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REZIME

Analizirana je morfoloska i fitohemijska varijabilnost, kao i diferencijacija prirodnih
populacija taksona roda Satureja (Lamiaceae) sa prostora Balkana. Morfoloski karakteri su
izmereni kod 366 individua iz 27 prirodnih populacija S. montana ssp. montana, S. montana
SSp. variegata, S. montana ssp. pisidica, S. kitaibelii, S. subspicata ssp. subspicata, S. subspicata ssp.
liburnica. Proucavano je 12 morfoloskih karaktera (Sest karaktera lista i Sest caSice).
Karakteri cadice su pokazali mnogo manju intrapopulacionu varijabilnost i bolje su
odslikavali razlike izmedu taksona, narocito podvrsta unutar vrste S. subspicata. Primenjene
univarijante i multivarijantne statisticke metode su pokazale razlicite stepene diferencijacije
na razli¢itim nivoima u zavisnosti od vrste. Diferencijacije populacija je pokazana kod S.
kitaibelii 1 delimi¢no kod S. subspicata. Dve podvrste S. subspicata se na osnovu morfoloskih
karaktera jasno odvajaju. U slucaju S. montana nisu uocene diferencijacije, ni na jednom
nivou, zbog velike intrapopulacione varijabilnosti. Uocene su korelacije morfoloskih
karaktera 1 pojedinih bioklimatskih parametara, uglavhom vezanih za temperaturu i
padavine. Takode, kod §. subspicata postoji i pozitivna korelacija izmedu morfoloskih

karaktera 1 geografskog regiona, $to nije bio slu¢aj kod druge dve vrste.

Odreden je sastav i relativni udeo komponenti povrsinskih flavonoida izolovanih sa
celih listova kod 108 individua iz 25 prirodnih populacija sa Balkana. Detektovano je 11, a
identifikovano 10 jedinjenja. Kod populacija S. subspicata ssp. subspicata je bilo prisutno svih
11 jedinjenja, dok je u zavisnosti od populacije broj jedinjenja kod druge dve vrste varirao
5-10 (8. montana) 1 7-10 (S. kitaibelii). U profilu S. montana u veéini slucajeva dominiraju 5,6-
diOH-7,3'4'-triMe flavon i cirzimaritin, kod . &z#taibelii ksantomikrol i cirzimaritin, a unutar
S. subspicata ksantomikrol 1 cirzimaritin (ssp. /Aburnica), odnosno ksantomikrol i 8-
metoksicirzilineol (ssp. subspicata). Udeo ksantomikrola je najveci kod populacija S. subspicata
ssp. liburnica (skoro 60 %). Povrsinski flavonoidi, analizirani statistickim metodama, na
celom setu podataka, pokazuju diferencijaciju izmedu vrsta, ukljucujudi i podvrste. Najvise
se odvaja tipska podvrsta S. subspicata od svih ostalih taksona. Iako podvrsta S. montana ssp.
montana pokazuje najvecu varijabilnost, kontinentalne populacije ove podvrste se preklapaju
sa populacijama . kitaibelii s jedne, dok se primorske preklapaju sa populacijama S. wontana
ssp. variegata, s druge strane. Populacije S. subspicata ssp. liburnica se po sastavu flavonoida

nalaze izmedu ovih primorskih i kontinentalnih populacija. Uocena je korelacija sastava



povrsinskih flavonoida i geografske distribucije populacija, jaka kod S. swbspicata 1 .

kitaibelii, a slaba kod S. montana.

Relativni udeo pojedinacnih #-alkana u epikutikularnim voskovima odreden je kod
316 individua iz 26 prirodnih populacija. U svim uzorcima su bili prisutni alkani u nizu od
19 do 35 ugljenikovih atoma. Postoji razlika u profilima izmedu vrsta na osnovu
dominantnih komponenti. Kod . &#fazbelii je dominantna komponenta C;; pa sledi C;, dok
su kod S. montana 1 S. subspicata to Cy i Cy. Medutim, ove dve vrste se razlikuju po
relativhom udelu dominantnih komponenti u profilu alkana: kod . montana udeo C,, je bio
izmedu 25,5141,5 % a udeo C;; izmedu 28,4 i 46,3 %, a kod . subspicata udeo C,, je bio
izmedu 41,0 166,1 % a udeo C; izmedu 18,7 i 41,5%. Univarijante i multivarijante
statisticke analize su pokazale diferencijaciju populacija kod . &itaibeliz, a podvrsta kod .
subspicata. Medutim, zbog velike varijabilnosti populacija unutar vrste S. mwontana na osnovu
profila alkana se ne mogu razlikovati podvrste. Generalno, najvise su diferencirane vrste S.
kitaibelii 1 8. subspicata, posebno podvrsta S. subspicata ssp. subspicata. Utvrdena je korelacija
dva alkana sa bioklimatskim podacima (temperaturom) kod S. montana, dok je kod S.
kitaibelii vise bioklimatskih parametara i nadmorska visina bilo u korelaciji sa ve¢im brojem
alkana. Za razliku od njih, kod S. subspicata je vocena blaga korelacija alkana i nadmorske

visine, jaka korelacija sa ekspozicijom i geografskim regionom.

Sastav etarskog ulja, izolovanog iz nadzemnog dela, odreden je kod 333 individue iz
23 prirodne populacije. Identifikovano je preko 150 jedinjenja, najvise u etarskom ulju .
subspicata (146) a najmanje u ulju S. kétaibelii (100). Monoterpeni su dominantna grupa kod
S. montana (69,8 — 86,9 %) 1 S. kitaibelii (52,1 — 84,6 %), dok su kod S. subspicata to bili
seskviterpeni (50,4 — 68,8 %) kod vecine populacija. U profilu etarskog ulja od
monoterpena dominiraju oksidovani kod S. montana (23,5 — 62,0 %) 1 S. kitaibelii (31,1 —
52,4 %). Seskviterpenski ugljovodonici, od seskviterpena, su bili najzastupljenija grupa u
sastavu etarskog ulja kod vecine populacija S. subspicata (13,8 — 48,1 %). Profilom etarskog
ulja kod jedinki . montana dominirala su tri monoterpena (p-cimen, karvakrol i timol), uz
izuzetak populacije Gacko (linalol), kod S. kifaibelii je najzastupljeniji bio limonen kod
vecine jedinki. Sastav etarskog ulja S. subspicata se odlikovao vedim brojem dominantnih
komponenti, kod svih populacija bar jedna od glavnih komponenti je bila (E)-kariofilen,
kariofilen oksid ili a-pinen. Uocena je diferencijacija proucavanih vrsta na osnovu profila

etarskog ulja. Najvise se medusobno odvajaju S. montana i S. subspicata. Takode, primecena



je korelacija distribucije vrsta 1 sastava etarskog ulja. Vrste sa jako do umereno
fragmentisanim arealima (8. &#faibelii 1 S. subspicata) pokazuju manju varijabilnost sastava
etarskog ulja u okviru populacija i vecu diferenciranost populacija u odnosu na vrstu sa
gotovo kontinuiranim arealom (S. montana). Medutim, kod S. montana su uocena tri do
Cetiri hemotipa u zavisnosti od koris¢ene statisticke metode, bez obzira na njenu veliku

varijabilnost sastava etarskog ulja.

Uticaj genetickih faktora na morfoloske i fitohemijske karaktere analiziran je kod
populacija S. montana 1 S. subspicata koje zive u simpatriji. Pokazano je da se jedinke jasno
razdvajaju po pripadnosti vrsti na svim analiziranim karakterima (morfoloskim karakterima,

kao 1 po sastavu flavonoida, alkana i etarskih ulja).

Fitohemijski i morfoloski karakteri, analizirani u ovom radu, su pokazali razlicite
stepene diferencijacije proucavanih taksona. Morfoloski karakteri, posebno oni vezani za
¢adicu, bili su informativniji kod vrsta koje imaju manje areale S. kitazbelii 1 S. subspicata.
Analize profila alkana su pokazale diferencijaciju vrsta. Medutim, fitohemijski karakteri koji
su pokazali najvecu infraspecijsku, intra- i interpopulacionu diferencijaciju proucavanih
vrsta su sastav flavonoida i etarskih ulja, posebno kod . subspicata. Uporedne analize svih
taksona 1 svih fitohemijskih i morfoloskih kraktera su pokazale vecu diferencijaciju unutar
S. subspicata nego izmedu S. montana 1 S. kitaibelii, sto je u saglasnosti sa dosada$njim

analizama koje su ukazivale na sestrinski odnos S. montana 1 S. kitaibelii i potencijalno na

njthovo skorije razdvajanje.

Kljucne reci: Satureja montana, S. kitaibelii, S. subspicata, Lamiaceae, morfoloski karakteri,

povrsinski flavonoidi, #-alkani, etarska ulja.
Naucna oblast: Biologija

UZa nauc¢na oblast: Morfologija, fitohemija i sistematika biljaka



ABSTRACT

This thesis deals with morphological and phytochemical variability and differentiation of
natural populations of taxa belonging to genus Sazureja 1. (Lamiaceae) (8. montana ssp.
montana, S. montana SsSp. variegata, S. montana SSp. pisidica, S. kitaibelii, S. subspicata ssp.
subspicata and S. subspicata ssp. liburnica) from the Balkans. Morphological characters were
measured in 366 individuals from 27 natural populations of selected taxa. In total 12
morphological characters were studied (six leaf and six calyx characters). Calyx characters
varied less at the intrapopulation level and better reflected differences between the taxa,
particulatly between S. subspicata subspecies. Applied statistical methods (univariate and
multivariate) showed diverse differentiation levels depending on the species studied. The
separation between populations was observed in S. &itaibelii (complete) and in S. subspicata
(partial). However, two S. subspicata subspecies were clearly differentiated. In the case of S.
montana due to the high intrapopulation variability, no separation was found. Correlations
between some of the morphological characters and some of the bioclimate parameters
mostly related to temperature and precipitation were observed. Positive correlation
between the morphological characters and the geographic region was shown only in §.
subspicata.

The surface flavonoids composition has been determined by HPLC and LC-MS
analysis in 108 individuals from 25 natural populations. In total, 11 compounds were
detected and 10 identified. All of them were present in S. subspicata ssp. subspicata, while in
other two species number of compounds varied depending on the population studied (5-10
compounds in S. montana and 7-10 in S. kitaibelii). Surface flavonoids profile of §. montana,
in most cases, was dominated by 5,6-diOH-7,3'4'-triMe flavone and cirsimaritin, while
xanthomicrol and cirsimaritin dominated profiles of . kitaibelii and S. subspicata ssp.
liburnica. In S. subspicata ssp. subspicata xanthomicrol and 8-methoxycirsilineol were
dominant. Xanthomicrol percentage was the highest in the S. subspicata ssp. liburnica (almost
60%). Flavonoids analyzed by statistical methods, in the whole dataset, showed
differentiation among species including subspecies, particulatly S. subspicata ssp. subspicata.
Although, S. montana ssp. montana showed the highest variability of flavonoid composition,
based on composition, continental populations of this subspecies overlap with . gitaibelii
populations, on one side, while coastal populations overlap with S. montana ssp. variegata
populations, on the other. S. subspicata ssp. liburnica populations, based on flavonoid

composition, were between those coastal and continental populations. Also, data showed a



cotrelation between flavonoid composition and populations' geographical distribution —
strong for S. subspicata and . kitaibelii populations, and weak for S. montana.

The composition of the epicuticular leaf #-alkanes has been determined by GC-FID
and GC/MS analysis in 316 individuals from 26 natural populations. The chain length of
detected and identified #-alkanes ranged from C,, to Cs. #-Alkane profile showed
differences among studied taxa. Hentriacontane (Cs,) followed by tritriacontane (Cs;) were
dominant in . kitaibeliz, whereas nonacosane (C,y) and hentriacontane (C;;) were dominant
in S. montana and S. subspicata. However, these two species differentiate based on the
relative proportion of dominant compounds in #z-alkane profiles. In S. montana C,, ranged
from 25.5 to 41.5 % and C,; from 28,4 to 46,3 %, while in S. subspicata C,, proportion was
much higher ranging from 41.0 to 66.1 % and C;, from 18.7 to 41.5 %. Univariate and
multivariate statistical analysis had shown population and subspecies differentiation, in S.
kitaibelii and S. subspicata, respectively. Due to high intrapopulation variability found in §.
montana, no subspecies differentiation was observed. Generally, based on the #-alkane
profile, S. kitaibelii and S. subspicata were the most differentiated, particularly S. subspicata
ssp. subspicata. Correlation between z-alkanes and bioclimatic parameters was found in S.
montana (two alkanes and temperature) and in S. kitaibelii (several alkanes and bioclimatic
parameters and altitude). Unlike previous species in S. subspicata correlation between
alkanes and altitude was weak, while it was strong for exposition and geographic region.

Essential oil composition, extracted from the areal parts was determined by GC-FID
and GC/MS analysis in 333 individuals from 23 natural populations. In the essential oil
composition, little over 150 compounds were detected and the largest number of
compounds were found in . subspicata (146) and the smallest was in . &itaibelii populations
(100). Monoterpenes dominated essential oil composition in . wontana (69.8 — 86.9 %) and
S. kitaibelii (52.1 — 84.6 %), wheres in most . subspicata populations sesquiterpenes were
dominant (50.4 — 68.8 %). In both §. montana and S. kitaibelii oxygenated monoterpenes
represented 23.5 — 62.0 % and 31.1 — 52.4 %, respectively. Sesquiterpene hydrocarbons
represented 13.8 to 48.1 % of the total oil, were the dominant type found in essential oil
from most S. subspicata populations. Three monoterpenes, p-cymene, carvacrol and thymol,
dominated S. montana essential oil profile, with exception of population Gacko (linalool
dominated). Although limonene was present in all §. Aiaibelii individuals in higher
procentage, it was not a dominant component in all populations. S. subspicata essential oil

composition was characterized by a larger number of dominant components in all samples,



with at least one of them being (E)-caryophyllene, caryophyllene oxide and/or a-pinene.
Studied taxa could be differentiated based on the essential oil composition. The highest
separation was observed between species S. montana and S. subspicata. Also, the essential oil
profile and geographical distribution of taxa was correlated. Species with highly to
moderately fragmented distribution (§. kitaibelii and S. subspicata) showed less variable
essential oil composition, compared to the species with almost continuous range (S.
montana). However, regardless of the very variable essential oil composition found in S.
montana, three to four chemotypes could be differentiated, depending on the statistical
methods used.

Influence of genetic factors on morphological and phytochemical characters was
analyzed in four sympatric S. montana and S. subspicata populations. Individuals from these
populations were clearly separated on all of the studied characters according to species to
which they belong.

Analyzed phytochemical and morphological characters demonstrated different levels
of taxa differentiation. Morphological characters, particularly those related to calyx were
more useful at differentiation of populations and subspecies in taxa with smaller ranges (i.e.
S. kitaibelii and S. subspicata). n-Alkane profiles showed species differentiation with a lower
resolution than the other two phytochemical markers. Surface flavonoids and essential oils
composition showed the highest intra- and interpopulation differentiation of the studied
taxa, particularly in . subspicata. Comparative analysis of all studied taxa and all
phytochemical and morphological characters showed higher differentiation between .
subspicata subspecies than between S. montana and S. kitaibelii, which is in concordance with
previously available data that suggested sister relation of two species and potentially their

more recent separation.

Keywords: Satureja montana, S. kitaibelii, S. subspicata, Lamiaceae, morphological
characters, surface flavonoids, #-alkanes, essential oils.
Scientific field: Biology

Specific scientific field: Plant morphology, phytochemistry and systematics
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1 Uvod

1.1. Lamiaceae

Familija Lamiaceae Marinov broji vise od 7200 vrsta i oko 233 rodova. Ovde spadaju
ekonomski znacajne vrste kao $to su nana, origano, zalfija, ruzmarin i mnoge druge lekovite
1 aromaticne biljke. Familija je podeljena na Sest podfamilija: Ajugoideae (24),
Prostantheroideae (16), Wenchengioideae (1), Scutellarioideac (4), Lamioideae (69) i
Nepetoideae (115 rodova) prema klasifikaciji koju je dao Takhtajan (2009).

