. 1 2010
godini.
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Broj rozeta je na oba plota sadnje bio statisticki veoma znacajno visi u 2010.
godini u odnosu na 2009. godinu (Grafik 40). Tako su se vrednosti ovog parametra na
prole¢nom plotu sadnje kretale oko 16,2 rozete, u 2009. godini, i oko 30,4 rozete, u
2010. godini (Grafik 40A). Isto tako su se vrednosti ovog parameta na jesenjm plotu
sadnje kretale oko 6,7 rozete, u 2009. godini, i oko 29,8 rozete u 2010. godini (Grafik
40B).
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Grafik 40. Uticaj starenja na broj sekundarnih rozeta
arnike na prole¢énom (A) i jesenjem (B) plotu sadnje
Uticaj vremena zasnivanja na broj sekundarnih rozeta na ogledu arnike bio je
statisticki veoma znacajan samo u 2009. godini (Grafik 41), gde su biljke sadene na
prolece formirale veci broj sekundarnih rozeta (x = 16,3 cm) u odnosu na biljke sadene
na jesen (x = 6,7 cm) (Grafik 41A). Broj formiranih sekundarnih rozeta se u 2010.
godini na oba plota sadnje ujednacava (oko 30 rozeta na oba plota sadnje), pa razlike

izmedu sredina testiranih skupova nisu statisticki znacajne (Grafik 41B).

80



Rezultati istraZivanja Doktorska disertacija

22 - T 40
A .
0 5 o £ B ns. =
18
16+ L
g 3
14
. ¥ a2t
£ 12} T £
2 | 30 o
g g
§ 0 5
L B 7 2|
£ o ! &
) i %
ol |
24
il ]
2
2l i
PROLECE 09 JESEN 08 PROLECE 10 JESEN 10

Grafik  41. Uticaj vremena zasnivanja na broj
sekundarnih rozeta arnike u 2009. (A) 1 2010. (B) godini

Uticaj vrste sadnica na broj sekudarnih rozeta na jesenjm plotu sadnje u obe

posmatrane godine nije bio statisticki znacajan (Grafik 42).
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Grafik 42. Uticaj vrste sadnica na broj sekundarnih rozeta na jesenjem plotu sadnje u
2009.12010. godini

Parametar broj sekundarnih rozeta je bio u statisticki znacajnoj pozitivnoj

korelaciji (r=0,71) sa pre¢nikom rozete samo u 2009. godini (Grafik 43).
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Grafik 43. Odnosi precnika rozete i broja sekundarnih rozeta na ogledu arnike u
2009.12010. godini

Isto tako znacajne pozitivne korelacije broj sekundarnih rozeta ostvaruje u 2009.

godini sa ve¢inom prethodno obradivanih morfoloskih osobina (Tabela 16), dok sa

pre¢nikom cvetne glavice gradi negativno korelisanu vezu (r = - 0,46).

U 2010. godini gubi se jaCina i statistiCka znacajnost korelacionih odnosa

posmatranog parametra sa visinom cvetnog izdanka i brojem cvetnih glavica po biljci,

dok jacina ostalih veza slabi.

Tabela 16. Odnosi parametra broj sekundarnih rozeta arnike sa

prethodno prou¢avanim osobinama

2009 2010

r r
Visina cvetnog izdanka .6460 .1894
p=.001 p=.197
Broj cvetnih izdanaka .6914 .2959
p=.000 p=.041
Broj cvetnih glavica po biljci 7160 1425
p=-000 p=-334
Precnik cvetne glavice -.4566 -.3784
p=.025 p=.008
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6.2. Prinosi

Prinos cvetnih glavica

U 2009. godini obavljeno je osam zetvi cvetnih glavica arnike samo na
prole¢nom plotu sadnje. Najvec¢e mase ubranog cveta (15,5 — 30,2%) bile su u drugoj,
tre¢oj 1 Cetvrtoj zetvi kod biljaka iz generativne propagacije (Grafik 44A), odnosno u
prvoj, drugoj i trecoj (11,4 — 47,1%) kod biljaka razmnozenih deobom bokora (Grafik
44B) (Tabela 17).
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Grafik 44. Prinosi cveta u 2009. godini po berbama na proleénom delu ogleda sa
generativnim (A) 1 vegetativnim (B) sadnicama

Tabela 17. Prinosi cvetnih glavica [%] u svakoj pojedinacnoj zetvi u 2009. godini

2l.maj 25.maj 27.maj 3.jun  S.jun  8.jun  10.jun  15.jun

| 11 11X v \ VI VI VIII
POG 1.5 30.2 16.8 30.2 9.0 8.8 24 1.2
PMG 1.7 25.0 15.5 271 10.3 12.5 5.1 2.8
PKG 1.4 27.5 17.0 29.7 6.7 10.7 4.7 23
POV 37.0 38.3 14.8 7.2 2.1 0.4 0.2 0.0
PMV 28.6 31.5 19.1 17.0 2.8 0.1 0.7 0.2
PKV 29.9 47.1 114 3.9 7.5 0.0 0.2 0.0

Prinosi cvetnih glavica u 2009. godini su se kretali od 5.2 — 143.6 kg/ha (Grafik
45). Iz prikazanih podataka se moZze videti da su biljke iz generativnih varijanti
razmnozavanja imale znatno vece prinose cvetnih glavica od biljaka iz vegetativne
propagacije. Takode se moZze zakljuciti da je uticaj dubrenja bio statisticki znacajan

samo na varijantama generativnog razmnoZzavanja, gde su dubrene varijante dale vece
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prinose ( x = 143,6 kg/ha, varijanta dubrena stajnjakom, i 136,4 kg/ha, varijanta dubrena
NPK) od kontrolne varijante (X = 59,8 kg/ha). Prinosi na delu ogleda razmnozenim

deljenjem bokora su bili znatno skromniji i kretali su se od 5,2 — 15,4 kg/ha.
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Grafik 45. Prosecni prinosi cvetnih glavica arnike u 2009. godini

U 2010. godini obavljene su Sest Zetvi cvetnih glavica arnike. Dinamika zetvi u
ovoj godini je bila sli¢na kao u 2009. godini. Preko 70% ubranog cveta rasporedeno je u
tri Zetve i to u trecoj, Cetvrtoj i petoj, u svim varijantama osim u varijantama vegativnog
razmnozavanja na prole¢no sadenom plotu, gde su najmasovnije bile prve tri Zetve

(Grafik 46ABCD 1 Tabela 18).
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Grafik 46. Prinosi cveta u 2010. godini po berbama na proleénom delu ogleda sa
generativnim (A) i vegetativnim (B) sadnicama; na jesenjem delu ogleda sa generativnim
(C) 1 vegetativnim (D) sadnicama.

Tabela 18. Prinosi cvetnih glavica [%] u svakoj pojedinacnoj zetvi u 2010. godini
24, maj 28. maj 31. maj 8. jun 11. jun 15. jun

| 11 111 v \ V1
POG 0.4 10.6 33.6 27.4 26.8 1.2
PMG 1.2 11.3 29.7 27.9 28.8 1.1
PKG 0.0 10.8 243 41.8 21.8 1.3
POV 11.4 3.6 82.5 0.4 2.1 0.0
PMV 22.8 22.7 34.0 20.4 0.0 0.0
PKV 46.3 10.2 26.5 16.9 0.0 0.0
JOG 0.0 33 21.9 33.9 37.0 4.0
IMG 0.0 2.7 20.4 31.3 39.9 5.8
JKG 0.0 3.5 19.8 27.2 45.3 4.1
JOV 0.0 5.7 23.9 34.4 30.7 52
IMV 0.0 4.7 22.6 25.1 39.1 8.5
JKV 0.0 5.5 209 29.9 35.7 8.0

Prinosi cvetnih glavica u 2010. godini su se kretali od 3,7 — 258,7 kg/ha (Grafik
47). Na plotu proleéne sadnje biljke iz generativne propagacije su dale statistiCki
znacajno vise prinose cvetnih glavica od biljaka razmnozenih vegetativnim putem. Kod

biljaka iz generativne propagacije ovog plota je, takode je bio uocljiv i uticaj dubrenja
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koji se ogledao u visim prinosima dubrenih varijanti (x = 176,9 kg/ha, varijanta dubrena
stajnjakom, i 200,4 kg/ha, varijanta dubrena NPK) u odnosu na kontrolu (x = 116,2
kg/ha). Varijante vegetativnog razmnozavanja na prole¢énom plotu sadnje su dale
izuzetno niske prinose cvetnih glavica koji su se kretali od 3,7 — 5,6 kg/ha. Biljke
jesenjeg plota sadnje su dale najvece prinose cvetnih glavica (od 175,7 — 258,7 kg/ha),
ali je samo na generativno razmnoZenim varijantama uticaj dubrenja bio statisticki
znacajan. Ovde su dubrene varijante dale visi prinos cvetnih glavica (x = 250,9 kg/ha,
varijanta dubrena stajnjakom, i 258,7 kg/ha, varijanta dubrena NPK) u poredenju sa

kontrolom (x = 175,8 kg/ha).
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Grafik 47. Prosecni prinosi cvetnih glavica arnike u 2010. godini

Uprkos statisticki zna¢ajnom uticaju faktora dubrenja na prinos cvetnih glavica u
varijantama generativnog razmnozavanja, u oba plota sadnje, ukupan uticaj faktora
dubrenja na ogledu arnike nije bio statisticki znacajan ni u jednoj godini posmatranja
(Grafik 48). Prihvatanje nultih hipoteza o jednakosti aritmetickih sredina osnovnih
skupova blokova dubrenja u 2009. 1 2010. godini, ocenjeno je sa verovatnocama p=0.41

1 p=0.47, respektivno.
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2000 2010
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Grafik 48. Uticaj faktora vrste dubrenja na prinos cvetnih glavica arnike u 20009. i
2010. godini

Za testiranje uticaja faktora starenja biljaka i vremena sadnje sa prole¢no
sadenog plota uzimane su u razmatranje samo biljke iz generativne propagacije
(GEN)(Grafik 49), posto se ukljucivanjem vegetativno razmnozenih varijanti ukupna
varijansa znacajno povecavala ¢ime se prikrivala statistiCki znacajna razlika izmedu
aritmetickih sredina osnovnih skupova vrednosti prinosa cvetne glavice u dve uzastopne
godine. Isti princip posmatranja primenjen je i u narednom testu radi uniformnosti
prikaza. Prinos cvetne glavice na proleénom plotu sadnje u 2010. godini bio je
ocekivano statisticki znacajno visi od prinosa u 2009. godini, ali samo u slucaju
izolovanog posmatranja generativno razmnozenih biljaka (Grafik 49A). U 2010. godini
razlika izmedu aritmetickih sredina nivoa pronosa cvetne glavice na prole¢nom i
jesenjm plotu bila je statisticki veoma znacajna (Grafik 49B), gde su biljke iz jesenjeg
dale vise prinose (x = 218,3 kg/ha) od biljaka iz prole¢nog plota sadnje (x = 84,8
kg/ha).
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Grafik 49. Uticaj starenja generativno razmnozenih biljaka (A) i
vremena zasnivanja ogleda (B) na prinos cvetnih glavica arnike
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Uticaj faktora vrste sadnica je bio znacajan samo na prole¢nom plotu sadnje i to
u obe posmatrane godine (Grafik 50). Na delu ogleda sadenom na prole¢e biljke iz
generativne propagacije su u 2009. (odnosno 2010.) godini dale viSe prinose cvetnih
glavica (x= 113,3 kg/ha, odnosno x= 164,6 kg/ha) od vegetativno razmnoZenih
varijanti (X = 11,2 kg/ha, odnosno x = 4,9 kg/ha). Na jesenjem plotu ogleda biljke iz
generativne su takode dale viSe prinose (x= 228,4 kg/ha) u odnosu na one iz
vegetativne propagacije (X = 208,1 kg/ha), ali razlike njihovih aritmetickih sredina nisu

bile statisticki znacajne (Prilog 4 B).
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Grafik 50. Uticaj vrste sadnica na prinos cvetne glavice arnike u 2009. i1 2010. godini

U Tabeli 19. dat je pregled dve preracunate osobine na osnovu broja prisutnih
biljaka na parcelici u trenutku zetve. Na osnovu ovog prikaza se moze sagledati kakav
bi bio prinosni potencijal pojedinih varijanti da nije bilo propadanja biljaka, odnosno da
je na ogledu oCuvan teoretski pun sklop od 71428 biljaka/ha (raspored 70 x 20 cm). Iz
ove tabele se moze zakljuciti da bi u 2009. godini najvise prinose dale dubrene varijante
generativnog tipa razmnozavanja, a najnize varijante vegetativnog razmnoZzavanja.
Takode na ovom plotu slicna situacija se ponavlja i u 2010. godini, dok se na jesenjem
plotu sadnje kao najprinosnija izdvaja varijanta generativhog razmnozavanja dubrena
mineralnim dubrivom. Sve ostale varijante su po teoretskim prinosima vrlo ujednacene i
bliske najboljoj varijanti, osim kontrolne varijante dubrenja kod generativnog tipa

sadnica koja se statisticki znacajno razlikuje od ove grupe.
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Tabela 19. Preracunati prinosi cveta po biljci i u teoretskom sklopu (71428 biljaka/ha)

Varijanta Prinos cveta po biljci [g] Teoretski prinos cveta [kg/ha]
2009
POG 2214042 a 158.14+£2991 a
PMG 2.11+£093 a 150.83 £66.73 a
PKG 098+0.52 b 69.67 £36.99 b
POV 0.86+0.39 b 31.07+2.25b
PMV 0.67+£0.10 b 4759+730b
PKV 0.43+£0.03 b 61.24£28.18b
2010

POG 3.31£0.64 de 236.20 +£45.78 de
PMG 3.75+£1.20 cd 267.75 + 85.84 cd
PKG 228+1.05¢ 163.08 +£74.97 ¢
POV 1.90+0.51 ¢ 135.55+36.29 ¢
PMV 2.04+027 ¢ 14556 £ 1945 ¢
PKV 1.40+0.51 ¢ 99.82£36.49 ¢
JOG 539+0.21 ab 384.90 = 14.75 ab
JMG 5.84+£092a 417.09 +65.44 a
JKG 4.20 + 1.04 bed 299.72 + 74.44 bed
JOV 5.26+0.76 ab 375.49 £ 54.24 ab
JMV 4.87 £ 1.24 abc 347.69 = 88.41 abc
JKV 4.98 £ 0.55 abc 355.56 +£39.33 abc

# Razlicita slova oznadavaju statisticku znacajnost Dankanovog testa na nivou p<0.05

Prinos cvetne glavice u obe posmatrane godine gradi pozitivne korelacione
odnose sa odredenim brojem morfoloskih parametara kako $to su: precnik rozete
(r=0,94 u 2009, i =0,82 u 2010. godini) (Grafik 51), visina cvetnog izdanka (r=0,91 1
r=0,83) (Grafik 52), broj cvetnih izdanaka (r=0,91 i r=0,83) (Grafik 53) i broj cvetnih
glavica po biljci (=0,95 i =0.86) (Grafik 54).

2008 2010
Precnik razete [cm] Prinos cvetne glavice [kghal = 0.8426, p = 0.0000 Precnik razete [em] Prinos cvetne glavice [kghal: = 0.8193, p = 0.0000
Prins cvetne glavice (kgha) = -158.3609+13.481%; 0.5 Conf Int. Prinas cvetne glavice [kgha] = -221.9791+15.5664"x 0.95 Conf.int.
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Grafik 51. Odnosi pre¢nika rozeta sa prinosom cvetne glavice na ogledu arnike u 2009.
12010. godini
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Grafik 52. Odnosi visina cvetnih izdanaka sa prinosom cvetne glavice na ogledu

arnike u 2009. 1 2010. godini
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Grafik 53. Odnosi broja cvetnih izdanaka
arnike u 2009. 1 2010. godini

sa prinosom cvetne glavice na ogledu
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Grafik 54. Odnosi broja cvetnih glavica po biljci sa prinosom cvetne glavice na
ogledu arnike u 2009. 1 2010. godini

Izmereni precnici cvetnih glavica su ostvarili statisticki znacajan negativno
korelisan odnos sa prinosom cvetne glavice u 2009. godini (r= - 0,60), ali se taj odnos

nije zadrzao i u 2010. godini (Tabela 14). Takode broj formiranih sekundarnih rozeta u
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2009. godini ostvaruje pozitivno korelisan odnos ocenjen statistiCcki veoma znacajno

(r=0,74), koji se gubi u narednoj godini (Tabela 20).

Tabela 20. Korelacioni odnosi prinosa cvetne glavice sa preénikom cvetne glavice i
brojem sekundarnih rozeta

Prinos cvetne glavice [kg/ha]

2009 2010
r r
Precnik cvetne glavice [cm] -.6048 0656
p=.002 p=.658
Broj sekundarnih rozeta 7467 2328
p=-000 p=.111

Prinos rizoma

U 2009. godini prinosi rizoma su se kretali od 106,3 — 373,7 kg/ha, gde je
najve¢i prinos izmeren na proleénom plotu sadnje kod varijante generativnog
razmnozavanja u bloku dubrenja stajskim dubrivom (x = 373,7 kg/ha), a najnize
prinose rizoma imale su varijante generativnog razmnozavanja na jesenjem plotu sadnje
(od 106,3 — 142,5 kg/ha) (Grafik 55) (Prilog 5 A, D i E). Uticaj dubrenja u ovoj godini

nije bio statisticki znacajan ni u jednoj od posmatranih varijanti tipa sadnica.
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Grafik 55. Prosecni prinosi rizoma na ogledu arnike u 2009. godini

U 2010. godini prinosi rizoma su se kretali od 475,9 — 897,5 kg/ha (Grafik 56).
Prinosi rizoma su na celom ogledu po svim varijantama bili prilicno ujednaceni, a uticaj

dubrenja, kao u prethodnoj godini nije bio statisticki znacajan.
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Grafik 56. Prosecni prinosi rizoma na ogledu arnike u 2010. godini

Skroman uticaj faktora vrste dubrenja po varijantama se istim takvim pokazao i
na celom ogledu, gde razlike izmedu tretmana ni u jednoj posmatranoj godini nisu bile
statisticki znacajne (Grafik 57). Hipoteze o jednakosti aritmeti¢kih sredina skupova su

ocenjene verovatnoc¢ama p=0,18 u 2009. godini, i p=0,11 u 2010. godini.
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Grafik 57. Uticaj vrste dubrenja na prinos rizoma u 2009. 1 2010. godini

Prinos rizoma je na oba plota sadnje u 2010. godini bio statisticki znacajno visi

nego u 2009. godini (Grafik 58A 1 B).
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Grafik 58. Uticaj starenja na prinos rizoma brdake
na prole¢nom (A) i jesenjem (B) plotu sadnje

Biljke sa prole¢nog plota sadnje su dale u obe posmatrane godine stitisticki

znacajno vece prinose u odnosu na biljke sa jesenjeg plota sadnje (Grafik 59 A i B).
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Grafik 59. Uticaj faktora vremena zasnivanja na prinos
rizoma brdake u 2009. (A)i 2010. (B) godini

Uticaj faktora vrste sadnica na prinos rizoma ni u jednoj od posmatranih godina

na jesenjem plotu sadnje nije bio znacajan (Grafik 60).
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Grafik 60. Uticaj faktora vrste sadnica na prinos

rizoma arnike u 2009. i 2010. godini na jesenjem plotu
sadnje

Jacina veze izmedu broja sekundarnih rozeta i prinosa rizoma okarakterisana je
statisticki znaCajnim pozitivnim korelacijama, pa se moze re¢i da je veza izmedu ove
dve osobine u 2009. godini bila jaka (r = 0,80), a u 2010. godini osrednja (r = 0,54)
(Grafik 61).
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Grafik 61. Jacina zavisnosti prinosa rizoma od broja sekundarnih rozeti

Veze sa ostalim posmatranim osobinama nisu bile statisticki znacajne osim veze
sa brojem cvetnih glavica po biljci, koja je u 2009. godini okarakterisana kao osrednja
pozitivna korelacija (r = 0,59), a u 2010. godini kao slaba negativna korelacija (r = -

0,39) (Tabela 21).

Tabela 21. Korelacioni odnosi prinosa rizoma sa ostalim
posmatranim osobinama

Prinos rizoma

[kg/ha]
2009 2010
r r

Precnik rozete [cm] 4478 -.0507

p=.144  p=.772
Visina cvetnog izdanka [cm] 3121 -.1624

p=.323 p=.351
Broj cvetnih izdanaka 5613 -.0393

p=.058 p=.823
Broj cvetnih glavica po biljci .5934 -.3931

p=.042  p=.019
Precnik cvetne glavice 4301 -.1584

p=.163  p=.363
Prinos cvetne glavice [kg/ha] 5632 -.2833

p=.057 p=.099
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Prinos korena

Prose¢ne vrednosti prinosa korena u 2009. godini na ogledu arnike su se kretale
od 194,3 — 426,4 kg/ha (Grafik 62) (Prilog 5 A, B i C). Iako su dubrene varijante, po
svakom tipu sadnica, na oba plota sadnje, bile prinosnije od kontrolnih varijanti, izmedu
aritmetickih sredina svih varijanti na ogledu nisu uocene statisticki znacajne razlike (Fg,

7=1,1240, p=0,3790).
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Grafik 62. Prinosi korena arnike u 2009. godini

U 2010. godini prinosi korena su se kretali od 420,7 — 614,7 kg/ha (Grafik 63).
Najvecée prinose su postigle dubrene varijante generativnho razmnozenih biljaka na
prole¢nom plotu sadnje i kontrolna varijanta generativnog razmnozavanja na jesenjm
plotu sadnje (605,5 — 614,7 kg/ha). Statisticki znac¢ajno najnize prinose korena su imale
varijante vegetativnog razmnozavanja u bloku mineralnog dubrenja i kontrole na

jesenjm plotu sadnje (427,5 kg/ha 1 420,7 kg/ha, respektivno).
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Grafik 63. Prinosi korena arnike u 2010. godini

Uticaj faktora vrste dubrenja u obe posmatrane godine nije uzrokovao variranje
prinosa korena arnike na ogledu da bi se razlike izmedu blokova dubrenja mogle oceniti

kao statisticki znacajne (Grafik 64).
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Grafik 64. Uticaj dubrenja na prinos korena arnike u 2009. i 2010. godini

Prinosi korena u 2010. godini su na oba plota sadnje po visini nadmasili prinose

iz 2009. godine (Grafik 65). Uticaj starenja u pogledu prinosa korena je ocenjen kao

statisticki veoma znacajan.
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Grafik 65. Uticaj starenja na prinos korena na prole¢nom
(A) ijesenjem plotu (B) sadnje
Uticaj vremena sadnje je samo u drugoj posmatranoj godini (2010.) ocenjen
statistickom znacajnoséu (p<0,05) dok u prvoj godini (2009.) razlika izmedu

aritmetickih sredina dva plota sadnje nije bila statisticki znacajna (Grafik 66).
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Grafik 66. Uticaj vremena sadnje na prinos korena u 2009. (A)
12010. (B) godini

Uticaj faktora vrste sadnica na prinos korena nije bio statisticki znacajan ni u

jednoj posmatranoj godini na jesenjem plotu sadnje (Grafik 67).
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Grafik 67. Uticaj vrste sadnica na prinos korena arnike

na jesenjem plotu sadnje

Prinos korena je u obe posmatrane godine pokazao statisticki znacajnu pozitivnu

korelisanost da prinosom rizoma (Grafik 68). Tako je jafina veze ova dva svojstva u

2009. godini ocenjena kao jaka koeficijentom korelacije r=0,88, dok je u 2010. godini

ocenjena kao osrednja koeficijentom r=0,49. Od veza sa ostalim osobinama prinos

korena arnike u prvoj posmatranoj godini nije imao znac¢ajnih korelacija, dok je u drugoj

godini ostvario slabu negativnu korelaciju sa osobinom broj cvetnih glavica po biljci

koja je ocenjena koeficijentom r = - 0,31 i verovatno¢om p=0,029.
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Grafik 68. Odnosi izmedu prinosa rizoma i prinosa korena arnike u 2009

godini.
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Prinos etarskog ulja korena i rizoma

Prinos etarskog ulja korena u 2009. godini kretao se od 1,05 — 3,15%, dok se

prinos etarskog ulja rizoma kretao od 3,98 — 4,83% (Grafik 69).
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Grafik 69. Procenat etaskog ulja u korenu i rizomu u 2009. godini po varijantama

U narednoj, 2010. godini, prinosi ova dva organa su se ujednacili, pa se prinos

etarskog ulja u korenu kretao od 1,7 — 2,4 %, a u rizomu od 2,1 — 3,1% (Grafik 70).
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Grafik 70. Procenat etaskog ulja u korenu i rizomu u 2010. godini po varijantama
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U Tabeli 22. dat je pregled vetovatnoc¢a prihvatanja nulte hipoteze o jednakosti
aritmetickih sredina prinosa etarskog ulja posmatranih blokova dubrenja. 1z prikazanog
se moze zakjuciti da ni jedna predstavljena verovatnoca nije bila manja od 0,05,
odnosno da uticaj faktora vrste dubrenja ni u jednoj posmatranoj godini nije imao

statisticki znacajan uticaj na prinos etarskih ulja korena i rizoma.