Klasifikacija ove familije pocinje sa Lineom koji je 1753 u svom delu “Species
Plantarun?” opisao samo klasu Didynamia Gymnospermia kojoj pripadaju mnogi danasnji
predstavnici usnatica, bez podele na taksone iznad roda. Mnogo precizniju klasifikaciju je
dao Bentham (1832-1835) koji je familiju Lamiaceae podelio na 11 tribusa (Ocimoideae,
Menthoideae, Monardeae, Satureineae, Melissineae, Scutellarineae, Prostanthereae,
Nepeteae, Stachydeae, Prasieae, Ajugoideae). Medutim, ova podela se menjala kako se broj
opisanih vrsta povecavao. U svojim kasnijim radovima (1848 i 1876) Bentham je familiju
podelio na 8 tribusa (Ocimeae, Satureineae, Monardeae, Nepeteae, Stachydeae, Prasieae,
Prostanthereae i Ajugeae). Briquet (1895-1897) je dao klasifikaciju koja se u mnogome
oslanjala na Benthamovu 1 razlikovala se po tome Sto je Briquet vecini tribusa dao nivo
podfamilije, takode, neke grupe je podelio a neke spojio u veliku podfamiliju npr.
Lamioideae ("tribus Stachyoideae"). Podfamilija Lamioideae je bila podeljena na 12 tribusa,
a cinile su je pored cetiri Benthamova (Satureieae "Mentheae sensu Briq.", Monardeae
"Salvieae sensu Briq.", Nepeteae i Stachydeae "Lamieae sensu Briq.") jos i Perilomleae,
Marrubleae, Merlandreae, Monardeae sensu Briq. Pogostemoneae, Glechoneae, Hormineae
1 Lepechinieae. Ove dve klasifikacije familije Lamiaceae su dugo uticale na istrazivace Sirom
sveta, medutim, zbog razlicitih tretmana odredenih grupa na nizim taksonomskim nivoima
unele su dosta konfuzije. Istrazivaci iz Amerike 1 Afrike su uglavnom koristili klasifikaciju
po Briquetu dok su istrzivaci iz ostatka sveta koristili onu po Benthamu. Alternativnu
klasifikaciju, podelu na samo dve podfamilije na osnovu polenovih zrna dao je Erdtman
(1945). On je predlozio podelu na podfamiliju Lamioideae sa trikolpatnim polenovim
ztnom koji se oslobada u dvocelijskom stadijumu i podfamiliju Nepetoideae sa
heksakolpatnim polenovim zrnom koji se oslobada u troéelijskom stadijumu. Ova podela je

u skladu sa rezultatima istrzivanja viSe embrioloskih i fitohemijskih karaktera (Wunderlich
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1967, Cantino i Sanders 1986). Takode, odgovarala je Benthamovoj podeli na 8 tribusa,
Stachydeae, Prasieae, Prostanthereae i Ajugeae su svrstane u Lamioideae a Ocimeae,
Satureineae, Monardeae, i Nepeteae u Nepetoideae. Medutim, ovakva podela je dovela u
pitanje klasifikaciju u okviru Lamioideae i njithovo odvajanje od Verbenaceae jer 1 neki
predstavnici ove familije imaju trikolpatno polenovo zrno. Wunderlich (1967) je pored
palinoloskih podataka uzela u obzir i anatomiju semena i podelila familiju na 6 podfamilija
(Prostantheroideae, = Ajugoideae,  Scutellarioideae,  Lamioideae,  Catopherioideae,
Saturejoideae), pri ¢emu su u poslednje dve podfamilije smesteni predstavnici podfamilije
Nepetoideae po Erdtman-u (1945).

Medu prvim autorima koijt su se bavili filogenijom usnatica je bio Cantino (1992). On
je na osnovu kladistickih analiza morfo-anatomskih podataka, koji su ukazivali na
polifiletsko poreklo Lamiacaeae sa nekoliko klada koje nezavisno poticu od Verbenaceae,
dao mnogo napredniju podelu. Predlozio je prebacivanje rodova sa cimoznim cvastima
familije Verbenaceae, posebno iz podfamilija Caryopteridoideae, Chloanthoideae,
Viticoideae i tribus Monochileae iz podfamilije Verbenoideae u Lamiaceae. Ova klasifikacija
je bila u skladu sa podelama po Wunderlich (1967) i po Junell (1934) (koji je predlozio da u
okviru podfamilije Verbenoideae ostanu samo predstavnici sa prepoznatljivim racemoznim
cvastima i trikolpatnim polenovim zrnom) 1 sadrzala je 8 podfamilija Chloanthoideae,
Viticoideae, Teucrioideae, Ajugoideae, Scutellarioideae, Pogostemonoideae, Laminoideae i
Nepetoideae. Ova Kklasifikacija je bila predmet razlic¢itth molekularno-kladistickih
istrazivanja (Wagstaff i sar., 1995, 1998; Cantino and Wagstaff, 1998). Wagstaff i saradnici
(1998) su sproveli obimno istrzivanje hloroplasnih molekularnih markera rbel. 1 #dhF iz 33
predstavnika grupe Labiate s./. Rezultati koje su dobili ukazivali su da su Teucrioideae,
Scutellarioideae, Lamioideae, Pogostemonoideae i Nepetoideae prirodne grupe dok
Chloanthoideae 1 Viticoideae to nisu. Hatley i saradnici (2004) su ukljucili najveéi broj
dotadasnjih rezultata dobijenih na osnovu razlicitih istrzivanja $to molekularnih $to
fitohemijskih i podelili familiju na 7 podfamilija Ajugoideae (ukljucujuéi Teucrioideae),
Lamioideae (zajedno sa Pogostemonoideae), Nepetoideae, Prostantheroideae (ranije zvane
Chloanthoideae), Scutellarioideae, Symphorematoideae i Viticoideae. Rodove Callicarpa i
Tectona, koji su bili u podfamilijama Prostantheroideae i Viticoideae, su stavili kao "zaxa
incertae sedis". Medutim, 1 sami autori su naglasili da je ova podela privremena jer Viticoideae

¢ak i sa ovom promenom ne ¢ine prirodnu grupu. U poslednjih petnaest godina najveci
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akcenat se stavlja na molekularna istrazivanja kombinovanjem lokusa vise razlicitth genoma
(npr. hloroplastnih i jedarnih), pripadnika odredenih taksona: tribusa (Paton 1 sar., 2004;
Trusty 1 sar., 2004; Walker 1 sar., 2004; Drew 1 Sytsma, 2011, 2012); podtribusa (Brauchler i
sar., 2010) ili rodova (Prather i sar., 2002; Briauchler i sar., 2005, 2008; Edwards i sar., 2006;
Walker 1 Sytsma, 2007). Rezultati ovih istrazivanja su uglavnom bili u skladu sa Harley-
jevom klasifikacijom na nivoima podfamilija, medutim, odnosi mnogih rodova, posebno u

podfamiliji Nepetoideae nisu do kraja razreseni.

1.1.1. Nepetoideae

Podfamilija Nepetoideae prema Harley-u i saradnicima (2004) broji oko 105 rodova i
¢ini najvecu podfamiliju unutar Lamiaceae, dok po Takhtajanu (2009) broji oko 115
rodova. Sinapomorfne odlike su prisustvo zlezdanih trihoma bogatih isparljivim terpenima
1 ruzmarinskom kiselinom, heksakolpatni polen, ginobazicni zig i seme bez endosperma
(Harley 1 sar. 2004). Polozaj rodova koji ¢ine ovu podfamiliju kao i njen status se dosta
menjao (Bentham, 1848; Briquet, 1896; Erdtman 1945; Wunderlich 1967; Cantino 1 sar.
1992; Harley i sar. 2004). Prvi koji joj je dao status podfamilije na osnovu polenovog zrna je
bio Erdtman (1945), a ovaj polozaj je potvrdila i Wunderlich (1967) na osnovu istrazivanja
anatomije polenovog zrna i semena. Jedina razlika je tretman roda Catoferia Benth. koiji je
Wunderlich (1967) smestila u podfamiliju Catoferioideae. Cantino i saradnici (1992) su na
osnovu morfoloskih i molekularnih podataka podelili ovu podfamiliju na cetiri tribusa
Elsholtzieae, Ocimeae, Lavanduleaec i Mentheae. Harley i saradnici (2004) su prihvatili
Cantino-ovu podelu na tribuse ali sa malom izmenom koja je nastala na osnovu novijih
rezultata molekularnih istrazivanja hloroplasnih regiona (Wagstaff et al., 1995), prema kojoj
je rod Lavandula 1.. iz tribusa Lavanduleae prebacen u podtribus Lavandulinae u okviru
tribusa Ocimeae ¢ime su nastala tri tribusa (Elsholtzieae, Mentheae i Ocimeae). Takode,
rod Melissa je prebacen iz tribusa Mentheae u Mentheae zncertae sedis zajedno sa rodom
Heterolaminm. Motrfoloska podela na pomenute tribuse je donekle subjektivna i zasniva se
uglavnom na kombinaciji veceg broja karaktera nego na zajednickim izvedenim osobinama.
Ocimeae su grupisane na osnovu prasnika povijenih nadole, dok je podela izmedu
Elsholtzieae i Mentheae ucinjena na osnovu broja nerava casice, diferenciranosti krunice na
donju i gornju usnu, oblika orasice i lisnog oziljka. Posle Hatley-jeve podele (2004) radena

su istrazivanja molekularnih i morfoloskih karaktera tribusa Mentheae 1 odredenih taksona
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koji mu pripadaju (Wagstaff i sar., 1995; Prather 1 sar., 2002; Paton i sar., 2004; Trusty i sar.,
2004; Walker i sar., 2004; Brdauchler i sar., 2005, 2010; Edwards i sar., 2006; Walker i
Sytsma, 2007; Drew i Sytsma, 2011). Rezultati ovih istrazivanja ukazuju da iako je tribus
monofiletski podtribusi to nisu, §to znaci, takode, da su neki rodovi pogresno klasitkovani.
Takhtajan (2009) je podelio podfamiliju Nepetoideae na 12 tribusa: Elsholtzieae, Satureieae,
Prunelleae, Meriandreae, Lepechinieae, Hormineae, Nepeteae, Glechoneae, Salvieae,
Rosmarineae, Catoferieae, Ocimeae, Lavanduleae. Takhtajan (2009) je u tribus Satureieae
smestio najveci broj rodova iz podtribusa Menthinae (Harley i sar. 2004) osim 9 rodova

koje je premestio u druge tribuse i dodao mu je 7 rodova.

1.1.2. Satureieae
Tribus Satureieae sadrzi 40 rodova §to je skoro tredina rodova podfamilije
Nepetoideae. Kosmopolitski je rasprostanjena grupa i pokazuje diverzitet u stanistu, nacinu

oprasivanja i formi cveta. (Takhtajan, 2009).

1.1.3. Satureja kompleks

Moglo bi se re¢i da najveci deo tribusa Satureieae ¢ine rodovi 1 vrste koji su u nekom
trenutku bili grupisani u Sazurgia kompleks. Cine ga jednogodisnje ili visegodisnje Zbunaste i
poluzbunaste biljke sa kosmopolitskom distribucijom. Taksonomija ovog kompleksa je
postala prilicno zamrsena posle Linea (1753). Istorijski pregled klasifikacija rodova i vrsta
ovog kompleksa se ogleda u sedecem. Kompleks moze da se posmatra na dva nacina u
uzem (sensu stricto) ili Sirem smislu (sensu lato) Tabela 1.1.4.

Line (1753) je vrste ovog kompleksa podelio na 4 roda: Sazureja, Clinopodium, Melissa 1
Thynmus. U okviru roda Satureja se nalazilo osam vrsta: 3 vrste roda Saturea s.s., 2 vrste roda
Micromeria Benth 1 po jedna vrsta rodova Pyenanthemum Michx., Thymus 1 Cunila Mill.
Medutim, u XIII izdanju ,,Systema vegetabilinn'* Line (1774) je ovaj kompleks podelio samo
na dva roda na osnovu casice. Prvi rod je Saturega koga cine vrste koje imaju casicu koja je
manje-vise petozuba Saturea s.s. 1 Micromeria Benth. sekcija Micromeria. Drugi rod ima manje
viSe dvousnatu casicu i cine ga vrste rodova Thymus, Clinopodinm i Melissa, zajedno sa
vrstama rodova Calamintha Mill., Acinos Mill., Micromeria Benth. sekcija Pseudomelissa. Miller
(1754) je objavio oko 260 novih rodova medu kojima su bili 1 rodovi Acinos 1 Calamintha.

Ipak, nije bio dosledan u kori§¢enju binomne nomenklature $to otezava pracenje njegove

4
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klasifikacije. Njegova podela se odnosila na grupu Sazurea s.l. gde se nalaze vrste 4 roda
Acinos, Calamintha, Saturgja s.s. 1 Clinopodinm. Moench (1794) je prvi podelio rod Saturea
sensu Linne (1753) na rodove Saturga s.s. 1 Sabbatia Moench. Rod Sabbatia nije prihvacen a
odgovara rodu Micromeria Benth. sekcija Micromeria, jer je homonim za rod Sabbatia Adans.
(1763) familije Gentianaceae. Ruiz & Pavon (1794) su objavili rod Gardoguia ali bez opisa
vrste ve¢ samo sa ilustracijom vrste G. multiflora. Rod Xenopoma je prvi opisao Willdenow
(1811) da bi smestio vrstu X. viminea (=Satureja viminea 1. danas u rodu Clingpodium). Kasnija
izdanja “Species Plantarum” nisu uzela u obzir rezultate pomenutih istrzivaca tako da je
izdanje iz 1825. godine bilo zastarelo $to je unelo dodatnu konfuziju u sistematiku ovog
kompleksa.

Prvi koji je pokusao da uvede red u sistematiku ove grupe je bio Bentham. U svom
delu “Labiatarum Genera et Species” 1832-1836, pored podele familije na 11 tribusa ukjucio je
1 pomenute novoopisane vrste i ispravio je Moenchov pogresan naziv roda Sabbatia u
Micromeria sekcija Micromeria. Ntste Saturga kompleksa je podelio u okviru dva tribusa,
Satureineae 1 Melissineae. Prvi tribus je podelio na tri sekcije: Satureja s.s., Tragoriganum i
Pycnothymus. Tribus Melissineae je bio podeljen na tri grupe Micromeria, Melissa, Gardoguia. U
kasnijem radu Bentham (1848) je tribus Satureiecae podelio na 5 podtribusa: Elsholtzieae,
Menthoideae, Thymeae, Melisseae i Anomalus genera, na osnovu karaktera cveta.
Podtribus Melisseae su ¢inile vrste koje imaju dvousnatu krunicu, golu cev krunice, 4 ili 2
prasnika koji su uzlazni od osnove, nalaze se ispod gornje usne, i bilokularne antere. U ovaj
podtribus su bile smestene skoro sve vrste koje su pripadale tribusima Satureineae i
Melissineae iz prethodne klaifikacije, nesto drugacije organizovane. Podtribus je podeljen
na grupe Satureja, Micromeria, grupa Calamintha i grupu Gardoguia. U delu iz 1876 ova
klasifikacija je u velikoj meri ostala ista, jedino $to je dodao rod Saccocalyx Casson & Durand
(1853) u okviru grupe Satureja. Boissier (1879) u svom delu “Flora Orientalis” je na osnovu
nervature casice i u kojoj meri je dvousnata podelio Saturea s.l. na rodove: Satureja s.s. sa
pet sekcija (Annuae, Eusatureide, Sublabiatae, Zataroidea 1 Tragoriganu), Micromeria i rod
Calamintha. Nyman 1855 je u tribus Thymeae stavio rodove Hominum, Melissa, Clinopodiunm,
Satureja, Micromeria, Origanum, Thymus, Thymbra 1 Hyssopus. Medutim, u kasnijoj klasifikaciji
(1881) isti autor je pomenute rodove rasporedio u dva tribusa Thymeae 1 Melisseae. Prema
ovoj klasifikaciji u prvom tribusu su ostala samo tri roda Origanum, Thymus 1 Thymbra. U

tribusu Melisseae su prebaceni Hominum, Melissa, Hyssopus Clinopodium, dodat je rod
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Calamintha (sa dve sekcije Eucalamintha 1 Acinos) i rodovi Satureja i Micromeria.

Spajanje rodova Satureja, Micromeria, Calamintha 1 Clinopodium u jedan pod imenom
Clinopodinm je prvi uradio Kuntze (1891) dok je Scheele (1843) sve vrste pomenutih rodova
kao 1 roda Acinos oznacio zajednickim imenom Satureja L. 1 podelio rod na 5 sekcija
(Satureja, Micromeria, Saturejoides, Acinos, Calamintha). Medutim ova dela, kao ni Visianijeva
klasifikacija iz 1847. gde su ovi rodovi zasebni, nisu imali veliki uticaj na naucnu zajednicu.
Mnogo veci uticaj je imao Briquet (1896) koji je, takode, predlozio spajanje pomenutih
rodova, takode, pod imenom Satureja zbog postojanja prelaznih formi, koje su imale
izmedu 10 i 13 nerava na casici. Opisao je u okviru tribusa Stachydoideae, podtribus
Satureieae koji je podelio na pet grupa (Melissinae, Hyssopinae, Thyminae, Menthinae i
Perillinae). U grupi Melissinae se nalazi rod Satureja koji je podeljen na 14 sekcija:
Tragoriganum, Pycnothymus, Sabbatia Briq. (koju su Cinile Satureja s.s. i Micromeria sekcija
Micromeria Benth.), Cymularia, Piperella, Cyclotrichum, Xenopoma, Hesperothymus, Gardogua,
Psendomelissa, Calamintha, Calomelissa, Clinopodinm 1 Acinos. Ova klasifikacija najvise odgovara
opisu Saturgja s.l. 1 nazivu Saturegja kompleks. Hayek (1929) je izdvojio rodove Satureja,
Micromeria 1 Calamintha, ali bez podele na sekcije. Medutim, vrste rodova Clinopodinm 1 Acinos
je svrstao u rod Calamintha. Botisova (1954) ga je takode, podelila na 5 rodova (Satureja,
Micromeria, Calamintha, Clingpodium, Acinos) sa brojnim novim sekcijama 1 serijama. Rod
Satureja ima jednu sekciju Sabbatia Briq. 1 6 setija: Annue Botiss. (8. hortensis, S. laxiflora, S.
pachyphylla, S. altaica), Montanae Botiss. (8. montana, S. tanrica, S. mutica, S. confinis), Spathulatae
Boriss. (8. subdentata, S. intermedia), Cuspidatae Boriss. (8. bgybica), Macranthae Boriss. (S.
macrantha), Hyssopiflorae Bortiss. (8. spicigera). Epling (19606) je radio na ovom problemu ali sa
vrstama iz Amerike njegova klasifikacija se dosta oslanjala na Briquet-ovu ali je on imao 11
sekcija (Tabela 1.1.4.).