Tabela 22. Uticaj faktora vrste dubrenja na prinos etarskog ulja korena i rizoma
Vrsta dubrenja®

p
2009
Koren 0.7653
Rizom 0.5097
2010
Koren 0.2489
Rizom 0.1288

? Date p vrednosti predstavljaju verovatnoée prihvatanja nulte hipoteze

Prinos etarskog ulja (%) je u obe godine bio statisticki veoma znacajno visi u

rizomu nego u korenu (Grafik 71 A i B)
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Grafik 71. Prinosi etarskog ulja (%) u korenu i
rizomu u 2009. (A) 1 2010. (B) godini

Uticaj starenja na prinos etarskog ulja u korenu je bio statisticki znacajan samo
kod biljaka sa proleénog plota sadnje (Grafik 72A i B), gde je procenat ulja u 2009.
godini bio visi (X = 2,7%) u odnosu na 2010. godinu (x = 2,1%). Prinosi etarskog ulja u

rizomu su na oba posmatrana plota bili statistiCki veoma znacajno visi (x = 4,7%, na
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prole¢nom plotu i x = 4,4%, na jesenjem plotu) u 2009. godini u odnosu na 2010.

godinu (X = 2,9% na prole¢nom plotu i x = 2,5%, na jesenjem plotu) (Grafik 72C i D).
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Grafik 72. Uticaj starenja na prinos etarskog ulja korena na
prole¢nom (A) i jesenjem (B) plotu sadnje i etarskog ulja
rizoma na prole¢nom (C) i jesenjem (D) plotu sadnje

Uticaj faktora vremena zasnivanja plantaze je ocenjen kao statisticki znacajan
samo u slucaju prinosa etarskog ulja korena u 2009. godini (Grafik 73A). Aritmeticke
sredine prinosa ulja u korenu, u drugoj, i rizomu, u obe posmatrane godine, nisu se

razlikovale izmedu plotova sadnje (Grafik 73B, C i D).
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Grafik 73. Uticaj vremena zasnivanja na prinos etarskog
ulja korena u 2009. (A) 1 2010. (B) godini i etarskog ulja
rizoma u 2009. (C) 1 2010. (D) godini
Uticaj faktora vrste sadnica na prinos etarskog ulja, u obe posmatrane godine, na
jesenjem plotu sadnje, nije bio statisticki znacajan ni u jednom od posmatranih

podzemnih organa (Grafik 74A, B, Ci D)
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Prinosi eterskog ulja korena nisu u obe posmatrane godine pokazali statisticki
znacajnu vezu sa prinosom korena (r = -0,16), dok su prinosi etarskog ulja rizoma
pokazali statisticki jaku negativnu korelisanost sa prinosom rizoma (r = -0,79) (Grafik

75).
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Grafik 75. Odnosi prinosa etarskih ulja
podzemnih organa

korena i rizoma sa prinosima biomase

Uticaj faktora na variranje morfoloskih parametara i prinosa

U Prilogu 3 dat je tabelarni pregled aritmetickih sredina svih proucavanih

morfoloskih parametara i prinosa zajedno sa oznacenim statistickim znacajnostima

izmedu varijanti, a na Tabeli 23 je predstavljen pojedinacni uticaj faktora na svaku

posmatranu osobinu zajedno sa medusobnom interakcijom faktora. Iz prikazonog se

moze zaklju¢iti da su svi indukovani faktori imali uticaj na variranje vrednosti

nadzemnog dela arnike, ali da su u pogledu formiranja sekundarnih rozeta i prinosu

podzemnnih organa imali skroman doprinos. Takode je prisutan i veliki broj interakcija

izmedu faktora koje su u velikom broju

slucajeva prikrivale statisticku znacajnost

faktora vrste dubrenja (Grafici 6, 11, 17, 26 1 48).
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Tabela 23. Pregled uticaja faktora na variranje morfoloskih parametara i prinosa i interakcija izmedu fakotra

Broj
Visina Broj cvetnih  Precnik  Prinos Broj
Pre¢nik  cvetnog cvetnih glavica cvetne cvetne sekundarnih Prinos Prinos
Izvor varijacije rozete®  izdanka  izdanaka pobiljci glavice  glavice rozeta rizoma  korena
2009 p p p p p p p p
Vrsta sadnica (B) 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.7340 0.1258  0.8701
Vrsta dubrenja (C) 0.0014 0.0011 0.0289 0.0008 0.6689 0.0380 0.6756 0.2197  0.3301
BxC 0.0209 0.0353 0.0521 0.0012 0.8533 0.0230 0.9617 0.2854  0.4020
2010
Vreme sadnje (A) 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0008 0.0000 0.1240 0.0398  0.0468
Vrsta sadnica (B) 0.0000 0.0000 0.0003 0.0000 0.3682 0.0000 0.2680 0.1701 0.5362
Vrsta dubrenja (C) 0.0003 0.0000 0.0130 0.0082 0.0177 0.0224 0.1832 0.1098  0.6830
AxB 0.0000 0.0002 0.0000 0.0000 0.0001 0.0000 0.0000 0.1181 0.8626
AxC 0.0178 0.5077 0.5942 0.5160 0.5761 0.6441 0.2974 0.9608  0.4213
BxC 0.3163 0.9076 0.5619 0.0077 0.3814 0.0127 0.2108 0.8509  0.5681
AxBxC 0.5457 0.5582 0.0825 0.7510 09114 0.8988 0.7932 0.0460  0.1745

# p vrednosti u tabeli predstavljaju verovatnoée prihvatanja nulte hipoteze
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6.3. Mikroskopska i hromatografska karakterizacija droga
Makroskopski pregled
Na slici 25. prikazan je makroskopski pregled droga Arnicae 1 Calendulae flos,

kao i cveta Doronicum columnae od slike otvorenog cveta (A), preko osusenih (B) i

samlevenih (C) cvetnih glavica do slike praska pod lupom (D).

Arnica montana Calendula officinalis Daronicum columnae

Slika 25. Makroskopski prikaz droga Arnicae flos, Calendulae flos 1 cveta Doronicum
columnae; A — cvetne glavice u punom cvetnoj glavici; B — osusene cvetne glavice; C —
samlevene cvetne glavice; D — spraseni cvet pod lupom (x40)
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Na ovom pregledu se moze uociti kako je u fazi punog cveta najlakse razlikovati
ove tri biljne vrste, ali da se uocljive razlike polako gube ve¢ na nivou osusenih glavica,
dok su na nivou samlevenih glavica jedva uocljive. Prilikom pregleda pod lupom (pod
uvelicanjem x40) veoma je tesko razlikovati sprasene delove cveta posmatrane tri biljne

vrste.

Mikroskopska analiza

Na Slici 26 predstavljen je uporedni pregled delova cvetne glavice arnike sa dva

pretpostavljena falsifikata.

Arnica mantana Calendula officinalis Doronicum columnag
. l
‘* i V]

B t 4 :tf:i!

" h)

Slika 26. Mikroskopski prikaz delova droga Arnicae flos, Calendulae flos 1 cveta
Doronicum columnae; A — dlake na aheniji; B — Zlezdane dlake na involukrumu; C —
uljane kapljice u krunicama jezicastih cvetova; D — papus; E — prasnici; F — zig tucka
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Slika 27. pokazuje razlike u dlakama koje su prisutne u bazi krunice cevastih
cvetova vrsta 4. montana i C. officinalis. Kod A. montana se vide dugacke jednostruke
visecelijske dlake (Slika 27 - dk), dok su kod C. officinalis jasno uocljive visecelijske
dlake sastavljene od dva reda ¢elija (Slika 27 - ddk).

Arnica montana Calendula officinalis

Slika 27. Mikroskopski prikaz dlaka u baznom delu krunice cevastih cvetova kod 4.
montana i C. officinalis; dk - duge visecelijske dlake; ddk — dvostruke duge visecelijske
dlake.

Na Slici 28. predstavljena je spraSena droga Arnicae flos gde se pod
mikroskopskim uveli¢anjem x5 mogu uociti dvostruke dlake sa povrSine ahenija (da),
jednostruke visecelijske dlake sa baze krunice cevastih cvetova (dk), deo krunice

cevastih cvetova (k), povrSina dela epidermisa ahenije prekrivena rdastim mrljama i

delovi papusa dijametra ca. 70 pm.
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Slika 28. Sprasena droga Arnicae flos pod mikroskopskim uveliCanjem x5; dk — duge
visecelijske dlake sa baze krunice cevastih cvetova; da — dvostruke dlake sa povrsSine
ahenije; p — papus dijametra ca. 70 um; ah — povrsina ahenije prektivena rdavim mrljama;
k — deo krunice cveta.

Na Slici 29. prikazan je mikroskopski pregled praha cvetne glavice C. officinalis

(x5) gde se mogu uociti dvostruke dlake poreklom sa baze krunice cevastih cvetova
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(ddk), deo prasnika (a), delovi krunice cvetova (k) i delovi zlezdanih dlaka poreklom sa
involukruma (di). Vazna karakteristika prilikom identifikacije je da u prahu cvetnih

glavica C. officinalis nisu prisutni ostaci papusa.

Slika 29. Sprasena droga Calendulae flos pod mikroskopskim uveliCanjem x5; ddk —
dvostruke visecelijske dlake sa baze krunice cevastih cvetova; di — viSecelijske zlezdane
dlake sa povrsine involukruma; a — deo prasnika (antere); k — deo kunice cveta.

Prah vrste D. columnae pod mikroskopskim uvelicanjem predstavljen je na Slici

30. Na slici se mogu uociti srcasti krajevi zlezdanih dlaka poreklom sa involukruma i

delovi papusa dijametra ca. 30 um.

111



Rezultati istraZivanja Doktorska disertacija

104 o

Slika 30. Spraseni cvet D. columnae pod mikroskopskim uvelicanjem x5; di —
viSecelijske Zlezdane dlake sa povrsine involukruma (srcaste glave); p — papus dijametra

ca. 30 um;

Radi lakse identifikacije vrsta i lokalizacije sekundarnih metabolita upotrebljen

je Opsti reaktiv (Tabela 10), ali se bojena reakcija ispoljila samo na zlezdanim dlakama
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brakteja vrste A. montana (Slika 31). Ovakva bojena reakcija kod svih vrsta nije bila

ocekivana i na osnovu prezentovanog se ne moze pouzdano tvrditi da u razli¢itim

fazama razvi¢a preostale dve biljne vrste ne bi doSlo do ispoljavanja bojene reakcije.

Stoga se ova metoda ne moze preporuciti kao pouzdan nacin za identifikacju vrsta.

Bez reagensa

Sa reagensom

'\;‘

e

P

£al]
L

s 0 |

Slika 31. Bojena reakcija Zezdanih dlaka na braktejama A. montana usled primene

prirodnog reagensa

Sumirane razlike u delovima sprasenih cvetnih glavica sve tri vrste posmatranih

pod mikroskopom, prezentovane su u Tabeli 24.

Tabela 24. Razlike u delovima cvetnih glavica uo€ljivih pod mikroskopom

Vrsta
Deo cvetne glavice Arnica montana Calendula officinalis Doronicum columnae
Dvostruke, providne  Jednostruke sa Dvostruke, providne
Dlake na aheniji b . . .
T bezglavice glavicom bez glavice
Kratke, u obliku Piramidalno Dvoredo visecelijske sa

Dlake na involukrumu

Papus
Dlake u bazi krunice

_cevastih cvetova

Bojena reakcija
prirodnim reagensom

dobosarske palice

visecelijske sa
glavicom na vrhu

srcastom glavicom

Uocljiv, debljine

Nije uocljiv

Uocljiv, debljine 30+7

69+16 mm mm

Visecelijske duge Visecelijske duge Visecelijske duge
jednostruke dvostruke jednostruke
Prisutna u Zlezdanim  Nije prisutna Nije prisutna
dlakama brakteja

Ukratko samo na bazi prisustva i dimenzija papusa moZe se pouzdano tvrditi o

kojoj biljnoj vrsti, od tri ispitivane, je rec.
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Tankoslojna hromatografija

T 1 2 3 T2

Slika 32. HPTLC identifikacija biljne droge Arnicae flos pod UV svetlos¢éu (365 nm); T1
— smesa standarda (rutin, hlorogenska kiselina, kafena kiselina), 1 — Arnica montana, 2 —
Calendula officinalis, 3 — Doronicum columnae, T2 — standard izokvercitina.

Na sredini HPTLC hromatograma (Rf ~ 0,55) uoCava se zona koja daje plavu
florescenciju (Slika 32), a koja po polozaju odgovara hloragenoj kiselini u smesi
standarda (T1). Ta zona ima najjacu flurescenciju u uzorku D. columnae, malo slabiju
kod C. officinalis, a najslabiju u uzorku cveta 4. montana. Ispod te zone nalazi se zona
koja ima narandzastu flurescenciju (Rf ~ 0,4), a koja je jasno izrazena u uzorku C.
officinalis, potpuno odsutna u uzorku cveta A. montana, dok u uzorku D. columnae
postoji nagovestaj ove zone. Ta narandzasta zona po poloZaju odgovara rutinu u smesi
standarda (T1). Slede¢a narandZasto flurescentna zona moze se uociti na Rf ~ 0,65 koja
je jasno vidljiva jedino u uzorku A. montana, potpuno odsutna u uzorku C. officinalis i
jedva primetna u uzorku D. columnae. Ova zona po polozaju i flurescenciji odgovara
standardu izokvercitina (T2). Zona koja u smesi standarda predstavlja standard kafene

kiseline nalazi se na vrhu hromatograma (Rf ~ 0,9) i podjednako je zasupljena u svim
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ispitivanim uzorcima. U uzorku A. montana na Rf ~ 0,6 (izmedu izokvercitina i
hlorogenske kiseline) nalazi se bledo-narandzasta zona koja gasi fluorescenciju
hlorogenske kiseline, kao i zona sa Zuckastom fluorescencijom na na Rf ~ 0.7 koja je za
razliku od prethodne zastupljena u svim uzorcima. U uzorku C. officinalis se u donjem
delu hromatograma, pored opisanih zona, nalaze dve zone sa jasnom Zutom
flurescencijom. Jedna se nalazi odmah iznad rutina na Rf ~ 0,45, a druga znatno blize
pocetku htomatograma na Rf ~ 0,2. Ove zone su zastupljene samo u uzorku C.
officinalis. U gornjem delu hromatograma uzorka D. columnae nalazi se zona plave

flurescencije (Rf ~ 0.8) koja je zastupljena samo u ovom uzorku.

Lokalizacija etarskog ulja u rizomu i korenu

Svetlosna mikroskopija

Brojne ¢elije kortikalnog parenhima koje sadrze amorfne, Zuckasto obojene
kapljice Ciste supstance, precnika od 3-70 um (prosec¢no 18+14 pum) su uocene koristeci
nebojene rucne poprecne preseke korena potopljenog u vodu (Slika 33A). U
kortikalnom regionu korena su prisutni intercelulari naslonjeni na sprovodne snopice
(Slika 33B), ali specijalizovane sekretorne epitelijalne celije koje okruzuju ove
intercelulare nisu uocene. Na uzduznom preseku ovi intercelulari su izduZeni, pre¢nika

12-77 pm i duzine ponekad i preko 400 pm.
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Slika 33. Poprecni preseci korena i rizoma Arnica montana

A — Nebojeni ruc¢ni poprecni presek korena potopljenog u vodi na kome se vide
uskladistene kapljice ulja u celijama kortikarnog parenhima i intercelularima kao
zuckaste tacke B — Polutanki popre¢ni presek na kome se vide mali intercelulari u kori
korena blizu sprovodnih sudova (obelezeno zvezdicama) C — Nebojeni ru¢ni poprecni
presek rizoma potopljenog u vodu na kome se vide zuckasta skladista uljanih kapljica u
intercelularima kore D — UzduZni parafinski presek na kome se vidi izduzeni intercelular
u blizini sprovodnih sudova (obelezeno zvezdicama) E — Polutanki presek mladog rizoma
(d=5mm) na kome se vide intercelulati u kori (obelezeno zvezdicama) F- Polutanki
presek starijeg rizoma (d = 25 mm) na kome se vidi veliki intercelular i sekretorne celije
manjih dimenzija koje okuzuju Supljinu.
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Kod rizoma su uoceni veliki intercelulari od kojih se ve¢ina nalazi u primarnoj kori
zajedno sa floemom (Slika 33C). Ove Supljine su razli¢itih dimenzija i krecu se od 19
um do 550 um u pre¢niku. Takode njihov broj varira od 30-50 po preseku, zavisno od
precnika rizoma. Kada se pogleda uzduzni presek Supjine su izodijametri¢ne i manje ili
viSe izduzene (Slika 33D) sa duzinom 102-1845 pm (prosecno 516,7 + 443,6 um). Ove
Supljine sadrze zute amorfne kapljice jasno vidljive na nebojenim svezim ru¢nim
presecima potopljenim u vodi (Slika 33C). Sadrzaj Supljina i ¢elija koje ih okruzuju se
moze smatrati lipofilnim obzirom na zuckastu boju, viskoznost i zaokruzenost u sfericne
kapljice nerastvorljive u vodi. U mladom rizomu (precnika 5 mm) primecuju se mnoge
deobe parenhimskih celija kore, §to najverovatnije ima za cilj formiranje novih
sekretornih Supljina za skladiStenje etarskog ulja. Lumen Supljine je okruZzen
epitelijalnim ¢elijama odgovornim za sintezu ulja i sekreciju u Supljinu (Slike 33 E 1 F).
Epitelijalne celije kod starijeg rizoma se povecavaju i izduzuju, gde neke od njih
nastavljaju sa deobom na racun cega se povecavaju Supljine. Prosecna velicina

epitelijalne ¢elije je 19,8 + 11,4 um, a krece se u opsegu od 4,4 to 69,4 um.

Histohemijska analiza

Histohemijski testovi koji su obavljeni na korenu i rizomu 4. montana sa Sudan
bojama ukazuju na lipidnu prirodu kapljica (Slika 34), dok je usvajanje boje upotrebom
drugih testova bilo negativno (Prilog 2). Bojenje sadrzaja intercelulara u korenu i
rizomu Sudan bojama nije bilo ocigéledno, zbog lakog rastvarnja uljanih kapljica u

rastvoru boje, obzirom da je rastvor bio etanolni.
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Slika 34. Bojenje za lipide kod korena i rizoma A. montana

A-B — Uljane kapljice u celijama kore korena i centralnom delu korena obojene
narandzasto sa Sudan III (A) i crno sa Sudan Black (B).

C-D — Uljana skladista u kortikalnom sekretornom regionu rizoma obojena narandzasto
sa Sudan III (C) i crno sa Sudan Black (D).

Zabelezeno je najintenzivnije bojenje jednoslojnog epitelijuma i1 odsustvo boje u
intercelularima (obelezeno strelicama), najverovatnije zbog toga Sto se ulje u
intercelularima rstvorilo u rastavacu boje (70% etanol)

Fluorescentna mikroskopija

Uljana skladista svezih preseka korena potopljenog u vodi ispitivanih sa
fluorescentnim mikroskopom emitovala su slabu svetlo-zutu auto-fluorescenciju pod
UV ekscitacijom (BP 340-380 nm). Intenzivnija fluorescencija je dobijena
posmatranjem pod dve ostale talasne duzine (BP 450-490 nm i 515-580 nm) (Slika 35).
Autofluorescencija pod UV ukazuje na prisustvo fenolnih jedinjenja (Ruzin, 1999).
Najveca skladista ulja u korenu su lokalizovana u kortikalnom regionu, u

intercelularima koji se nalaze u blizini sprovodnih snopica.
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Slika 35. Nebojeni poprecni rucni presek korena Arnica montana potopljenog u vodi i
posmatranog u svetlom polju (A) i fluorescentnoj mikroskopiji (B-D)

A — Zute uljane kapljice u kortikalnim ¢elijama i u lumenu intercelulara

B-D — Uljane kapi u intercelularima i u idioblastu celija sekretornog parenhima su
vidljive kao zuckaste taCke sa slabom fuorescencijom pod UV (B) i intenzivna
autofluorescencija pod filterima 13 (C) i N2.1. (D).

Svezi poprecni preseci rizoma pod fluorescentnim mikroskopom su pokazali da
uljane kapljice koje ispunjavaju lumen Supljina imaju slabo zutu autofluorescenciju pod
UV, ali takode i jaku zutu i crvenu autofluorescenciju na ostale dve talasne duzine,
respektivno (Slika 36). Uljane kapljice nadene u epitelijalnim ¢elijama i stalim ¢elijama
kore u blizini Supljina pokazivale su autofluorescenciji na slican nacin. Iz prisustva
uljanih kapljica u sekretornim Supljinama i u epitelijalnoj zoni moze se izvesti
pretpostavka da se etarsko ulje sintetiSe u epitelijalnim ¢elijama grupisanim u nekoliko

slojeva oko Supljina u koje ga sekrecijom izlucuju.
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Slika 36. Nebojeni poprecni rucni presek rizoma Arnica montana potopljenog u vodi i
posmatranog u svetlom polju (A) i fluorescentnoj mikroskopiji (B-D)

A — Lumen sekretornih Supljina ispunjen zutim kapima ulja.

B-D — Uljane kapi vidljive kao Zzuckaste tacke sa slabom fuorescencijom pod UV (B) i
intenzivna autofluorescencija pod filterima I3 (C) i N2.1. (D).

Skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM)

Upotrebom skeniraju¢e elektronske mikroskopije rizoma A. montana potvdeno
je prisustvo velikih intercelulara (Slika 37A i B) koji sluze ka mesto skladistenja ulja.
Septa izmedu Supljina isunjenih uljem su u nekim slucajevima nasilno prekinute
porastom Supljina, Sto sjedinjuje susedne Supljine i povecava njihovu duzinu od
otprilike 0,3 mm do 0,8 mm, ponekad i viSe. U lumenu Supljina, ¢ak i na poprecnom

preseku moguce je videti zaostale delove pokidanih septi (Slika 37C i D).
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Slika 37. Skenirajuce elektronske mikrografije popre¢nih preseka rizoma A. montana
A — primecuju se veliki subepidermalni sektretorni rezervoari u kori

B — septa izmedu dva intercelulara (obeleZeno strelicom)

C-D — zaostali delovi pokidane septe u lumenu Supljine (obelezeno strelicom)

Transmisiona elektronska mikroskopija (TEM)

TEM mikrografije epitelijalnih ¢elija prikazuju gusto obojenu perifenu
citoplazmu sa jedrom ve¢im od okolnih ¢elija i velikim brojem uljanih kapljica (Slika
38ABC). Diktiozomi sa njihovim sekretornim vezikulama su takode vidljivi u

epitelijalnim ¢elijama (Slika 38D), jasno ukazujuéi na sintezu i sekreciju etarskog ulja.
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Slika 38. Transmisiona elektronska mikroskopija ¢elija u sekterotnom regionu rizoma 4.
montana.

A —UCcestalost uljanih kapljica posmatrana u epitelijalnim ¢elijama (E). Lumen Supljine
(CL)

B — Epitelijalna ¢elija pokazuje elektron-gustu perifernu citoplazmu. Uljane kapljice (L)
C — Detalj epitelijalne ¢elije gde je prikazano jedro (N) i uljane kapljice (L)

D - Detalj epitelijalne ¢elije gde su prikazane sekretorne vezikule diktiozoma (obelezeno
strelicama).
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6.4. Hemijska analiza droga

Sadrzaj ukupnih seskviterpenskih laktona

Kvantifikacija ukupnih seskviterpenskih aktona u cvetnoj glavici arnike izvrSena
snimanjem ekstrakta tecnom hromatografijom na 225 nm. Karakteristicni DAD

hromatogram dat je na Slici 39, gde se moze uociti crveno obojeni pik internog

standarda (santonina) i Zzuto obojeni pikovi koji po UV-spektru odgovaraju

seskviterpenskim laktonima.

[ DAD1 A, Sig=225,4 Ref=550,80 (ARNIKAVARNIKA STARD 2000WARN000ZE.D)

2003 SAN

T T T T T T
A0 20 20 40 50 G0

Slika 39. HPLC hromatogram kvantitativnog odredivanja sadrzaja seskviterpenskih
laktona u cvetnoj glavici A. montana

Identifikacija seskviterpenskih laktona u ekstraktu cvetne glavice arnike uradena

na osnovu kombinacije LC/MS tehnika ¢iji je karakteristi¢ni hromatogram prikazan na
Slici 40.
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Slika 40. LC-MS hromatogram kvalitativnog

odredivanja sadrzaja seskviterpenskih
laktona u cvetnoj glavici 4. montana

Ocitane vrednosti molekulskih masa i1 molekulske formule date su po

retencionim vremenima u Tabeli 25.
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Tabela 25. LC-MS analiza seskviterpenskih laktona u cvetnoj glavici A. montana

# RT Formula M M+H M+NH, M+Na M+K 2M+H 2M+NH, 2M+Na
g/mol g/mol g/mol g/mol g/mol g/mol g/mol g/mol
1 12.869  CygH2405 332.1623 333.1694 350.1961 355.1518 371.1254 687.3136
2 15.017  CygH0s 330.1467 331.1537 348.1806 678.3256  683.2819
3  16.605  CigHxOs 332.1623 333.1692 350.1962 355.1515  371.1254 682.3575  687.3132
4  18.803  CyHx0s 346.1779 347.1852 364.2116  369.1674  385.1426 715.3450
5 21626  CyHxOs 344.1624 345.1698 362.1962 367.1527 383.1255 706.3590 711.3134
6 24.768  CyHyOs 346.1780 347.1852 364.2118 369.1670 385.1416 710.3903  715.3447
7 25.946  CyH20s 346.1781 347.1854 364.2119  369.1670 715.3450

Na osnovu retencionih vremena i molekulskih masa, izvrSena je identifikacija
seskviterpenskih laktona prisutnih u ekstraktu cveta arnike, a dobijeni podaci zajedno sa

strukturnim formulama su pregledno slozeni u Tabeli 26.

Tabela 26. Pregled spektara i strukturnih formula seskvitepenskih laktona u cvetnoj
glavici 4. montana

a-santonin
Formula:
Ci5sHi1303
M=246.13
Rt=9.132
Amax= 242,
266(r) nm

SAN

dihidro-
helenalin-
metakrilat
Formula:
Ci9H2405
M=332.16
Rt=13.275
Amax= 212 nm

helenalin-
metakrilat
Formula:
Ci9H205
M=330.15
Rt=15.487
Amax= 212 nm
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helenalin-
izobutirat
Formula:
C19H240s5
M=332.16
Rt=17.079
Amax= 220 nm

dihidro-
helenalin-tiglat
Formula:
C20H2605
M=346.18
Rt=19.191
Amax= 222 nm

helenalin-tiglat
Formula:
C20H2405
M=344.16
Rt=22.145
Amax= 220 nm

helenalin-2-
metilbutriril
Formula:
C20H2605
M=346.18
Rt=25.337
Amax= 218 nm

helenalin-
izovalerat
Formula:
C20H2605
M=346.18
Rt=26.748
Amax= 222 nm

Sadrzaj ukupnih seskviterpenskih aktona (DHHT) se u cvetnoj glavici arnike u

2009. godini kretao od 7,7 — 13,2 mg/g (Grafik 76). Iz prikazanog grafika se moze
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videti da su vec¢i sadrzaj ukupnih seskviterpenskih laktona imale varijante vegetativnog
razmnozavanja (9,5 — 13,2 mg/g), dok su varijante generativnog razmnozavanja imale
manji sadrzaj DHHT (7,7 — 7,9 mg/g). Najvece prinose DHHT, u varijantama

vegetativne propagacije, ostvarile su biljke iz mineralnog i1 kontrolnog bloka dubrenja.
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Grafik 76. Sadrzaj DHHT u cvetnim glavicama arnike u 2009. godini

U 2010. godini sadrzaj DHHT u cvetnoj glavici arnike se kretao od 4.6 — 13,9
mg/g (Grafik 77). Najveci sadrzaj DHHT imale su, kao i u prethodnoj godini, varijante
vegetativne propagacije na prole¢nom plotu sadnje. U toj varijanti se javljaju i razlike u
prinosu dubrenih varijanti i kontrole, ali i izmedu dubrenih varijanti. Tako su biljke iz
bloka mineralnog dubriva, i kontrolne varijante, imale visi ukupni sadrZaj
seskviterpenskih laktona od biljaka iz bloka dubrenog stajskim dubrivom. Najmanje
prinosne varijante u sadrzaju DHHT bile su dubrene varijante generativnog
razmnozavanja na prole¢nom plotu sadnje, kao i varijanta generativnog razmnozavanja
na jesenjem plotu sadnje u bloku mineralnog dubrenja. Preostale varijante na ogledu se
medusobno nisu statisticki znacajno razlikovale. Na grafiku se takode vidi da su sve
varijante u svojim aritmetickim sredinama zadovoljile minimum kriterijuma Evropske
Farmakopeje (PhEur 6.0), ali isto tako je uocljivo da su vrednosti ukupnog sadrzaja

seskviterpenskih laktona u pojedinim ponavljanjima generativno razmnozenih biljaka u
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blokovima mineralnog dubrenja, prole¢njeg i jesenjeg plota sadnje (PMG i JMG), bile

ispod propisanog farmakopejskog minimuma.

Sadrzaj DHHT [mg/g]
=]

RN

I

POG PMG PKG POV PMV PKY JOG JMG JKG JOV JMV  JKV

Grafik 77. Sadrzaj DHHT u cvetnim glavicama arnike u 2010. godini

lako je, u 2010. godini, faktor vrste dubrenja uticao na prinos DHHT u
varijantama vegetativnog razmnoZavanja na prole¢cnom plotu sadnje, ukupni uticaj ovog
faktora na sadrzaj DHHT u cvetnoj glavici arnike na ogledu nije bio znacajan ni u
jednoj posmatrranoj godini (Grafik 78). Moguénost prihvatanja nulte hipoteze je

ocenjena veoma visokim verovatnoc¢ama: p = 0.97, u 2009., i p = 0.95, u 2010. godini.