Najuticajnije klasifikacije u 20 veku su bile po Bentham-u (1848) 1 Briquet-u (1890).
Naucnici iz Evrope 1 Azije su zastupali Bentham-ovu, dok su oni iz Amerike 1 Afrike
koristili Briquet-ovu klasifikaciju. Primeri koji najbolje ilustruju ovo su Flora USSR
(Schischkin, 1954), Flora Europaea (Ball 1 Getlife, 1972), Flora of Turkey (Davis, 1982),
Flora Iranica (Rechinger, 1982). Greuter 1986 je u Med-Checklist pratio Briqueta. Dikli¢ i
Jankovi¢ (1974) u flori SR Srbije su klasifikovali vrste familije Lamiaceae u okviru 30
rodova, vrste Satureja kompleksa su posmatrali u uzem smislu, svrstali su ith u rodove

Satureja, Micromeria, Calamintha i Melissa.
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1.1.4. IstraZivanja poslednjih pedeset godina

Nijedna od pomenutih klasifikacija familije Lamiaceae nije uspela da prevazide veliki
broj sinonima i nedoslednosti u nomenklaturi. U 20. veku prvi koji je pokusao da uvede red
u klasifikaciju na svetskom nivou posle Briquet-a je bio Doroszenko. U svojoj doktorskoj
tezi Doroszenko (1986) je koristio uzak opis rodova tj. ss. Na osnovu morfolosko-
anatomskih karaktera promenio je opis mnogih taksona, neka imena je izbacio a uveo je
neka nova. Grupisao je “svoje” rodove u cetiri neformalne grupe: satureioidne rodove
(Saturegja, Gontscharovia, Eubesperida), mikromerioidne (Micromeria, ““Brenaniella”, “Killickia”),
kalamintoidne (Calamintha, Clinopodium, Acinos, Cyclotrichum) i americke rodove (Diodeilis,
“Hesperothymus”, Gardoguia, “Montereya”, “Obtegomeria’, Piloblephis, Xenopoma). Ovaj rad nikad
nije objavljen u celosti pa je njegov uticaj bio veoma mali.

Krajem 90-ih godina proslog veka u velikoj meri su se istrazivanja okrenula
molekularnim metodama. Tako su Wagstaff 1 saradnici (1995) objavili prve rezultate
molekularne filogenije podfamilije Nepetoideae, bazirane na analizi hloroplastne DNK.
Rezultati su jasno ukazivali da je Saturga sl. parafiletska sa nekim rodovima iz Novog i
Starog sveta Thymbra, Mentha, Monardella, Monarda 1 Hedoma. Cantino 1 Wagstaff (1998) su
predlozili prebacivanje americkih vrsta roda Saturga u rod Clingpodium na osnovu
morfoloskih i filogenetskih podataka kako bi odnosi izmedu taksona bili sto prirodniji.
Lopez (1981) je proucavao morfoloske i anatomske karaktere Safurga u uzem smislu.
Prema Harley-ju 1 saradnicima (2004), u takson Sazureja s.s. je uvrséen rod Eubesperida Brullo
& Furnari (1979) 1 Argantonzella G. Lopez & R. Morales, dok su u rod Clingpodium uvrséene
americke vrste roda Satureja s.1., Acinos 1 Calamintha.

Trusty 1 sar. (2004) su proucavali rod Bystropogon zajedno sa jos 33 od 72 roda koji su
smesteni u tribus Mentheae (Cantino i sar. 1992) koristeéi jedarne (ITS) i hloroplastne (gen
trul 1 trl-tmF intergenski spejser) DNK regione. Iako se kladogrami koji su dobijeni na
osnovu ova dva markera ne poklapaju u potpunosti, molekularne analize su ipak pokazale
odvajanje na dve velike grupe: Kladu A i Kladu Salvia. Prva klada (A) odgovara danasnjem
podtribusu Menthinae, a drugu cine pomeSani predstavnici podtribusa Nepetinae 1
Salviinae. Na osnovu ovih rezultata, rodovi Saturega, Micromeria, Thymus 1 Origanum su

sestrinski ostatku istrazivanih rodova podtribusa Menthinae.
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Briuchler i sar. (2010) su proucavali molekularnu filogeniju podtribusa Menthinae
pomocu hloroplastnih (#7K 1 #rnl-trnF) 1 jedarnih (I'TS) markera. Rezultati su pokazali da je
podtribus monofiletski, ali se vrste u okviru njega grupisu u tri grupe: Satureja, Micromeria 1
Clinopodium. Grupi Satureja pripadaju sve proucavane vrste osim dve (S. Znearifolia i S.
thymbrifolia koje su se grupisale sa vrstama roda Thymbra u okviru Micromeria grupe) i dva
uzorka roda Gontscharovia (G. popovii 1 1 2). Vrste Saccocalyx saturejoides 1 Argantoniella salzmantii
su se grupisale sa vrstama Thymus u okviru grupe Micromeria. Vrste rodova Calamintha,
Acinos/ Ziziphora, Clinopodium, Bystropogon, Mentha, ~Cyclotrichium, Killickia, “Micromeria’
madagascariensis, Conradina, Monarda, Hedeoma, Hoebnea, Acanthomintha, Kurzamra i Minthostachys
su grupisani u Clinopodium. Rodovi Conradina, Monarda, Hedeoma, Hoehnea, Acanthomintha,
Kurzamra i Minthostachys ¢ine grupu Novog sveta u okviru grupe Clinopodium. Zbog
smestanja veéeg broja vrsta u rod Clingpodium, kao sto je bio slucaj sa rodom Saturea,
postoji velika morfoloska varijabilnosti u okviru roda Clinopodium cime je sadasnja
klasifikacija prilicno neprirodna. Iz tog razloga, autori su predlozili vracanje nekih od ranijih
naziva za rodove koji se danas tretiraju kao sinonimi (npr. Diodeilis Raf., Gardoguia Ruiz 1
Pav., Xenopoma Willd.) kako bi se dobila klasifikacija sa monofiletskim dobro-definisanim
grupama. Takode, primeceno je da tipicni predstavnici roda Clingpodiunme, Micromeria i Satureja
ne rastu u Americi. Deo danasnje konfuzije oko klasifikacije potice od toga §to se mnogi
naucnici koji se bave taksonomijom radije opredeljuju za neku od postojecih sistematika
nego da rade globalnu reviziju. Drugi deo problema je to $to su mnogi klasi¢ni koncepti
zasnovani na homoplaziji morfoloskih karaktera (npr. broj nerava na casici). Autori ukazuju
na to da je broj nerava vise stvar konvergencije nego dijagnosticki karakter, za razliku od

oblika cevi casice (Brauchler i sar. 2010).
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Tabela 1.1.4. Pregled klasifikacije roda Satureja

Line (1753)

Bentham (1826)

oissiers (1879)

Satureja

Tribus: Satureineae

Satureja s. 1.

Micromeria (= Benth S. rupestris = Sek. Annuae

sek. Micromeria) Micromeria S. hbortensis

Pycnantheninm Sek. Tragoriganum Sek. Eusatureiae

Thynus S. thymbra S. montana

S.

Cunila Sek. Pycnothymus parnassiaca
Clinopodinm Piloblephis Benth S. spinosa
Thymus S. rigida S. cuneifolia
Melissa [Tribus: Melissineae S. intermedia
Miller (1754) Bentham (1848) Sek. Sublabiatae

Calamintha

Satureja Tribus: Satureieae
_ Podtribus: Elsholtzieae

Podtribus: Menthoideae

Clinopodinm

Podtribus: Thymeae

3 Neidentifikovana roda

Podtribus: Melisseae

Line (1774)

S. boissieri
S.
subdentanta
S. mutica
S. spicigera

S. longiflora

S. rigida
Satureja (Pogogyne) S. atropatana
Micromeria Sek. Zataroidea
Micromeria (Benth sek. Calamintha S. behtiarica
Micromeria) Gardognia Sek. Tragoriganum
"Thymus Anomalous genera S. thymbra
Line (1800) Nymans (1855) Micromeria
Satureja T'ribus: Thymeae Calamintha

Rodovi u prvoj cetvrtini 19
veka

Horminum

ymans (1881)

Melissa

[Tribus: Thymeae

S. macrantha

Clinopodium Tribus: Melissae
Sabbatia Moench Hyssopus

Clinopodinm sensu L. Origanum Horminum
Calamintha sensu Miller ili Thymus Melissa
Melissa sensu L. Thymbra Clinopodinm
Acinos sensu Miller ili Thymus Hyssopus Calamintha
sensu L. Micromeria

Gardognia Ruiz&Pavon

Xenopoma Willd.

Asa Grey (1886)

\Micromeria sensu Gray = Hesperothymus sensu Bentham 1848

Calamintha s. /.
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nastavak tabele 1.1.4.

Briquet (1896)

Epling (1966)

Grupa: Satureja
Sek. Tragoriganum
S. thymbra

Sek. Gardoguia sensu Briq.
Sek. Xengpoma sensu Briq.

Sek. Pycnothymus

S. hortensis

S. montana kompleks

Iran, Irak, SSSR, Turska =
Sublabiata sensu Boisser

S. inodora (Maroko, Spanija)
S. bebtiarica

Sek. Calomelissa sensu Briq.

Sek. Hesperothymus sensu Briq.

Sek. Pycnothymus sensu Briq.

Sek. Discolores
Sek. _Anomales

Sek. Sphenostachys

Sek. Obtectae

Sek. Occidentalis
Sek. _Arenosae

Sek. Cymmularia = Micromeria sek. Cymmularia
Sek. Piperella Briq.

Ball i Getliffe (1972)

Sek. Cyclotrichinm = Calamintha sek.
Cyclotrichium Boiss.

\Micromeria s.s.

\Acinos s.s.

Sek. Xenopoma = Micromeria sek. Xenopoma
Benth sa S. banariensis

Calamintha s.s.

Clinopodinm s.s.

Sek. Hesperothymus = Micromeria sek.
Hesperothymus Benth. bez Conradina

Doroszenko (1986)

Sek. Gardogna sensu Benth. 1834
Sek. Pseudomelissa = Micromeria sek.
Psendomelissa Benth. + Boiss.

Gruia: Saturel'oidinih rodova

Gontscharovia

Eubesperida

Sek. Calamintha

Grupa: Mikromeriodnih rodova

Sek. Calomelissa

Grupa: Kalamintoidnih rodova

Sek. Clinopodinm

Grupa: Americkih rodova

Sek. Acinos

Kuntze (1891)

Grupa: Clinopodium

ostale grupe su iste kao kod Briquet-a 1896

10
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nastavak tabele 1.1.4.

Harley i sar. (2004) Takhtajan (2009)
Podfamilija: Nepetoideae Podfamilija: Nepetoideae
Tribus: Elsholtzieae Tribus: Elsholtzieae
Tribus: Mentheae Tribus: Satureieae
Podtribus: Salviinae
Podtribus: Menthinae Tribus: Prunelleae
Tribus: Meriandreae
Podtribus: Nepetinae Tribus: Lepechinieae
Incertae sedis Tribus: Hormineae
Tribus: Ocimeae Tribus: Nepeteae
Podtribus: Lavandulinaea Tribus: Glechoneae
Podtribus: Hanceolinae Tribus: Salvieae
Podtribus: Hyptidinae Tribus: Rosmarineae
Podtribus: Ociminae Tribus: Catoferieae
Podtribus: Plectranthinae Tribus: Ocimeae
Briuchler i sar. (2010) Tribus: Lavanduleae
Grupa: Saturei'a
Gontscharovia
Grupa: Micromeria
Grupa: Clinopodium

Drew i Sytsma (2012) su procavali vrste tribusa Mentheae koriste¢i vise hloroplasnih
1, yefl-1ps15, trml-F, mp/32-trml. [UAG]) 1 jedarnih (ITS i ETS) markera kao i evoluciju
prasnika. Analizirali su skoro sve rodove iz podtribusa Menthinae (Harley i sar. 2004) — 58
od 65 rodova za hloroplastne i 64 od 65 rodova za jedarne markere. Vrste roda Acinos 1
Killickia Brauchler 1 sar. (2008) su posmatrali kao posebne rodove za razliku od Harley i sar.
(2004) koji su ih prvi rod (Acinos) tretirali kao deo roda Clinopodium, a drugi (Killickia) kao
deo roda Micromeria. Takode, vrste roda Micromeria sekcije Pseudomelissa koje su Briuchler i
sar. (2000) prebacili u Clinopodium Drew 1 Sytsma (2012) su posmatrali kao Micromeria.
Rezultati su pokazali da podela Harley-a i sar. (2004) u okviru tribusa na podtribuse ne
odslikava najbolje odnose medu vrstama. Predlozili su da pored postojeca tri podtribusa
dodaju jos dva nova Prunellinae i Lycopinae. Biogeografski podaci ukazuju na to da vrste ovog
tribusa vode poreklo iz Mediterana i da su imali nekoliko Sirenja areala u Novom svetu.
Najvedi broj vrsta Novog sveta iz podtribusa Menthinae su rezultat jednog Sirenja areala u
srednjem do kasnom Miocenu. Evolucija prasnika pokazuje da je bilo bar Cetiri tranzicije
od Ccetiri ka dva prsnika u okviru tribusa, jednom u podtribusu Salviinae i Lycopinae i bar

dva puta u podtribusu Menthinae.
11
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Ramak 1 sar. (2012) su proucavali filogeniju roda Saturea na podrucju Irana pomocéu
jedarnog (ITS) i1 hloroplasnog regiona (#ml-#mmF) na uzorku od 25 vrsta. Rezolucija ovih
markera nije bila dovoljno velika (hloroplastni marker nije pokazao odvajanje dok je jedarni
pokazao podelu na tri klade ali odnosi u okviru klada nisu bili jasno odredeni).

Sili¢ (1979) je proucavo vrste Satureja kompleksa na prostoru bivse Jugoslavije (SFR]).
Posmatrao je rodove u uzem smislu. Na osnovu morfoloskih karaktera velikog broja
primeraka $to iz prirode $to iz herbarijumskih zbirki, posebno u rodu Saturea, na
proucavnom prostoru opisao je 9 vrsta sa nekoliko podvrsta, varijeteta i formi. Veliki broj
autora sa prostora SFR] je koristio klasifikaciju po Silicu prilikom proucavanja vrsta
Satureja kompleksa. Slavkovska 1 sar. (2001) su proucavali sa fitohemijskog apsekta tri
taksona roda Satureja sa prostora Srbije i Makedonije (8. montana L. ssp. montana, S. montana
ssp. pisidica (Wettst.) Sili¢ i S. &itaibelii Wierzb. ex Heuff.). Fitohemijski markeri su pokazali
sestrinski odnos podvrsta S. montana 1 S. kitaibelii. Bezi¢ i sar. (2009) su analizirali jedarni
I'TS region kod pet vrsta roda Satureja koje rastu na prostoru Hrvatske i dobili su da su S.
subspicata Bartl. ex Vis. i S. visianii Silic srodne, a njima je sestrinska klada koju cine S.
montana 1 S. cuneifolia Ten., dok je jednogodisnja S. hortensis sestrinska svim pomenutim

vrstama.

1.1.5. Rod Satureja L.

Jednogodisnje zeljaste biljke ili zbunovi. Listovi linearni do lancetasti, po obodu celi
ili neznatno nazubljeni sa utisnutim zlezdanim dlakama. Cvetovi dugacki 5-15 mm, beli,
plavi, ljubi¢asti ili ruzicasti, sa kratkom cvetnom drikom. Casica zvonasta sa 10 nerava i 5
zubaca rede je casica neznatno dvousnata. Krunica dvousnata, sa pravom kruni¢nom cevi,
po duzini jednaka sa casicom ili malo duza; gornja usna krunice prava, cela ili na vrhu
usecena, donja troreznjevita, sa zaokrugljenim reznjevima. Prasnika 4, nalaze se blizu gornje
kruni¢ne usne, prednji malo duzi od krunice. Na vrhu stubica nalaze se 2 jednaka reznja
ziga. Plodi¢i glatki, jajasti ili skoro okruglasti.

Rod obuhvata brojne vrste rasprostranjene u toplim oblastima obe hemisfere (Dikli¢

1 Jankovi¢, 1974). Na prostoru Balkana je rasprostranjeno 17 vrsta (Euro+Med, 2000).

12
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1.1.6. Satureja montana L. 1753: Sp. P1.:568

s <
A

A

Slika 1.1.6.1. Mapa areala S. montana, tacke su podaci iz literature

Sinonimi: Micromeria montana (L.) Reichenb. 1831: Fl. Germ. Exscurs.: 31; Saturiastrum
montanum (L.) Four. 1869: in Ann. Soc. Linn. Lyon N. S. 17: 133; §. montana 1. var. communis
Vis. 1847: FL. Dalm. 2: 194; Clinopodinm montanum (L.) Kuntze, 1891: Revis. Gen. PL. 2: 515;
Thymus montanus (L) Dum. Cours., 1811: nom. illeg. Bot. Cult., ed. 2, 3: 32.

Visok poluzbun ili patuljasti Zbun 10-40 rede 70 cm visok, veoma granat, sa snaznim
korenovim sistemom, krivim stablom i dizuéim do uspravnim, cetvorostranim do skoro
okruglim, veoma odrevenelim granama.

Listovi lancetasti 1-3 cm dugi i 2-4 rede 6 mm $iroki, pljosnati, u sredini najsiri, celog
oboda, manje vise zasiljenog vrha, bez jasnog prelaska u lisnu drsku, u donjoj éetvrtini sitno
trepavicavo dlakavi, na licu i nali¢ju sa zlezdanim trihomama.

Cvetovi 7-11 mm dugi, na drsci, sa izduzeno lancetastim braktejama (dosezu do
sredine casice). Grupisani su u rastresite dihazije sa 3-7 cvetova.

Casica u zavisnosti od podvrste moze biti cevkasto-levkastog oblika (Saturga montana
ssp. montana) ili kratko zvonastog oblika (Satureja montana ssp. variegata (Host) P. W. Ball),
uglavnom 4-5 mm duga, rede 3-7mm, sa 10 nejasnih nerava, povrsina gotovo gola ili

maljava, u grotlu postoji dosta dugackih dlacica; zupci $ilasti, donji zubci su dublje useceni

13
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(odnos duzine donjih zupaca prema duzini casicne cevi 1:1,5-2 (Satureja montana ssp.
montana) 1 1:2-2,5 (Satureja montana ssp. variegata), ali su svi zupci po visini jednaki.

Krunice bele, ruzicaste ili ljubicaste sa veoma prosirenom cevi koja jasno nadvisuje
c¢adicu, gornja usna okrugla, pljosnata; donja sa srednjim, zupcastim ili valovitim, reznjem.
Jedan par prasnika iste visine ili nesto nadvisuje krunicu (Sili¢ 1979).

Orasice okruglasto jajastog oblika, 1-1,3 mm duge, svetlomrke sa finim tackicama.

Naseljava livade i kamenite pasnjake, napustene kulture, polusmirene sipare u
mediteranskom i submediteranskom podrucju od nivoa mora pa do 1.200 m. n. v., ali u
samom primorju moze da se nade i na visim lokalitetima. Rasprostranjena je u juznoj
Evropi, srednjoj Aziji (Sit-Dar, Taskent, Cimgan) (Slika 1.1.6.1) (Sili¢, 1979).

Prema obliku casice i dlakavosti listova Sili¢ (1979) je S. montana podelio na tri
podvrste: Satureja montana ssp. montana, Satureja montana ssp. variegata i Satureja montana ssp.

pisidica.
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1.1.6.1. Satureja montana ssp. montana

Slika 1.1.6.1.1. S. montana ssp. montana, fotografije N. Rajcevic

Heterotipski sinonimi: Micromeria pygmaea Rchb. 1831: Fl. Germ. Excurs.: 311; M. variegata
Rchb. 1832: Fl. Germ. Excurs.: 859; Saturga trifida Moench 1794: Methodus: 3806;
S.mucronifolia Stokes 1812: Bot. Mat. Med. 3: 300; S. hyssopifolia Bertol. 1829: Ann. Storia
Nat. 3: 406; S. ciliata Avé-Lall. 1846: Index Seminum (LE) 11(Suppl.): 66; S. montana va.
communis Vis. 1847: Fl. Dalmat. 2: 194; . brevis Jord. & Fourr. 1866: Brev. PL. Nov. 1: 44; .
Sflexcuosa Jord. & Fourr. 1866: Brev. Pl. Nov. 1: 45; S. petraea Jord. & Fourr. 1866: Brev. Pl
Nov. 1: 45; 8. provincialis Jord. & Fourr. 1866: Brev. PL. Nov. 1: 45; . rigidula Jord. & Fourr.
1866: Brev. Pl Nov. 1: 46; S. pyrenaica Jord. & Fourr. 1868: Brev. Pl Nov. 2: 89;
Saturiastrum petraenm Fourr. 1869: Ann. Soc. Linn. Lyon, n.s., 17: 133; Satureja montana var.
stenophylla Boiss. 1879: Fl. Orient. 4: 563; S. montana var. chamaebuxus Briq. 1893: Lab. Alp.
Mar.: 398; S. montana L. var. typica Pospichal 1899: Fl. des Osterr. Kust. 2: 565; S. karstiana
Justin 1904: Mitt. Musealvereins Krain 17: 182; §. ovalifolia Huter, Porta & Rigo 1907:
Oesterr. Bot. Z. 57: 402; . pollinonis Huter, Porta & Rigo 1907: Oesterr. Bot. Z. 57: 402; .

15
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montana var. subguadrangula Rohlena; S. montana . subgunadrangnla (Rohlena) Sili¢ 1974 publ.
1975: Glasn. Zemaljsk. Muz. Bosne Hercegovine Sarajevu Prir. Nauke 13: 107.

Izdanci snazni 20-40 retko 70 cm visoki, fino pahuljasti, sivo-zeleni visegodisnji
grmovi. Listovi sa obe strane sa zlezdanim trthomama. Drske dihazijuma obi¢no uspravne
3-5 mm duge (Slika 1.1.6.1.1).

Casice cevasto-levkaste 4-5 (-7) mm duge, sa dosta dugackim malo lu¢no savijenim
zupcima. Odnos donjih zupaca prema duzini ¢asice 1:1,5-2.

Krunica bela, cev krunice do 7 mm duga sa 3-4 mm dugom gornjom usnom, koja je
¢esto ruzicasta (Sili¢, 1979).

Rasprostranjena je duz Mediterana, u Portugaliji, Spaniji, juznoj Francuskoj, Ttaliji,
SFRJ, Albaniji, Grékoj, Turskoj i Libanu (Slika 1.1.6.1) (Dikli¢ i Jankovi¢ 1974; Sili¢, 1979;
Pignatti, 1982; Castroviejo, 19806; Strid 1 sar. 1986; Euro+Med, 2000).
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1.1.6.2. Satureja montana ssp. variegata (Host) P. W. Ball 1972: Bot. J. Linn. Soc. 65:
352.

I ! -
4
l j V
¢

Slika 1.1.6.2.1. S. montana ssp. variegata, fotogratije N. Rajcevic

Sinonimi: Saturega variegata Host, 1831: Fl. Austriac. 2: 134; Micromeria variegata (Host)
Reichenb. 1832: Fl. Germ. Excurs.: 859; Satureja montana 1. var. variegata (Host) Vis. 1847:
Fl. Dalmat. 2: 194; S. montana L. £. variegata (Host) Hayek 1929: Prodr. FL. Penins. Balcan. 2:
315; 8. montana L. f. parviflora Paulin in Dolsak 1936: Prirod. razpr. 3 (3): 127. S. montana

auct. plur., non L.

Habitus kao i kod tipskog oblika. Dihazijum rastresitiji na 6-8 mm dugoj, tankoj,
okrugloj peteljci koja nosi prosecno po tri cveta, na 2-3 (-3,5) mm dugim peteljkama.

CaSice kratke zvonaste 2,5-4 (-4,5) mm duge, sa kratkim krutim zupcima,
svetlozelene. Odnos duzine donjih zubaca prema duzini cevi casice 1:2-2,5 .

Krunica ruzicasto-belicasta do svetlo ruzicasta, 6-10 mm duga sa belom cevi koja
jedva nadvisuje casicu, sa oko 3 mm dugom zupcastom gornjom usnom, koja je pri vrhu
jace obojena i 5 mm dugom donjom purpurno-ljubicasto prosaranom donjom usnom sa

reznjevima koji su zaokruzeno pravouglasti sa manje vise celim ivicama. Grotlo krunice
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posuto strsecim belim papiloznim dlakama. Antere ruzicaste, filamenti beli (Slika 1.1.6.2.1)
(Sili¢, 1979).
Rasprostranjena je u priobalnoj zoni severnog dela Jadrana, u Italiji, Sloveniji i

Hrvatskoj (Sili¢, 1979; Euro+Med, 2006).
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1.1.6.3. Satureja montana ssp. pisidica (Wettst.) Silic 1974 publ. 1975: Glasnik

Zemaljskog Muzeja. Bosne Hercegovine Sarajevu Prir. Nauke 13: 108.

Slika 1.1.6.3.1. 8. montana ssp. pisidica, fotografije N. Rajcevié

Sinonim: Satureja pisidica Wettst. 1890: Oesterr. Bot. Z. 40: 40. S. macedonica Formanek 1898
a: Verh. Naturf. Ver. Brunn 37: 62; S. montana L. var pisidica (Wettst.) Hal. 1902: Consp. FL
Gr. 2: 551; 8. olympica Hal. 1890: Osterr. Bot. Zeitschr. 40: 40.

Visegodisnja poluzbunasta biljka sa jakim korenovim sistemom i gustim izdancima,
koji su do polovine visine odrveneli i koji su na popre¢nom preseku ostro ¢etvorostrani, na
dve suprotne strane obrasli gustim krutim dlacicama. Listovi sedeéi, kozasti, sivozeleni, sa
obe strane, a posebno na nali¢ju obrasli krutim nezlezdanim visecelijskim dlakama i posuti
okruglim Zlezdanim trihomima, po obodu trepavicavi.

Dihazijum sededi ili skoro sedeéi. Casice izduzeno zvonaste 6-7 mm duge, sa duboko
usecenim trouglastim zupcima. Cev ¢asice duza od zupaca. Krunice 12-14 mm duge, bele,
spolja obrasle trihomima (Slika 1.1.6.3.1). Orasice 1,3-1,5 mm duge i 0,6-0,9 mm S$iroke,
kestenjasto mrke, na lednoj strani sa 3 tamnije pruge (Sili¢, 1979).

Rasprostranjenja u FJROM, Grckoj, Turskoj 1 Libiji, (Slika 1.1.) (Sili¢, 1979; Euro+Med,
2000).
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1.1.7. Satureja kitaibelii Wierzb. ex Heuff. 1858: Verh. K. K. Zool.-Bot. Ges. Wien 8:
177.
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Slika 1.1.7.1. Mapa areala S. &itaibelli, tacke predstavljaju lokalitete iz literature

Sinonimi: Satureja montana var. kitaibelii (Wierzb. ex Heuff.) Nyman 1881: Consp. Fl. Eur.:
591; S. montana var. kitaibelii (Wierzb. ex Heuff) Briq. 1895: Lab. Alp. marit.: 400; S.
montana ssp. kitaibelii (Wierzb. ex Heuff.) P. W. Ball 1972: Bot. J. Linn. Soc. 65: 352.

Visegodis$nji poluzbun 30-50, rede 70 cm visok, sa dobro razvijenim korenovim
sistemom. Izdanci brojni, pri dnu odrveneli, uspravni, jednostavni ili manje vise razgranati,
na poprecnom preseku ostro cetvorougli, sjajni na dvema suprotnim stranama imaju prave
ili prema dole savijene, kukaste bele visecelijske dlacice. Kora izdanka pri dnu smedemrka,
mat, bliZe listovima svetlija sjajna, pri vrhu zelena sa ljubi¢astim odsjajem (Sili¢, 1979).

Listovi izduZeno lancetasti, sedeci, kruti i kozasti, najsiri u sredini ili u gornjoj trecini
duzine. Pri vrhu zasiljeni i najcesée se zavrSavaju kratkom mekom bodljicom, posebno
listovi u gornjem delu izdanka. Osnova lista izduzeno klinasta. Lisna ploca gola, sjajna,
sitno papilozna, sa obe strane gusto prekrivena okruglim Zlezdanim dlakama. Obod lista
ceo ili sa jedva primetnim retkim zupcima. Obod osnove lista trepljast, sa krutim belim
dlacicama, koje se prema vrhu smanjuju i nestaju. Donii listovi siroko lancetasti ili izduzeno
elipticni (15-) 25-30 (-40) mm dugi i prose¢no (4-) 5-8 mm Siroki, gornji su linearno
lancetasti. Brakteje linearno lancetaste (Sili¢, 1979).
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Slika 1.1.7.2. 8. kztaibeliz, fotografije N. Rajcevic

Cvetovi dosta zbijeni, smesteni u (1-) 3-7 (-9) cvetne dihazijume, koji su na kracoj ili
duzoj uspravnoj drsci. Pojedinac¢ni cvetovi su na (1-) 2-3 (-4) mm dugim drskama.

Casica (4-) 6-7 mm duga, valjkasto izduZena, spolja sitno dlakava i sa krupnim
okruglim Zlezdanim trihomama i sa 10 izrazenih nerava; iznutra gola, sjajna, u grotlu sa
prstenom oskudnih belih, visecelijskih uspravnih nezlezdanih dlaéica. Casica tamno zelena,
cesto sa ljubicastim odsjajem. Zupci casice veoma $ilasti, goli, jedino su u osnovi sitno
zupcasto dlakavi; dva donja su dublje usec¢ena od ostalih. Cev casice priblizno dva puta
duza od zupaca.

Krunica ruzi¢asto purpurna, 12-14 mm duga, spolja sitno dlakava, u grotlu sa
cupercima dlacica. Gornja usna pri vrhu poluokrugla, donja usna duboko usecena na 3 dela
podeljena, pti ¢emu je srednji rezanj veéi od ostalih, slika 1.1.7.2 (Sili¢, 1979).

Orasice jajasto-elipticne 1,4-1,5 mm duge, oko 1 mm siroke, tamnomrke, papilozne
sa gustim zlezdanim dlakama, na gornjoj strani sa 2-3 (-5) tamnije uzduzne Zilice; pri vrhu
zaobljene, u osnovi nesto suzene (u obliku tupog kljuna); gornja strana konkavna, donja

tupougaona.
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Nastanjuje najcesce otvorene kre¢njacke kamenjare montanog pojasa u rasponu od
500 do 1.000 m. n. v. (Sili¢, 1979).

Rasprostranjena je u severnoistocnom delu Balkanskog poluostrva: istocna Srbija,
juzna Rumunija, zapadna Bugarska, slika 1.1.7.1 (Jordanov, 1963; Dikli¢ i Jankovi¢, 1974;
Savulescu, 1976; Sili¢, 1979; Euro+Med, 2006) .
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1.1.8. Satureja subspicata Bartl. ex Vis. 1826: Stirp. Dalmat. Spec. 2: t. 4.
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Slika 1.1.8.1. Mapa areala S. subspicata prilagodeno iz Sili¢, 1974, tacke oznacavaju lokaliteta
iz literature (roze S. subspicata ssp. liburnica, plavo S. subspicata ssp. subspicata)

Sinonim: Satureja pygmaea Sieber in Koch 1832 in Rohlings: Deutschl. Flora 4: 231; . illyrica
Host 1832: Fl. Austr. 2: 133; Micromeri pygmaea Reichenb. 1832: Fl. Germ. Excurs: 311;
Satureja montana L. var. subspicata (Bartl. ex Vis.) Vis. 1847: Fl. Dalmat. 2: 194; S. montana 1..
var. ifyrica Bentham 1848 in DC. Prodr. 12: 210; S. montana 1. ssp. illyrica Nyman 1881:
Consp. 591.

Uspravni, polegli ili poluuzdignuti visegodis$nji poluzbun visine (6-) 8-20 (-40) cm, ¢iji
su korenovi i izdanci, pri dnu, odrveneli. Stabljike nerazgranate ili razgranate, manje vise
uspravne, potpuno gole, glatke (rede okolo slabo dlakave ili dlakave samo na suprotnim
stranama) na popreé¢nom preseku izrazito éetvorostrane (Sili¢, 1979).

Listovi debeli, kozasti, s donje strane (ili sa obe) sa zlezdanim dlakama, po ivici glatki
ili rapavi, u donjoj treéini trepavicasti ili goli; u gornjoj trecini najsiri. Doniji listovi 18-20 (-
23) mm dugi i oko (3-) 4-6 mm S$iroki, pri vrhu tupo zasiljeni, od polovine se postepeno
suzavaju, goli ili retko dlakavi. Srednji listovi 12-15 (-22) mm dugi, i oko 2,5-3(-4) mm
siroki sa naglo izvucenim Siljatim vrhom, goli. Gornji listovi usko lancetasti, pri vrhu naglo

zadiljeni, izvuceni u 1-1,5 mm dugi mekani $iljak, prema dnu se suzavaju, goli, uz centralni
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nerv retko dlakavi, sa obe strane sa retkim Zledanim dlakama (Sili¢, 1979).

Cvetova po 2-5 slozenih u dihazijume, koje zajedno obrazuju zbijene ili rastresite
prividne klasove. Pojedinacni cvetovi na (1,5-) 2-4 (-5) mm dugim papiloznim, kratkim
gusto dlakavim ili golim peteljkama, koje su znatno kraée od brakteja (Sili¢, 1979).

Casica je $iroko zvonasta ili dugo cevasta, debela i koZasta, 5-6 (-11) mm duga sa 10
izrazenih nerava, spolja sjajna, tamnozelena ili prljavo ljubicasta, duz nerava retko dlakava
ili gola posuta brojnim zlezdanim dlakama; unutar gola, sjajna, u grotlu sa prstenom od
gustih belih uspravnih nezlezdanih dlaka. Zupci casice znatno kraci od cevi ili iste duzine
kao cev, dva donja dublje usecena, izduzeno kopljasti, Silasti. Delovi izmedu zupaca u
obliku slova “U”. Zupci na popre¢no preseku trouglasti, po rubu trepavicasti (Sili¢, 1979).