2000 2010
Currert effect: F(2, 21)=.03388, p=96674 Current effect: F(2, 45)= 05824, p=94150
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Grafik 78. Uticaj faktora dubrenja na sadrzaj DHHT u cvetnim glavicama arnike
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Posmatraju¢i prinose ukupnih seskviterpenskih laktona na prole¢nom plotu
sadnje, moze se reci da nije bilo statisti¢i znacajnih razlika u sadrzaju DHHT izmedu
2009. 1 2010. godine (Grafik 79A). Faktor vremena zasnivanja je uticao na variranje u
sadrzaju seskviterpenskih laktona, pa su biljke sadene na prole¢e u proseku imale veci
sadrzaj (x= 8,5 mg/g) u odnosu na biljke sa jesenjeg plota sadnje (x = 5,7 mg/g)
(Grafik 19B).

14 i
n.s.
Al *
12 T 12
3 3
= =
o I
I o
(=] (=]
=) il 3 A
]
5" 3 °
8 6 40_‘
4 . ! .
PROLECE 09 PROLECE 10 PROLECE 10 JESEN 10

Grafik 79. Uticaj starenja (A) 1 vremena zasnivanja ogleda (B) na
sadrzaj DHHT u cvetnoj glavici arnike
Faktor vrste sadnica uticao je na sadrzaj ukupnih seskviterpenskih laktona u
cvetnoj glavici samo na prole¢énom plotu sadnje (Grafik 80). Vegetativno razmnozene
biljke na prole¢tnom plotu sadnje imale su u proseku ve¢i sadrzaj ukupnih
seskviterpenskih laktona u cvetnoj glavici (x = 11,7 mg/g, u 2009., i x= 11,8 mg/g,
2010. godini) od generativno razmnoZzenih varijanti na istom plotu (x = 7,8 mg/g, u
2009., i x= 5,1 mg/g, 2010. godini). Na jesenjem plotu sadnje nije bilo statisticki
znacajnih razlika u pogledu sadrzaja DHHT izmedu varijanti razliitog tipa

razmnozavanja.
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Grafik 80. Uticaj vrste sadnica na ukupni sadrzaj seskviterpenskih laktona u cvetnoj
glavici arnike

Odnos izmedu prinosa cvetne glavice i sadrzaja DHHT u njoj je u obe godine
bio statisticki znacajno negativno korelisan (r = -0,52 u 2009. i r = -0,78 u 2010. godini)
(Grafik 81). To prakti¢no znaci da su biljke sa najnizim prinosima cvetne glavice u isto

vreme imale i najveci sadrzaj DHHT i obrnuto.
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Grafik 81. Odnos prinosa cvetne glavice i sadrzaja DHHT

Sadrzaj DHHT u cvetnim glavicama je takode ispoljio u obe posmatrane godine,
statisticki znacCaje negativne korelacione odnose sa svim parametrima koji su uticali na
prinos cvetne glavice (komponentama prinosa) (Tabela 27), Sto je i bilo za ocekivati
obzirom visoke vrednosti korelacionih koeficijenata ovih parametara sa parametrom
prinosa cvetne glavice. Odnos sadrzaja DHHT sa pre¢nikom cvetne glavice je u prvoj

posmatranoj godini ocenjen znacajnom jakom pozitivnom korelacijom (r = 0.81), ali se
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ista gubi u narednoj godini, $to pokazuje da je ova veza nestabilna i nepogodna za

izvodenje zakljucka.

Tabela 27. Odnosi sadrzaja DHHT u cvetnoj glavici sa ostalim

osobinama
Sadrzaj DHHT
2009 2010
[mg/g] [mg/g]
Prec¢nik rozete [cm] -.5492 -.7331
p=-005 p=-000
Visina cvetnog izdanka [cm] -.5851 -.7132
p=.003 p=.000
Broj cvetnih izdanaka -.4761 -.6996
p=.019 p=.000
Broj cvetnih glavica po biljci -.5214 -.5541
p=.009 p=-000
Precnik cvetne glavice 8158 1200
p=.000 p=416
Broj rozeta -.3898 -.2936
p=.060 p=.043
Prinos rizoma -.2096 -.1271
p=.326 p=-389
Prinos korena .0747 -.0578

p=.729 p=.696

130



Rezultati istraZivanja Doktorska disertacija

Sadrzaj dominantnih fenolnih komponenti

HPLC analiza

Cvetna glavica arnike je ekstrahovana smeSom rastvaraca metanol/aceton/voda
(3:1:1) i analiziran je HPLC metodom, ¢iji je hromatogram prikazan na Slici 41. Kao
dominantna jedinjenja posmatrane su komponente koje su na hromatogramu po visini
pika prelazile 50 mAU. Na osnovu karakteristicnih UV spektara, jedinjenja su

preliminarno grupisana u dve grupe: fenolne kiseline (P1-P3) i flavonoidi (F1 i F2).

O DADT A, 5ig=350,4 Ref=550,100 (ARNIKAWRN_FY/_D00001 D)
mall P1

T T T T T T
10 20 20 40 50 60 mi

Slika 41. HPLC DAD hromatogram ekstrakta cveta arnike (A = 350 nm)

Identifikacija dominantnih fenolnih komponenti

Identifikacija dominantnih fenolnih komponenti izvrSena je putem HPLC i LC-
MS hromatografije poredenjem retencionih vremena, UV-spektara i molekulskih masa
odabranih komponenti sa literaturnim podacima. Na Slici 42. predstavljen je LC-MS
hromatogram na kome su obeleZeni pikovi ¢ija je identifikacija potvdena detaljima koji

su predstavljeni u Tabeli 28.
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Slika 42. LC-ESI TOF MS hromatogram fenolnog kompleksa ekstrakta cveta arnike
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Tabela 28. HPLC i LC-MS parametri odabranih jedinjenja

4 Rt- UV spektar Rt-ESI  Molekulska Masa Naziv
DAD P ToF formula komponente komponente
(min)  Amax (nm) (min) (g mol™")

220; 242; hlorogenska
P1 8,78 3081 328 7,72 Ci16H1509 354.31 Kiselina
228; 256, 6.7-
P2 10.21 ’ ’ 9,02 CoH40y4 180.16 dihidroksi
298; 344 .
kumarin *
256; 266r; kvercetin-3-
F1 2893 308r: 354 22,67 C,1H0012 464.09 O-glc
218; 242; 3,5-
P3 37.68 ’ X ’ 30,78 C25H24012 516.45 dikafeoilhina
310r; 330 .
kiselina
250r; 266; kempferol-3-

F2 40,44 32,24 C21H20014 448.10

304r; 348
* - oznacCava tentativnu identifikaciju

O-glc

Izolovanje ¢istih flavonoidnih jedinjenja (F1 1 F2)

Metanolni ekstrakt je razdvojen na vise frakcija hromatografijom na koloni
silika gela (260 x 30 mm) (Metode poglevlje 3.3.2.4.2.1.). Frakcije 83-90 su spojene i
semipreparativnom HPLC hromatografijom izolovana su dva jedinjenja: kvercetin 3-O-
[-D-glukozid (izokvercitrin) (F1) i kempferol 3-O-f-D-glukozid (F2) (astragalin).
Identifikacija izolovanih jedinjenja izvrSena je na osnovu retencionih vremena, UV

spektara, masenih spektara i '"H-NMR spektara.

Kvercetin-3-0-4-D-glukozid (F1)

Na Slici 43 prikazan je UV spektar izolovanog jedinjenja koje je na HPLC-DAD

hromatogramu izlazilo na 25,9 minutu.
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i i i

2 F

Slika 43. UV spektar (A = 350 nm)
kvercetin-3-O-f-D-glukozida (F1) u

MeOH (Rt = 25.9 min)

Identifikacija izolovanog F1 jedinjenja izvrSena je HPLC i LC/MS analizom, a
dobijeni podaci su prezentovani u Tabeli 28. Struktura izolovanog jedinjenja dodatno je

potvrdena NMR analizom ¢&iji je '"H NMR spektar predstavljen na Slici 44. zajedno sa

strukturnom formulom jedinjenja.

SRS

VoV i

BT

T
45

Slika 44. 'H NMR (CD;0D) spektar kvercetin-3-O-f-D-glukozida (F1)
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Na Slici 45. prikazan je UV spektar izolovanog jedinjenja koje je na HPLC-

DAD hromatogramu izlazilo na 36,6 minutu.

o4

DA A " T AT AR

Slika 45. UV spektar (A = 350 nm)
kempferol-3-O-f-D-glukozida (F2) u
MeOH (Rt = 36.6 min)

Identifikacija izolovanog F2 jedinjenja izvrSena je HPLC 1 LC/MS analizom, a
dobijeni podaci su prezentovani u Tabeli 28. Struktura izolovanog jedinjenja dodatno je

potvrdena NMR analizom &iji je '"H NMR spektar predstavljen na Slici 46. zajedno sa

strukturnom formulom jedinjenja.
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Slika 46. 'H NMR (CD;0D) spektar kempferol-3-O--D-glukozida (F2)

Kvantifikacija dominantnih fenolnih komponenti

Kvantifikacija fenolnih jedinjenja u cvetnoj glavici arnike je izvrSena HPLC
tehnikom, metodom eksternih standarda, i sadrzaj tri odabrana jedinjenja: hlorogenske
kiseline (P1), kvercetin-3-O-f-D-glukozida (F1) i kempferol-3-O-4-D-glukozida (F2) je
prikazan u Tabeli 29.

Sadrzaj hlorogenske Kiseline u cvetnoj glavici arnike se u 2009. godini kretao
od 3,1 — 6.0 mg/g, gde su varijante iz generativne propagacije prose¢no imale veci
sadrzaj od varijanti vegetativnog razmnozavanja. Pubrenje je, u ovoj godini, imalo
uticaj na sadrZaj hlorogenske kiseline samo u varijantama vegetativne propagacije, gde
su se vrednosti dubrenih varijanti statisti¢ki znacajno razlikovale od kontrole. U 2010.
godini sadrzaj hlorogenske kiseline se kretao od 1,9 — 6,6 mg/g, gde su se vrednosti
varijanti u blokovima dubrenja stajnjakom na oba plota sadnje statistiCki znacajno
razlikovale od svih ostalih varijanti.

Sadrzaj kvercetin-3-0-f-D-glukozida se u 2009. godini kretao od 8,4 — 13,9
mg/g, gde su kao i u slucaju sadrzaja hlorogenske kiseline, generativno razmnozene
varijante imale statisticki znaCajno visi sadrzaj od varijanti vegetativne propagacije.
Uticaj dubrenja na variranje sadrzaja ovog jedinjenja je bilo statisticki znacajno jedino u

slucaju vegetativno razmnozenih biljaka u bloku dubrenja stajskim dubrivom. U 2010.
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godini sadrzaj kvercetin-3-O-f-D-glukozida se kretao od 7,8 — 12,53 mg/g. Kao i u
slucaju sadrzaja hlorogenske kiseline, najprinosnije u sadrzaju izokvercitrina su takode
bile varijante generativne propagacije u blokovima dubrenja stajnjakom na oba plota
sadnje.

Sadrzaj kempferol-3-0-#-D-glukozida u 2009. godini se kretao od 2,1 — 4,7
mg/g, gde se nije mogla uociti neka pravilnost u statistickoj znacajnosti dubrenih
varijanti, obzirom da su kod generativno razmnozenih varijanti najprinosnije biljke u
ovom jedinjenju bile sa kontrolne varijante dubrenja, dok su kod vegetativno
razmnozenih biljaka biljke sa bloka dubrenog stajskim dubrivom imale stisticki
znacajno veci sadrzaj astragalina u odnosu na biljke sa blokova mineralnog dubrenja i
kontrole. U 2010. godini sadrzaj astragalina se kretao od 2,1 — 4,5 mg/g, gde se po
niskom sadrzaju ovog jedinjenja statisticki znacajno izdvojila jedino varijanta
vegetativnog razmnoZavanja u bloku dubrenja stajskim dubrivom na jesenjem plotu
sadnje. Sve ostale varijante na ogledu u pogledu sadrzaja astragalina nisu se statisti¢ki

znacajno razlikovale.

Tabela 29. Sadrzaj dominantnih fenolnih komponenti u cvetnoj glavici 4. montana
kempferol-3-0-4-D-

hlorogenska kiselina  kvercetin-3-O-f#-D-glukozid

glukozid
[mﬁ/i] 2 [mi/il [mi/i]
POG 6.00+0.77 a 12.65+0.70 a 2.57+0.24 cd
PMG 5.60+ 040 a 1391 +0.33 a 3.45+1.05be
PKG 577+0.26 a 13.66 £0.57 a 474+0.34 a
POV 424+046b 10.84 £0.65 b 4.05+0.46 ab
PMV 376042 b 924 +£0.80 ¢ 2.61+£0.65 cd
PKV 3.08+0.24 ¢ 8.37+091 ¢ 207+020d
POG 6.57+2.18 a 1253 +£2.04 a 323+1.21 ab
PMG 2.57+0.10 b 10.08 £0.79 b-f 3.29+0.65 ab
PKG 2.86+0.59b 11.10 £ 1.09 a-d 389+1.08a
POV 2.54+036b 9.85+ 0.84 c-f 3.54+0.40 ab
PMV 2.68+0.37b 8.07 £ 0.58 ef 3.86+0.63 a
PKV 2.85+0.64 b 8.17+0.43 ef 3.16 £0.28 ab
JOG 548+ 0095 a 12.22 £1.58 ab 3.66 +£0.31 ab
IMG 285+101b 10.29 £ 1.46 a-e 389+0.73 a
JKG 2.82+0.62b 9.92 +0.86 b-f 4.03+0.87a
JOV 1.87+0.54 b 776 +1.52 f 2.06+1.09b
IMV 3.04+£095D 11.38 £ 1.89 abc 446+ 1.07 a
JKV 205+047b 8.85+0.09 def 343+1.51 ab

* Razli¢ita slova oznacavaju statisti¢ku zna¢ajnost Dankanovog testa na nivou p<0.05
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Na grafiku 82. prikazan je uticaj faktora vrste dubrenja na sadrzaj hlorogenske
kiseline u cvetnoj glavici arnike. Uticaj ovog faktora je bio statistiCki veoma znacajan
samo u 2010. godini, gde su varijante u bloku dubrenja stajnjakom imale visi sadrzaj od

biljaka sa ostalih blokova dubrenja.
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Grafik 82. Uticaj dubrenja na sadrzaj hlorogenske kiseline u cvetnoj glavici arnike

Na Grafiku 83. prikazan je uticaj faktora vrste dubrenja na sadrzaj kvercetin-3-
O-f-D-glukozida u cvetnoj glavici arnike. Iz prikazane analize se moze zakljuciti da
uticaj ovog faktora ni u jednoj posmatranoj godini nije bio statisticki znacajan, odnosno
da se hipoteza o jednakosti aritmetickih sredina osnovnih skupova blokova dubrenja

prihvata sa verovatno¢ama p = 0.80, u 2009., i p = 0.23, u 2010. godini.
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Grafik 83. Uticaj dubrenja na sadrzaj kvercetin-3-O-4-D-glukozida u cvetnoj glavici
arnike

Na Grafiku 84. prikazan je uticaj faktora vrste dubrenja na kempferol-3-O-$-D-
glukozida u cvetnoj glavici arnike. Uticaj ovog faktora na variranje sadrzaja

posmatranog jedinjenja je bio statisticki znacajan samo u drugoj posmatranoj godini, ali
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ne moze izvuci kvalitetan zakljuCak o uzro¢no-posledi¢noj vezi dubrenja i ovog
svojstva, obzirom da su biljke dubrenih blokova, po sadrzaju kempferol-3-O-4-D-
glukozida, ni u jednoj godini nisu statisticki znacajno prevazilazile biljke iz kontrolnih

varijanti, niti su kontrolne varijante bile prinosnije od dubrenih.

2008 2010
Current effect: F(2, 21)= 27170, p=. 76472 Current effect: Fi2, 45)=3 4507, p= 04034
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Grafik 84. Uticaj dubrenja na sadrzaj kempferol-3-O-f-D-glukozida u cvetnoj glavici
arnike

U 2009. godini biljke arnike na ogledu su u proseku imale statisticki veoma
znacajno visi sadrzaj hlorogenske kiseline i kvercetin-3-0-f-D-glukozida, dok u sluc¢aju
sadrzaja kempferol-3-O-f-D-glukozida nije bilo statistiCki znacajnih razlika izmedu

posmatranih godina (Grafik 85).
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Grafik 85. Uticaj starenja na sadrzaj hlorogenske kiseline (A), kvercetin-3-O-5-D-
glukozida (B) 1 kempferol-3-O-f-D-glukozida (C) u cvetnoj glavici arnike na
prole¢nom plotu sadnje
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Faktor vremena sadnje nije statisticki znacajno uticao na sadrzaj odabranih

fenolnih jedinjenja (Grafik 86 A, B i C).

hlorogenska kiselina kvercetin-3-C-B-D-glukozid kempferol-3-0-B-D-glukozid
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Grafik 86. Uticaj vremena sadnje na sadrzaj hlorogenske kiseline (A), kvercetin-3-O-$-
D-glukozida (B) i kempferol-3-O-f-D-glukozida (C) u cvetnoj glavici arnike

Biljke iz generativne propagacije su, u obe posmatrane godine i na oba plota
sadnje, imale statisticki znacajno veci prinos hlorogenske kiseline 1 kvercetin-3-O-f-D-
glukozida u odnosu na biljke razmnoZene deljenjem bokora (Tabela 30). Variranje
sadrzaja kempferol-3-O-f-D-glukozida u cvetnim glavicama arnike nije bilo statisticki

znacajno uslovljeno tipom sadnica.

Tabela 30. Uticaj tipa sadnica na sadrzaj odabranih fenolnih jedinjenja

Proleée Jesen
2009 2010 2010
Hlorogenska kiselina Szz:z:ii:;lz ;ZZ ” ;(6)8 ' ;;; -
Kvercetin-3-0-4-D-glukozid SZ;ZZ:::ES 1;:; ** léég ** 182; '
Kempferol-3-O--D-glukozid SZEZZE:ES 23? ns. ;g ns. igg n.s.

U prvoj godini (2009) hlorogenska kiselina i1 kvercetin-3-O-f$-D-glukozid
ostvaruju korelacione odnose sa ve¢inom posmatranih paramatara, ali u slede¢oj godini

(2010) jedini jak korelacioni odnos (r >0.5) je odnos izmedu ova dva jedinjenja (Grafik
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87). Kempferol-3-O-4-D-glukozid nije ostvarivao znacajne jake korelacione veze sa

ostalim posmatranim parametrima.

2009 2010
Hicrogenska kiselina [mglg) :Kvercetin-3-O--D-glukozid [mgfg] : r = 0.9402, p = 0.0000 Hiarogenska kiselina [mgfg) :Kvercetin-3-0-B-D-ghikozid [mgfg] | ¢ = 0.7043, p = 0.00000005
Kvercetin3.0-f-D-ghikozid [mg/g) = 2 5430+1 B085"x; 0.5 Conf It Kvercetin-3-0-B-D-ghkozid [mglg] = 7.0352+0.8191%x; 0,85 Conf.Int
18 3 16
| 1
16 1 La ¥
= { =
H . H .
M . .;.43 =12 A + .
R <, ] v S
-S| f |3 N
g . b g 10 R
| < | e
Q Q Al
4 10 e 1 + + .
5| . | £ 8 A F
: W g T
s {2 .
| " |8 :
8t |
4
1 2 3 4 5 L] 7 B -1 o 1 2 3 4 5 ] 7
Kkiselina [mg/g) Hiorogenska kiselna [mglg]

Grafik 87. Odnos izmedu sadrzaja hlorogenske kiseline i kvercetin-3-O-f-D-
glukozida u cvetnoj glavici arnike
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Tabela 31. Pregled uticaja faktora na variranje hemijskih parametara i interakcija izmedu fakotra

Izvor varijacije DHHT Hlorogenska kiselina Kvervetin-3-0O-glukozid Kemferol-3-O-glukozid
2009 p p p p
Vrsta sadnica (B) 0.0000 0.0000 0.0000 0.0021
Vrsta djubrenja (C) 0.0535 0.0055 0.0435 0.2645
BxC 0.0293 0.0418 0.0000 0.0000
2010
Vreme sadnje (A) 0.0000 0.1476 0.7311 0.6829
Vrsta sadnica (B) 0.0000 0.0000 0.0000 0.2807
Vrsta djubrenja (C) 0.0789 0.0000 0.0235 0.0284
AxB 0.0000 0.8484 0.0943 0.1942
AxC 0.0317 0.0963 0.0014 0.1272
BxC 0.0000 0.0000 0.0009 0.0498
AxBxC 0.0138 0.5386 0.0069 0.1260

* p vrednosti u tabeli predstavljaju verovatnocée prihvatanja nulte hipoteze
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Hemijski profili etarskih ulja korena i rizoma

Izdestilisana etarska ulja iz korena i rizoma arnike analizirana su tehnikom gasne
hromatografije (GC), a identifikacija komponenti ulja tehnikom gasno-masene
hromatografije (GC/MS). Karakteristican hromatogram etarskog ulja korena
predstavljen je na Slici 47., a karakteristican hromatogram etarskog ulja rizoma

predstavljen je na Slici 48.
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Slika 47. Karakteristi¢ni hromatogram etarskog ulja korena 4. montana
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Slika 48. Karakteristicni hromatogram etarskog ulja rizoma 4. montana

U Tabeli 32. dat je kompletan pregled hemijskog sastava etarskih ulja korena i
rizoma odakle se vidi da su glavne komponente u dve uzastopne godine bili aromati¢ni
ugljovodonici, kao §to su 2,5-dimetoksi-p-cimen (37,9 — 40,6% i 28,9 — 30,0%,
respktivno), timol metil ethar (9,6 — 10,6% 1 26,1 — 27,1%, respektivno), p-
metoksiheptanofenon (6,1 — 8,9% 1 7,0 — 7,5%, respektivno) i 2,6-diizopropilanisol
(12,8 — 14,1% 1 8,9 — 10,4 %, respektivno) (Tabela 30). Seskviterpenska frakcija bila je
prisutna u manjoj meri (11,1 — 15,7% 1 7,1 — 8,2%, respektivno) i mogu se primetiti
kvalitativne razlike. Na kraju druge vegetacije rizom je sadrzao trans-kariofillen dok
koren nije. Na kraju tre¢e vegetacije rizom je sintetisao germakren D, dok je koren

sintetisao trans-kariofilen. Takode se moze primetiti da se ova dva etarska ulja razlikuju
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u sadrzaju pojedinih komponenti. Koren je sadrzao vecéu koli¢inu 2,5-dimetoksi-p-

cimena, 2,6-diizopropilanisola, 7-epi-silfiperfol-5-ena i a-isokomena, dok je rizom vece

koli¢ine timol metil etra, p-diizopropil-benzena, pinchoten acetata, p-
metoksheptanofenona, p-cimena i a-felandrena.
Tabela 32. Hemijski sastav (%m/m) etraskog ulja iz korena i tizoma arnike
Koren Rizom
2009 2010 2009 2010
# Komponenta RI* % % % %
1 kamfen 938 0.30+0.09 0.21 +£0.05 0.22+0.07 0.29+0.10
2 a-felandren 996 0.62+0.14 0.61£0.19 1.34£0.31 1.12£0.53
3 p-cimen 1017 0.72+£0.21 1.10£0.33 1.75+0.41 1.72£1.08
4 limonene 1020 0.51£0.11 0.38 +£0.07 0.56 +£0.09 0.58 £0.15
5 p-menta-2,4(8)-dien 1081 0.07 £0.02 0.10 +£0.02 0.13+0.03 0.11+0.03
6 o-terpineol 1186 0.09 £ 0.02 0.13+0.03 0.09 +0.03 0.13+0.02
7 timol, metil etar 1229 10.57 +3.92 9.64 +2.90 27.16+£6.72  26.10+8.83
8  karvakrol, metil ether 1236 0.38+0.07 0.35+0.05 0.44 +0.02 0.47+0.10
9  p-diizopropil-benzen 1242 1.62+0.73 2.02+0.76 3.96 +1.00 5.73+£1.93
10 bornil acetat 1277 0.32+0.10 0.33£0.09 0.36 £0.35 0.05+0.02
11 timol 1293 0.28 +0.11 0.59+0.18 0.25+0.23 0.19+0.07
12 silfiperfol-5-en 1314 0.76 £0.31 1.80 +£0.42 0.19+0.06 0.39+0.18
13 7-epi-silfiperfol-5-en 1332 2.33+0.92 0.15+0.05 0.63+0.16 0.16 £ 0.04
14 silfiperfol-6-en 1365 0.14 £ 0.06 0.39+0.11 0.21 +£0.09 0.56 +£0.16
15  modhef-2-en 1369 0.66 £ 0.27 0.03 +0.00 0.18 =0.06 0.11+0.04
16  a-izokomen 1376 7.57+3.33 5.17+£1.21 1.60 = 0.45 1.27 £0.40
17 B-izokomen 1394 1.14+0.44 0.86 +0.19 0.29 £0.07 0.23+0.07
18  izobornil izobutanoat 1406 0.96 +0.24 1.12+0.21 0.74 +0.33 1.12+0.30
19  trans-kariofilen 1408 - 1.07 +0.50 3.39+2.47 1.11+0.15
20  2,5-dimetoksi-p-cimene 1417 37.94+3.80  40.65+3.80 28.89+5.15  29.99+5.89
21  o-trans-bergamoten 1426 0.50+0.35 0.50 +£0.23 0.42+0.31 0.40+0.17
22 2,6-diizopropilanisol 1438 12.76 +1.73 14.1+£1.18 8.88+1.89 10.38 £2.32
23 cis-B-farnesen 1448 0.44 £0.37 0.29 +£0.03 0.42+0.08 0.41+0.13
24 germakren D 1471 1.17+0.00 0.02+0.01 - 1.42+1.89
25  pinchoten acetat™ 1473 2.35+0.51 2.51+0.29 4.24+0.86 4.73+2.33
26  p-metoksiheptanofenon 1476 6.97+0.93 7.50 +0.77 8.90+1.26 6.12+4.25
27  izobornil 2-metil butanoat 1496 0.18 +£0.05 0.16 +0.03 0.27+0.10 0.10£0.10
28  izobornil izovalerat 1506 0.13+0.03 0.23 +0.05 0.10+0.04 0.37+0.23
29  B-seskvifelandren 1514 0.62+0.31 0.62+0.33 0.27+0.14 0.13£0.05
30  dimetil-jonon 1571 0.30 +£0.08 0.12+0.02 0.11+0.03 0.30+0.09
31  zieron 1578 0.24 +0.08 0.04+0.01 0.63+0.20 0.67+0.33
32 ni. 1633 0.07 +£0.00 0.09 +0.02 0.13+0.04 0.18 +£0.06
33 ni. 1677 0.99 £ 0.30 2.04+0.64 0.59+0.11 0.42+0.18
34 ni 1790 0.36 £ 0.09 0.27+0.09 0.98 £0.24 0.44+0.21
3-(3-hidroksi-4-metil-fenil)-3,4,4-
35  trimetil-ciklopentanon 1989 0.84+0.18 1.13+0.24 0.92 +0.39 0.43 +0.44
36  n.i 1993 0.85+0.26 0.55+0.47 0.33 £0.05 0.50+0.54
2-metil-propionska kiselina-2-[3-
[(acetiloksi)metilJoksiranil]-5-
37  metilfenil estar 2018 422+1.47 2.15+2.89 1.87+0.54 1.04 £0.67
38 n.i. 2106 1.17 +0.58 0.98 +0.98 0.88 +0.43 0.56 + 1.05
Procenat identifikovanih 96.60% 96.07% 97.16% 97.91%

n.i. — nije identifikovano
* - tentativna identifikacija

 Retenciona vremena odgovaraju n-alkanima na HP-% kapilarnoj koloni
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Uprosecene vrednosti sadrzaja identifikovanih jedinjenja etarskih ulja korena i
rizoma arnike za obe posmatrane godine prikazani su na Slici 48. kao normalizovani

hromatogrami sa imenima i strukturnim formulama glavnih komponenti (>4%).