Krunica 10-12 mm duga. Gornja usna oko 4-5 mm duga, pri vrhu zaokruzena, cesto
manje vise usecena, donja usna duboko troreznjevita pri cemu je srednji rezanj zaokruzen
ili blago ulegnut, po ivici krpasto-talasast, u osnovi uzi, u grotlu sa gustim cuperkom belih
nezlezdanih dlaka. Krunica purpurna do purpurnoljubicasta, cev krunice belozuta,
nadvisuje casicu. Antere, purpurnoljubicaste, filamenti goli. Dva donja prasnika dopiru do
polovine gornje usne, dva gornja u istoj visini ili je nadvisuju. Tucak beo, gladak, znatno
nadvisuje krunicu, Zig duboko rasceplien (Sili¢, 1979).

Orasice jajasto okruglaste (1-) 1,2-1,3 (-1,5) mm duge 1 oko 1-1,2 mm $iroke, pri vrhu
siroko zaobljene, kestenjasto smede, papilozne, glatke (éilié, 1979).

Zivi na visim polozajima Dinarskog kra, gde se najcesée javlja na izlozenim
grebenovima i vrhovima. Cesto se spusta u nize predele gde se mesa sa populacijama S.
montana 1. Javlja se u rasponu (100-) 200-1.800 m. n. v., esto i vise (Sili¢, 1979).

Distribucija Italija, Slovenija, Istra, Hrvatska, Bosna i Hercegovina, Crna Gora, Srbija
i severna Albanija (Slika 1.1.8.1) (Dikli¢ i Jankovi¢, 1974; Sili¢, 1979; Pignatti, 1982;
Euro+Med, 2000).

S. subspicata je podeljena na osnovu duzine 1 gustine cvasti, polozaja c¢asice u odnosu
na stablo, oblika casice 1 duzine zupaca na dve podvrste: S. subspicata Bartl. ex Vis. ssp.

subspicata i S. subspicata ssp. liburnica Sili¢ (Silié, 1979).
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1.1.8.1. Satureja subspicata Bartl. ex Vis. ssp. subspicata
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Slika 1.1.8.1.1. 8. subspicata ssp. subspicata, fotografije N. Rajcevic

Heterotipski sinonimi: Satureja illyrica Host 1831: Fl. Austriac. 2: 133; . pygmaea Sieber ex
Vis. 1826: Stirp. Dalmat. Spec.: 11; S. montana var. blavii Asch. ex K. Maly 1907: Oestert.
Bot. Z. 57: 158; 8. montana var. illyrica (Host) Benth. 1848 in de Candolle, Prodr. 12: 210; S.
montana ssp. llyrica (Host) Nyman 1881: Consp. Fl. Eur.: 591; . pygmaca var. obcordata Hordk
1898: Sitzungsber. Konigl. Bohm. Ges. Wiss., Math.-Naturwiss. Cl. 1898: 10; . subspicata
var. blavii (Asch. ex K. Maly) K. Maly 1908: Exsicc. (Herb. Norm.) 49-50: 302; . subspicata
var. macedonica Velen. 1910 publ. 1911: Sitzungsber. Konigl. Bohm. Ges. Wiss., Math.-
Naturwiss. Cl. 8: 11; S. subspicata var. obcordata (Horak) Silic 1979: Monogt. Satureja Fl.
Jugusl.: 105; 8. subspicata var. scabrifolia Rohlena; S. subspicata t. obovata Silic 1974 publ. 1975:
Glasn. Zemaljsk. Muz. Bosne Hercegovine Sarajevu Prir. Nauke 13: 110; S. subspicata f.
scabrifolia (Rohlena) Silic 1974 publ. 1975: Glasn. Zemaljsk. Muz. Bosne Hercegovine
Sarajevu Prir. Nauke 13: 110.

Stabljike znatno vise od onih kod . subspicata ssp. liburnica, pretezno razgranate,
uspravne ili uzdignute ili sprasto povijene. Stabljike gole ili retko dlakave na suprotnim
stranama (Sili¢, 1979).
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Cvast rastresitija, duga 2-5 (-15) cm . Casice skoro pod pravim uglom u odnosu na
stabljiku, cevasto zvonaste ili zvonaste, 4-5 mm duge. Tri gornja zupca casice znatno kraca,
usko truglasta, Slika 1.1.8.1 (Sili¢, 1979).

Rasprostranjenje: Italija, Dinaridi 1 primorski delovi: Hrvatske, Bosne i Hercegovine,
Crna Gora, jugozapadna Srbija i severna Albanija, slika 1.1.8.1. (Silic’, 1979, Pignatti, 1982;
Euro+Med, 20006).
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1.1.8.2. Satureja subspicata ssp. liburnica Sili¢ 1974 publ. 1975: Glasn. Zemaljsk.

Muz. Bosne Hercegovine Sarajevu Prir. Nauke 13: 110.

Slika 1.1.8.2.1. 8. subspicata ssp. liburnica, totografije N. Rajcevic
Sinonim: Satureja pygmaea Sieber in sched. nomen nudum, Sieber; S. subspicata t. liburnica
(Silic) Silic 1979: Monogt. Satureja Fl. Jugusl.: 109.

Stabljike (6-) 8-20 (-40) cm visoke, uspravne, proste, razgranate, gole. Listovi goli ili
retko dlakavi, po ivici 1 u donjoj trecini trepavicasti, sa obe strane posuti trihomima bogatim
etarskim uljima. Brakteje usko lancetaste, Silaste, krace ili skoro iste duzine kao cev casice,
rede duze (Sili¢, 1979).

Cvast zbijena, kratka 2-3, rede 4 cm duga. Pojedinacni cvetovi na kratkim oko 2 mm
dugim papiloznim drskama (Sili¢, 1979). Casice uspravne, smestene pod ostrim uglom u
odnosu na stabljiku 8-9 (-10) mm duge, cilindri¢ne, duz nerava retko poleglo dlkave ili gole,
posute retkim zlezdanim dlakama. Zupci casice uski, izduzeni silasti iste duzine kao i cev
¢adice, dva donja viSe usecena i nesto duza od gornjih. Antere gole, purpurne (Slika
1.1.8.2.1) (Sili¢, 1979).

Rasprostranjenje: Italija (okolina Trsta), Slovenija, Hrvatska, Bosna i Hercegovina,

slika 1.1.8.1. (Dikli¢ i Jankovi¢, 1974, Sili¢, 1979; Pignatti 1982; Euro+Med, 20006)
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1.2. Flavonoidi

Flavonoidi ¢ine veliku grupu prirodnih proizvoda koji su siroko rasprostranjeni u
biljnom svetu i kod jedne vrste algi (Andersen i Markham, 2005). Ranije su ih smatrali nus-
proizvodima metabolizma biljaka, dok danas pripadaju specijalizovanim metabolitima
(Janackovi¢ i sar. 2017). Flavonoidi vrse razlicite funkcije: Stite biljaku od UV zracenja,
sluze kao antioksidansi, moduliraju aktivnost enzima, $tite biljku od patogena i herbivora,
ucestvuju u privlacenju oprasivaca (posebno antocijani) i zivotinja zaduzenih za rasejavanje
semena (Andersen 1 Markham, 2005). Antocijani (obojeni flavonoidi) su odgovorni za
obojenost cvetova i plodova, zuti flavoni i flavonoli, takode, doprinose obojenosti cvetova,
§to utice na interakciju izmedu zivotinja 1 biljaka (Alkema i Seager, 1982). Medutim
bezbojni flavonoidi (flavoni, flavonoli, flavanoni, izoflavoni, itd.) su mnogo vise
rasprostranjeni i njihova uloga je viSe vezana za opstanak biljke (Andersen 1 Markham,
2005). Flavonoidi se nalaze unutar i van celija. U Celiji su najc¢es¢e smesteni u vakuoli, a
mogu se naci i u jedru. Izluc¢uju se na povrsinu biljnih organa, pa se mogu nadi i na
korenovim dlac¢icama, na povrsini izdanaka, listova, cvetova i dr. Postoje u slobodnom
aglikonskom obliku i vezani za glikonsku komponentu kao glikozidi. Aglikoni su najcesée
lokalizovani na povrsini biljnih organa. Zbog svojih funkcija u biljnom organizmu najvise je
proucavana njihova antioksidativna, antimikrobna, UV zastita, antikancerna, medicinska
uloga 1 itd (Andersen i Markham, 2005). Povrsinski aglikoni se mogu koristiti 1 kao
hemotaksonomski markeri (Barberan i sar. 1988, Marin i sar. 2003; Skoula 1 sar. 2008).

Flavonoidi se mogu klasifikovati na tri klase prema pozicije veze aromati¢nog prstena
1 benzopirano dela: flavonoidi (pozicija 2-fenil grupe), izoflavonoidi (izomerizuju u poziciju
3) iili neoflavonoidi (izomerizuju u poziciju 4) (Slika 1.2.). Pomenute klase dele zajednicke
halkonske prekursore. Cetvrtu grupu bi ¢inili manje zastupljeni flavonoidi koji, takode,
imaju C;-C;-C; skelet: hidroksi halkoni, refro-halkoni, auroni i auroli (Grotewold, 2000;
Buckingham i sar. 2015). Pored ove klasifikacije, veoma je cCesta ona koju je uspostavio
(Harborne, 1989), gde se flavonoidi dele na antocijanine odnosno one izvedene iz
jedinjenja cijanidin, zatim zute flavonoide (zuti flavoni, Zzuti flavonoli, halkoni i jo§ neka
grupa) i bezbojne flavonoide.

Do sada je identifikovano oko 20.000 razli¢itih jedinjenja, medutim smatra se da je taj
broj mnogo veéi zbog moguénosti vezivanja velikog broja razlic¢itih funkcionalnih grupa na
nekoliko razli¢itih pozicija unutar osnovnog molekula (Buckingham 1 sar. 2015).
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Slika 1.2. Podela flavonoida i numeracija prstenova flavonoida: a) flavonoid;
b) flavanon; c) izoflavonoid; d) neoflavonoid.

1.2.1 Flavoni i flavanoni

Ovi aglikoni spadaju u grupu bezbojnih flavonoida koji imaju funkcije vazne za zivot
1 prezivljavanje biljke, kao sto su antioksidativna aktivnost, privlacenje oprasivaca, zastita od
UV zracenja, patogenih mikroorganizama, herbivora (Andersen i Markham, 2005).

Flavoni i flavanoni imaju skelet od 15 ugljenikovih atoma (C;-C5-Cy), koji se sastoji
od dva fenilna prstena (A 1 B) 1 heterociklicnog prstena (C), po IUPAC-u se osnovni skelet
naziva 2-fenil-1,4-benzopiran. Flavoni i flavanoni se razlikuju po nedostatku dvogube veze
u prstenu C kod flavanona, Slika 1.2.1 (McNaught i sar. 1997). Sva tri prstena mogu biti
susptituisana u odredenim polozajimaito 5, 6,71 8 na A prstenu, 2, 3’, 4, 5’, 6’ na prstenu
B iu polozaju 21 3 na prstenu C kod flavanona a samo u polozaju 3 kod flavona, razlicitim
grupama, npr. hidroksi (-OH), metoksi (-OMe), C-metil (-CHj;) 1 dr. (Andersen i Markham,
2005). Mogu se javiti kao glikozidi ili aglikoni. U zavisnosti od glikozilacije, naéi ¢e se kao
aglikoni u kutikularnom matriksu ili ée se naéi u vakuoli. Se¢erna komponenta koja se
vezuje je najces¢e monosaharid, glukoza 1 ramnoza, rede arabinoza i drugi Seceri. Uglavnom
se vezuju za hidroksi grupu u polozaju 3 i 7, ali mogu se naci i na svim ostalim pozicijama,
jedan od najceséih glikozida je luteolin 7-O-glukozid (glukoluteolin) (Andersen i Markham,
2005). Kod vrsta roda Satureja su pronadeni aglikoni: flavoni, flavonoli, flavanoni, flavan-3-
oli 1 flavanonoli (najceséi flavoni su luteolin i apigenin) i glikozidi: flavanoid glukozid,
flavanon glukozid, flavon glukozid i flavonol glukozid, pored pomenutog glukozida su
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prisutni i apigenin glukozid, apigenin-7-O-glukozid, naringenin glukozid, prunin,

hesperidin, naringenin itd. (Tepe 1 Cilkiz, 2015).

1.2.2. Bioloska uloga flavona i flavanona

Bezbojni flavonoidi imaju razli¢ite funkcije u biljkama. Nalaze se na povrsini biljnih
organa 1 u samim celijama. Ako se nalaze na povrsini biljnih organa, posebno listova, ulaze
u sastav epikutikularnih voskova gde se nalaze u aglikonskom obliku.

Pokazano je da kod biljaka ove dve grupe jedinjenja imaju vrlo razlicitu i vrlo
znacajnu biolosku ulogu, ucestvujuéi u interakciji i sa abiotickim i biotickim faktorima.
Dosadasnja istrazivanja su pokazala znacajnu ulogu u zastiti biljaka od UV zracenja (Cuadra
1 sar. 1997), u prezivljavanju na zemljiStima zagadenim teskim metalima (Kidd 1
Monterroso, 2005), u antioksidativnoj zastiti (Ryani sar. 2002). Takode, igraju znacajnu
ulogu u interakcijama sa drugim organizmima, kao §to je odbrana od herbivora (Hedin i
Waage, 19806; Fahey i Jung, 1989), zatim interakcija u oprasivanju i rasejavanju (Wijsman,
1983; Markhami sar. 2001; Sasaki i Takahashi, 2002), imaju i ulogu signalnih molekula
(Jacobs i Rubery, 1988).

Ova jedinjenja stite fotosintetski aparat od prevelike kolicine UV zracenja koje moze
dovesti do ostecenja molekula DNK 1 na taj nacin onemoguciti fizioloske procese. Flavoni
koji se sakupljaju u biljnom tkivu u epidermalnim celijama jako absorbuju UV svetlost
zahvaljuju¢i O-metilaciji aglikona koja pomera talasne duzine UV apsorpcije ka kradim
talasnim duzinama, najcescée u oblasti od 250 do 320 nm (Cuadra i sar. 1997).

Zatim, pomazu biljkama da prezive na zemljiStima zagadenim teskim metalima.
Istrazivanja su pokazala da koren biljka kukuruza koji su bili izloZzeni aluminijumu izlucuju
vece kolicine fenolnih jedinjenja. Flavonoidi imaju sposobnost da vezu metale. Medutim,
smatralo se da je malo verovatno da fenolna jedinjenja ukljucujudi i flavonoide mogu da
budu efikasna u vezivanju teskih metala u kiselim sredinama zbog kompeticije H" jona za
formiranje kompleksa. Kidd i Monterroso (2005) su pokazali da odredeni flavonoidi
formiraju komplekse sa aluminijumom u korenu, posebno morin (pentahidroksiflavon) i
katehin. Alternativna hipoteza je da ova jedinjenja samo pomazu biljci da se izbori sa
oksidativnim stresom koji izazivaju teski metali kao $to su bakar i aluminijum (Andersen i
Markham, 2005).

Posebno je vazna antioksidativna uloga flavonoida, najvise onih koji se nalaze u
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citoplazmi jer su oni mnogo bolje pozicionirani da interaguju sa reaktivnim kiseonikom koji
nastaje u organelama. Vakuolarni flavonoidi, posebno oni u epidermalnim éelijama, zajedno
sa peroksidazama, sluze kao skevendzeri za visak absorbovane UV energije (Ryan et al.,
2002).

Flavonoidi sluze kao hemijski signali za privlacenje oprasivaca i zivotinja koje
ucestvuju u rasejavanju semena. Obojenost cveta najvise privlaci opradivace a za to su
najzasluzniji antocijani, potom zuti flavonoidi (koji se nalaze kod nekoliko vrsta) i bezbojni
flavonoidi (razliciti flavonoli i flavoni) koji zajedno sa antocijanima povecavaju intenzitet
boje cveta ili daju osnovnu boju (kremastu ili boju slonovace) laticama koje bi u suprotnom
bile prozirne. U zavisnosti od metilovanja, odredenih tipova glikozilovanja ili odredenog
rasporeda hidroksidacije A prstena flavonola, takode, ¢e nastati zuta boja latica agregacijom
flavonolnih glikozida u proteinskom matriksu citosola epidremalnih Celija (Markhami sar.
2001). Odredeni flavonoli sluze kao UV vodici za oprasivace, posebno na zutim cvetovima,
$to je vidljivo pod UV lampom (¢ulo vida insekata oprasivaca registruje razlicite talasne
duzine od ljudskog) (Wijsman, 1983; Sasaki i Takahashi, 2002).

Sinteza flavona, flavanona i flavonola je mozda primarno bila vezana za odbrambeni
mehanizam biljke (Andersen i Markham, 2005). Kempferol moze da poveca koli¢inu
semena kod roda Petunia, bez obzira da li je povecanje posledica oprasivanja ili povrede
(Vogt i sar., 1994). Skorasnja istrazivanja ih svrstavaju u novu klasu hormona, jer imaju
sttrukturu delimicno slichu sa aromati¢nim steroidima, retinoidima, sa hormonom $titne
zlezde, prostaglandinima 1 sa masnim kiselinama. Posmatranje flavonoida kao signalnih
molekula bi svakako objasnilo mnoge njihove funkcije, kako kod biljaka tako i kod ljudi.
Ova jedeinjenja uti¢u na regulaciju auksina, gde se posebno isticu kvercetin, apigenin i
kempferol u svom aglikonskom obliku. Ova tri aglikona se vezuju za plazma membranu na
mesta vezivanja auksina i na taj nacin utiCu na citav niz funkcija koje regulise auksin: od
ekspresije gena, preko transporta jona do diferencijacije ¢elija 1 organa (Jacobs i Rubery,
1988).

Poznata je i njihova antimikrobna uloga, i nije ¢udo §to je najveca kolicina ovih
jedinjenja pronadena u omotacu semena (Andersen i Markham, 2005).

Igraju vaznu ulogu u nodulaciji kod leguminoza, gde pomazu uspostavljanju species
specificnog odnosa biljaka i bakterija. Istrazivanja (Peters i sar., 1986; Sadowsky 1 sar., 1988;

Recourt i sar., 1991) su pokazala da su geni za biosintezu flavonoida aktivni u zonama
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izbijanja novih korenovih dlacica. Kontrola biosinteze je po principu inhibitora i aktivatora

Sluze za zastitu biljke od herbivora, nalaze se na listovima, kao i1 na korenovima 1
omotacu semena. Insekticidna aktivnost se postize na razlicite nacine: deterenti ishrane
(Hedin i Waage, 19806), inhibicija digestije (Fahey i Jung, 1989) ili direktna toksi¢nost
(Freeland 1 sar. 1985). Pokazano je da atraktanti mogu da postanu deterenti u odredenim
koncentracijama, kod vrste Trifolium subteraneum 1 moljca (Halotydens destructor) genistein je
pokazao 93% odbijanja pri koncentraciji 0,08%, 68% pri koncentraciji 0,045% i privlacenje

pri koncentraciji od 0,01% (Wang i sar., 1998).

1.2.3. Biosinteza flavonoida (flavanona i flavona)

Biosinteza flavonoida pocinje nastajanjem halkona od dva prekursora: 4-kumaroil-
koenzimA (4-kumaroil-CoA) i malanoil-CoA, poreklom iz osnovnog metabolizma koji
nastaju u fenilpropanoidnom odnosno Krebsovom ciklusu trikarbonskih kiselina (Liu 1 sar.,
2015). Kod nekoliko vrsta biljaka je pokazano da se halkoni dobijaju iz kafeoil-CoA i
feruloil-CoA. Halkoni se daljim enzimskim transformacijama prevode u razlicite
flavonoide, bilo da su finalni oblici ili tek prekursori za druga jedinjenja (Slika 1.2.3.1).

Enzim koji stvara ovaj C,; skelet je halkon sintaza (HS).

O, _S-CoA
=
CHS o CHS
+ 3x NO
-3xCO
p-kumaroil-CoA malonil-CoA tetraketld

intermedijer

flavanol dihidroflavanol flavanon

FNS 1/
FNS Il / ‘

OH O oM O O

flavon izoflavon

Slika 1.2.3.1. Put biosinteze flavonoida (nacrtano prema Berim i Gang, 2016). CHS: halkon
sintaza; FINSI i FNSII: flavon sintaza 1111

32



Doktorska disertacija Uvod

Halkon sintaza vrsi serije dekarboskilacije i kondenzacije, koristeci jedan molekul 4-
kumaroil-CoA 1 3 molekula malanoil-CoA da izgradi poliketidni intermedijer koji zatim
prolazi kroz reakcije ciklizacije i aromatizacije ¢ime nastaje A prsten. Halkon sintaza
pripada grupi enzima pod nazivom poliketid sintaza (III PKS), ova grupa se javlja kod
bakterija, gljiva i biljka. Sve reakcije se desavaju na jednom mestu vezivanja bez kofaktora
(Noel, 2001; Austin i Noel, 2003; Springob i sar., 2003).

Halkon izomeraza (HI) je sledeéi enzim wu biosintetskom putu. Ona vrsi
stereospecificnu izomerizaciju halkona ¢ime nastaju (25)-flavanoni, zatvara se C prsten,
mehanizmom kiselinsko-bazne katalize (Jez 1 sar., 2000; Jez 1 Noel, 2002). Sekvenca ovog
proteina pokazuje male slicnosti sa poznatim sekvencama proteina. Postoje dva tipa ovog
enzima, HI-I tip, mnogo ¢esci, koji koristi substrat 6’-hidroksihalkon i HI-II tip, koji vrsi
katalizaciju 6’-hidroksi- i 6’-deoksi-halkone. Ovaj drugi tip je uglavhom prisutan kod
mahunarki. Sekvence razlicitih vrsta za isti tip ovog enzima pokazuju vise od 70% sli¢nosti,
dok je slicnost sekvenci izmedu ova dva enzima oko 50%. Geni za ove enzime se nalaze u
klasterima kod ILotus japonicus a prisustvo tandem gena ukazuje na poreklo HI-II
duplikacijom gena i divergencijom od prvog tipa enzima. Medutim, reakcija izomerizacije,
posebno kod 6’-hidroksihalkona, moze da se desi i bez prisustva enzima ¢ime nastaje
racemozni (2R,2S) flavanon imale koli¢ine antocijanina. Kada je enzim prisutan, rekacija se
ubrzava 10" (Andersen i Markham, 2005).

Flavon sintaza, koriste¢i (25)-flavanon kao substrat, vrsi reakciju desaturacije ¢ime
nastaje dvostruka veza izmedu C-2 i C-3 na C prstenu. Postoje dva tipa ovog enzima: P450
enzim (FNSII) koji je prisutan kod veéine biljaka i 20GD FNSI enzim prisutan kod
Apiaceae. Mehanizam delovanja je «s-hidroksilacija na C-3, pracena dehidratacijom
(najverovatnije direktnom 2,3-desaturacijom) (Martens i Forkmann, 1999; Martens i sar.,
2001; 2003). Ovaj enzim prevodi npr. naringenin u apigenin.

Flavoni su supstrat za veliki broj modifikacija poput glikozilovanje, metilovanje,
alkilovanje i sulfonovanje. Glikozilovanje je mogucée sa nekoliko Secera, glukozom,
galaktozom i ramnozom. Obic¢no je na 3 i 7-hidroksi polozajima. Pronadeno je nekoliko
enzima koji ucestvuju u ovim reakcijama. Neki od njih su vtlo regio- i/ili supstrat specifi¢ni
(Kramer i sar., 2003). Neki prihvataju veliki broj razli¢itih supstrata pa ¢ak i flavonoidima

slicna jedinjenja — betalainske pigmente.
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Metilovanje je moguce na svim hidroksilnim grupama (C-5, -6, -7, -8, -2’, -3’, -4 1 -5’
polozajima) bilo na aglikonima ili glikonima. Neki od ovih enzima pokazuju veliku sklonost
ka tipu supstrata i polozaju metilovanja. Pokazano je da se bar kod nekih predstavnika
porodice Lamiaceae metilovanje v1si u zlezdanim trihomama (Berim 1 Gang, 2013). Flavon
apigenin pod dejstvom enzima koji vrsi hidroksilovanje u polozaju 5° B prstena prelazi u
luteolin, dok enzima koji vrs$i O-metilovanje u polozaju 7 A prstena (ObF7OMTs) daje
genkvanin (Slika 1.2.3.3). Takode, za sada jo§ nedovoljno poznatim biohemijskim putem,
apigenin prelazi u skutelarein. Skutelarein i genkvanin su supstrati za dalja metilovanja
razlicitim enzimima. Skutelarein pod dejstvom ObF7OMTSs prelazi u skutelarin-7-metoksi,
koji dalje moze biti metilovan u razli¢itim polozajima. Metilovanje na poziciji 4’ u B prstenu
vrsi enzim ObFOMT3 ili ObFOMTS5 pri ¢emu nastaje ladanein, dok enzim ObFOMT4
visi O-metilovanje u polozaju 6 u A prstenu i nastaje cirizimaritin. Pomenuti produkti daju,
pod dejstvom ve¢ pomenutih enzima, salvigenin od koga moze da nastane 4 metilovani
gardenin B, za sada, takode, nedovoljno poznatim putem. Pomenuti enzimi pripadaju grupi
flavonoid O-metiltransferaza (FOMT), koje vrse metilovanje flavonoida. Istrazivanja
radena na bosiljku su pokazala da 7-O-metilovanje mora da prethodi 6-O-metilovanju. U
slucaju da se prvo desilo metilovanje u polozaju 6 takvi produkti uglavnom zavrsavaju kao
flavonoidi sa slobodnom OH grupom u polozaju 7 (Berim i sar., 2012; Berim i Gang,

2013).

OH |
/\/ ~_ -OH ~__O

| Z 4

HO N |
| _0 ¢} X _O 0} A
e i —
—
~ ~,
OH ©O © ©
OH O OH O
apigenin cirzimaritin salvigenin

timusin ksantomikrol gardenin B

Slika 1.2.3.3. Pojednostavljen putev biosinteze flavona: cirzimaritina, ksantomikrola,
salvigenina, gardenina B (nacrtano prema Fattahi i sar. 2014 i Berim 1 Gang, 20106)
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1.2.4. Kontrola biosinteze flavonoida

Kontrola sinteze flavonoida, posebno u pocetnim stadijumima, moze da bude pod
uticajem sredine, posebno UV svetlosti ili patogena. Najveci broj istrazivanja se odnosi na
regulaciju ekspresije gena za halkon sintazu (CHS), koja stvara prvi prekursor za ostatak
biosintetskog puta.

Biosintezi flavonoida
prethodi povecanje u transkripciji
gena pre nego u translaciji ili
nekom post-translatornom
koraku, $to pokazuju studije
. = flavonoid-vezanih transkripcionih
translacija | s 3 faktora  (TF)  (Andersen i
post-transiatorne Markham, 2005). Stope

maodifikaciie

transkripcije specificnih gena su

odredene interakcijom specificnog

Slika 1.2.4. Kontrola biosinteze flavonoida, (nacrtano TF za taj gen sa RNK
prema Schwechheimer 1 Bevan, 1998). TF:
transkripcioni  faktor; Koak: koaktivator; IN: o
inhibitor; P: fosfat; L: ligand vezujudi holoenzim i druge komponente

osnovne transkripcione

polimerazom II  koja  sadrzi

masinerije. Gen-specifican TF se vezuje za specificnu sekvencu za motive (¢s-clemente) sa
genima obi¢no u promotoru gena i povecava (aktivator) ili smanjuje (inhibitor) inicijaciju
transkripcije (Schwechheimer 1 Bevan, 1998). Aktivnost TF moze biti modulirana nizom
mehanizama: kompeticija sa drugim TF-ima, direktna interakcija sa koaktivator ili
korepresor proteinima (koji se sami ne vezuju za DNK) i reverzibilna fosforilacija (Slika
1.2.4). Postoji dosta podataka za cs-regulatorne elemente i pridruzene TF za regulaciju
PAL, C4H, 4CL i CHS kao odgovor na UV svetlost i patogene (Logemann i Hahlbrock,
2002).

UV svetlost i infekcija patogenom imaju razlicit efekat na stope transkripcije gena. U
slucaju infekcije patogenom dolazi do represije sinteze enzima aktivnih tokom UV zastite.
Ako je biljka bila izlozena i patogenu i visokom UV zracenju doéi ¢e do represije
transkripcije gena za sintezu enzima aktivnih tokom UV zastite (Logemann i Hahlbrock,

2002).
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1.2.5. Dosadasnja istraZivanja flavonoida

Istrazivanja flavonoida su pocela 50-tth godina proslog veka. U pocetku su ih
smatrali otpadom metabolizma koji se skladisti u vakuoli biljnih ¢elija. U to vreme je tek
pocinjalo istrazivanje puteva njihove biosinteze kao i distribucije u biljnom svetu i uloge u
obojenosti cvetova. Prvi radovi su uglavnom pisali o metodama ekstrakcije i analize
flavonoida, nisu se bavili bioloskom ulogom. Krajem 60-tih godina se smatralo da se nalaze
isklju¢ivo u vaskularnim biljkama, da ih nema kod paprati i mahovina. Medutim, nekoliko
godina kasnije, sredinom 70-tth godina dvadesetog veka, pokazali su da su pronadeni kod
paprati i mahovina 1 kod jedne vrste algi (Andersen i Markham, 2005).

Razvoj analitickih metoda je doneo 1 veliki napredak na polju identifikacije 1
izolacije flavonoida, kao i na polju biosinteze. Sredinom 70-tih godina naucnici su poceli da
uvidaju znacaj fiziologke, metabolicke i evolutivne uloge flavonoida. Upotreba "C NMR
spektroskopije je dovela do najveceg napretka u utvrdivanju strukture flavonoida, jer je
omogucavala da se utvrdi kompletna struktura flavonoida (npr. aglikona i Se¢ernog dela i
raspored veza). Takode, smanjena je koli¢ina potrebnog materijala za analizu skoro sto
puta.

Novija istrazivanja, posebno hemotaksonomska istrazivanja koja se bave
uporednom analizom distibucije flavonoida kod razlic¢itih taksona ili kod razlicitih jedinki ili
populacija u okviru jednog taksona, su olakSsana upotrebom savremenih metoda za
separaciju i kvantifikaciju slozenih smesa flavonoida kao s§to su kapilarna elektroforeza,
HPLC i LC-MS.

Koris¢enje molekularnih metoda je omogucilo napredak na polju biosinteze.
Razli¢ite manipulacije gena dovode do stvaranja mutanata koji govore o funkciji tih gena u
proucavanom organizmu (Muzac 1 sar., 2000; Falcone Ferreyra i sar., 2015; Ogo 1 sar.,
20106).

Flavonoidi su proucavani i proucavaju se iz 1 sa razlicitih biljnih organa, tkiva, éelija
1 organela kao i sa razli¢itih aspekata: hemotaksonomskog (Barberan, i sar., 1986; Grayer 1
sar., 1996; 1998; 2002; Marin i sar., 2001; 2003; 2005; Skoula i sar., 2008; Soétaric’, 2012),
biosintetskog (Berim i sar., 2012; 2014; 2015; 2016), aspekata bioloske funcije
(antioksidativne, antimikrobne); funkcija vezanih za farmakolosko dejstvo i funkcija
vezanih za njithov doprinos opstem zdravlju ljudskog organizma (Jaime i sar., 2013;

Mierziak i sar., 2014).
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1.2.6. Varijabilnost i upotreba flavonoida u taksonomskim istraZivanjima
Varijabilnost

Flavonoidi su veoma postojana hemijska jedinjenja, posebno povrsinski aglikoni, sto
su pokazala istrazivanja sa suvim i svezim listovima Valant-Vetschera i sar., 2003. Medutim,
postoje razlike u njihovom kvalitativnom sastavu kao posledica razlicitih ontogentetskih
faza (Berberan i Nunez, 1985, Voirin i Bayet 1992, del Bafo i sar., 2004, Berim i sar., 2012)
1 metoda ekstrakcije (Bros i sar. 2009).

Varijabilnosti u kvalitativhom sastavu flavonoida tokom razli¢itih faza razvica biljke
ukazuju na puteve njihove biosinteze Voirin 1 Bayet 1992, del Bafo i sar. 2004, Berim i sar.
2012. Pokazano je da se razvicem lista kod Mentha x piperita menja kvalitativni sastav
povrsinskih flavona. Poveéanjem lisne povrsine njihova koli¢ina se smanjuje: kod listova
srednje duzine pebrelin se pokazao kao flavon sa uces¢em od 50% u ukupnoj kolicini
flavonoida, medutim, sa starenjem listova njegova koli¢ina opada. S druge strane, gardenin
B je bio najzastupljeniji u mladim listovima, onda mu je koli¢ina opala u srednje starim da
bi se opet povecavala u starim listovima. Ovo istrazivanje je pokazalo da su i flavoni koji se
nalaze ekstracelularno, takode, podlozni daljim enzimskim modifikacijama (Voirin i Bayet
1992). Berim i sar. (2012) su dobili slicne rezultate proucavajuéi listove razlicite starosti
kod bosilika (Ocimum basilicum), koncentracija trihoma-specifi¢nog jedinjenja je mnogo veca
kod mladih listova koji jo§ uvek stvaraju nove epidermalne Celije i trihome, nego kod ve¢
formiranih listova, ova koncetracija opada sa rastom lista. Del Bafio 1 sar. (2004) su
proucavajudi varijabilnost ukupnih flavonoida u nadzemnim delovima Rosmarinus officinalis
dobili slicne rezultate odnosno promene u kvantitativnom sastavu u zavisnosti od faze

ontogenetskog razvica, Sto ukazuje na potencijalne puteve biosinteze flavona.