Root

{1 Glavne komponente ulja

timol, metil etar
p-diizopropil-benzen
a-izokomen
trans-kariofilen
2,5-dimetoksi-p-cimen
2,6-diizopropilanisol
pinchoten acetat
p-metoksiheptanofenon
2-metil-propionska kiselina

Cencentration index (C1)
{

P14
Retention index (R}

Rhizome

L]
© 00N A WN-=-

Concentration index (CI)

||| i R il 1||I.|I

Retention index (RI)

Slika 49. Normalizovani hromatogrami sa strukturnim formulama glavnih komponenti
etarskih ulja korena i rizoma arnike.

Sa prikazanih hromatograma (Slike 47 i 48), iz Tabele 30 i sa normalizovanih
hromatograma (Slika 49), moze se zakljuciti da su hemijski profili etarskih ulja korena i
rizoma arnike veoma slicni, sa izuzetkom sadrzaja timol-metil estra, koji se u ulju
rizoma pojavljavljuje kao druga dominantna komponenta, dok je u korenu jasno
izrazena dominacija samo 2,5-dimetoksi-p-cimena.

U oba ulja najzastupljenija je bila frakcija aromati¢nih ugljovodonika, dok su

seskviterpeni i monoterpeni imali manji udeo (Grafik 92).
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Grafik 92. Glavne grupe komponenti zastupljene u korenu i
rizomu A. montana MT — monoterpeni, OMT — oksigenovani
monoterpeni; ST — sesvkiterpeni, OST — oksigenovani
seskviterpeni; AU — aromati¢ni ugljovodonici, OAU —
oksigenovani aromaticni ugljovodonici
Rezultati klasifikacije etarskih ulja korena i1 rizoma arnike po sli¢nosti
predstavljeni su u dendrogramu na Grafiku 93. 1z prikazane klasifikacije se moze videti
da su se sve varijante etarskog ulja korena, izuzev varijante generativhog
razmnozavanja u bloku mineralnog dubrenja na jesenjem plotu sadnje, grupisale u jednu
grupu na udaljenosti ispod 8 jedinica rastojanja, dok su se sve varijante eratskih ulja

rizoma, takode, grupisale u jednu grupu na oko 7 jedinica rastojanja, izuzev vegetativno

razmnozene varijante u kontrolnom bloku dubrenja na jesenjem plotu sadnje.

Single Linkage
Euclidean distances
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Grafik 93. Euklidova rastojanja gajenih varijanti arnike po
sli¢nosti hemijskog sastava etarskog ulja
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6.5. Medusobni odnosi testiranih karakteristika

Iz korelacione matrice svih posmatranih osobina u 2009. godini ekstrahovano je
tri faktora* metodom glavnih komponenti. Broj znacajnih faktora odreden je

kriterijumom eigenvalues vecih od 1 (Grafik 88).

Plot of Eigenvalues

Value

1 2 3 4 5 § 7 8 9 10 11 12 13
MNumber of Eigenvalues

Grafik 88. Eigenvalues u 2009. godini (Scree-plot)

* Termin ,,FAKTOR “ koji se koristi u faktorskoj analizi predstavija vestacku promenljivu koja objasnjava

meduzavisnost veceg broja promenljivih i nema veze sa terminom ,, Faktor * koji se koristi u ANOVA.
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Iz faktorskih opterec¢enja posmatranih osobina arnike u 2009. godini koja su data
u Tabeli 33. moze se zakljuciti da su se posmatrani parametri grupisali po:
komponentama prinosa cvetne glavice - Faktor 1, hemijske karakteristike cvetne

glavice - Faktor 2 i grupa podzemnih organa - Faktor 3.

Tabela 33. Faktorska opterecenja posmatranih osobina u 2009. godini.

Optereéenja na faktoru®

Faktor Faktor Faktor

2009 | 2 3

Prec¢nik rozete 0.9190 0.1946 0.1831
Visina cvetnog izdanka 0.8732 0.2999 0.0865
Broj cvetnih izdanaka 0.9142 0.1164 0.2706
Broj cvetnih glavica po biljci 0.9400 0.1164 0.2370
Pre¢nik cvetne glavice -0.5686 -0.6394 0.1890
Prinos cvetne glavice 0.9326 0.1723 0.2092
Broj sek. rozeta 0.6385 0.2738 0.5013
Prinos rizoma 0.4409 0.0989 0.8703
Prinos korena 0.0548 -0.1835 0.8913
Sadrzaj DHHT -0.4627 -0.7462 0.0695
Hlorogenska kiselina 0.6627 0.6494 0.0510
Kvercetin-3-O-glc 0.5733 0.7885 0.0398
Kempferol-3-O-glc -0.2247 0.9146 0.0338

* crveno su markirana opterecenja >0.70

Procenat ukupne varijanse koji je objaSnjen ekstrahovanim faktorima u 2009.
godini zajedno sa eigenvalues dat je u Tabeli 34., odakle se moze videti da Faktor 1 nosi
najvecu informaciju i da objaSnjava preko 60% ukupne varijanse, Faktor 2 objasnjava
oko 18% varijanse, dok Faktor 3 objaSnjava oko 9% ukupne varijanse. Kumulativno,
prva dva faktora objaSnjavaju preko 78% ukupne varijanse, a sva tri faktora zajedno

preko 87% ukupne varijanse.

Tabela 34. Eigenvalues faktora u 2009. godini i procenat varijanse koji objasnjavaju

% Ukupne % Kumulativno

objaSnjene Kumulativni objasnjene

Faktor Eigenvalues varijanse eigenvalues varijanse
1 7.8576 60.4433 7.8576 60.4433

2 2.3793 18.3019 10.2369 78.7452

3 1.1321 8.7088 11.3690 87.4541
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Na Grafiku 89. predstavljena su faktorska opterecenja posmatranih osobina u
odnosu na Faktor 1 i Faktor 2 koji nose najvecu informaciju pojasnjanja ukupne
varijanse. Na Grafiku , kao i u Tabeli 33, se moze videti da su se osobine koje su usko
vezane za prinos cvetne glavice (komponente prinosa) znacajno korelisane (faktorska
opterecenja >0,7) sa Faktorom 1, dok su hemijske karakteristike korelisane sa Faktorom
2 (fenolna jedinjanja pozitivno, a sadrzaj DHHT negativno). Prinos korena i rizoma
znacajno su korelisani sa Faktorom 3, ali na ovom grafiku gravitiraju sredini
koordinatnog sistema, $to ukazuje na slabe veze ova dva parametra sa prezentovanim
faktorima. Redukcijom podataka mozemo zakljuciti da su na prinos cvetne glavice u
2009. godini najviSe uticale: visina cvetnog izdanka, precnik rozete, broj cvetnih glavica
po biljci 1 broj cvetnih izdanaka. Takode se moze zakljuciti da je sadrzaj fenolnih

jedinjenja negativno korelisan sa sadrzajem ukupnih seskviterpenskih laktona (DHHT).

Factor Loadings, Factor 1 vs. Factor 2
Rotation: Varimax normalized
Extraction: Principal components

1.0 T T T T T T T : T : : 1.0
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Grafik 89. Faktorska opterecenja za prva dva faktora (>78% objasnjene ukupne
varijanse)
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Iz korelacione matrice svih posmatranih osobina u 2010. godini ekstrahovano je
Cetiri faktora metodom glavnih komponenti. Broj znacajnih faktora odreden je

kriterijumom eigenvalues vec¢ih od 1 (Grafik 90).

Plot of Eigenvalues

Value
(]
[

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13
Mumber of Eigenvalues

Grafik 90. Vrednosti latentnih korenova u 2010. godini (Scree-plot)

Kao i u prethodnoj godini, iz faktorskih opterec¢enja posmatranih osobina arnike
u 2010. godini (Tabela 35) moze se zakljuciti da su se posmatrani parametri grupisali
po: komponentama prinosa cvetne glavice (ovaj put zajedno sa negativno korelisanim
sadrzajem DHHT) - Faktor 1, hemijske karakteristike cvetne glavice (samo fenolna
jedinjenja) - Faktor 2, grupa podzemnih organa - Faktor 3 i ostale osobine — Faktor
4.
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Tabela 35. Faktorska optereéenja posmatranih osobina u 2010. godini.
Optereéenja na faktoru®
Faktor Faktor Faktor Faktor

2010 1 2 3 4

Pre¢nik rozete 0.9167 0.1363 0.0199 0.0883
Visina cvetnog izdanka 0.8970 0.2465 -0.0140 0.0157
Broj cvetnih izdanaka 0.9056  -0.0577 0.0657 0.0710
Broj cvetnih glavica po biljci 0.8579  -0.0664  -0.2647 -0.1790
Prec¢nik cvetne glavice 0.0861 0.0051 0.0007  -0.9166
Prinos cvetne glavice 0.9465 0.0759  -0.0920 0.0060
Broj sek. rozeta 0.2816  -0.2090 0.2078 0.6814
Prinos rizoma 0.0293 0.0109 0.8816 0.1698
Prinos korena -0.1349 0.1163 0.7978 0.0099
Sadrzaj DHHT -0.8239  -0.0803  -0.1407  -0.2238
Hlorogenska kiselina 0.1412 0.7255 0.4233  -0.1181
Kvercetin-3-O-glc 0.2958 0.8431 0.2501  -0.0028
Kempferol-3-O-glc -0.0953 0.8010  -0.2991  -0.1043

* crveno su markirana su optereé¢enja >0.7

Procenat ukupne varijanse koji je objaSnjen ekstrahovanim faktorima u 2010.
godini zajedno sa vrednostima latentnih korenova dat je u Tabeli 36., odakle se moze
videti da Faktor 1 nosi najvecu informaciju i da objaSnjava oko 40% ukupne varijanse,
Faktor 2 objasnjava oko 17%, Faktor 3 oko 15%, Faktor 4 oko 8% ukupne varijanse.
Kumulativno, prva dva faktora objasnjavaju preko 56% ukupne varijanse, a sva Cetiri

faktora zajedno skoro 80% ukupne varijanse.

Tabela 36. Eigenvalues faktora u 2010. godini i procenat varijanse koji objasnjavaju

% Total % Kumulativno

objasnjene  Kumulativni objasnjene

Faktor Eigenvalues varijanse eigenvalues varijanse
1 5.1261 39.4313 5.1261 39.4313

2 2.2566 17.3586 7.3827 56.7900

3 1.9844 15.2645 9.3671 72.0544

4 1.0113 7.7793 10.3784 79.8337

Grafik 15. predstavlja su faktorska opterecenja posmatranih osobina u 2010
godini u odnosu na dva faktora koji nose najvecu informaciju pojasnjanja ukupne
varijanse (preko 56%). Na grafiku se moZze videti da su osobine koje su usko vezane za
prinos cvetne glavice (komponente prinosa) znacajno pozitivno korelisane sa Faktorom

1, ali da je sa istim faktorom sadrzaj DHHT negativno korelisan. Ostale hemijske
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karakteristike (fenolna jedinjenja) su pozitivno korelisane sa Faktorom 2. Prinosi korena
1 rizoma znacajno su korelisani sa Faktorom 3, ali, obzirom da graficki prikaz
predstavlja samo prva dva faktora, na ovom grafiku faktorska opterecenja ovih
parametara su locirana na sredini koordinatnog sistema, Sto ukazuje na slabe veze ova
dva parametra sa prezentovanim faktorima. Ostale osobine: broj sekundarnih rozeta i
precnik cvetne glavice, nisu korelisane ni sa jednim napred ekstrahovanim faktorom,
tako da su pripale Faktoru 4, koji po definiciji nije korelisan ni sa jednim od prethodno
objasnjenih faktora. Redukcijom podataka mozemo zakljuciti da su na prinos cvetne
glavice u 2010. godini, kao i u prethodnoj godini, najvise uticale: visina cvetnog
izdanka, precnik rozete, broj cvetnih glavica po biljci 1 broj cvetnih izdanaka. Takode se
moze zakljuciti da je prinos cvetnih glavica u ovoj godini bio negativno korelisan sa

sadrzajem ukupnih seskviterpenskih laktona (DHHT).

Factor Loadings, Factor 1 vs. Factor 2
Rotation: Varimax normalized
Extraction: Principal components
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Grafik 91. Faktorska opterecenja za prva dva faktora u 2010. godini (>56% objaSnjene
ukupne varijanse)

Za sekvencijalnu klasifikaciju varijanti zasnivanja plantaze arnike uzeti su

parametri prinosa i hemijskog sastava cvetne glavice, gde je prinos cvetne glavice
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proglasen za najbitnije svojstvo. Kako su diskriminacioni efekti racunati kao udaljenost
od maksimalnih vrednosti izabranih osobina, sekvencionalno rangiranje je u
reciprocnom odnosu sa visinom izracunatog I-odstojanja (Tabela 37). Kao maksimalne
vrednosti pozeljinih parametara uzete su Xmax = {prinos cvetne glavice; ukupni sadrzaj
SL; sadrzaj kvercetin-3-O-glukozida; sadrzaj hlorogenske kiseline; sadrzaj kemferol-3-

O-glukozida} = {258,69; 13,92; 12,53; 6,57; 4,46}.

Tabela 37. Rangirane varijante zasnivanja plantaze arnike
prema prinosu i hemijskom sastavu cvetne glavice

Model [-odstojanje Rang
JOG 1.3345 I
IMV 1.9896 11
IMG 2.0142 11
POG 2.1538 v
JKG 2.8368 \%
PMG 3.0620 VI
JKV 3.1804 VII
PKG 3.2222 VIII
A[0)Y 4.1240 IX
POV 4.5216 X
PMV 4.6539 XI
PKV 5.3325 Xl

Na ovaj nacin rangirane kombinacije indukovanih faktora daju odgovor koliko
su udaljene od najpozeljnije varijante koja uzima prinos cvetne glavice za najbitnije

svojstvo, ne zanemarujuci pri tom vaznost hemijskih karakteristika.

6.6. Bioloski efekti

Odabrani ekstrakti za bioloske testove

Za bioloske testove odabrani su ekstrakti i etarska ulja sa ekstremnim
vrednostima sadrzaja sekundarnih metabolita (Tabela 38). Tako su od ekstrakata cvetne
glavice arnike odabrani ekstrakt sa najve¢im (SL max) i najnizim sadrzajem DHHT (SL
min), a isto tako i ekstrakti sa najvi§im (F max) i najnizim (F min) ukupnim sadrzajem

tri kvantifikovana fenolna jedinjenja: hlorogenske kiseline (P1), kvercetin-3-O-
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glukozida (F1) i kemferol-3-O-glukozida (F2). Kao kriterijum za razdvajanje etarskih
ulja rizoma i korena uzeta je suma procentualnog uc¢es¢a aromati¢nih jedinjenja, tako da
su i u jednom i u drugom slucaju maksimalne vrednosti oznacene sa AU max, a
minimalne sa AU min. Svi ekstrakti i etarska ulja uzeti su iz 2010. godine. U Tabeli 36
takode su prikazano poreklo uzoraka maksimalnih i minimalnih vrednosti kao i njihova
razlika u vrednostima. U testovima antioksidativne aktivnosti kori§¢eni su ekstrakti
cvetne glavice arnike, dok su za testiranje antimikrobne aktivnosti, pored ovih

ekstakata, testirane i aktivnosti etaskih ulja rizoma i korena.

Tabela 38. Odabrani ekstrakti i etarska ulja za testiranje bioloskih efekata

Maksimalne vrednosti Minimalne vrednosti

Razlika

(Max-

Vrednost Poreklo Oznaka Vrednost Poreklo Oznaka Min)

[mg/g] [mg/g] [mg/g]

DHHT 14.66 PMV1 SL max 331 JMG3 SL min 11.35

Y(P1+F1+F2) 28.54 POG3 F max 9.54 JOV3 Fmin 19.01
[%m/m] [%m/m] [%m/m]

Rizom AU 88.17 JMG AU max 78.06 JOV  AUmin 10.11

Koren AU 8530 PKG AU max 7272  JOV ~ AUmin 12.59

Ispitivanje sposobnosti neutralizacije DPPH radikala

Testirani ekstrakti sa maksimalnim i minimalnim sadrzajem fenolnih jedinjenja
i seskviterpenskih laktona, iskazali su antioksidativnu aktivnost sa vrednoscu ICsy od
0,18 mg/g (F max) i 0,21 mg/g (F min), dok su osnovni rastvori dobijeni u ekstrakciji
seskviterpenskih laktona pokazali procenat inhibicije od 99,4% (SL max) i 52,7% (SL

min).

Antimikrobna aktivnost

U Tabeli 39 prikazane su minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) odabranih

ekstrakata cvetnih glavica arnike.
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Tabela 39. Antimikrobna aktivnost ekstrakata cvetnih glavica arnike

SL SL F F
Mikroorganizmi Gram +/-  max min  max min

ul/ml ul/ml  upl/ml pl/ml
Escherichia coli - 5 5 5 5
Salmonella typhimurium - 5 12 5 8
Staphylococcus aureus + 10 15 3 8
Pseudomonas aeruginosa - 12 13 7 10
Proteus mirabilis - 5 13 5 12
Bacillus subtilis + 12 12 10
Micrococcus luteus + 12 15 12 6
Micrococcus flavus + 12 15 10 7
Listeria monocytogenes + 7 15 2 8
Salmonella enteritidis - 6 15 4 10
Enterobacter cloacae + 7 12 6 8
Candida albicans Kvasac 6 8 4 8

Testirani ekstrakti ispoljili su takode umerenu antimikrobnu aktivnost gde su se
minimalne vrednosti za inhibiciju rasta devet sojeva bakterija i jednog kvasca kretale od
2 — 15 ul/ml. Antimikrobna aktivnost etarskih ulja je bila selektivna, gde su MIC
vrednosti za odredene mikroorganizme (E. coli, S. typhi, S. aureus, P. aeruginosa, M.
flavus, L. monocytogenes 1 S. enteritidis) bile izuzetno male (5 pl/ml), dok je kvasac
Candida albicans bio visoko rezistentan na sva testirana etarska ulja (MIC
koncentracija kretala se i do 83 pl/ml).

Od testiranih ekstrakata najslabiju aktivnost ispoljio je ekstrakt SL min jer je bila
potrebna najveca konceentracija za potpunu inhibiciju rasta bakterija i kvasca. Najveci
broj bakterija je bio inhibiran koncentracijom od 15 pl, a to znaci da su bakterije
ispoljile slicnu osetljivost na pomenuti ekstrakt, izuzev E. coli, Ciji je rast bio potpuno
inhibiran koncentracijom od 5 pl/ml. Takode je i kvasac Candida albicans ispoljio vec¢u
osetljivost na ekstrakt (MIC je 8 pl).

Najveci antimikrobni potencijal ispoljio je ekstrakt F max jer su se minimalne

inhibitorne koncentracije kretale od 2 do 12 pl/ml, u zavisnosti od testiranog
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mikroorganizma. Rast najveéeg broja bakterija bio je inhibiran koncentracijama ispod
10 pl/ml. NajniZa potrebna koncentracija od 2 pl bila je neophodna za inhibiciju rasta
Gram pozitivne bakterije L. monocytogenes. Nesto vecom koncentracijom od 3 ul
inhibiran je rast S. aureus. Koncentracija od 4 pl je bila MIC za S. enteritidis i C.
albicans. Koncentracija od 5 pl je bila baktericidna za sledece Gram negativne bakterije
E. coli, S. typhimurium 1 P. mirabilis. Najvecu rezistentnost na ekstrakt F max ispoljile
su Micrococcus-i1 B. subtilis sa MIC od 10 odnosno 12 pl/ml.

Izvesne sli¢nosti u antimikrobnoj aktivnosti ispoljio je i ekstrakt SL max na koji
su takode najvecu otpornost ispoljile pomenute Gram pozitivne bakterije (Micrococcus-
1 Bacillus). Takode je koncentracija od 5 ul bila MIC za E. coli, S. tiphy., P. mirabilis,
kao 1 kod ekstrakta F max. Ono §to se moze uociti iz Tabele 36. je da odstupaju MIC
vrednosti za Listeria monocytogenes koja je ispoljila vecu otpornost na ekstrakt SL max
(MIC je 7 pl/ml) u odnosu na ekstrakt F max (2 ul/ml). Takode, vecu rezistentnost na
SL max ekstrakt ispoljile su S. aureus 1 P. aeruginosa, za Ciju je potpunu inhibiciju rasta
bilo potrebno 10 odnosno 12 pl/ml ekstrakta. Testirane bakterije su ispoljile ujednacenu
osetljivost na ekstrakt F min jer je veéina njih bila inhibirana koncentracijama od 8 do
10 pl/ml. Tzuzetak su bile bakterije E. coli (MIC =5 ul) i M. luteus (MIC = 6 ul) koje su

ispoljile vecu osetljivost.
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U Tabeli 40 prikazana je antimikrobna aktivnost (MIC) etraskih ulja podzemnih

organa arnike.

Tabela 40. Antimikrobna aktivnost etraskih ulja podzemnih organa arnike

AU AU AU AU
Mikroorganizmi Gram +/- min min max max

rizom koren rizom Kkoren
ml/ml ml/ml ml/ml ml/ml

Escherichia coli - 333 38.8 5 5
Salmonella typhimurium - 44 .4 38.8 5 5
Salmonella enteritidis 38.8 44.4 16.6 333
Staphylococcus aureus + 27.7 38.8 5 11.1
Pseudomonas aeruginosa - 27.7 38.8 5 11.1

Proteus mirabilis 27.7 55.5 11.1 27.7

Bacillus subtilis + 38.8 333 11.1 11.1
Micrococcus luteus + 333 27.7 16.6 11.1
Micrococcus flavus + 44.4 333 11.1 5
Listeria monocytogenes + 55.5 333 5 5
Candida albicans Kvasac 66.6 83.3 83.3 55.5

Najvecu aktivnost su ispoljili AU max (rizom) i AU max (koren) u zavisnosti
od testirane bakterije. MIC su se kretale od 5 — 33 pl/ml za bakterije kada je u pitanju
AU max-rizom, a kada je u pitanju antimikrobma aktivnost AU max-koren MIC su se
kretale od 5 — 27 ul/ml. Etarska ulja AU min-rizom i AU min-koren su prema dobijenim
rezultatima imala uglavnom ujednacCeni efekat na testirane bakterije uz pojedina
odstupanja sa ispoljenom znatno slabijom antimirkobnom akktivno$¢u u odnosu na AU
max etarska ulja korena i rizoma. Minimalne inhibitorne koncentracije su se za AU min-
rizom, kao i za AU min-koren, kretale od 27,7 do 55,5 ul/ml. Ono sto se moze uociti je
da je kvasac Candida albicans visoko rezistentan na sva testirana etarska ulja. MIC

koncentracija za C. albicans kretala se i do 83 pl/ml.
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7. DISKUSIJA

Stanje ogleda i broj preZivelih biljaka

Proizvodnja rasada iz semena i vegetativnim putem je bila prili¢no jednostavna i
u velikoj meri uspes$na, iako neki literaturni podaci ukazuju na probleme u imitiranju
prirodnih uslova za razvoj klijanca (Kalynyak et al., 1995; Petrova et al., 2012). Iz
prethodnih istrazivanja plantaznog gajenja arnike primeceno je da biljke provode ¢itavu
jednu vegetaciju u fazi rozete (Bomme et al., 1995; Galambosi, 1999; Radanovic ef al.,
2007), a da tek u narednoj vegetaciji razvijaju generativne organe. Iz vremenskog
prikaza osnovnih faza razvica (Slika 22) moze se videti da su u 2009. godini u fazu
romiranja cvetnih izdanaka presle samo biljke iz prole¢nog plota sadnje. Na
postavljenom ogledu ocekivalo se da sve biljke iz prole¢ne sadnje 2008. godine cvetaju
tek u 2009. godini, medutim neposredno nakon sadnje prole¢nog dela ogleda (19 dana)
doslo je do cvetanja varijanti zasnovanih iz vegetativnih sadnica (Slika 23). Ova pojava,
koja je zahvatila preko 60 % varijante, uticala je na slabiji prijem ovih sadnica §to je
dovelo do desetkovanja broja biljaka (76 % uginulih) u prvoj posmatranoj godini (2009)
(Grafik 2). Losi pocetni uslovi imali su za posledicu slabiji razvoj prezivelih biljaka na
toj varijanti, Sto se kasnije odrazilo na vec¢inu pracenih parametara na ogledu. Uzrok
ovoj pojavi je uznapredovala generativna faza na mati¢nim biljkama sa kojih su
deljenjem bokora proizvedene vegetativne sadnice Sto je dokumentovano u maju
naredne godine (Slika 24). Pretpostavka je da su biljke fizioloski reagovale ka
produzenju vrste u smislu formiranja cveta i semena, troSe¢i pri tom celokupan
energetski potencijal na nadzemni deo, $to je uslovilo 1o$iji razvoj korenovog sistema i
uginu¢e velikog broja biljaka. Kod varijanti zasnovanih iz sadnica proizvedenih iz
semena (u nastavku — generatvnih sadnica) u proleé¢noj sadnji nije doslo do pojave
ranog cvetavanja, tako da je prijem sadnica ove varijante u odnosu na vegetativnu
varijantu bio znatno bolji (prosecno 12% uginulih) u prvoj posmatranoj godini. U
narednoj godini (2010) broj prezivelih biljaka se dodatno smanjivao (Grafik 3), ali je
procentualni bilans uginulih biljaka vegetativnih varijanti na prole¢nom delu ogleda bio
blizak nivou uginulih biljaka generativnih varijanti (Tabela 12). Biljke posadene na

jesen 2008. godine su formirale generativne organe tek u 2010. godini. MoZe se reci da
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su biljke iz proleénog dela ogleda imale 2008. godinu kao prvu vegetaciju provedenu u
fazi rozete, dok su biljke iz jesenjeg dela ogleda kraj 2008. godine prihvatile kao
pripremu za zimu, a 2009. godinu kao svoju prvu vegetaciju. Jesenji deo ogleda je
takode pretrpeo gubitke Sto je najverovatnije posledica loSeg prezimljavanja. Gubici na
jesenjem delu ogleda su bili ujednaceni na obe varijante sadnog materijala. U ovom
slucaju vegetativne sadnice su sadene van generativne faze, nisu tro§ile rezerve energije
na razvoj nadzemnog dela, tako da su razvile jednako dobar korenov sistem kao i
sadnice proizvedene iz semena (Prilog 4A).