Taksonomski znacaj kod Lamiaceae

Istrazivanja flavonoida kao taksonomskih markera kod predstavnika familije
Lamiaceae su pocela sredinom 80-tih godina proslog veka. U pocetku su to bila istrazivanja
odredenih “problemati¢nih” rodova kao $to su Teucrium (Harborne i sar. 1986), Thymus
(Hernandez i sar. 1987), Thymbra (Barberan 1 sar. 1986). Prvi rad koji se bavio distibucijom
metilovanih flavona na nivou podfamilije Nepetoideae objavljen je 1988. (Barberan i sar.
1988, gde je pokazano da su neki (timonin i 5,6,4-triOH-7,3-diOMe flavon) siroko

rasprostranjeni medu taksonomski bliskim vrstama Acinos, Micromeria, Satureja, Calamintha,
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Mentha, Thymbra, Thynus 1 Origanum, dok se drugi kao §to su timusin, pebrelin, 5,6-diOH-
7,8,3 4 -tetraOMe, ladanein 1 5,6-diOH-7,3’ 4-triOMe flavon nalaze retko i samo kod
odredenih vrsta. Ovi radovi su pokazali da odredeni rodovi imaju specifican kvalitativni
sastav povrsinskih flavonoida, §to ukazuje na informativnost ovih jedinjenja kao
hemotaksonomskih markera. Dalja istrazivanja u okviru familije LLamiaceae posebno nekih
rodova u okviru dve podfamilije Lamioideae i Nepetoideae su pokazala da postoji razlika u
profilima flavonoida izmedu ove dve podfamilije. Podfamilija Lamioideae ima mnogo
manji broj predstavnika koji imaju povrsinske flavonoide od podfamilije Nepetoideae.
Najzastupljeniji na povrsini su flavoni dok su flavonoli mnogo redi. Flavoni koji su
dodatno oksidovani na A prstenu na poziciji C-6 i/ili C-6 i C-8 su Siroko rasprostranjeni
dok su oni oksidovani samo na poziciji C-8 pronadena samo kod roda Scutellaria spp.
(vogonin) i kod vrste Salvia glutinosa (herbacetin 3,8,4-triMe etar). Metilovanje je najcesée u
polozaju (4-) ili (3°,4-) u B prstenu. Samo kod Seutellaria spp. su pronadeni flavoni koji
imaju nesupstituisani kao i trisupsituisani B prsten metil grupom. Obe podfamilije sintetisu
5-OH-6,7-diMe 1 5-OH-6,7,8-triMe flavone, medutim, prisustvo 5,7-diOH-6-OMe flavona
sa substitucijom na B prstenu je odlika podfamilije Nepetoideae, posebno rodova Salvia,
Rosmarinus 1 Ocimum spp., zastupljenost 5,6-diOH-7,8-diOMe flavona je ograni¢ena na
podtribus Menthinae (Thymus, Satureja, Micromeria, Clinopodinm (Acinos, Calamintha), Origanum
1 Mentha). Akumulacija ovih jedinjenja na povrsdini listova je jedan od mehanizama
prilagodenosti Zivotu na su$nim i insoliranim staniStima, medutim, nije jedini. Pored
akumulacije flavonoida na povrsini lisotva, prisutan je takode, 1 gusti indumentum, razvijeni
epikutikularni voskovi kao 1 zlezdane trihome bogate etarskim uljima. Ovi mehanizmi su
uglavnom u sinergiji, ipak, kod nekih vrsta jedan iskljucuje ili smanjuje druge (Barberan i
sar., 1990; Valant-Vetschera i sar., 2003).

Profili povrsinskih flavonoida mogu da budu korisni za detekciju hibrida jer hibridi
imaju profil koji je izmedu profila roditeljski vrsta (Ferreres i sar. 1989; Lorente 1 sar. 1988;

Voirin i sar. 1999).

Pregled taksonomskih istraZivanja na osnovu flavonoida kod Lamiaceae
Taksonomska istrazivanja rodova u okviru familije vrsili su Barberan i Wollenweber,
1990; Barberan i sar. 1988 Valant-Vetschera i sar. 2003; Ulubelen i sar. 2005.

Proucavani rodovi podfamilije LLamiodeae su: Plectranthus (Grayer i sar. 2010), Sideritis
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(Lorente i sar. 1988; Barberan i sar. 1988% 1993; Gil i sar. 1993; Janeska 2007), Teucrium
(Harborne 1 sar 1980).

U okviru ove familije najveéi broj taksonomskih istrazivanja je proucavao podfamiliju
Nepetoideae, posebno cesto su proucavani komercijalno koriséeni rodovi kao sto su Salvia
(Nikolova i sar. 2006), Phlomis (Marin i sar. 2007) Ocimum (Grayer i sar. 1996%, 1996°, 2001,
2002, 2004; Vieira i sar. 2001, 2003), Origanum (Skoula 1 sar. 2008), Lavandula (Upson 1 sar.
2000), Mentha (Marin i sar. 1990; Voirin i sar. 1994, 1999), Thymus (Hernandez 1 sar. 1987;
Marin i sar. 2002, 2003, 2005; Horwath i sar. 2008; Sostari¢ 2012), Satureja (Marin i sar.
2002, 2003; Skoula i sar. 2005), Micromeria (Barberan, 19917, Marin i sar. 1996 1 2001,),
Calamintha (Marin i sar. 2001).

1.2.7. Dosadasnja istraZivanja flavonoida kod vrsta roda Satureja

Virste ovog roda su u najvecem broju proucavane sa aspekta ukupnih flavonoida i
njihove bioloske aktivnosti (Mihaljev, 2011; Primorac, 2011; Lopez-Cobo i sar. 2015; Tepe 1
Cilkiz 2016). Zbog razlicitth metoda izolovanja jedinjenja rezultati nisu uporedivi.

Mnogo manji broj radova se bavio povriinskim flavonoidima i njihovim
hemotaksonomskim znacajem (Barberan i sar. 1988"; Wollenweber i Valant-Vetschera
1991; Marin i sar. 2002, 2003; Skoula i sar. 2005; Malmir i sar. 2015). Barberan i sar.
(1988")su proucavali povrsinske flavonoide na predstavnicima familije Lamiaceae (iz ovog
roda su proucavali Satureja spp., S. thymbra, S. salzmannii i S. obovata) i primetili su da 5,6-
diOH-7,8-diOMe flavoni prisutni kod predstavnika podtribusa Menthinae. Wollenweber i
Valant-Vetschera (1991) su proucavali sastav povrsinskih flavonoida kod §. montana iz
Makedonije, Skoula i sar. (2005) kod S. #hymbra i S. spinosa 1z Grcke, a Malmir 1 sar. (2015)
kod S. kbuzestanica iz Irana i pronasli su prisustvo oko 23 flavonoida (18 flavona i 5
flavanona). Svaka od pomenutih vrsta je imala drugaciji profil povrsinskih flavonoida, neki
flavonoidi su bili zajednicki za vise vrsta, posebno flavanoni (naringenin, aromadendrin i
taksifolin) i neki flavoni (apigenin, cirsimaritin, ksantomikrol, genkvanin, timonin i timusin).
Proucavani su spoljasnji flavoni kod vrsta S. horvatii 1 S. visianii. S. cuneifolia i S. adamovicii
(Marin i sar. 2003, 2002).

Pregled literature je pokazao da povrsinski flavonoidi vrsta roda Safureja sa prostora

Balkana nisu detaljnije radeni sa hemotaksonomskog aspekta.
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1.3. Alkani
1.3.1 Epikutikularni voskovi

Epikutikularni voskovi se nalaze na povrsini zastitnog hidrofobnog biljnog omotaca,
kutikule. Formiranje ovog omotaca je omogudilo biljkama izlazak iz vodene sredine na
kopno pre oko 460
miliona godina. Kutikula
je kontinuirana Celijska
membrana koja pokriva

m “l sve nadzemne organe:

cvetove, stabljike, listove,

Slika 1.3.1.1. ZaStitne karakteristike kutikule: a) barijera plodove i semena biljaka.
transpiracije; b) sprecavanje kvasenja; ¢) samo-ciscenje;

d) signalna uloga; e) zastita od Stenog zracenja, f) odupiranje
mehanickim oS$tecenjima; g) smanjenje temperature povrsine; mahovina i sekundarna
(nacrtano prema Koch i sar. 2008).

Samo rizoidi nekih

biljna tkiva kao $to su
drvo i kora nemaju ovaj omota¢ (Koch i sar. 2008). Ona je klju¢ni multifunkcionalni
omotac koji predstavlja najvecu kontaktnu zonu izmedu biosfere i atmosfere, prekrivajuci
vise od 1.2x10” km® (Jetter i Riederer, 1995). Kutikula ima viSestruke zastitne karakteristike,
kao §to su sprecavanje kvasenja povrsine, smanjene lepljivosti povrsine, samo-cis¢enje:
smanjenje kontaminanata, napada patogena i kretanja insekata; signalnu ulogu: znakovi za
prepoznavane domacin-patogen; zastita od stetnog zracenja; mehanicka uloga: zastita od
mehanickih ostecenja 1 odrzavanje fizioloSkog integriteta; potrebna je za razvice
epidermalnih ¢elija; smanjenje povrsinske temperature i mozda najznacajniju — barijeru u
transpiraciji (Slika 1.3.1.1) (Bargel i sar. 20006).

Zbog svojih vaznih uloga za zivot biljke pocinje da se formira ve¢ u ranim
stadijumima razvic¢a biljnih tkiva, ve¢ prvi slojevi se formiraju u embrionu i vidljivi su na
mestu odvajanja kotiledona (Walton, 2005). Kutikula je izgradena od nekolliko slojeva koji
se naslanjaju na Celijski zid. Prvi sloj iznad celijskog zida je sloj pektina (kod nekih vrsta);
zatim ide sloj kutikule, koga ¢ine kutin (hidroksi- i hidroksi-epoksi masne kiseline C; i C,g),
intrakutikularni voskovi (amorfna mesavina lipida uronjena u kutin), u ovaj sloj zalaze

polisaharidi celijskog zida (fibrile); iznad njega je sloj kutikularnih lamela (nerastvorljiv sloj),
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sastavljen od kutina (znatno rede od kutana, ¢ija struktura i funkcija jos uvek nisu dovoljno
poznate), kovalentno poprecno povezanog polimera i interkutikularnih voskova (Slika
1.3.1.2). Epikutikulani voskovi se nalaze na ovom poslednjem sloju kutikule, to su
povrsinski lipidi koji formiraju kristaloide (zelenkastoplavi ili plavi omotaci plodova sljive,
grozda ili listova kupusa) ili gladak film (sjajan, gladak izgled mnogih listova i plodova, npr.
Magnolia grandiflora) (Holloway 1994, Jeffree, 1996, Kunst i Samuels, 2003, Riederer i Muller,
2008).

Sastav  epikutikularnih i intrakutikularnih  voskova se razlikuje. U sastav

epikutikularnih voskova ulaze uglavnom alifaticna jedinjenja dugog lanca, #-alkani (C,-Cs;),
sekundarni alkoholi (C,-Cs;), ketoni (C,;-Cs;,), aldehidi (C,;-Cs;), masni alkoholi (C,,-Cs,),
masne kiseline (C(-C,,) 1 estri voskova (C5,-Cg,), dok u sastav intrakutikutikularnih voskova
mogu da udu i cikli¢na jedinjenja kao $to su pentacikli¢ni triterpeni. Pored ovih jedinjenja u
sastav kutikularnih voskova mogu da udu 1 flavonoidi i steroli (Jetter i Schaffer, 2001,
Kunst i Samuels, 2003).
Koli¢ina epikutikularnih ili povrsinskih voskova se kre¢e od 0,4 ug/cm’ kod listova Morus
alba (Mamrutha i sar. 2010) pa do nekoliko mg/cm’, kod listova palmi Copernica cerifera
(izvor karnauba voska) i Syagurus coronata koje zive u suvim delovima severno-istocnog
Brazila (Riederer 1 Muller, 2008).

Epikutikularni voskovi grade 3-D strukture (kristale - kristalne projekcije), koje
variraju u veli¢ini od 0,5 do 100 um, dok 2-D strukture (filmovi) imaju debljinu koja se
kre¢e od nekoliko slojeva molekula do 0,5 pm. Prema mikro-morfoloskim strukturama koje
grade epikutikularni voskovi su podeljeni na nekoliko tipova. Razlikujemo 6 glavnih
kategorija, prema izgledu pozadinskih epikutikulanih vostanih filmova koji pokrivaju
povrsinu kutikule izmedu 1 ispod 3-D kristala 1 samih 3-D kristala (Jeffree i sar. 2000) ili 23
kategorije prema hemijskim i morfoloskim karateristikama kao i orijentaciji i Semi voskova
(Barthlott i sar. 1998). Najces¢i tipovi morfologija voskova su tanki filmovi i nekoliko 3-D
struktura kao S$to su masivna kora, pljosnate lezece ploce, uspravni stojeci diskovi,
filamenti, tubule i cev¢ice (Koch i sar. 2008). Smatra se da ove vostane strukture nastaju
sponatnom kristalizacijom molekula koji ulaze u sastav voska. Ovo je pokazano
eksperimentima gde su povrsinski voskovi uklonjeni sa kutikule i ponovo rekristalizovani u
strukture koje su i videne na biljkama (Jeffree 1 sar. 1975; Jetter i Riederer, 1995; Koch 1 sar.

2004,). Medutim, pored hemijske strukture voskova, koja ima formativni ali ne i konacan
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uticaj, i supstrat na kome kristal raste ima uticaja na finalnu formu (Koch i Barthlott, 2000).
U in vitro uslovima izolovani nonakozan-10-ol kristalizuje u tubule dok pri razlic¢itim

uslovima kristalizacije daje razlicite morfoloske oblike (Jetter i Riederer, 1994).

nar epikutikularni vosak kutikularne

lamele kutikula

__interkutikularni vosak:

polisaharidni
Celijski zid

Slika 1.3.1.2. Slojevi kutikule i 3-D strukture epikutikularnih voskova (nacrtano prema
Yeats 1 Rose, 2013)

1.3.2. BioloSka uloga epikutikularnih voskova

Epikutikulani voskovi kao poslednji sloj na povrsini biljnih organa imaju vazne
funkcije za razvoj i zivot biljaka kao §to su sprecavanje preterane transpiracije (Kerstiens,
1996; Riederer i Schreiber, 2001; Ristic 1 Jenks, 2002; Oliveira 1 sar. 2003; Jetter i Riederer,
2016), zastita od prekomernog UV zracenja (Riederer i Muller, 2008), zastita od herbivora i
patogena (Knoll i Schreiber, 2000; Gorb i Gorb, 2002), privlacenje oprasivaca (Martin 1 sar.
2011), uloga u razvoju biljnith organa (Preuss i sar. 1993; Riederer i Muller, 2008),
samocisc¢enje (Barthlott i Neinhuis, 1997; Koch 2008; Riederer i Muller, 2008).

Sprecavanje nekotrolisanog gubitka ili uzimanja vode putem epidermisa zbog samog
sastava epikutikulanih i interkutikularnih voskova. Na listovima osam rali¢ith vrsta biljaka
pokazano je da u zavisnosti od sastava samog sloja voska, bilo interkutikulanog bilo
epikutikularnog, zavisi polozaj barijere transpiracije. U slucaju kada se u interkutikulanom
sloju nalaze alifaticna ciklicna jedinjenja (triterpenoidi, steroidi ili tokoferoli) oni sa 50%
ucestvuju u stvaranju barijere dok ostatak grade epikutikularni voskovi koji su sacinjeni
samo od derivata masnih kiselina veoma dugog lanca. Medutim, kod vrsta kod kojih nema
ovih cikli¢nih jedinjenja u interkutikularnom sloju, ve¢ su prisutni samo derivati masnih

kiselina, barijera se nalazi potpuno u ovom sloju (Jetter i Riederer, 2016). Veliki broj
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istrazivanja se bavio ulogom kutikule i epikutikularnih voskova kao barijere transpiraciji
(Kerstiens 1996; Riederer 1 Schreiber 2001; Ristic 1 Jenks 2002; Oliveira i sar. 2003).

Zastita od prekomernog svetlosnog zracenja i UV zracenja. Fotosinteza zavisi od
slozenog 1 osetljivog rasporeda pigmenta, proteina i membranskih kompartmenata, koji se
lako mogu ostetiti svetlom jakog intenziteta. Gust prekriva¢ epikutikularnih kristala voska
povecava rasipanje (difrakciju) i refleksiju svetlosti do granice stepena podnosljivosti
fotosinteticki aktivnog tkiva u unutrasnjosti lista. Prekomerno UV zracenje dovodi do
ostecenja fotosintetskog aparata i drugih vitalnih delova celije (Riederer i Muller, 2008).
Pokazano je da ukupni izolovani epikutikulani voskovi kukuruza apsorbuju znacajne
koli¢ine UV zracenja, isto vazi i za listove (listovi sa voskovima su apsorbovali vise od onih
sa malom koli¢cinom voskova), sto ukazuje da voskovi sluze kao zastita od prekomernog
UV zracenja (Long 1 sar. 2003).