Prethodna istrazivanja na polju razmnozavanja arnike takode su obuhvatila
proucCavanje vegetativne propagacije. Kating i Seidel (1967) preporucuju vegetativno
razmnozavanje A. montana reznicama rizoma posebno oziljenim u zasSti¢enom prostoru
kao prevazilezenje neuspeha njihovih prethodnika. Oni ne navode problem ranog
iscvetavanja, ali su im sadnice pristigle na sadnju u polju nakon fotoperioda za prelazak
u generativnu fazu razvic¢a (23. VI). Prijem sadnica u takvim uslovima bio je oko 75%.
Evstatieva i saradnici (2012) su deobom rozete postavili mikro ogled na Rodopskim
planinama (1500 m). Iako je sadnja bila prole¢na (maj), autori nisu prijavili pojavu
nakon ranog cvetanja (odmah nakon sadnje), ali im je prijem sadnica bio umanjen za
27%.
grejani prostor (proleéna proizvodnja sadnica iz semena za prole¢nu sadnju), ni zasenu
sa svakodnevnim zalivanjem i negom (letnja proizvodnja sadnica iz semena za jesenju
sadnju). Sto se prijema sadnica arnike ti¢e, na ovom nivou se moze zakljuéiti da se
vegetativna propagacija u proleénom roku sadnje, zbog velikog procenta propadanja
biljaka, ne moze preporuciti kao model zasnivanja plantaze, a da su ostali primenjeni

modeli podjednako dobri.

7.1. MorfoloSki parametri

Precnik rozete

Dijametar rozete arnike na ogledu se u 2009. godini kretao od 12.4 — 23.4 cm

(Grafik 4), dok se u 2010. godini kretao od 14.47 — 28.15 cm (Grafik 5). Prikupljeni
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podaci su u skladu sa ve¢inom literaturnih podataka. Seidel i Kating (1967) su merili
pre¢nike rozeta na dva lokaliteta u drugoj vegetaciji prole¢no posadenih biljaka, gde su
se vrednosti kretale od 14.7 — 34 cm. Smallfield i Douglas (2008) procenjuju da biljke u
dobrim agroekoloskim uslovima mogu razviti rozete pre¢nika 25 — 30 cm. Galambosi i
saradnici (1998) navode vrednosti prec¢nika rozete 13, 15, 22 i 37 cm, u prvoj, drugoj,
trecoj i1 Cetvrtoj godini gajenja, respektivno. Seeber i sar. (1997) su poredili precnike
rozeta biljaka na prirodnim staniStima i iz kultivacije gde su samonikle biljke imale
prec¢nik oko 10 cm (max. 18 cm), a gajene biljke oko 15,3 cm (max. 25 cm). Bezzi i
Ghidini (1988) prijavljuju pre¢nike rozeta od 7.1 — 14.8 cm. Takode su Balabanova i
Vitkova (2010) izmerile precnike rozeta od 16.3 — 25.6 cm na biljkama starim 10
meseci.

Na variiranje precnika rozete u 2009. godini statisticki znacajno su uticala oba
indukovana faktora (vrsta sadnica i vrsta dubrenja) (Tabela 23), ali je statisticki
znacajna interakcija faktora prikrila izolovano dejstvo faktora vrste dubrenja na celom
ogledu (p=0.15) (Grafik 6). Posmatrano po razdvojenim varijantama vrsta
razmnozavanja, faktor vrste dubrenja je imao statisticki znacajan uticaj na dijametar
rozete generativno razmnoZenih biljaka, dok na variranje ovog svojstva kod biljaka iz
vegetativne propagacije nije imao uticaj (Grafik 4). U narednoj godini (2010) takode su
svi indukovani faktori ispoljili statisticki znacajan uticaj na variranje precnika rozete
arnike. I u ovoj godini, kao i u prethodnoj, izolovani uticaj dubrenja nije bio statisticki
znacajan (p=0.20) (Grafik 6). Ovo je s jedne strane posledica zaostale interakcije faktora
vrste dubrenja i vrste sadnica iz prethodne godine, a s druge strane loSe reakcije biljaka
iz jesenjeg plota sadnje na uneto hranivo u zemljiste (Grafik 5). U ovoj godini je u
pogledu posmatranog parametra statisticki bila znacajna iterakcija izmedu faktora
vremena sadnje i1 vrsta sadnica, kao i izmedu vremena sadnje i vrste dubrenja (Tabela
23). Biljke su u drugoj godini formirale ocekivano statisticki znacajno vece precnike
rozeta (Grafik 7A). Izolovano dejstvo faktora vremena sadnje je statisti¢ki znacajno
uticalo na variranje ovog svojstva, gde su biljke sa jesenjg plota sadnje formirale vece
pre¢nike rozeta (Grafik 7B). Ovaj fenomen je umnogome posledica niskih vrednosti
pre¢nika rozeta veretetivno razmnozenih biljaka na proleénom plotu sadnje koje su
uticale na srednju vrednost ovog paremetra na celom plotu. Posmatranjem izolovanih

uticaja faktora vrste sadnica, u dve godine na dva plota sadnje, mozemo zakljuciti da je
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ovaj faktor u obe godine bio statisti¢ki znacajan samo na prole¢nom plotu sadnje, dok
na jesenjem plotu nije bio statisticki znacajan (Grafik 8). Uzrok ovakvom rasporedu
znacajnosti faktora vrste sadnica na posmatranom parametru precnika rozeta je losiji
prijem sadnica vegetativno razmnoZzenih biljaka na prole¢nom plotu sadnje.

Variranje precnika rozete je u obe godine bilo u jakoj pozitivnoj korelacionoj
vezi sa visinom cvetnog izdanka (Grafik 14), §to je dodatno potvrdeno faktorskom
analizom gde ova dva svojstva dele zajednicku varijansu sa ostalim komponentama

prinosa (Grafici 89 1 91).

Visina cvetnog izdanka

Dobijene vrednosti visina cvetnih izdanaka arnike u 2009. i 2010 godini od 19.7
—34.2 cmiod 25.6 —41.7 cm, respektivno (Grafici 9 i 10) su delimi¢no u saglasnosti sa
literaturnim podacima. Naime, literaturni podaci o visini cvetnog izdanka su veoma
varijabilni i kre¢u se u vrednostima od 20 — 60 cm. Jedna grupa autora upravo ovaj
opseg navodi kao eksperimentalne vrednosti merenja (Munoz, 1987; HagerROM, 2002;
Smallfield i Douglas, 2008), dok se kod druge grupe autora ove vrednosti krecu do 40
cm (Seeber et al.,, 1997; Dachler i Pelzmann, 1999; Radanovi¢ et al., 2007; Heeger,
1956).

Od posmatranih uticaja faktora u 2009. godini statisticki znacajnim su se
pokazali i faktor vrste sadnica i faktor vrste dubrenja, ali i njihova medusobna
interakcija (Tabela 23). Tako izolovani faktor vrste dubriva, u ovoj godini, iako
statisticki znacajan u dvo-faktorskoj analizi varijanse, nije znacajno uticao na variranje
visine cvetnog izdanka na celom ogledu (p=0.36) (Grafik 11). Ovakva nedoslednost je
posledica statisticki znaCajnog uticaja interakcije izmedu faktora faktora (p=0.03), gde
su losije razvijene biljke iz vegetativne propagacije na prolecnom plotu sadnje, koje
nisu reagovale na uneto hranivo u zemljiSte, uticale na ukupnu varijansu,
onemogucujuéi pri tom statitiCko razlikovanje aritmetickih sredina osnovnih skupova
dubrenih varijanti iz generativne propagacije, koje su u izdvojenom posmatranju
reagovale na uneta hraniva (Grafik 9). U 2010. godini svi indukovani faktori na ogledu
gajenja arnike su statisticki znacajno uticali na variranje vrednosti visine cvetnog

izdanka, ali 1 interakcija faktora vreme zasnivanja i vrste sadnica (Tabela 23). U ovoj
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godini izolovani uticaj dubrenja je imao statistiCki znaCajan uticaj na visinu cvetnog
izdanka (Grafik 11). To se takode moglo zakljuciti i sa Grafika 10, gde su sve varijante
sadnica u oba plota sadnje pokazale statisticki znacajne razlike izmedu aritmetickih
sredina osnovnih skupova dubrenih varijanti u odnosu na kontrolu. Biljke arnike su na
proleénom plotu sadnje u tre¢oj vegetaciji (2010) formirale ocekivano statisticki
znacajno vise cvetne izdanke nego u drugoj vegetaciji (Grafik 12A). Izolovano dejstvo
faktora vremena sadnje je statisticki znacajno uticalo na variranje visine cvetnog
izdanka, u 2010. godini, gde su biljke sa jesenjg plota sadnje formirale viSe izdanke
(Grafik 12B). Uticaj faktora vrste sadnica posmatran zasebno je kao i kod parametra
precnika rozete bio stetistiCki znacajan u ube posmatrane godine samo na prole¢nom
plotu sadnje, dok izmedu aritmetickih sredina osnovnih skupova generativno i
vegetativno razmnoZenih biljaka na jesenjm plotu sadnje nije bilo statisticki znacajnih
razlika (Grafik 13).

Ovaj parametar je, kao §to je receno, u obe posmatrane godine ostvario
statisticki veoma znacajne pozitivne korelacione veze sa precnikom rozete, a zajedno su
u faktorskoj analizi, po faktorskim opterecenjima, svrstani u grupu komponenti prinosa

cvetne glavice (Grafik 891 91).

Broj cvetnih izdanaka

Broj cvetnih izdanaka se na plantazi arnike kretao od 1,5 — 10,5 u 2009. godini
(Grafik 15) i od 2,4 — 12,6 u 2010. godini (Grafik 16). Ovakav raspon vrednosti broja
cvetnih izdanaka je u skladu sa prethodno publikovanim podacima na gajenim biljkama
A. montana, koji se razlikuju u odnosu na godinu posmatranja. Po vecini autora, u
drugoj godini gajenja, biljka razvija od 0.6 — 5 cvetnih izdanaka, dok se taj broj u tracoj
vegetaciji povecava na 5 — 35 cvetnih izdanaka po biljci (Bezzi i Ghidini, 1988; Seeber
et al., 1997; Galambosi, 2004; Radanovi¢ ef al., 2007; Galambosi, 2000; Evstatieva et
al., 2012).

U 2009. ispoljen je znacajan uticaj oba indukovana faktora (vrsta sadnica i vrsta
dubrenja) na vrednosti merenog parametra (Tabela 23). Interakcija izmedu faktora u
ovoj godini nije bila statisticki znacajna, ali je verovatnoc¢a prihvatanja nulte hipoteze

bila veoma mala (p=0.052), tako mozemo re¢i da iako nije postojala statisticka

161



Diskusija Doktorska disertacija

znacajnost u interakciji faktora vrsta sadnica i vrsta dubrenja, prihvatanje alternativne
hipoteze je podrzano u preko 94% slucajeva. Ovom interakcijom se moZe objasniti
zaSto faktor dubrenja izolovano posmatrano nije imao statisticki znacajan uticaj na broj
cvetnih izdanaka u ovoj godini (p=0,24) (Grafik 17). Na poljskom ogledu ova
informacija prakticno znac¢i da je statisticki znacajan uticaj dubrenja na varijantama
generativnog razmnozavanja, u ukupnoj varijansi, potisnut loSom reakcijom na dubrenje
vegetativno razmnozenih varijanti (Grafik 15). Dakle vrsta sadnica je znacajno uticala
na reakciju biljaka na uneto hranivo. U narednoj godini (2010), uticaji svih indukovanih
faktora na posmatrano svojstvo su bili statisticki znacajni (Tabela 23). Interakcija
izmedu faktora vreme sadnje i vrsta sadnica je takode bila statisticki veoma znacajna, ali
1 interakcija izmedu svih faktora nije bila zanemarljiva (p=0,082). To znaci da su biljke
u preko 91% slucajeva varirale u broju cvetnih izdanaka zavisno od zajednicke varijanse
ova tri faktora. Ovom poslednjom interakcijom se moZe objasniti slab doprinos faktora
vrste dubrenja u pogledu vrednosti broja cvetnih izdanaka u 2010. godini (p=0,25)
(Grafik 17). Jednofaktorska analiza varijanse za ovo svojstvo u 2010. godini rasvetjava
koje su varijante pozitivho reagovale na uneto hranivo, a koje nisu (Grafik 16). Iz
prikazanih variranja vrednosti broja cvetnih izdanaka se moze videti dobra reakcija
biljaka sa dubrenih blokova generativno razmnozenih varijanti na proleénom plotu
sadnje u odnosu na biljke iz vegetativne propagacije na istim blokovima, a takode i
izostanak reakcije dubrenih plotova generativnho razmnoZzenih varijanti jesenjeg plota
sadnje. Biljke arnike su na proleénom plotu sadnje u trecoj vegetaciji formirale
ocekivano statisticki znacajno vise cvetnih izdanaka nego u drugoj vegetaciji (Grafik
18A). Uticaj faktora vremena zasnivanja je bio znacajan u pogledu variranja vrednosti
ovog parametra (Grafik 18A). Uticaj vrsta sadnica je bio, kako i kod prethodna dva
proucavana svojstva, statisticki znaCajan samo na prole¢nom plotu sadnje, gde su
generativno razmnozene biljke formirale veéi broj cvetnih izdanaka od vegetativno
razmnozenih biljaka (Grafik 19). U obe posmatrane godine, broj cvetnih izdanaka je bio
u statisticki znacajnim jakim korelacionim odnosima sa precnikom rozete i visinom
cvetnog izdanka (Grafici 20 i 21). JaCina veze sa preCnikom rozete ocenjena je
korelacionim koreficijentom r=0.91, u 2009. godini, odnosno r=0.88 u 2010. godini.

Takode su znaCajni i korelacioni koeficijenti veze broja cvetnih izdanaka i visine
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cvetnog izdanka, koji su uzimali vrednosti r=0.79, u 2009. godini, odnosno r=81, u
2010. godini.

Na ovom nivou se moze zakljuciti da su bolje razvijene biljke arnike bile
superiorne u odnosu na loSije razvijene po sva tri do sada obradena svojstva. Visoki
korelacioni koeficijenti ukazuju na to da su biljke sa ve¢im brojem cvetnih izdanaka u
isto vreme imale i vece precnike rozeta i viSe cvetne izdanke. Faktorska analiza je u obe
posmatrane godine po faktorskim opterecenjima broj cvetnih izdanaka grupisala
zajedno sa prinosom cvetnih glavica i ostalim parametrima koji uti¢u na ovaj prinos

(Grafici 89191).

Broj cvetnih glavica po biljci

U drugoj vegetaciji arnike (2009) broj cvetnih glavica po biljci se kretao od 1,2
— 10,5 (Grafik 23), dok su se vrednosti ovog svojstva u tre¢oj vegetaciji kretale od 8,4 —
38,9. Nasi rezultati u pogledu vrednosti ovog parametra u potpunosti odgovaraju
u drugoj vegetaciji imale od 1 - 4, a u trecoj vegetaciji od 25 — 38 cvetnih glavica po
biljci (Evstatieva et al., 2012). Galambosi (2004) je prijavio slicne rezultate u drugoj i
trecoj godini, prosecno 5, odnosno 28, cvetnih glavica, respektivno. Biljke gajene na
malc folijama su, u nasim ekoloskim uslovima, dale u drugoj vegetaciji od 2.7 — 5.5
cvetnih glavica po biljci (Radanovi¢ et al, 2007), dok su biljke gajene na Cetiri
lokaliteta u Italiji dale od 0.9 — 6.1 cvetnih glavica po biljci (Bezzi i Ghidini, 1988).
Bomme (1999) navodi da selektovana sorta ‘ARBO’ moze u cCetvrtoj vegetaciji da
dostigne u proseku oko 90 cvetnih glavica po biljci. Slican nalaz je prijavio Galambosi
(2000) na lokalnoj finskoj polulaciji 4. montana gde je izbrojao u cetvrtoj godini
cvetanja (peta vegetacija) maksimalnih 98 cvetnih glavica po biljci.

Iz podataka prezentovanih na Graficima 22 i 23, kao 1 iz Tabela 13 i 14, moze se
zakljuciti da berba cvetnih glavica arnike, u agroekoloskim uslovima planinskog
regiona zapadne Srbije, traje oko 25 dana i da po terminu za pocetak berbe pristize oko
20. maja.

Na ovo svojstvo, u obe posmatrane godine, statistiCki znacajno su uticali svi

indukovani faktori na ogledu (Tabela 23). U 2009. godini se pored uticaja faktora vrsta
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sadnica i vrsta dubriva, statisticki znaajnom pokazala i njihova interakcija. Ova
interakcija, koja se prenela i u narednu godinu (2010) uslovila je, kao i u slucaju
prethodno proucavanih svojstava, maskiranje statisticke znacajnosti uticaja faktora vrste
dubriva na celom ogledu (Grafik 26), gde je prihvatanje nulte hipoteze ocenjeno sa
verovatno¢om p=0.17, u 2009. godini, odnosno sa p=0.18, u 2010. godini. U prilog
ovome idu statistiCke znacajnosti dubrenih blokova u odnosu na kontrolni blokove na
izolovanim varijantama vrste sadnica u oba plota sadnje (Grafici 23 i 25). Prosecan broj
cvetnih glavica po biljci u tre¢oj vegetaciji je oCekivano bio statisticki znacajno veci od
broja cvetnih glavica po biljci u drugoj vegetaciji (Grafik 27A). Uticaj faktora vremena
zasnivanja na variranje broja cvetnih glavica po biljci je u 2010. godini bio statistic¢ki
veoma znacajan. Uticaj faktora vrste sadnica an vatiranje broja cvetnih glavica po biljci
je bio, kao i1 kod prethodno proucavanih morfoloskih osobina, statisticki znac¢ajan samo
na prole¢nom plotu sadnje (Grafik 28). Ovo je posledica prethodno pomenute pojave
ranog cvetanja vegetativno razmnozenih varijanti i loSijeg prijema ovih sadnica. Na
jesenje plotu sadnje izmedu aritmetickih sredina osnovnih skupova varijanti
generativnog i vegetativnog razmnozevanja nije bilo statiti¢ki znacajnih razlika.
Posmatrana osobina (broj cvetnih glavica po biljci) je usko vezana sa pre¢nikom
rozete, visinom cvetnog izdanka i brojem cvetnih izdanaka, gde su jacine veza ocenjene
korelacionim koeficijentima u 2009. godini r=0.91(odnosno r=0.71, u 2010. godini),
r=0.85 (=0.73) 1 =0.96 (r=0.71), respektivno. Takode u faktorskoj analizi, ova osobina
je, u obe posmatrane godine, usko korelisana sa Faktorom 1 koji grupiSe promenljive

koje dele zajednic¢ku varijansu sa prinosom cvetne glavice (Grafici 891 91).

Precnik cvetne glavice

Vrednosti prec¢nika cvene glavice na ogledu arnike u 2009. godini su se kretale
od 5,9 — 7,5 cm (Grafik 32), dok su se u 2010. godini iste vrednosti kretale od 6,4 — 9,1
cm (Grafik 33). Literaturni podaci koji opisuju ovaj parametar potvrduju nase nalaze i
vrednosti se uglavnom krecu od 4 — 8 cm. Tako Smallfield i Douglas (2008) navode
upravo ovaj raspon , dok Munoz (1987) prijavljuje znatno uzi raspon od 7 — 8 cm. Ostali

autori potvrduju da se kod merenja precnika cvetne glavice biljke 4. montana mogu
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ocekivati vrednosti od 6 — 8 cm (Heeger, 1956; HagerROM, 2002; Evstatieva et al.,
2012).

Na variranje vrednosti ovog parametra je u drugoj vegetaciji (2009) uticao samo
faktor vrste sadnica, dok uticaj faktora vrste dubriva nije bio statisticki znacajan (Tabela
23). U trecoj vegetaciji (2010) indukovani faktori vreme sadnje i vrsta dubrenja na su
statisticki znaCajno uticali na variranje izmerenih vrednosti precnika cvetne glavice.
Takode je, u ovoj godini, i interakcija faktora vremena sadnje i vrste sadnica bila
statisticki znacajna. Uticaj dubrenja na variranje ovog svojstva nije bio statisti¢ki
znacajan, ni u jednoj od posmatranih godina, ali je prihvatanje nulte hipoteze, u 2010.
godini, bilo ocenjeno verovatno¢om od 8,2%. Sto zapravo znaci da su se aritmeticke
sredine osnovnih skupova vrednosti preCnika cvetnih glavica dubrenih blokova,
razlikovale od kontrolnih blokova u 91,8% slucajeva, $to se nije pokazalo kao statisticki
znacajno, ali nije ni zanemarljivo mali procenat slucajeva. I kod ovog parametra
ocekivano su se, kao i kod prethodno posmatranih morfoloskih osobina, statiskicki
znacajno razlikovale aritmetiCke sredine osnovnih skupova vrednosti prec¢nika rozete u
drugoj i tre¢oj vegetaciji (Grafik 35A). Takode je i faktor vremena sadnje znacajno je
uticao na variranje vrednosti ovog svojstva (Grafik 35B), gde su biljke iz jesenje sadnje
formirale vece cvetne glavice u poredenju sa biljakma iz proe¢nog plota sadnje. Faktor
vrste sadnica se u rezltatima trofaktorske analize varijanse, za trecu vegetaciju (2010)
nije pokazao kao statisticki znacajan, ali je u isto vreme statisticki veoma znacajna bila
interakcija ovog faktora sa faktorom vremena sadnje (Tabela 23). Ova interakcija je
uticala na neispoljavanje statisticke znaCajnosti faktora vrste sadnica, kako se u
izolovanim t-testovima pokazalo (Grafik 36), gde su na proleénom plotu sadnje vecée
precnike cvetnih glavica formirale biljke iz vegetativne propagacije, a na jesenjem plotu
obrnuto, iz generativne propagacije (Prilog 4 E i F). Ova nedoslednost je uticala na
neispoljavanje statisticke znacajnosti kakva je pokazana u t-testovima.

Prec¢nik cvetne glavice je u prvoj godini ostvario statisticki znacajne negativno
korelisane veze sa pre¢nikom rozete, visinom cvetnog izdanka i brojem cvetnih glavica
po biljci, koje su ocenjene korelacionim koeficijentima r=-0.55, r=-0.62 i r=-0.53
(Tabela 15), respektivno, ali se ti odnosi nisu ponovili u narednoj godini, tako da se
gubi sledljivost pretpostavke da su prec¢nici cvetnih glavica arnike obrnuto srazmerni

vrednostima komponenata prinosa. Faktorskom analizom je pokazano da se ova osobina
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po faktorskom optere¢enju, u 2009. godini, ne koreliSe znacajno ni sa jednim
ekstrahovanim faktorom, dok se u 2010. godini znacajno negativno KkoreliSe sa
Faktorom 4 (ostale osobine) sa kojim se znaCajno pozitivno korelise faktorsko
opterecenje broja sekundarnih rozeta (Grafici 89 1 91). Za ovu ovu osobinu se na ovom
nivou istrazivanja ne moze izvesti jasan zakljucak ¢ime je fizioloski uslovljena ni kakva

je njena uloga u formiranju prinosa.

Broj sekundarnih rozeta

Vrednosti broja sekundarnih rozeta arnike su u 2009. godini varirale izmedu 5,7
— 18,3 (Grafik 37), dok se u 2010. godini kretao od 25,3 — 35,0 (Grafik 38).
Literaturnih podataka o broju formiranih sekundarnih rozeta ima veoma malo, §to je i
razumljivo obzirom na Cinjenicu da je za ispravno brojanje u drugoj i tre¢oj vegetaciji
neophodno izvaditi, oprati biljku i pazljivo razdvajati formirane rozete. Tako su samo
Evstatieva i saradnici (2012) prijavili da su na kraju trece vegetacije uspeli da prikupe
4160 rozeta sa 20 m>. To u proratunu daje oko 52 sekundarne rozete po biljci §to je u
proseku znatno vise od broja sekundarnih rozeta na biljkama u nasem ogledu na kraju
tre¢e vegetacije (od 25.3 — 35.0) (Grafik 38).

Na variranje ovog parametra u 2009. godini uticao je samo faktor vremena
zasnivanja (Grafik 41A). To prakticno znaci da je broj sekundarnih rozeta u trecoj
vegetaciji dostigao nivo broja rozeta prole¢nog plota sadnje. Odavde se moze zakljuciti
da variranje ovog parametra utice na parametre koji su vezani za prinos samo u
pocetnim fazama razvica, ali kada se biljka stabilizuje (u naSem slucaju u trecoj
vegetaciji) broj sekundarnih rozeta se ujednaci na svim varijantama, pa izmedu varijanti
prestaju da postoje statistiCki znaCajne razlike. Razlog za pojavu ove asimetrije
najverovatnije lezi u post-Zetvenoj biologiji biljke koja se ogleda u formiranju novih
rozeta. Nakon branja cveta cvetna stabljika se susi, a biljka usmerava svu prikupljenu
energiju na formiranje novih rozeta. Iz tog razloga su biljke posadene na prolece, koje
su cvetale u 2009. godini, formirale veci broj sekundernih rozeta na kraju te godine. U
narednoj godini su sve biljke na ogledu cvetale i sve su nakon branja cveta pristupile
formiranju novih rozeta. Optimalan broj rozeta je najverovatnije uslovljen gustinom

sadnje biljaka, tako da su biljke koje su sadene na prolece i one koje su sadene na jesen
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u tre¢oj vegetaciji dostigle svoj optimum gustine i tako se izjednacile po broju
sekundarnih rozeta (Grafik 38). U tre¢oj vegetaciji (2010), ni jedan od indukovanih
faktora na ogledu nije statisticki znacajno uticao na variranje vrednosti ove osobine, ali
se statisticki veoma znacajnom pokazala interakcija izmedu faktora vremena sadnje 1
vrste sadnica (Tabela 23). Ova interakcija je ocekivana i prisutna kod svih proucavanih
nadzemnih parametara arnike, upravo zbog loSijeg razvic¢a biljaka iz vegetativne
propagacije na prole¢nom plotu sadnje. Biljke arnike su u 2010. godini formirale, na
oba plota sadnje, ocekivano statisticki znacajno veci broj sekundarnih rozeta nego u
2009. godini (Grafik 40 A i B). Uticaj vrste sadnica na broj sekudarnih rozeta na
jesenjm plotu sadnje u obe posmatrane godine nije bio statisticki znacajan (Grafik 42).
Od odnosa sa drugim morfoloskim osobinama broj sekundarnih rozeta, u 2009. godini,
ostvaruje znacajne pozitivne korelacione veze sa vec¢inom prethodno proucavanih
parametara, osim sa pre¢nikom cvetne glavice sa kojim gradi negativno korelisan odnos
(Grafik 43 i Tabela 16). Medutim te znacajne veze u narednoj godini (2010) slabe, tako
da se na ovom nivou israzivanja ne moze izvesti pouzdan zakljucak o pravilnosti
uzajamnih odnosa broja sekundarnih rozeta i ostalih merenih osobina na ogledu.
Faktorkom analizom, u 2009. godini, ovaj parametar po svom faktorskom opterecenju
nije bio znacajno korelisan ni sa jednim od ekstrahovanih faktora, dok se u 2010. godini

grupisao u elemente Faktora 4 — odnosno ostale osobine.

7.2. Prinosi

Prinos cvetnih glavica

Prinos cvetnih glavica na ogledu gajenja arnike u 2009. godini se kretao od 5.2 —
143.6 kg/ha (Grafik 45), dok se u 2010. godini kretao od od 3,7 — 258,7 kg/ha (Grafik
47). Dobijeni prinosi su, u svojim maksimalnim vrednostima, u skladu sa ranije
publikovanim rezultatima i najsli¢niji su nalazima iz Italije (Bezzi i Ghidini, 1988), dok
su znatno nizi od prinosa postignutih u Nemackoj (Bomme i Daniel, 1994). Pregled

literaturnih podataka o visinama prinosa u dosadasSim istrazivanjima dat je u Tabeli 41.
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Tabela 41. Literaturni podaci o visinama prinosa suve cvetne glavice 4. montana

Zemlja istraZivanja Prinos kg/ha Izvor
Italija 94 - 284 Bezzi i Ghidini, 1988
Nemacka 1330%* Bomme 1 Daniel, 1994

Finska 110 - 530 Galambosi, 2004
Novi Zeland 223 -570 Douglas et al., 2004
Novi Zeland 200 - 700 Smallfield i Douglas, 2008
Nemacka 570 - 1140 Bomme et al., 1995
Nemacka 150 -1100 Bomme, 1999
Spanija 600 - 750 Munoz, 1987
Nemacka 500 - 1000 Marquard i Kroth, 2001
Nemacka 500 - 1000 Dachler i Pelzmann, 1999
Nemacka 500 - 1000 Heeger, 1956
Srbija 30 - 340 Radanovi€ et al., 2007
Bugarska 310-470 Evstatieva et al., 2012
Austrija 570 - 1100 Seeber et al., 1997

* posebno selektovane biljke

Veliko variranje prinosa cveta 4. montana u literaturi, kakvo je prikazano u
Tabeli 41, je posledica vise faktora, ali je najverovatnije najznacajniji uticaj stanista.
Prirodno staniSte arnike su visokoplaninske livade i verovatno je da uticaj visokih
temperatura negativno uti¢e na razvi¢e biljaka, pri cemu se smanjuje prinos. Variranja
prijavljene visine prinosa unutar istog istrazivanja je u vecini sluCajeva posledica
nejednakog doprinosa prve i druge godine cvetanja (druga i teca vegetacija), gde autori
najcesce izdvajaju drugu godinu kao prinosniju. Ovo je opet posledica formiranja veceg
broja organa, u drugoj godini cvetanja, koji posredno ucestvuju u prinosu cvetne
glavice. Najveci prinosi su prijavljeni u Namackoj, dok su najnizi u Srbiji 1 Italiji.
Prethodna istrazivanja na kultivaciji arnike u nasem klimatu na planini Tara (Radanovi¢
et al., 2007), dala su sli¢ne rezultate kao $to su nalazi u ovom radu, odnosno 30 kg, 340
kg, 200 kg i 100 kg, u prvoj, drugoj, tre¢oj i ¢etvrtoj godini cvetanja, respektivno.

Sa Grafika 44 1 46, kao iz Tabela 17 i 18, moze se zakljuciti da je ritmika branja
cvetnih glavica, u ukupnom trajanju od oko 20 dana bila podeljena u 6 — 8 berbi, a da je
najveca koli¢ina ubranih cvetnih galvica (preko 70%) smeStena u tri glavne berbe.
Glavne berbe vegetativno razmnoZenih varijanti su u obe posmatrane godine su
otpocCinjale ranije nego kod ostalih varijanti na ogledu. Uticaj svih indukovanih faktora

na prinos cvetne glavice, u obe posmatrane godine je bio znacajan (Tabela 23), ali su
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takode bile znacajne i interakcije faktora vrsta sadnica i vrsta dubriva, u obe godine, i
vreme sadnje i vrsta sadnica u 2010. godini. Interakcije faktora vrste sadnica sa vrstom
dubriva su dalje uticale na prikrivanje statisticke znaCajnosti uticaja faktora vrste
dubriva na prinos cvetne glavice arnike.Tako zbog losijeg prijema i slabijeg razvica
biljaka iz vegetativne propagacije prole¢nog plota sadnje, faktor vrste dubriva nije u
svom ukupnom dejstvu na ogledu statisticki znacajno uticao na prinos cvetne glavice ni
u jednoj od posmatranih godina (Grafik 48). Interakcije faktora vrste sadnica sa vrstom
dubriva su dalje uticale na prikrivanje statisticke znacajnosti uticaja faktora vrste
dubriva na prinos cvetne glavice arnike. Kada se uticaj faktora vrste dubrenja proucava
izolovano, po varijantama vrste sadnica, uocava se da postoje statisticki znacajne razlike
imedu aritmetiCkih sredina osnovnih skupova dubrenih blokova i kontrolnih blokova
kod generativno razmnoZenih varijanti u obe posmatrane godine (Grafik 45 i 47).
Prethodno publikovani podaci uglavnom govore o skromnom ili nikakvom doprinosu
dubrenja u stvaranju veceg prinosa cvetnih glavica 4. montana. Prema Bomme et al.
(1995) na plodnim zemljistima arnika se moze uzgajati bez primene velike koli¢ine
dubriva. Ista grupa autora pokazala je da su prinosi cveta arnike, u tri uzastopne godine,
bili visi na nedubrenim (356 — 755 kg/ha) nego na dubrenim varijantama (266 — 635
kg/ha). Seeber et al. (1997) prijavljiju vece prinose u verijantama dubrenim mineralnim
dubrivom (850 — 1100 kg/ha) u odnosu na kontrolu (575 - 870 kg/ha). Nasuprot ovim
nalazima istrazivanja radena u nasem klimatu pokazuju da uticaj dubrenja moze znatno
unaprediti prinos cveta, gde su varijante dubrene mineralnim dubtivom dale za 20.5%, a
varijante dubrene stajnjakom za 9.4%, veée prinose cveta u odnosu na kontrolnu
varijantu (Radanovi¢ et al., 2007). Valja napomenuti da je ovo istrazivanje radeno na
mal¢ folijama, pa se bolja reakcija usvajanja hraniva moze pripisati posebnim
ekoloSkim uslovima u kojima su biljke gajene. Biljke iz generetivno razmnozenih
varijanti na prole¢nom plotu sadnje su imale ocekivano statisticki znacajno veci prinos
cvetne glavice u 2010. godini u poredenju sa 2009. godinom (Grafik 49A). Takode su i
biljke sa jesenjeg plota sadnje u proseku postigle statisticki znacajno vece prinose od
generativno razmnoZzenih biljaka sa prole¢nog plota sadnje (Grafik 49B). Faktor vrste
sadnica je statistiCki veoma znafajno uticao na visinu prinosa cvetne glavice (Grafik
50), Sto je 1 oCekivano obzirom da je ovaj faktor uticao na variranje vrednosti svih

posmatranih komponenti prinosa, osim na pre¢nik cvetne glavice u 2010. godini, pa
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samim tim i na prinos cvetne glavice kao super-svojstva. Radi boljeg pregleda
prinosnog potencijala svih proucavanih varijanti na ogledu, uvedene su dve teoretske
vrednosti: prinos cvetnih glavica po biljci i teoretski prinos cvetnih glavica (Tabela 19).
Iz ovakvog pregleda se moze zakjuciti, da bi biljke iz jesenjeg plota sadnje, i bez
masovnog propadanja vegetativno razmnozenih biljaka iz prole¢nog plota sadnje, bile
superiornije po prinosu cvetne glavice. Takode se iz ovog pregleda moze pretpostaviti
da bi najveci prinos cvetnih glavica (417,1 kg/ha), u tre¢oj vegetaciji, postigla
generativno razmnozena varijanta u bloku mineralnog dubrenja posadena na jesen
(IMGQG).

Sudec¢i po jacini veze najveci uticaj na visinu prinosa imale su osobine: prec¢nik
rozete, visina cvetnog izdanka, broj cvetnih izdanaka i broj cvetnih glavica po biljci, Cije
su jacine veze sa prinosom cvetne glavice ocenjene korelacionim koeficijentima koji su
se kretali, u obe posmatrane godine, od r = 0,82 do r = 0,94 (Grafici 51-54). Precnik
cvetne glavice je bio negativno korelisan sa prinosom cvetne glavice u 2009. godini (r =
-0.60), ali se ta veza nije zadrZala i u narednoj godini (r = 0.06) (Tabela 20). Takode se i
osobina broj sekundarnih rozeta u drugoj vegetaciji statisticki veoma znacajnoo
pozitivno koreliSe sa visinom prinosa (r = 0.75), ali se u tre¢oj vegetaciji ta veza gubi.
Faktorskom analizom je utvrdeno da su upravo pobrojane osobine, sa visokim
koeficijentima korelacije sa prinosom cvetne glavice, u obe posmatrane godine, po
svojim faktorskim optere¢enjima delile zejedniCku varijansu sa Faktorom 1 — prinos i
komponente prinosa (Grafik 89 i 91). Ovakvo grupisanje je bilo o¢ekivano obzirom da
je za izradu faktorske analize koriS¢ena korelaciona matrica.

Na ovom nivou istrazivanja moze se zakljuciti da su biljke iz jesenje sadnje dale
znacajno vece prinose, da je uticaj faktora vrste dubrenja osetan samo kod generativno
razmnozenih biljaka, da faktor vrste sadnica ima uticaj na prinos samo kod biljaka
sadenih u prole¢e i da variranje vrednosti vecine odabranih komponenti prinosa u

velikoj meri utice na visinu prinosa.

Prinos rizoma i korena

Rezultati merenja masa podzemnih organa arnike su se pokazali jako heterogeni

(Grafik 19 i 20). U svakoj posmatranoj godini mereni parametri su imali izuzetno velike
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koeficijente varijacije (CV%) koji su u svojim maksimalnim vrednostima kod prinosa
rizoma iznosili 38,8%, u 2009. godini (odnosno 48,1%, u 2010. godini), a u slucaju
prinosa korena 82,2% (48,2%). Ovakva neujednacenost u vrednostima uticala je veliki
raspon masa, gde je u 2009. godini minimalna vrednost mase rizoma (57.1 kg/ha) bila
skoro 10 puta manja od maksimalne vrednosti (502.1 kg/ha), a isto tako i minimalna
vrednost mase korena (85,0 kg/ha) skoro 10 puta manja od maksimalne vrednosti (822.8
kg/ha). U drugoj posmatranoj godini (2010) se smanjuje raspon izmedu ekstremnih
vrednosti na oko 4 puta u slucaju rizoma i oko 2 puta u slucaju korena (Tabela 31).
Prinosi rizoma su se u 2009 godini kretali od 106.3 — 373.7 kg/ha (odnosno 475.9 —
897.5 kg/ha u 2010. godini) (Grafici 55 1 56), a prinosi korena od 194.3 — 426.4 kg/ha
(odnosno 420.7 — 614.7 kg/ha) (Grafici 62 i 63). Podaci o prinosima podzemnih organa
dobijeni sa ogleda su u skladu sa literaturnim podacima. Autori koji su obradivali ovu
temu nisu pridavali posebnu paznju razdvojenom posmatranju podzemnih organa nego
su jednim terminom “koren” ili “rizom” objedinjavali oba organa u jedan pojam. Podaci
o tako prikazanom prinosu (zajedno rizom i koren) na nasem ogledu se krecu od 0.8 —
1.5 t/ha, a u prethodno objavljenim studijama se prinos kretao od oko 1 t/ha (Bezzi i
Ghidini, 1988), preko 0.8 — 2.8 t/ha (Bomme et al., 1995; Heeger 1956) do 3 t/ha i vise
(Marquard 1 Kroth, 2001; Dachler i Pelzmann, 1999). NaSi nalazi su najsli¢niji
podacima dobijenim sa oglednog gajenja arnike u Italiji (Bezzi i Ghidini, 1988), dok su
naSi prinosi u svom maksimumu dvostruko nizi od prijavljenih prinos podzemnih
organa arnike gejene u Nemackoj (Marquard i Kroth, 2001; Dachler i Pelzmann, 1999).
Ovakva razliCitost je, kao i kod prinosa cvetnih glavica, najverovatnije posedica
povoljnijih agroekoloskih uslova za gajenje ove biljke u zemljama Centralne Evrope.
Uticaj faktora dubrenja ni u jednoj posmatranoj godini nije ispoljio statistiCku
znacajnost u pogledu variranja vrednosti prinosa podzemnih organa (Grafici 57 i 64)
(Tabela 23). Biljke su u 2009. godini imale ocCekivano statisticki manje prinose
podzemnih organa u odnosu na biljke iz 2010. godine, na oba plota sadnje (Grafik 58 i
65). Uticaj vremena zasnivanja je u drugoj vegetaciji bio statisticki veoma znacajan na
variranje prinos rizoma, dok je u tre¢oj vegetaciji uticaj ovog faktora bio znacajan na
variranje prinosa i rizoma i korena (Grafik 59 i1 66). Uzrok ovim razlikama je
najverovatnije duzina vegetacionog perioda, gde su biljke posadene na prole¢e imale u

prethodnoj godini (2008) jednu Citavu vegetaciju vise (Slika 22), u kojoj su formirale
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veci broj sekundarnih rozeta (Grafik 41). Jacina veze imedu ove dve prinosa rizoma i
broja sekundarnih rozeta se moze okarakterisati u 2009. godini kao jaka (r = 0.80), au
2010. godini kao osrednja (r = 0.54) (Grafik 61). Izmedu prinosa rizoma i prinosa
korena u obe posmatrane godine postoji statisticki znacajna pozitivna korelaciona veza.
Ta veza je u 2009. godini ocenjena kao jaka koeficijentom korelacije r = 0.88, dok je u
2010. godini ocenjena kao osrednja koeficijentom r =0.49. Prinosi korena sa dela ogleda
posadenog na prolece su bili visi u odnosu na vrednosti ovog parametra dobijenih sa
dela ogleda sadenog na jesen. Takode, na jesenjem delu ogleda, visi prinos korena su
imale biljke koje su razmnozene generativno od biljaka koje su razmnozene deobom
bokora. U drugoj posmatranoj godini (2010) na prinos rizoma ima uticaj samo faktor
vremena zasnivanja i interakcija svih indukovanih faktora (Tabela 23). To prakti¢no
znaci da su se na kraju trec¢e vegetacije, u pogledu vrednosti ovog parametra, oslabljeni
uticaji faktora vrste dubriva i vrste sadnica ujednacili, ali da je o¢uvan bonitet povoljne
kombinacije faktora i to upravo: proleéne sadnje (zbog duZze vegetacije u trenutku
posmtranja), dubrenja stajnjakom i vegetativnog nafina razmnozavanja (varijanta POG
= 897,5 kg/ha; Tabela 31), ali da razlike izmedu sredina plotova vremena sadnje,
blokova dubrenja i1 varijanti razmnozavanja ponaosob nisu pokazale statistiCku
znacajnost. U istoj godini na prinos korena utiCe faktore vremena sadnje, gde je
prole¢na sadnja favorizovana zbog duze vegetacije prolecno sadenih biljaka u trenutku
posmatranja (Grafik 66B). Po faktorskim optere¢enjima podzemni organi arnike su se u
obe posmatrane godine gupisale u poseban Faktor 3. To znaci da su sa veoma malim
delom varijanse ove dve osobine ucCestvovale u variranju osobina koje su uticale na

visinu prinosa cvetne glavice.

Prinos etarskog ulja korena i rizoma

Prinos etarskog ulja iz korena gajene arnike u 2009. godini kretao se od 1.05 —
3.15% (1.71 — 2.40% u 2010. godini), dok se prinos etarskog ulja rizoma kretao od 3.98
—4.83% (2.09 — 3.07% u 2010. godini) (Grafici 69 i 70). Dobijene vrednosti prinosa su
u saglasnosti sa ve¢ publikovanim rezultatima, gde vecina autora navodi vrednost od

1,5% kao maksimalnu (Willuhn, 1969; Dachler i Pelzmann, 1999; Bomme ef al., 1995;
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Munoz, 1987; Heeger, 1956), izuzev Fenaroli (1963) koji navodi maksimalnih 6,3%
ulja (Bezzi i Ghidini, 1989).

Uticaj faktora vrste dubrenja na prinos etarskog ulja korena i rizoma nije bio
znacajan ni u jednoj od posmatranih godina (Tabela 22), §to je u suprotnosti sa nalazima
Chang i sar. (1998), gde pri povecanju koncentracije pristupacnih hraniva u zemljustu
dolazi do povecanja sadrzaja etarskog ulja u korenu korejske valerijane
(Valerianafauriei var. dasycarpa Hara). Takode, Ezz El-Din i Hendawy (2010) navode
da postoji pozitivna korelacija izmedu koli¢ine unetog hraniva u zemljiSte i sadrzaja
etarskog ulja u korenu selena (Levisticum officinale). U obe posmatrane godine u
rizomima arnike akumulirala se statistiCki znaCajno veca koli¢ina etarskog ulja (Grafik
71). Ovakva raspodela ulja je najverovatnije posledica razliite morfologije ova dva
organa, §to se mozZe uociti na poprecnim presecima (Slike 34 1 37), gde rizomi razvijaju
vece Supljine u intercelularima koje im sluze za skladiStenje ulja (Slika 36). Uticaj
starenja na prinos etarskog ulja je bio izrazeniji kod rizoma nego kod korena, gde su
biljke iz druge posmatrane godine (2010) imale nizi sadrzaj etarskog ulja od biljaka iz
prve posmatrane godine (2009) (Grafik 72), §to je najverovatnije posledica formiranja
veceg broja sekundarnih rozeta u trecoj vegetaciji u odnosu na drugu. U prilog ovoj
tvrdnji ide ranije pokazana pozitivno korelisana veza broja sekundarnih rozeta i prinosa
rizoma (Grafik 61), a takode i negativno korelisana veza sadrzaja etarskog ulja u rizomu
i prinosa rizoma (Grafik 75). Uticaj faktora vremena zasnivanja je bio statistcki
znacajan samo na variranje vrednosti prinosa ulja u korenu prve posmatrane godine
(Grafik 73). Ova znacajnost je oc¢ekivana buduci da su biljke iz proleéne sadnje imale
¢itavu jednu vegetaciju duze razvice (Slika 22). Uticaj vrste sadnica na jesenjem plotu
sadnje nije bio znacajan u pogledu variranja prinosa ulja u podzemnim organima
(Grafik 74), sto je bilo za ocekivati obzirom na ujednacenost u prijemu i formiranju svih

ostalih organa oba tipa sadnica.
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7.3. Mikroskopska i hromatografska karakterizacija droga

Makroskopska analiza

Makroskopska identifikacija biljne droge Arnicae flos u poredenju sa
pretpostavljenim falsifikatima, Calenduale flos 1 cvetnom glavicom Doronicum
columne, je izvodljiva golim okom do nivoa osuSenih cvetnih glavica (Slika 25 A i B),
dok je u sprasenom obliku identifikacija oteZana ¢ak i pod lupom (x40) (Slika 25 B i C).
Da bi se sa sigurnos¢u ustanovilo o kojoj sprasenoj drogi je re¢, moraju se koristiti veca

mikroskopska uvelianja.

Mikroskopska analiza

Mikroskopski pregled delova cvetnih glavica (Slika 26) otkriva specifi¢nosti
pojedinih delova koji bi mogli posluziti za brzu identifikaciju droge Arnicae flos. Tako
su dlacice na ahenijama kod 4. montana i D. columnae dvostruke, bez glave i providne
dok su kod C. officinalis kratke, sa glavi¢astim savrSetkom i ispunjene sarzajem (Slika
26A). Kod vrsta 4. montana 1 D. columnae debljina papusa se veoma razlikuje (Slika
26D). Tako A. montana ima papuse debljine oko 69+16 um, §to je u skladu sa veé
publikovanim rezultatima (Deutschmann et al., 1979; Eschrich, 1979), dok D. columnae
ima oko 30£7 um. Ovo je u isto vreme i najlakSe uocljiva razlika u sprasenom obliku
cvetnih glavica, koja moze posluziti kao klju¢ za razlikovanje ove dve vrste pod
mikroskopskim uveli¢anjem. Povoljna karakteristika papusa je da mu se retko naruSava
struktura po duzini, tako da i u samlevenom obliku zadrzava dimenziju debljine.
Prasnici svih posmatranih vrsta su veoma sli¢ni s tim $to su prasnici vrste D. columnae
uzi (Slika 26E). Ova karakteristika se nazalost ne moze Kkoristiti kao klju¢ za
identifikaciju vrsta u sprasenom obliku obzirom da se prasnici cepkaju na sitne komade
gubedi pri tom informaciju o poéetnim dimenzijama. Zigovi tu¢aka ove tri vrste na slici
26F izgledaju potpuno razlicito, ali je to najverovatnije posledica nejednake razvijenosti
u toku faze punog cvetanja. Zigovi tuéaka sve tri vrste su u svom punom razviéu mnogo

.....

Asteraceae, razvijaju dvodelni zig tucka sa lastaviCasto savijenim krajevima. Takode se,
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zbog naruSavanja strukture prilikom mlevenja cvetnih glavica, eventualne razlike u
strukturi ziga tu¢ka ne bi mogle koristiti za identifikaciju vrsta.

Vrste A. montana i C. officinalis se mogu razlikovati i po dlakama koje su pr
isutne u bazi kruni¢nih listia Slika 27, ali je pouzdaniji pokazatelj debljina papusa
(Slike 28 i 30). Primese cveta nevena u drogi Arnica flos mogu biti uocene ve¢ pod
uvelicanjem x5 preko karakteristicnih Zlezdanih dlaka sa baze kruni¢nih listia i sa
listica involukruma (Slika 29). Opisane anatomske karakteristike arnike su u skladu sa
literaturnim podacima (Deutschmann et al., 1979; Pfander, 2002; Eschrich, 1979).

Iz sumiranih mikroskopki uocljivih razlika izmedu posmatrane tri biljne vrste
predstavljene u Tabeli 24, mozemo izvesti zakljuCak da se na osnovi prisustva i debljine

papusa moZze najbrze i najlakse identifikovati biljna droga Arnicae flos.

Tankoslojna hromatografija

1z prezentovanih rezultata HPTLC analize ekstrakata cvetnih glavica A. montana
i dva pretpostavljena falsifikata, C. officinalis i D. columne (Slika 32) moze se
zakljuciti da je ova tehnika pogodna za brzu identifikacija droge Arnicae flos. Dobijeni
hromatogrami 4. montana i C. officinalis su u skladu sa ranije publikovanim rezultatima
(Wagner et al., 1984). Jasna disktincija cvetnih glavica 4. montana i D. columnae u
odnosu na C. officinalis je moguca zahvaljuju¢i sadrzaju rutina. U prethodnim
istrazivanjima je pokazano da arnika u svom fenolnom kompleksu ne sadrzi rutin
(HagerROM, 2002; Merfort, 1992; Kohlmiinzer, 2000; Reyes-Salas et al., 2002;
Ganzera et al., 2008; Spitaler et al., 2008; Albert et al., 2009; Schilcher et al., 2007).
Nasuprot ovim istrazivanjima, Craciunescu 1 sar. (2012) prijavljuju znacajne koli¢ine
rutina u ekstraktima cvetnih glavica A. montana 1 nadzemnom delu biljke Artemisia
absinthium. Ovakvo ne slaganje u rezultatima je verovatno posledica nepodudaranja
metodskih postupaka u analizama fenolnog kompleksa. U nasem istrazivanju tehnikom
tankoslojne hromatografije u ekstraktu cvetne glavice arnike nije bila vidljiva zona koja

bi po polozaju odgovarala standardu rutina (Slika 32).
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Lokalizacija etarskog ulja u rizomu i korenu

Sekretorni kanali u korenu arnike u kojima se nakuplja etarsko ulje verovatno
sluze kao odbrambeni mehanizam od zemljiSnih StetoCina. Dobro je poznato da
sekretorne strukture koje su prisutne kod viSih biljaka imaju vaznu ekolosku ulogu u
odbrani biljaka od biljojeda i patogena (Cury and Appezzato-da-Gloria, 2009; Werker,
1993). Sekretorni kanali smeSteni u sub-epidermalnoj zoni rizoma arnike, takode mogu
imati ulogu rezervoara etarkog ulja, koje biva oslobodeno samo kada je rizom fizicki
ozleden.

Miris koji se oslobada prilikom povredivanja korena i rizoma moze sluzi kao
repelent ili kao otrov za larve insekata koje bi bile poloZzene u sam koren ili ostale za
ostale biljojede, kao $to je, recimo, slucaj sa sekretornim kanalima u listovima biljke
Rustia Formosa (Vieira et al, 2001). Etarsko ulje moze sluziti i kao nematocid (Oka et
al., 2000, Choi et al., 2007) ili da ima antifungalne komponente kao $to su nadeni kod
estragona (Meepagala et al., 2002). Za ulje rizoma Solidago canadensis se pretpostavlja
da ima potencijal u alelopatskoj supresiji kompetitora (Curtis and Lersten, 1990;
Johnson et al., 2010)

Unutras$nji sekretorni prostori ispunjeni uljem ili smolom su Siroko
rasprotranjeni kod glavocika i najceS¢e se na zivaju 'dukti' ili 'kanali'. ZdruZivanje
sekretornih rezervoara sa floemom, kao S$to je slucaj u rizomu A. montana, je takode
uobicajeno kod biljaka iz familije Asteraceae (Lotocka i Geszprych, 2004; Lersten i
Curtis, 1988; Curtis i Lersten, 1990). Medutim, postoje samo par objavljenih studija
koje opisuju prisustvo uljnih rezervaoara u korenovima i adventivnim korenovima.
Uljni kanali i Supljine su detaljno anatomski analizirane u korenovima Mikania
cordifolia 1 M. sessilifolia, Trixis nobilis, Pterocaulon alopecuroides, Vernonia elegans
1 V. megapotamica (Asteraceae) (Cury and Appezzato-da-Gloria, 2009) i u rizomima
vrsta Rhaponticum carthamoides, Eupatorium rugosum i Solidago canadensis (Lotocka
and Geszprych, 2004; Curtis and Lersten, 1986, 1990; Lersten and Curtis, 1987, 1989).
U rizomu vrste Rhaponticum carthamoides sekretorni rezervoari su opisani kao kanali
(Lotocka and Geszprych, 2004), dok se uljem ispunjeni sekretorni prostori u rizomu
vrste Eupatorium rugosum smatraju tubularnim, obzirom da su znacajno kraci od dukta,

a ocigledno duzi od sferi¢ne ili ovalne Supljine (Curtis and Lersten, 1986). Ponekad se
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oblici rezervoara mogu menjati u toku razvica, kao na primer u rizomu i korenu vrste
Solidago altissima (Lersten and Curtis, 1987, 1989; Curtis and Lersten, 1990), gde se
inicijalne tubularne Supljine u odmaklim fazama razvoja spajaju u jednu cev
zahvaljujuci distorziji i1 raskidu septi.

Supljine koje su prethodno opisivane u podzemnim organima familije
Asteraceae su obi¢no poravnate sa epetelom, kao $to je slucaj u rizomima vrsta Solidago
canadensis (Curtis and Lersten, 1990) i Eupatorium rugosum (Curtis and Lersten,
1986). Lotocka i Geszprych (2004) su u rizomu vrste Rhaponticum carthamoides
pronasli sva sloja ¢elija, epitel i omotac, koji okruzuju rezervoare. Uporedujuci stare i
mlade rizome vrste Solidago canadensis, Curtis and Lersten (1990) su primetili da su
epitelijalne Celije u nivou uljnih Supljina u razli¢itim fazama mitoze. Isti autori su
takode primetili da su mlade uljane Supljine, ¢ak i samo delimi¢no otvorene, sadrzale
sekterotne produkte, odakle su izvukli zakljucak da se deobe ¢elaija i proces sekrecije
najverovatnije odvija simultano. Sizogeni intercelulari, obzirom da su inicijalno nastali
deobom Zlezdane celije, prostorno su poravnati sa sekretornim epitelijalnim celijama.

Uljani rezervoari u korenu arnike su verovatno takode Supljine, ali lumen
intercelulara u korenovima nije okruzen epitelijanim celijama. Kod korena vrste
Solidago canadensis, takode se nisu mogle uociti epitelijalne ¢elije oko uljanih Supljina
(Curtis and Lersten, 1990).

Supljine u rizomu arnike su najverovatnije §izogenog porekla. U familiji
Asteraceae, sekretorni rezervoari su najcesc¢e karekterisani kao Sizogeni (Curtis and
Lersten, 1986), npr. u rizomima vrsta Solidago canadensis (Curtis and Lersten, 1990) i
Eupatorium rugosum (Curtis and Lersten, 1986), ali je i lizogeno poreklo takode

prijavljeno (Rossi-Monteiro ef al., 1994).

Histohemijska analiza

Histohemijski testovi su potvrdili uljanu strukturu sekterornih produkata u
podzemnim organima arnike. Uljane naslage svezih preseka korena i rizoma ispitivanih
pod UV zacima emitovale su difuznu i slabo svetlo-zutu autofluorescenciju, ukazujuci

time na prisustvo fenolnih jedinjenja u svom sastavu (Ruzin, 1999). U pogledu UV
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autofluorescencije postoje samo nekoliko izvestaja radenih na rizomu i korenu biljaka iz
familije Asteraceae i svi oni pokazuju razliCite rezultate. Preseci korena Tagetes patula
pokazali su plavo-zutu fluorescenciju pod UV spektrom, obzirom da sadrzi tiofene u
etarskom ulju (Poli et al, 1995). Takode, u korenu vrste Santolina insularis epitelijum
unutra$njih sekretornih rezervoara i sami sekretorni produkti su emitovali svetlu Zuto-
plavufluorescenciju pod UV (365 nm), zahvaljujuci prisustvu kumarina i flavonoida
(Sacchetti et al., 1997).

Autofluorescencija ispitivanih ulja bila je intenzivnija na talasnim duzinama od
450—490 nm 1 515-580 nm nego pod UV spektrom (340-380 nm), Sto moze biti
objasnjeno hemijskim sastavom ulja. Obzirom da je hemijska analiza etarskih ulja u
podzemnim organima arnike pokazala se sastoje uglavnom od aromati¢nih
ugljovodonika, koji su u osnovi fenolni (timolni) derivati, moguce je da ove
komponente daju bolju fluorescenciju na drugim talasnim duzinama. Ovo otvara
mogucénost za dalja istrazivanja koja bi imala za cilj upotrebu ostale dve talasne duzine

kao alatke za brzu detekciju srodnih komponenti u histohemijskim istrazivanjima.

7.4. Hemijska analiza droga

Odredivanje sadrzaja ukupnih seskviterpenskih laktona

Analiza sadrzaja ukupnih seskviterpenskih laktona u cvetnoj glavici arnike je
uradena HPLC tehnikom po metodi opisanoj u VI evropskoj farmakopeji (PhEur 6.0).
Identifikacija jedninjenja je izvrSena poredenjem retencionih vremena (Slika 39),
molekulskih masa dobijenih tehnikom te¢no-masene hromatohrafije (Tabela 25) i UV
spektara (Tabela 26) sa referentnim jedinjenjima iz prethodnih studija (Willuhn i Leven,
1991; Perry et al., 2009; Heldmaier, 2007; Douglas et al., 2004; Bilia et al., 2006,
Staneva et al., 2010).

Koli¢ine ukupnih seskviterpenskih laktona, izrazene preko dihidrohelenalin
tiglata (DHHT), su se u cvetnoj glavici arnike kretale od 7,7 — 13,2 mg/g (Grafik 76), u
2009. godini, odnosno od 4.6 — 13,9 mg/g (Grafik 77), u 2010. godini. Minimalne

vrednosti DHHT u obe posmatrane godine bile su iznad farmakopejskog minimuma

178



Diskusija Doktorska disertacija

kvaliteta od 4 mg/g (PhEur 6.0). Dobijeni podaci o sadrZaju seskviterpenskih laktona u

cvetnoj glavici arnike su u skladu sa prethodno publikovanim rezultatima (Tabela 42).

Tabela 42. Literaturni podaci o sadZaju ukupnih seskviterpenskuh laktona u cvetnoj
glavici A. montana

Izvor Ukupni sadrzaj seskviterpenskih laktona
mg/g
Hager ROM, 2002 2-8
Willuhn et al., 1995 3,1-10,2
Heldmaier, 2007 6,44 +£0,15
Douglas et al., 2002 ~ 8,54
Seemann ef al., 2010 59-11,0
Staneva et al., 2011 ~9,5
Spitaler et al., 2006 7,96 — 12,95
Seeber et al., 1997 75-13,4
Bomme, 1999 ~ 8,0

Maksimalni ukupni sadrzaj DHHT u ispitivanim uzorcima cvetnih glavica
arnike sa ogleda (13.9 mg/g) prevazilazi najvisu literaturnu vrednost (13.4 mg/g)
(Seeber et al., 1997). Ova maksimalna vrednost je dostignuta u uzorcima cvetnih
glavica sa morfoloski slabije razvijene varijante, vegetativno razmnozene biljke u bloku
mineralnog dubrenja na proleénom plotu sadnje (Grafik 77). Biljke vegetativno
razmnozenih varijanti posadenih u prolec¢e su se, kako je ranije objasnjeno (Diskusija
5.1.), slabije razvile od ostalih varijanti na ogledu. Takode su biljke ovih varijanti
formirale i najmanji broj cvetnih glavica po biljci (Grafik 28). Pojava da je sadrzaj
sekundarnih metabolita u biljnom materijalu negativno korelisan sa prinosom nije retka.
Tako su Yang i sar. (2005) na primeru biljke Chisantemum coronarium pokazali da sa
opadanjem prinosa dolazi do procentualno vece akumulacije seskviterpenskih laktona u
cvetnoj glavici. Takode, Sulpice i sar. (2009) isti¢u da je nivo vecine biljnih metabolita
u negativnoj korelaciji sa biomasom, a Ibrahim i sar. (2011) logiku ve¢e akumulacije
sekundarnih metabolita nalaze u poremec¢enom C/N odnosu, gde biljke usled
nemogucnosti sinteze proteina, nakupljene organske materije iz fotosinteze akumliraju u
vidu sekundarnih metabolita. U nasem slucaju, gde su se biljke vegetativno razmnoZene
varijante u prole¢noj sadnji loSe ukorenile, slabije koristile hranivo iz zemljista i
formirale mali broj organa, verovatno je da je doslo do vece akumulacije sekundarnih

metabolita u malom broju formiranih cvetnih glavica.
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Od indukovanih faktora na ogledu u 2009. godini statisticki znacajan uticaj na
sadrzaj DHHT je imao samo faktor vrste sadnica (Tabela 31). Uticaj dubrenja na
variranje ukupnog sadrzaja seskviterpenskih laktona nije bio znacajan ni u jednoj od
posmatranih godina (Grafik 78). Sli¢an kvalitativni odgovor dobili su Bomme i sar.
(1995) u ogledima arnike sa azotnim dubrivima gde takode nisu postojale statisticki
znacajne razlike izmedu tretmana. Izolovani odgovor u sadrzaju DHHT na primenjena
dubriva uocljiv je samo na primeru vegetativno razmnozenih biljaka u prole¢nom plotu
sadnje u trec¢oj vegetaciji (Grafik 77), ali poSto sledljivost takve znacanosti nije bila
zastupljena u prethodnoj godini (Grafik 76), niti je podrzana znacajnim razlikama
izmedu dubrenih blokova u prinosu cvetnih glavica ove varijante u 2010. godini (Grafik
47), verovatno je u pitanju sluc¢ajnost. U 2010. godini od faktora na ogledu statisticki
znacajno su na variranje parametra sadrzaja DHHT u cvetnoj glavici uticali vreme
sadnje i vrsta sadnica (Tabela 31). Izmedu posmatranih godina nije bilo statisticki
znacajnih razlika u pogledu sadrzaja DHHT (Grafik 79A), ali je faktor vremena sadnje
statisticki znacajno uticao na variranje sadrzaja DHHT u cvetnim glavicama arnike
(Grafik 79B). Ova znacajnost je o¢ekivana obzirom na utvrdeni veci sadrzaj DHHT u
cvetnim glavicama slabije razvijenih biljaka iz vegetativne propagacije na plrole¢nom
plotu sadnje (Grafik 77). Uticaj faktora vrste sadnica na variranje ukupnog sadrzaja
seskviterpenskih laktona bio je znaCajan samo na prole¢nom plotu sadnje (Grafik 80),
Sto je posledica prethodno opisanog fenomena veée akumulacije DHHT u slabije
razvijenim biljkama u varijantama vegetativne propagacije na prole¢nom plotu sadnje.

Ukupni sadrzaj seskviterpenskih laktona u cvetnoj glavici arnike, u obe
posmatrane godine, bio je u statisticki znacajno negativno korelisan sa nivoom prinosa
cvetne glavice (Grafik 81), ali je isto tako bio u negativnim korelacijama i sa vecinom
komponenata prinosa (Tabela 27). Sadrzaj DHHT je sa pre¢nikom cvetne glavice samo
u prvoj godini bio u statisticki znacajnoj pozitivnoj korelaciji, ali se ta veza u narednoj
godini gubi. Sa brojem sekundrnih rozeta i prinosom podzemnih organa, sadrzaj
ukupnih seskviterpenskih laktona ni u jednoj posmatranoj godini nije imao statisticki
znacejne korelacione veze. Sadrzaj DHHT se po faktorskim optere¢enjima, u prvoj
posmatranoj godini (2009) znacajno korelisao sa Faktorom 2 — , hemijske karakteristike
cvetne glavice* (Tabela 33; Grafik 89), dok se u 2010. godini grupisao u Faktor 1 —

,.komponente prinosa cvetne glavice®, ali sa jakim negativnim koeficijentom korelacije
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r = -0.82 (Tabela 34; Grafik 91). Odavde se moze zakljuciti da je u veéini slucajeva
pozitivna promena u varijansi komponenti prinosa i prinosa cvetne glavice uticala na
opadanje sadrzaja DHHT. Sa prilozenog hromatgrama (Slika 39) takode se moze
zakljuciti da su dominantna seskviterpenska jedinjenja helenalinskog tipa (helenalin
metakrilat (2), helenalin izobutirat (3), helenalin tiglat (5) i helenalin-2-metilbutirilat
(6)). Proporcije helenalinskih i dihidro helenalinskih estara mogu varirati u odnosu na
geografsku Sirinu, tako arnika iz centralne Evrope sadrzi uglavnom helenalinske estre,
dok biljke iz Spanskih kolekcija sadrze uglavnom dihidro helenalinske estre (Willuhn et
al., 1994). Perry i sar. (2009) upravo na Spanskim samoniklim arnikama pokazuju da su
varijacije u sadrzaju ova dva tipa seskviterpenskih laktona posledica nadmorske visine,
gde biljke sa visih nadmorskih visina sadrze uglavnom helenalinske estre, a biljke iz
nizih predela dihidrohelenalinske estre. Ovo je vazno sa stanoviSta farmakologije
obzirom da se helenalin i dihidrohelenalinrazlikuju i po antiinflamatornoj aktivnosti i po
alergenim sporednim efektima (Perry et al., 2009). Tinkrura arnike sa ve¢im sadrzajem
helenalina se u nekoliko antiinflamatornih studija pokayala aktivnijom od tinkture sa
visokim sadrzajem dihidrohelenalina (Klaas et al., 2002).

I u drugim biljkama familije asteraceae moguce je pronaci seskviterpenske
laktone pseudoguanolidnog tipa. Tako je iz listova biljke Vernoniopsis caudata izolovan
je  1la,13-dihidrohelenalin-[2-(1-hidroksietil)acrilat] Ciji je ekstrakt pokazao
antiplazmodijalnu aktivnost (Ramanandraibe et al., 2005), kao i helenalin iz vrsta

Helenium sp. (Seaman, 1982).

Sadrzaj dominantnih fenolnih komponenti

Fenolna jedinjenja su identifikovana poredenjem sa autenti¢nim referentnim
jedinjenjima izolovanim iz arnike u prehodnim studijama (Merfort, 1984; Merfort i
Wendisch, 1987; Spitaler et al., 2006) (Tabela 28). Od identifikovanih jedinjenja za
odredivanje sadrzaja odabrana je jedna fenolna kiselina (hlorogenska kiselina) i dva
dominantna flavonoida (kvercetin-3-O-glukozid i kempferol-3-O-glukozid).

Pregled sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja u cvetnoj glavici arnike dat je u
Tabeli 29. Sadrzaj hlorogenske kiseline se kretao od 3.1 — 6.0 mg/g (1.9 — 6.57 mg/g) u
drugoj (odnosno tre¢oj) vegetaciji, kvercetin-3-O-glukozida od 8.4 — 13.9 mg/g (7.8 —
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12.5 mg/g), a kemferol-3-O-glukozida od 2.1 — 4.7 mg/g (2.1 — 4.5 mg/g). Nasi podaci
su u saglasnosti sa prethodno publikovanom studijom Albert i sar. (2009) gde se sadrzaj
hlorogenske kiseline kretao od 4,4 — 6,7 mg/g, kvercetin-3-O-glukozida od 9,7 — 11,7
mg/g, a kemferol-3-O-glukozida od 2,2 — 3,7 mg/g. Ostali literaturni podaci koji se ticu
sadrzaja flavonoida i fenolnih kiselina u cvetnoj glavici arnike (Spitaler et. al., 2006;
Ganzera et al., 2008; Aiello et al., 2012) navode samo sume sadrzaja te dve grupe
jedinjenja. Spitaler i sar. (2008) ispitivali su zavisnost nadmorske visine i sadrzaja
fenolnih komponenti u cvetnim glavicama gajene arnike. Pokazano je da se ukupni
sadrzaj fenola se povecava sa povecanjem nadmorske visine, a takode se povecava i
potencijal neutralizacije slobodnih radikala. Kvantifikovana jedinjenja su uobicajene
komponente penolnog kompleksa biljaka iz familije Asteraceae, njihovo prisustvo je
potvrdeno u prethodnim studijama (Krimplstétter et al., 2011; Lin and Harnly, 2010;
Lai et al., 2007). Pojedini autori navode 3,5-dikafeoilhina kiselinu kao dominantnu
fenolnu komponentu (Gouveia et al., 2013; Kim et al, 2012) koja je takode
jedinjenja (standarda) nije kvantifikovana.

Od indukovanih faktora na ogledu, faktor vrste sadnica je u 2009. godini
statistiCki znaCajno uticao variranje svih fenolnih jedinjenja (Tabela 31), ali je
interakcija izmedu ovog faktora i faktora vrste dubrenja uticala na neispoljavanje
statisticke znacajnosti u slucaju sadrzaja kemperol-3-O-glukozida (Tabela 30). Faktor
vrste dubrenja je, u ovoj godini, statisticki znacajno uticao na variranje sadrzaja
hlorogenske kiseline i kvercetin-3-O-glukozida (Tabela 31), medutim statisticki veoma
znacajne su se pokazale i interakcije faktora vrste sadnica sa faktorom vrste dubrenja,
tako da u pojedinacnoj analizi uticaj faktora dubrenja u ovoj godini nije bio statisticki
znacajan (Grafici 82 1 83). U 2009. godini biljke arnike na ogledu su imale statisticki
veoma znacajno visi sadrzaj hlorogenske kiseline i kvercetin-3-O-f-D-glukozida, nego
u 2010. godini, dok u sluc¢aju sadrzaja kempferol-3-O-f-D-glukozida nije bilo statisticki
znacajnih razlika izmedu posmatranih godina (Grafik 85). U tre¢oj vegetaciji (2010)
fakrtor vremena sadnje nije imao uticaj na variranje sadrzaja ni jednog od posmatranih
fenolnih jedinjenja (Tabela 31) (Grafik 86). Uticaj faktora vrste sadnica, u ovoj godini,
bio je stetisticki znaCajan samo na sadrzaj hlorogenske kiseline i kvercetin-3-O-

glukozida (Tabela 29). Faktor vrste dubrenja je, u 2010. godini, imao statisticki
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znacajan uticaj na sadrzaj svih proucavanih fenolnih jedinjenja (Tabela 31), ali se zbog
znacajne interakcije sa faktorom vrste sadnica, u slucaju kvercetin-3-O-glukozida,
statisticka znacajnost ovog faktora nije ispoljila (Grafik 82). Uticaj faktora vrste
dubrenja na variranje sadrzaja fenolnih jedinjenja u cvetnim glavicama arnike je bio
statisticki znacajan u drugoj posmatranoj godini, ali ne moze izvuci kvalitetan zakljucak
0 uzrocno-posledi¢noj vezi dubrenja i ovog svojstva, obzirom da biljke dubrenih
blokova, po sadrzaju fenolnih jedinjenja, ni u jednoj godini nisu statisticki znacajno
prevazilazile biljke iz kontrolnih varijanti, niti su kontrolne varijante bile prinosnije od
dubrenih. Ibrahim i sar. (2011) navode da izmedu sadrzaja fenolnih jedinjenja u cvetnoj
glavici Labisia pumila i dostupnosti azota u zemljiStu postoji znaCajna negativna
korelacija. Na osnovu nasih rezultata nije se mogla izvuéi sli¢na zakonitost u odnosu
unetih hraniva u zemljiSte i sadrzaja fenolnih jedinenja u cvetnoj glavici arnike.

Faktor dubrenja je statisticki znaCajano uticao samo na variranje sadrzaja
hlorogenske kiseline u drugoj posmatranoj godini (Grafik 82), gde sa varijanta iz bloka
dubrenja stajskim dubrivom statisticki znacajno razlikovala od wvarijanti bloka
mineralnog dubrenja i bloka kontrole. Veéina istrazivanja (Ibrahim et al, 2011; )
dovodi ukupni sadrzaj fenolnih jedinjenja i koncentraciju mineralnog azota u zemljustu
u negativnu korelaciju (Ibrahim et al., 2011), tako da se u ovom slu¢aju ne moze izvuéi
jasan zakljucak. Takode je uoCena i statisticka znaCajnost uticaja faktora dubrenja na
sadrzaj kempferol-3-O-glukozida u 2010. godini, ali su u ovom slucaju biljke iz
kontrolnog bloka imale vi$i sadrzaj od biljaka iz bloka dubrenja stjanjakom, tako da se
ova uslovljenost moze smatrati nelogi¢nom, a uzroke treba traziti u drugim
indukovanim ili slu¢ajnim faktorima i njihovim interakcijama.

Faktor vremena sadnje nije znacajno uticao na sadrzaj ni jednog od posmatranih
fenolnih jedinjanja (Grafik 19). U obe posmatrane godine faktor vrste sadnica je
znacajno uticao na variranje sadrzaja hlorogenske kiseline i kvercetin-3-O-glukozida,
gde su u oba slucaja generativno razmnozene varijante u proseku imale veci sadrzaj u
odnosu na varijante iz vegetativne propagacije (Grafik 19).

Fenolna jedinjenja su se po svojim faktorskim optere¢enjima, kako je pokazano
u faktorskoj analizi (Grafici 89 i 91), izdvajala u poseban Faktor 2. U 2009. godini
njima je bio pridruzen i ukupni sadrzaj seskviterpenskih laktona, ali se taj parametar u

2010. godini po svom faktorskom optere¢enju jako negativno korelisao sa Faktorom 1,
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koji objasnjava varijansu prinosa i komponenata prinosa cvetne glavice (Tabela 33).
Odavde se moze zakljuciti da na variranje tri kvantifikovane fenolne komponente nisu
znacajno uticale promene ostalih merenih parametara na ogledu.

Jedinjenja koja su u ovom istrazivanju kvantifikovana takode su prisutna i u
drugim biljkama familije Asteraceae (Apati et al., 2004; Maas et al., 2008; Romani et
al., 2002; EMEA 2008; Landa et al., 2009; Mendiondo et al., 2011; Saleh i Bohm,
1971), kao i u drugim familijama (Plazoni¢ et al., 2009; Trute i Nahrstedt, 1997; Barros
etal.,2012).

Hemijski profili etarskih ulja rizoma i korena

Rezultati hemijskog sastava ulja pokazuju da se dva jedinjenja 2,5-dimetoksi-p-
cimen i timol metil etar mogu izdvojiti kao dominantna i oba su prepoznata kao derivati
timola. Ovi nalazi su uskladu sa prethodno objavljenim podacima gde je prijavljeno da
se glavna frakcija etarskog ulja sastoji uglavnom (82,5%) od etara, estara i tercijarnih
alkohola, a prijavljeno je 1 prisustvo timol metil etra (Willuhn, 1972b). Ipak postoje
velika neslaganja izmedu hemijskog sastava ulja podzemnih organa A. montana
prepoznatog u ovom radu (Tabela 32) i literaturnih podataka. Tako je Rohloff (2003)
identifikovao manji broj komponenti (20) sa timol izobutiratom kao dominantnim
jedinjenjem (20%), dok je timol metil etar bio prisutan u veoma maloj koli¢ini (1,6%).
Ova neslaganja mogu biti posledica razli€itih tehnika koris¢enih prilikom analize ulja.
Do ovih nalaza, najkompletiniji izveStaj o etarskom ulju korena arnike dali su
Weremczuk-Jezyna et al. (2011) gde su dve glavne komponente ulja bile prepoznate
kao 10-izobutiriloksi-8,9-didehidro-timol izobutirat i 10-izobutiriloksi-8,9-didehidro
timol metil etar.

Sli¢ni hemijski sastavi etarskih ulja, sa ista dva aromati¢na ugljovodonika kao
glavnim komponentama, su objavljeni za nadzemne delove razlicitih vrsta iz familije
Asteraceae (Alilou et al., 2008; Owolabi et al., 2010; Tabanca et al., 2010). Za timolne
derivate je poznato da ispoljavaju antimikrobnu i insekticidnu aktivnost (Stojakowska
et al., 2005; Liang et al., 2007; Zhao et al., 2010, Tabanca et al., 2010). Etarsko ulje

biljke Eupatorium capillifolium sa timol metil etar i 2,5-dimetoksi-p-cimen kao glavnim
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komponentama je pokazalo insekticidnu aktivnost (Tabanca et al, 2010). Jaka
antifungalna aktivnost je zabelezena kod etarskog ulja biljke Bubonium imbricatum koja
ima sli¢an hemijski sastav kao ulje arnike (Alilou ef al., 2008). Aeschbach et al. (1994)
su pokazali da timol poseduje korisna antioksidativna svojstva nakon ¢ega su predlozili
da se uvrsti u dodatke hrani. Svi pomenuti rezultati ukazuju na mogucnost da i etarsko
ulje podzemnih delova A. montana poseduju antimikrobnu, insekticidnu i
antioksidativnu aktivnost.

Prema literaturnim podacima, arnika u cvetnim glavicama sadrzi manje od 0.1 %
etarskog ulja, ¢ije su glavne komponente seskviterpeni (oko 50%), dok su aromati¢na
jedinjenja slabije zastupljena (Ristic et al. 2007). Ovakva velika hemiska razli¢itost
izmedu etarskog ulja nadzemnih i podzemnih organa nije neobi¢na u familiji
Asteraceae. Prema Metcalfe i Chalk (1950) sekretorni kanali kod glavocika, koji se
javljaju u stabljici i1 korenu iste vrste, nastaju kao dva odvojena sistema i do uginuca

ostaju razdvojeni do kraja Zivotnog ciklusa biljke.

7.5. Medusobni odnosi testiranih karakteristika

Faktorskom analizom prinosa, morfoloskih i hemijskih parametara, utvrdeno je
da pojedine osobine dele zajednicku varijansu (Tabele 33 i 35). Od najveceg znacaja u
ovom istrazivanju je svakako parametar prinosa cvetne glavice, uz koji se grupisao
odredeni broj merenih svojstava. Obzirom da je polazna matrica za izradu faktorske
analize bila korelaciona, za ocCekivati je bilo da su parametri sa visokim vrednostima
korelacionih koeficijenata u vezi sa prinosom cvetne glavice odgovorni za variranje
ovog svojstva. U grafickim prikazima faktorskih opterecenja, obe posmatrane godine,
moguce je uociti grupisanje odredenih morfoloskih parametara oko parametra prinosa
cvetne glavice (Grafici 89 1 91). Iz ove analize se moZe zakljuciti da u formiranju
prinosa cvetne glavice najveci doprinos daju parametri: precnik rozete, visina cvetnog
izdanka, broj cvetnih izdanaka i broj cvetnih glavica po biljci.

Sekvencionalno razdvajanje svih varijanti zasnivanja po pozelljnim osobinama
prinosa i hemijskog sastava cvetne glavice rezultiralo je rangiranjem u kojem prva tri
mesta zauzimaju dubrene varijante iz jesenjeg zasnivanja (Tabela 37). Ve¢ na ovom

nivou moguce je uociti relativan doprinos faktora vrste sadnica na jesenjm plotu sadnje,
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obzirom na cinjenicu da je prvi rang (I) dodeljen generativho razmnozenoj varijanti
(JOG), a ve¢ drugi (I) varijanti vegetativne propagacije (JMV). Na sledeca dva
rangirana mesta nalaze se generativno razmnozena varijanta u bloku dubrenja stajskim
dubrivom iz proleé¢nog zasnivanja (POG) i varijanta generativhog razmnoZevanja u
kontrolnom bloku dubrenja na jesenjem plotu sadnje (JKG). Ova dva ranga (IV i V)
ukazuju na prekid kontinuiteta ranga jesenjeg plota sadnje uplivom prole¢no sadene
varijante (POG) koja odskace po visokom sadrzaju kvantifikovanih fenolnih jedinjenja
(Tabela 29), ali takode i na visoko rangiranu varijantu iz kontrolnog bloka dubrenja
(JKG) koja se odlikuje visokim sadrzajem kvantifikovanih flavonoida (F1 i F2) (Tabela
29). Najslabije rangirane su bile varijante vegetativnog razmnozavanja u prolecnom
terminu sadnje (X — XII), $to je bilo i ofekivano obzirom na odabir prinosa kao
najvaznije osobine u ovoj sekvencijalnoj klasifikaciji i nivo postignutih prinosa ove tri
varijante (Grafici 45 147).

U donosenju odluke za preporuceni model gajenja moZe se koristiti i princip
izolovanog posmatranja prinosa, budu¢i da su sve varijante zasnivanja zadovoljile
farmakopejski minimum kvaliteta (Grafici 76 1 77). Kao rezultat ovakvog pristupa u
drugoj godini posmatranja (2010), mogli bi se odluciti za najprinosnije varijante (JMG,
JOG i1 JOV), a kao tehnoloski najjeftinija varijanta zasnivanja sa visokim prinosom
cvetne glavice mogla bi se izdvojiti varijanta vegetativhog razmnozavanja biljaka
dubrena stajskim dubrivom u jesenjm roku sadnje (JOV). Prinosi podzemnih organa
arnike 1 sadrzaj etarskokg ulja nisu uzimani u obzir prilikom opredeljivanja za
preporuceni model, obzirom da se radi o sporednim sirovinama. Sistematizovan prikaz
rangiranja po prinosima cvetnih glavica i kvantifikovanih sekundarnih metabolita dat je
na Slici 50.
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Prinosi:

cv. gl. = 250 kg/ha
DHHT = 5,42 mglg
hlor. = 5,48 mg/g
kver. = 12,22 mg/g
kemp. = 3,66 mg/g

JKG
Prinosi:
cv. gl. = 176 kg/ha
DHHT = 5,70 mg/g
hlor. = 2,82 mg/g
kver. = 9,92 mg/g
kemp. = 4,03 mg/g

Jov

Prinosi:

cv. gl. = 225 kg/ha
DHHT = 5,78 mg/g
hlor. = 1,87 mg/g
kver. = 7,76 mg/g
kemp. = 2,06 mg/g

JMV
Prinosi:
cv. gl. = 188 kg/ha
DHHT = 6,63 malg
hlor. = 3,04 mg/g
kver. = 11,38 mg/g
kemp. = 4,46 mg/g

o]

Prinosi:

cv. gl. =201 kg/ha
DHHT = 4,63 mg/g
hlor. = 2,57 mg/g
kver. = 10,08 mg/g
kemp. = 3,29 mg/g

\ POV

Prinosi:

cv. gl. =5 kg/ha
DHHT = 12,04 mg/g
hlor. = 2,54 mg/g
kver. = 9,85 mg/g
kemp. = 3,54 mg/g

\ JMG

Prinosi:

cv. gl. = 259 kg/ha
DHHT = 4,75 mg/g
hlor. = 2,85 mg/g
kver. = 10,29 mg/g
kemp. = 3,89 mg/g

JKV

Prinosi:

cv. gl. =210 kg/ha
DHHT = 5,94 mglg
hlor. = 2,05 mg/g
kver. = 8,85 mg/g
kemp. = 3,43 mg/g

PMV

Prinosi:

cv. gl. = 6 kg/hha
DHHT = 13,68 mg/g
hlor. = 2,68 mg/g
kver. = 8,07 mg/g
kemp. = 3,86 mg/g

Prinosi:

cv. gl. = 177 kglha
DHHT =5,08 malg
hlor. = 6,57 mg/g
kver. = 12,53 mg/g
kemp. = 3,23 mg/g

Prinosi:

cv. gl. = 116 kg/ha
DHHT = 5,73 mg/g
hlor. = 2,86 mg/g
kver. = 11,10 mg/g
kemp. = 3,89 mg/g

PKV

Prinosi:

cv. gl. = 4 kg/ha
DHHT = 9,40 mg/g
hlor. = 2,85 mg/g
kver. = 8,17 mg/g
kemp. = 3,16 mg/g

Slika 50. Rangirani modeli zasnivanja plantaze arnike
po prinosima u 2010. godini

7.6. BioloSki efekti
Ispitivanje sposobnosti neutralizacije DPPH radikala
U ispitivanju antioksidativne aktivnosti ekstrakata cvetnih glavica arnike vecu

sposobnost neutralizacije DPPH radikala imao je ekstrakt sa maksimalnom vrednos¢u

sadrzaja ukupnih seskviterpenskih laktona (SL max) u odnosu na ekstrakt sa
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minimalnom vredno$¢u (SL min), dok su razlike u antioksidativnoj aktivnosti esktrakata
sa maksimalnom (F max) i minimalnom (F min) vrednos¢u sadrzaja tri kvantifikovana
fenolna jedinjenja su bile neznatne. Na ovom nivou istrazivanja se moze zakljuciti da
esktrakt sa veCom koncentracijom seskviterpenskih laktona poseduje veci potencijal
neutralizacije slobodnih radikala.

Budu¢i da su fenolna jedinjenja ispoljavaju Sirok spektar aktivnosti (Jankovié,
2005; Zheng 1 Wang, 2001; Hossein Goli et al. 2012; Saravanakumar et al. 2009;
Wojdylo et al. 2007) i zbog sposobnosti flavonoida da redukuju slobodne radikale kao
Sto su superoksid, peroksil, alkosil i hidroksil radikali (Pietta, 2000), ocekivalo se da
razlika izmedu antioksidativne aktivnosti ekstrakta koji je imao najveéu sumu
kvantifikovanih jedinjenja (F max) i ekstrakta sa najmanjim sadrzajem (F min) biti
izrazena. Medutim aktivnosti ova dva ekstrakta su bile gotovo ujednacene. Razlog
ovako slabo izrazenoj razlici u aktivnostima najverovatnije lezi u sumi
nekvantifikovanih fenolnih jedinjenja u oba ekstrakta, koje su takode iskazivale
aktivnost. Utoliko pre §to nije utvrden sadrzaj ranije prijavljenog najaktivnijeg fenolnog

jedinjenja, hispidulina (Schilcher et al., 2007).

Antimikrobna aktivnost

U poredenju antimikrobnih aktivnosti ekstrakata cvetne glavice arnike moze se
zakljuciti da su ekstrakti seskviterpenskih laktona i ekstrakti fenolnih jedinjenja
pokazali priblizno istu aktivnost. Razlike u aktivnostima izmedu ekstrakata sa
maksimalnim i minimalnim sadrZzajem odredene grupe jedienjenja su bile ocigledne
(Tabela 39). U slucaju ekstrakta sa maksimalnim sadrzajem ukupnih seskviterpenskih
laktona (SL max) MIC vrednosti za sve posmatrane mikroorganizme su bile nize od
MIC vrednosti za ekstraks sa minimalnim sadrzajem (SL min), Sto je bilo i o¢ekivano
obzirom na ranije prijavljenu antimikrobnu aktivnost SL (Giesbrecht et al. 1990;
Neerman, 2003; Chaturvedi, 2011) Ekstrakt sa maksimalnim sadrzajem tri
kvantifikovana fenolna jedinjenja (F max) je pokazao vecu antimikrobnu aktivnost od
ekstrakta sa minimalnom vrednos¢u (F min) kod osam od dvanaest mikroorganizama,
dok je za tri Gram pozitivne bakterije (B. subtilis, M. luteus, M. flavus) ispoljio nizu
aktivnost. Iz Tabele 39 takode se moze zakljuciti da je koliformna (indikator fekalnog
zagadenja) bakterija E. coli ujednaceno reagovala na sve testirane ekstrakte i da je MIC
uniformno iznosila 5 ul/ml. Ovo nam ukazuje da bi se testirani ekstrakti potencijalno

mogli koristiti kao prirodno antimikrobno sredstvo u eliminaciji ove patogene bakterije

188



Diskusija Doktorska disertacija

koja je u ranijim istrazivanjima izolovana i identifikovana sa pojedinog lekovitog bilja.
Stevi¢ (2009) je konstatovala Cestu kontaminaciju uzoraka koprive, zdravca, pitome
nane i drugih biljaka, ovom bakterijom. Pretpostavka je da kontaminacija potice od
sporadi¢nih te¢nih ekskremenata domacih zivotinja tokom ispase (S. Tasi¢, usmena
komunikacija).

Literaturni podaci takode potvrduju da ekstrati cvetne glavice arnike mogu
ispoljiti baktericidna svojstva protiv Listeria monocytogenes i Salmonella typhimurium
(Leung, 1980). Takode je utvrdeno da helenalin i srodni seskviterpeni poreklom iz
arnike imaju antimikrobno djelovanje protiv Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Corynebacterium insidosum, Micrococcus roseus, Mycobacterium phlei, Sarcinia lutea
1 Proteus vulgaris (Lee et al., 1977). Ista grupa autora navodi da helenalin pokazuje
antifungalnu aktivnost protiv Trichophyton mentagrophytes, Epidermaphyton spp. i
Botrytis cinerea.

Antimikrobna aktivnosta etarskih ulja rizoma i korena arnike prikazana u Tabeli
40 je bila oCekivana utoliko §to su fenolna jedinjenja poznata kao antimikrobni agensi.
Komponente fenolnih struktura, kao §to su karvakrol, eugenol i timol, vaze za vrlo
aktivne u antimikrobnim testovima (Dorman i Deans, 2000). Jedinjenja koja pripadaju
ovoj klasi su poznate kao baktericidni ili bakteristaticni agensi zavisno od primenjene
koncentracije (Pelczar et al., 1988). Ova jedinjenja su jako aktivna uprkos njihovoj
relativno maloj rastvorljivosti u vodi, $to je u potvrdeno u prethodnim istrazivanjima
(Shapiro et al., 1994; Meena i Sethi 1994; Jeongmok et al, 1995). Jaku aktivnost
fenolnih jedinjenja je moguce objasniti alkilnom supstitucijom u fenolnom jezgru, za
koju je poznato da povecava antimikrobnu aktivnost fenola (Pelczar et al., 1988).
Buduc¢i da su se testirana ulja u ovom istrazianju razlikovala u sumi fenolnih jedinjenja
oko 10% kod ulja rizoma (12,6% kod ulja korena), ocekivana veca antimikrobna
aktivnost se ispoljila na sve testirane mikroorganizme, osim na C. albicans (Tabela 40).
Odavde se moze zakljuciti da ulja korena i rizoma arnike mogu posluziti kao dobri

baktericidi, ali ne i kao dobri fungicidi.
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8. ZAKLJUCAK

Kultivacija alohtone vrste Arnica montana u cilju dobijanja kvalitetne sirovine

Arnicae flos za farmaceutsku industriju, u agroekolosklim uslovima Srbije je moguca.

Testiraju¢i razli¢ite modele zasnivanja plantaze nakon trogodiSnjeg posmatranja i

analize dobijenih sirovina doneti su slede¢i zakljucci:

#1

#2

#3

#4

#5

Plantaznim gajenjem arnike u agroekoloskim uslovima Srbije moze se dobiti do
300 kg/ha kvalitetne sirovine Arnicae flos i oko 1000 kg/ha podzemnih organa
iz kojih se moze destilacijom dobiti oko 30 | etarskog ulja bogatog aromati¢nim
jedinjenjima.

Hemijskom analizom ekstrakata cvetne glavice utvdeno je da ukupni sadrzaj
seskviterpenskih laktona kod svih testiranih varijanti zadovoljava kriterijum
kvaliteta propisan Evropskom farmakopejom, ali i da poseduju znacajan nivo
pojedinih fenolnih jedinjenja (hlorogenske kiseline, kvercetin-3-O-glikozida i
kempferol-3-0-glukozida).

Proucavajuci biologiju formiranja prinosa cvetne glavice, ustanovljene su mnoge
jake korelacione veze izmedu posmatranih osobina, a kao komponente prinosa
prepoznata je grupa osobina Cije variranje vrednosti u velikoj meri utice na
variranje prinosa cvetne glavice. U tu grupu spadaju sledeca svojstva: pre¢nik
rozete, visina cvetne stabiljike, broj cvetnih stabljika i broj cvetnih glavica po
biljci.

Mikroskopskom analizom spraSene droge i tehnikom tankoslojne hromatografije
ustanovljena je brza i jednostavna metoda za identifikaciju cvetne glavice
arnike u odnosu na dva pretpostavljena falsifikata C. officinalis i D. columnae.
Po istom principu u daljem istrazivanju moze se obraditi serija biljaka koje se u
prometu lekovitih sirovina makroskopskim pregledom teSko razlikuju od
Arnicae flos.

U ispitivanju antioksidativne aktivnosti ekstrakata cvetnih glavica arnike vecu
sposobnost neutralizacije DPPH radikala imao je ekstrakt sa maksimalnom
vredno$éu sadrzaja ukupnih seskviterpenskih laktona u odnosu na ekstrakt sa
minimalnom vrednos¢u, dok su razlike u antioksidativnoj aktivnosti esktrakata
sa maksimalnom i minimalnom vrednos$¢u sadrzaja tri kvantifikovana fenolna

jedinjenja su bile neznatne. Testirani ekstrakti ispoljili su i antimikrobnu
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#6

#7

aktivnost, gde su minimalne vrednosti za inhibiciju rasta devet sojeva bakterija i
jednog kvasca u vecini slucajeva bile nize kod ekstrakata sa ve¢im sadrzajem
sekundarnih metabolita. Antimikrobna aktivnost etarskih ulja je bila selektivna,
gde su MIC vrednosti za odredene mikroorganizme bile izuzetno male, dok je
kvasac Candida albicans bio visoko rezistentan na sva testirana etarska ulja.
Budu¢i da odabrani ekstrakti sa maksimalnim sadrzajem tri odabrana fenolna
jedinjenja nisu imala znacajno vecu biolosku aktivnost u odnosu na ekstrakt sa
minimalnim sadrzajem, a da je to sude¢i po literaturnim podacima bilo za
ocekivati, u daljim istrazivanjima trebalo bi akcenat staviti na izolovanje i
kvantifikaciju preostalih jedinjenja iz fenolnog kompleksa, kao i njihove
pojedinacne antioksidativne i antimikrobne aktovnosti.

Podzemni organi arnike sadrze znacajne Kolicine etarskog ulja u kojima
dominiraju fenolna jedinjenja. Ulje se sintetiSe u epitelijalnim ¢elijama
kortikalnog parenhima odakle se izlucuje u intercelulare koji se u daljem razvicu
spajaju u kanale.

Model zasnivanja plantaze arnike na prolece iz vegetativnih sadnica se pokazao
kao nepoZeljan zbog uznapredovale generativne faze razvi¢a sadnica koja je
uslovila losije ukorenjavanje ovih varijanti i veliki procenat uginuca biljaka. Kao
najpovoljniji model zasnivanja pri sekvencijalnoj klasifikaciji, baziranoj na
visini prinosa i kvalitetu cvetne glavice, izdvojena je varijanta generativnog
razmnozavanja u bloku dubrenja stajskim dubrivom posadena na jesen. Obzirom
da je nivo postignutog prinosa cvetne glavice ispod svetskog proseka, a da se u
ovom istrazivanju pokuSalo odgovoriti samo na neka od agrotehnickih pitanja,
dalja istrazivanja bi trebalo da obuhvate testove gajenja na razli¢itim
nadmorskim visinama 1 razli¢itim tipovima zemljista. Takode, u cilju
pojeftinjenja proizvodnje, poZeljno bi bilo razmotriti opcije mehanizovane berbe
cvetnih glavica specijalizovanim bera¢ima, obzirom da utroSak radne snage

prilikom ru¢nog branja nije zanemarljiv.
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10. PRILOZI

10.1. Prilog 1 — Sema ogleda

Plot sadnje (prolece/jesen)

Kontrola NPK Stajnjak
£
< GEN VEG GEN VEG GEN VEG
o~
£
< VEG GEN VEG GEN VEG GEN
o~
£
© «
=
= GEN VEG GEN VEG GEN VEG
N
£
< VEG GEN VEG GEN VEG GEN
o~
o 35m 1 35m 1.5 35m 1 35m 15 35m 1 35m
29m

Parcelica = 12 x 6 = 72 biljke
Povrina parcelice = 8,4 m?

Generativno 864 biljke
Vegetativno 864 biljke

Ukupno 1728 biljaka/plotu sadnje
Povrsina dubrenog bloka = 100,8 m*

Raspored 70x20 = 71 428 biljaka/ha
Povrina plota sadnje = 423,4 m?
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10.2. Prilog 2 — reagensi za histohemijske analize

Pregled upotrebljenih reagenasa za histohemijske analize podzemnih organa 4. montana

Bojena procedura Ciljana jedinjenja Uodena boja Rezultati
Sudan Crna B masti crna ++
Sudan III masti narandZzasta do crvena ++
Fuksin kiselina proteini pink-crvena -
Rutenijum crvena pektini (polisaharidi) pink- crvena -
Lugol sktob tamno-plava do crna -
Feri-sulfat (gvozde III sulfat) tanini (fenolna jedinjenja) tamno-plava -
Feri-hlorid tanini (fenolna jedinjenja) tamno-zelena -
(o-dihidroksi fenoli) polifenoli

Hidrohlorni vanilin fenolna jedinjenja (flavonoidi) (tanini) pink-crvena -
Floroglucinol-HCI lignin crvena -
Autoflurescencija nebojenih sekcija A: BP 340-380 lignin i fenolna jedinjenja svetlo-plava do belicasta +
Autoflurescencija nebojenih sekcija 13: BP 450-490 lignin i fenolna jedinjenja svetlo-zuta ++
Autoflurescencija nebojenih sekcija N2.1: BP 515-580 fenolna jedinjenja svetlo-crvena ++
Vagnerov reagent alkaloidi crveno-braon -
Ditmarov reagent alkaloidi crveno-braon -
Sumporna kiselina seskviterpenski laktoni crvena -
Aluminium trihloride pod UV flavonoidi plavo-zelena -

Results: (-) odsutno, () neznatno, (+) intenzivno, (++) veoma intenzivno
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10.3. Prilog 3

Pregled vrednosti svih agronomskih parametara na ogledu u 2009. i 2010. godini

Visina cvetnog Precnik cvetne Prinos cveta po Et.u. Et.u.
Precnik rozete ° izdanka Broj cvetnih Broj cvetnih glavice Prinos cveta biljci Broj sekundarnih Prinos korena Prinos rizoma KOR RIZ
[cm] [cm] izdanaka glavica po biljci [cm] [kg/ha] [g] rozeta [kg/ha] [kg/ha] [%] [%]
2009
POG 21.69+3.98 b 31.15+538 b 480+298 a 10.13+2.87 a 5.98+0.81 b 143.55 £22.07 a 221+042 a 18.25+2.06 a 423.03 + 269.65 373.75+90.31 a 2.55 3.98
PMG 23.40+4.35 a 34.17+5.17 a 5.02+3.24 a 10.47 £3.23 a 6.13+0.55 b 136.39 £ 64.79 a 2.11+0.93 a 17.25+3.95 ab 312.50 + 106.80 302.32 + 103.69 ab 2.50 4.81
PKG 1564 +4.21 ¢ 28.25+5.50 ¢ 224+£169 b 3.14+1.00 b 591+033 b 59.84 +35.58 b 0.98+0.52 b 13.25+3.86 b 235.89 + 127.25 231.43+97.66 a-d 3.15 522
POV 12.38+3.42 d 19.72+6.14 e 150+£1.26 b 1.47+£0.29 ¢ 7.15+£0.78 a 518+£273 c 0.86+0.39 b - - -
PMV 13.85+3.39 d 23.15+5.58 d 1.48+0.71 b 1.28+0.16 ¢ 747+0.78 a 15.38 £ 6.40 bc 0.67+0.10 b - - -
PKV 13.16+3.35 d 21.49+4.43 de 1.46+£0.90 b 1.23+0.13 ¢ 7.23+0.72 a 13.13+8.18 bc 0.43+0.03 b - - -
JOG - - - - - - - 6.50+1.29 ¢ 399.10 + 85.29 142.50 + 47.29 d 2.51 4.58
JMG - - - - - - - 6.00+0.82 ¢ 426.43 £ 207.11 128.39 £ 50.35 d 1.05 4.62
JKG - - - - - - - 825+1.71 ¢ 295.35 + 152.16 106.25 + 19.66 d 2.02 4.03
Jov - - - - - - - 8.00+560 c 299.82 + 141.65 239.46 + 183.56 a-d 1.62 4.25
JMV - - - - - - - 6.00+x1.41 c 367.68 + 140.36 190.89 + 57.61 bcd 1.99 419
JKV - - - - - - - 5.75+0.50 c 194.28 +45.13 156.25 + 56.65 cd 1.50 4.83
2010

POG 26.67 +4.18 ab 37.56 +1.90 bc 9.73+142 b 20.46 £ 1.42 bc 7.05+0.84 def 176.90 + 20.67 b 3.31+0.64 de 28.50 + 6.56 614.75+75.35 a 897.49 + 254.58 a 211 2.88
PMG 27.68+4.62 a 38.00 + 1.89 abc 9.08 £2.03 b 2519+6.89 b 6.89 + 0.51 ef 200.69 £71.87 ab 3.75+1.20 cd 35.25 +£4.57 613.68 £ 88.61 a 707.14 £ 306.23 ab 1.90 2.74
PKG 20.93+342 ¢ 3465+3.15 ¢ 6.00+0.67 c 16.00+6.14 ¢ 6.38+0.61 f 116.25 £ 50.89 ¢ 228+1.05 e 27.50 +£8.23 558.17 £ 118.28 ab 644.64 + 46.17 ab 217 3.07
POV 18.60+5.14 d 29.83+1.67 d 3.08+1.01 d 15.38+2.75 ¢ 7.86 +0.95 bed 540+1.16 d 190+0.51 e - - -
PMV 16.65+5.70 d 30.17+4.48 d 250+1.03 d 14.30 £ 5.46 cd 8.17 £ 0.54 abc 5.64+£4.36 d 204027 e - - -
PKV 14.47+3.98 e 25.60+2.62 e 272+1.02 d 8.38+3.84 d 7.80 £0.69 bcd 3.67+238 d 1.40+0.51 e - - -
JOG 26.90 + 3.66 ab 41.50+0.91 ab 9.50+1.58 b 37.12+1.59 a 9.09+044 a 250.86 + 12.86 a 5.39+0.21 ab 32.75+7.04 496.59 + 38.28 ab 575.53 £ 83.07 b 212 2.30
JMG 27.33+3.28 ab 4175+ 168 a 9504220 b 38.95+4.90 a 8.49+0.98 ab 258.69+69.63 a 584+092 a 26.75+7.68 464.46 £79.17 ab 556.07 +53.00 b 1.73 2.09
JKG 25.03+3.50 b 35.10+0.72 ¢ 9.13+3.66 b 2719+262 b 7.86 £0.43 bcd 175.77 £38.79 b 4.20 +1.04 bcd 29.50 + 11.93 605.47 £ 252.39 a 640.35 + 301.81 ab 1.77 2.68
Jov 28.15+4.72 a 39.30+1.85 ab 12.73+2.83 a 36.60 £6.27 a 7.86 £0.52 bcd 225.83£29.41 ab 5.26 £0.76 ab 35.00 +4.97 521.04 +66.60 ab 754.28 + 102.10 ab 1.81 2.58
JMV 27.28+4.64 ab 38.33+4.54 abc 9.45+0.78 b 37.39+4.26 a 8.12+0.82 a-d 187.89 +£53.68 b 4.87 +1.24 abc 25.25+4.79 427.51+74.81 b 570.53 + 100.08 b 1.71 2.26
JKV 26.38+4.49 ab 34.35+2.24 ¢ 8.85+2.11 b 36.01+4.65 a 7.19+0.48 c-f 210.46 + 18.44 ab 4.98 + 0.55 abc 29.75+12.12 420.72 £ 54.79 b 475.89 £ 92.39 b 2.40 3.01

? Razli¢ita slova oznadavaju statisticku znagajnost Dankanovog testa na nivou p<0.05
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10.4. Prilog 4

Jeseniji plot sadnje u 2010. godini

— - E = S

Osugene cvelne glavice arnike - Arnicae flos

Malobrojne, ali krupne cvetne glavice Pun sklop na GEN biljkama prolecne sadnje
na VEG biljkama prolecne sadnje

VEG - biljke razmnoZzene deobom bokora (klonski, vegetativno)
GEN - biljke razmnoZene semenom (generativno)
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10.5. Prilog 5

Veza rizoma i korena UzduZni presek rizoma

Rizomi razlicitih veli¢ina
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10.6. Prilog 6

H3jaBa o ayTopcTBY

[MoTnucanu Jejan [ipeBipakymmh
6poj ynuca 06/9

H3zjaBibyjem
Jla je TOKTOPCKa JUCEPTaIrja Mol HaCIIOBOM

»YTHIIA] YCJIOBA Tajerha HAa MOP(OJI0IIKe M XeMHjCKe 0COOMHE U OMOJIOIIKe
edekTe ekcTpakTa Arnica montana L..,

® pE3yiTaT CONCTBEHOI UCTPAXUBAYKOT Paja,

e Jla MpeIOKEHa JTUcepTaldja y IelIMHA HU Y JeJIOBUMa HUje Ouia mpeJioxKeHa
3a nmoOujame OWJIO0 KOje AWIUIOME TIpeMa CTYIUjCKHM HporpaMuMa JpyTuX
BHCOKOIIIKOJICKHX YCTaHOBA,

® Ja Cy pe3yiTaTH KOPEKTHO HaBEeICHH U

® Ja HHCaM KpLIMO ayTOpCKa MpaBa U KOPUCTUO MHTEIEKTyalHy CBOJUHY APYTHX
JMLA.

IToTnmc AOKTOpPaHTa

meébafqut-

V Beorpany, 29.03.2012. roamue
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10.7. Prilog 7

H3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IMITAMIIAHE M €JIEKTPOHCKE Bep3Uje JOKTOPCKOr pajaa

Nwme n mpezume aytopa  [lejan [ImeBsbakyimmh

Bpoj ynuca 06/9

Crynujcku nporpam _ BohapceTBo u BUHOrpagapcerso - Ilomosioruja
Hacnos pana ,,YTuiaj ycnosa rajemha Ha MOPGOJIONIKE U XeMH]CKE OCOOMHE U
ouosonike eexre eKcTpakrTa Arnica montana L.,,

Mentop  TIpod. np 3opa Jlajuh CreBanoBuh

TTormmmcaun Jejan IipeBipakymumh

U3jaBJbyjeM Ja je IITamIaHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOT pajja WCTOBETHA EJEKTPOHCKO]
BEP3UjU KOjy caM mpenao 3a objaBibHBambe Ha MopTrany JlururamHor pemnozuTopujyma
VYuusep3urtera y beorpany.

Jlo3BospaBaMm z1a ce o0jaBe MOjU JIMYHM MOJALM BE3aHH 3a J00Hjamke aKaJeMCKOT 3Bamba
JIOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UME U Mpe3uMe, TOAMHA U MecTo polema u gatym oaOpaHe
pana.

OBM JIMYHU TOJAIlM MOTy ce€ 00jaBUTH Ha MpPEKHUM CTpaHUIAMa JUTHTATHE
Oubmmoreke, y €JIEKTPOHCKOM KaTalory W Yy TNyOJuKamujaMa YHUBEp3HTETa Yy
beorpany.

IMoTnime AOKTOpPaHTa

Jf;eéb"'?wut_

VY beorpany, 29.03.2012. rogune
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10.8. Prilog 8

H3jaBa o xopumhemy

Ognamthyjem YHuBep3uTeTCKy OnOmmoteky ,,CBetozap Mapkosuh® na y dururamnnu
perio3utopujyMm YHuBepsutera y beorpamy yHece Mojy TOKTOPCKY IUCEpTalMjy IMOJ
HACJIOBOM:

LY THIA] YCJIOBA rajema Ha MOP(OJIOIIKE ¥ XEMHU]CKE 0COOMHE M OMOJIOIIKE e(hEKTE
ekcrpakTa Arnica montana L.,,, KOja je MOje ayTOPCKO JIeIo.

Jucepranyjy ca cBUM NMPHIO3MMA MPENA0 CaM Y €IEKTPOHCKOM (OopMaTy MOrOAHOM 3a
TPajHO apXUBUPAE.
Mojy AOKTOpPCKY A¥cepTalnjy NoXpameHy y JIuruTamHu perno3uTopujyMm Y HUBEp3uTeTa
y beorpay Mory Jia KOpUCTe CBH KOjH MOIITYjy oApeade caapxKaHe y 0ladpaHoM THITY
munenne Kpeatusne 3ajennuiie (Creative Commons) 3a K0jy caM ce OJTydHo.
1. AytopctBO
. AYTOpPCTBO - HEKOMEPIIHjaTHO
@AYTOpCTBO — HEKOMepITrjaHo — 0e3 Tipepaie
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIUJATHO — JETUTH MOJ] HCTUM YCIIOBHMA
5. AyTtopcTBo — 03 mpepaje
6. AyTOpCTBO — JEIUTH MOJ UCTUM YCIIOBHUMA

IMoTnuc gokTOpaHTa

J/P;eaébc'?\-:ut-

VY beorpany, 29.03.2012. rogune
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