Odbrana od patogena i insekata. Kutikula, zbog hidrofobnosti kutina i voskova,
formira efikasnu barijeru za transport vode i polarnih supstanci, takode, smanjena
kvasljivost listova sprecava curenje jedinjenja iz unutrasnjosti lista, $to sve ima za posledicu
smanjenu koli¢inu nutrijenata za ishranu mikroorganizama na povrsini listova (Knoll i
Schreiber, 2000). Medutim, bez obzira na to veliki broj bakterija kolonizuje biljke §to
ukazuje da su molekuli bogati nutrijentima 1 energijom dovoljni za velike mikrobioloske
populacije. Najces¢a mesta kolonizacije bakterija su osnove trihoma, stoma i mesta spajanja
Celijskih zidova epidermalnih celija (Yadav 1 sar. 2005). Epikutikulani voskovi mogu
insektima da otezaju ili onemoguce kretanje po povssini lista. Proucavanje kretanja
Chrysolina fastuosa po razli¢itim povrsinama lista su pokazala da kristali voska sprecavaju
pricvrscavanje insekta. PredloZene su cetiri moguce hipoteze: 1) grubost povrsine: zbog
male veli¢ine kristala voska povrsina kontakta izmedu podloge (povrsine lista) i vrhova
¢ekinja insekta je veoma mala, §to ima za rezulata smanjeno prijanjanje insekta; 2)
kontaminacija prijanjajucih jastuci¢a na nogama insekata: kristali voska su veoma erozivne
strukture i mogu da kontaminiraju lepljive nozice ¢ime se smanjuje kontaktna povrsina pri
svakom slede¢em koraku; 3) rastvaranje voskova: sekret koji luce prijanjajudi jastucici na
nogama insekata sadrzi neisparljiva, lipidima sli¢na jedinjenja koja mogu da razloze kristale
voska ¢ime nastaje debeo sloj fluida koji smanjuje trenje i prijanjanje insekta; 4) adsorpcija
tecnosti: kristali voska zbog kapilarnih sila mogu da adsorpuju pomenute sekrete koje luce

insekti i na taj nacin smanje silu prijanjanja (Gorb i Gorb, 2002). Takode, sastav
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epikutikulanih voskova moze da utice na privlacenje ili odbijanje insekata. Istrazivanja
radena sa biljnim vasima na dva klona topole su pokazala da su biljne vasi napadale klonove
koji su imali manju koli¢inu #-alkana, posebno heksakozana (Martin i sar. 2011).

Sprecavanje zadrzavanja vode na povrsini biljke 1 kotrola nakvasivosti, takode, poznat
1 kao “lotosov efekat”. Biljkama je, kao i drugim organizmima, voda neophodna za zivot,
medutim zadrzavanje vode na listovima ima negativne efekte, dovodi do curenja jona i
polarnih organski rastvorljivih supstanci iz unutrasnjosti biljke ili do razvoja povoljnih
uslova za zivot patogenih mikroorganizama. Drugi aspekt koji vrse epikutikularni voskovi
je samo-Ciséenje povrsine lista od razlicitih mikroskopskih cestica kao §to je aerosol,
prasina, spore i mikrobi, zahvaljujudi fizicko-hemijskim osobinama nekih lisnih povrsina i
kapljicama vode koje ciste kontaknu povrsinu (Riederer i Muller, 2008). U zavisnosti od 3-
D struktura koje grade epikutikulani voskovi, do¢i ¢e do manjeg ili veceg razlivanja kapljice
vode. Sto je povrsina hrapavija bice i hidrofobnija jer ¢e kapljica imati savrseniji oblik sfere
1 time ¢e imati manju kontaktnu povrsinu sa listom a vecu kineticku energiju i na taj nacin
¢e da sakupi Cestice koje joj se nadu na putu (Barthlott i Neinhuis, 1997; Koch 2008).

Uloga u kontroli razvoja biljnih organa kao i u polen-zig interakciji. Kutikula ima
klju¢nu ulogu u razvoju biljnih organa ima ulogu u odvajanju organa u procesu razvoja.
Mutanti koji imaju ostecenu kutikulu pokazuju povecan gubitak vode 1 u isto vreme razne
morfoloske abnormanosti, kao sto je fuzija organa (Riederer i Muller, 2008).Veoma je
vazna 1 uloga epikutikularnih voskova u interakciji polen-zig tucka jer omogucava klijanje
polenove cevi, odnosno, samo ona polenova zrna ¢e klijati koja imaju omota¢ od

epikutikularnih voskova (Preuss i sar. 1993).

1.3.3. Biosinteza epikutikularnih voskova

Epikutikularne voskove sintetiSe endoplazmati¢ni retikulumu (ER) u celijama
epidermisa (Slika 1.3.3). Prekursori za njihovu sinezu, masne kiseline dugog lanca C,( 1 Cyg,
poticu iz leukoplasta (Yeats i Rose, 2013).

Prvo dolazi do de novo sinteze masnih kiselina C,; i C,4 u leukoplastima, lociranim u
epidermalnim ¢elijama pomocu FAS kompleksa (fatty acid synthases, sintaze masnih kiselina)
sacinjenog od 4 rastvorljiva odvajajuca enzima. Potrebna su 2 ili 3 razlicita FAS kompleksa
da bi se sintetisali lanci C,4 1 C;q. Ovi kompleksi se medusobno razlikuju po kondenzujuc¢im

enzimima koji imaju strogu preferencu prema acil-lancu odredene duzine ketoacil ACP
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sintaze 111 (KASIII) (C, do C,), KASI (C, do C,) i KASII (C,, do C,) (Yeats i Rose, 2013).

Zatim dolazi do elongacije C,; 1 C;yu ER u masne kiseline veoma dugog lanca C,, do
C,,. Medutim, da bi se ovo desilo C,; i C;y masne kiseline moraju da se prebace iz plastida u
ER, sto znaci da se oslobode ACP-a, pomocu acil-ACP tioesterase 1 da se vezu za CoA,
pomocu acilCoA sintetaze (LACS). Smatra se da enzim LACS ima ulogu i u transportu
masnih kiselina izmedu plastida i ER (Pulsifer i sar. 2012). Ovaj korak je vazan jer ¢e se deo
sintetisanih masnih kiselina koristiti za sintezu lipida kutikule a drugi deo ¢e ucestvovati u
sintezi glikolipida membrane epidermalne celije. Ekstenziju lanaca u veoma duge lance
(VLCFA, very long chain fatty acids) vrse FAE (fatty acid elongases, elongaze masnih
kiselina) — multienzimski kompleksi koji se nalaze na membrani ER (Kunst i Samuels, 2003,
Zheng 1 sar. 2005). Slicno sintezi lanaca masnih kiselina u plastidima, i ovde se lanac
produzuje za po dva uglienikova atoma u svakom ciklusu, medutim, ovde je donor C,
malonil-CoA.

Cikluse elongacije vrse kompleksi kondenzujuéih enzim KCS (f-ketoacil-CoA
sintaza) koji imaju specificne preference prema odredenoj duzini lanca (von Wettstein-
Knowles, 1982, 1993). KCS specifican za sintezu voskova je CERG6 koji vrsi elongaciju
lanaca duzih od C,,. Pored ovih enzima deo FAE su: KCR (f-ketoacil-CoA reduktaza),
CER10 koji pripada ECR-ama (enoil-CoA reduktaza) i PAS2 (f-hidroksiacil-CoA
dehidrataza) (Yeats i Rose, 2013). Dodatni enzimi CER2, CER26 1 CER26-like su potrebni
za sintezu lanaca duzih od C,g (Haslam 1 Kunst, 2013, Pascal i sar. 2013).

Poslednja faza je modifikacija masnih kiselina veoma dugog lanca u glavne
komponente voskova, alkohole, estre, aldehide, alkane i ketone (Samuels i sar. 2008). Ova
faza se deli na dva puta, jedan koji daje primarne alkohole i estre voskova, koji imaju parni
broj ugljenikovih atoma (acil- redukujuéi put) i drugi koji daje alkane, sekundarne alkohole 1

ketone, tj. lance sa neparnim brojem ugljenikovih atoma (dekarboksilacioni put).
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B-ketoacil-
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plastidska sintaza masnih kiselina

mikrozomalna elongaza

stearoil
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tioesteraza

ez 7/ /

Slika 1.3.3. Biosinteza alkana, prilagodeno prema (Kunst i
Samuels, 2003); ER: endoplazmati¢ni retikulum; PM: plazma

membrana; CZ: celijski zid

Idekarbonilaz% i

Sinteza alkana je
deo dekarboksilacionog
puta kojt se odvija u ER i
pocinje  od  gubitka
jednog C atoma od acil-
prekursora (VLCFA C,-
C,,) gubitkom CO grupe
(dekarboksilacija) preko

aldehidnog intermedijera

(Cheesbrough 1
Kolattukudy, 1984,
Schneider-Belhaddad i
Kolattukudy, 2000).

Pokazano je da enzim
LACS1, pored uloge u
vezivanju masnih kiselina
dugog lanca C;; 1 Cjg za
CoA, ima specificnost 1
ka masnim kiselinama
veoma dugog niza Cy, i
neophodan je za sintezu

kranjih produkata (Lu 1

sar. 2009). Ova cinjenica ukazuje da je konverzija unutarcelijskog rezervoara slobodnih

VLCFA-a nazad u VLCFA-CoA vazan put za nastanak aldehida i alkana, vise nego direktna

konverzija produkata FAE. Kompleks enzima CER1 i CER3 u kombinaciji sa citohromom
bs (donorom elektrona) katalizuje redukciju i dekarboksilaciju VLCFA-CoA i dolazi do

nastanka alkana (Yeats 1 Rose, 2013). Alkani mogu biti dalje modifikovani u sekundarne

alkohole i ketone pomocu enzima MAH1 (Greer i sar. 2007).

Transport alkana iz ER do plazma membrane (PM) nije jo§ uvek poznat. Predlozena

su dva puta transporta, prvi, bez vezikula, direktno kroz PM u delovima koji su veoma

blizu membrani ER (oko 10 nm udaljeni) tzv. PAM-ovi (PM-associated membranes, PM

povezane membrane). Smatra se da su ovi delovi bogati proteinima za transport lipida.
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Drugi put je pomocu vezikula Goldzijevog aparata. Voskovi prolaze kroz PM pomocu
ABC (ATP binding cassette, ATP vezujuca kaseta) transportera. Poznati ABC transporteri
su CER5 1 WBCII (white-brown complex). WBC su polutransporteri kojima je potrebna
dimerzacija da bi funkcionisali, najverovatnije sa CER5 transporterom (Samuels i sar.
2008). Sledeca prepreka koju moraju da savladaju na putu ka kutikuli je hidrofilni ¢elijski
zid. Najverovatnije pomocu GPI (glycosylphophatidylinositol) usidrenih LTP-ova (lipid-
transfer proteins). LTG1 1 LTG2 su vezani su za vancelijsku stranu plazma membrane a
¢ine ih mali rastvorljivi proteini sa hidrofobnim dZzepom koji vezuje masne kiseline dugog

lanca 7n vitro (DeBono 1 sar. 2009, Lee i sar. 2009, Kim 1 sar. 2012).

1.3.4. Kontrola biosinteze alkana
Biosinteza voskova je pod strogom transkripcionom kontrolom i odgovara kako na
razvojne tako i na sredinske uticaje (patogeni, svetlo, hladnoca, nedostatak vode i osmotski
stres)  (Slika  1.3.4).

nedostatak vode Prilikom  rasta  biljke

patogeni svetlost hladnoda i osmotski stres

\ aktivni  su geni koji
' / / MYB106 kodiraju biosintetske
- MYB16
/ / crL1 /W enzime CER2 i CER6.
: \ { WiN1/SHNT o
l YBg.G MYB4 ‘ HDG1/ SHN2, SHN3 Transkripcija gena CERG
weao 1 v v

/ je aktivirana 1 sredinskim
blosmteza
kutina faktorima kao $§to su

. ’.v . .
cery svetlo i osmotski stres

(Hooker 1 sar. 2007) dok

blosmteza
CER7 —<smRNK?= voska

Slika 1.3.4. Regulacija biosinteze kutikule, prikazani su faktori i
regulatorni gen, (nacrtano prema Yeats i Rose, 2013); ABA:
abscisinska kiselina; na transkripciju CERZ2

(Xia i sar. 1997).

ovi faktori nemaju uticaja

Transkripcioni faktori koji uticu na sintezu voskova pripadaju WAX INDUCER
(WIN)/SHINE porodici kod Arabidopsis-a i WAX PRODUCTION 1 (WXP1) kod
Medicago truncatnla. Prekomerna ekspresija WIN1/SHN1 proteina dovodi do aktivacije
nekoliko gena vezanih za sintezu voskova, CER7, CER2 i KCS7. Takode uticu na enzime 1

proteine koji ucestvuju u Celijskom transportu ukljucujué¢i i neidentifikovani ABC

transporter (Aharoni i sar. 2004, Broun 2004). WIN1/SHN1 prvo aktiviraju gene koji
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ucestvuju u sintezi kutina, kao $to je L.ACS2, direktnim vezivanjem za ciljani promoter
gena (target gene promoter). Aktivacija gena za biosintezu voskova kasni za genima koji
ucestvuju u sintezi kutina, $to ukazjuje da su potrebni jos neki transkripcioni faktori koji
deluju nishodno od WIN1/SHNT1 ili da su aktivirani na slican nacin kao i oni za kutin ali da
je aktivacija sporija. Mogu i indirektno da uti¢u na sintezu voskova uticanjem na sastav i
kolicinu proizvedenog kutina koji ima drugacije fizicke osobine. Ova promena kutina,
verovatno putem pomognutog transporta signalnih molekula, dovodi do aktivacije sinteze
voskova (Kannangara i sar. 2007).

Transkripcioni faktori MYB106 i MYB16 regulisu ushodno 1 direktno aktiviraju,
WINT/SHNT i neke biosintetske gene (Oshima i sar. 2013). MYB30 je aktiviran tokom
infekcije patogenih bakterija ¢ime se ushodno regulie nekoliko gena FAE kompleksa
(Raffaele i sar. 2008). MYB96 je ABA aktivirani transkrpcioni faktor prilikom suse (Seo i
sar. 2011), reguliSe biosintezu i transport voskova. Direktno se vezuje za promotore gena
koji kodiraju enzime za elongaciju masnih kiselina FAE (KCS1, KCS2, KCS6, KCR1,
KCR, ECR i PAS2) koji su ushodno regulisani ¢ime su nishodno aktivirani enzimi koji vrse
sintezu voskova CER3 i CYTOHROME P450 96 Al (CYP96A15/MAHI),
dekarbonilacioni put i CER4 1 WSDI1, acil- redukcioni put. Pored ovih gena ushodno su
regulisani 1 geni koji kodiraju LTP-ove, ABC 1 WBC11 transportere (Seo i Park, 2011).

CER?7 ribonukleaza je glavni faktor u regulatornom putu koji kontrolise akumulaciju
kutikularnih voskova kod Arabidopsis-a. Ova ribonukleaza u epidermalnim celijama ima
dodatnu jedinstvenu ulogu u degradaciji mRNA koja kodira represor transkripcije
biosintetskog gena CER3 (Hooker 1 sar. 2002).

Prilikom razvoja organa sinhronizovana je akumulacija kutina 1 voskova, sto ukazuje
na koordinisanost sinteze i transporta ovih jedinjenja. GPAT5 (glycerol 3-phophate
acyltransferase 5) je acil-transferaza koja ucestvuje u sintezi alifticnog suberina i voskova u
korenu Arabidopsis-a. Nalazi se u istim subcelijskim kompartmentima i u kompeticiji je sa

biosintetskim enzimima voskova za VLCFA-CoA (Li i sar. 2007).

1.3.5. Dosadasnja istraZivanja alkana
Alkani su kao grupa veoma stabilnih jedinjenja istrazivani sa razli¢ith aspekata.
Koriséeni su kao markeri u eksperimentima sa ishranom herbivora (Dove 1 Mayes, 1991;

Ali 1 sar. 2005; Anderson, 2005), paleobotanickim istrazivanjima kao indikatori sastava
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vegetacije (Briggs 1 Lockheart, 2000; Tarasov i sar. 2013), geoloskim (Wei i Jia, 2009) 1 u
geoklimatskim istrazivanjima (Percy i Baker, 1990; Dodd i Poveda, 2003; Scheful3 i sar.
2003; Sachse 1 sar. 2004), kao i u hemotaksonomskim istrazivanjima na razlicitim
taksonomskim nivoima (Giilz, 1994; Maffei, 1996a; 1996b; Palic i sar. 1999; Jovanovic i sar.
2015; Rajcevi¢, 2015).

1.3.6. Varijabilnost i alkana i njihov znacaj u taksonomskim istraZivanjima
Alkani, iako su vtlo postojana hemijska jedinjenja, pokazuju odredenu varijabilnost u
zavisnosti od abiotickih i biotickih faktora $to na odredeni nacin povecava ili smanjuje

njthov hemotaksonomski znacaj.

Varijabilnost

Faktori koji uticu na kvantitativnu i kvalitativhu varijabilnost alkana su: razlicite faze
razvi¢a, mladi listovi u odnosu na stare listove imaju isti kvalitativni ali razli¢it kvantitativni
sastav (Prasad 1 Giilz, 1990; Jetter i Schiffer, 2001; Richardson 1 sar. 2005; Roy 1 sar. 2012);
sezonska varijabilnost (Gilz 1 sar. 1991; Giilz i Boor, 1992; Giilz i Miller, 1992; Jenks 1 sar.
2002), razliciti delovi biljke (listovi, stabljika, cvetovi) imaju razli¢it sastav povrsinskih
voskova (Dove i sar. 1996; Smith 1 sar. 2001).

Sredinski faktori koji uticu na varijabilnost su susa (Oliveira i sar. 2003), patogeni
(Yadav i sar. 2005), UV zracenje (Dodd i1 Afzal-Rafii, 2000).

Alkani pokazuju varijabilnost i izmedu razli¢itth taksonomskih nivoa 1 izmedu
razli¢itth populacija. Ova varijabilnost je veoma informativna i odgovara taksonomskim
podelama na osnovu morfoloskih karaktera. Medutim, u nekim slucajevima varijacije u

sastavu nisu dovoljno informativne (Maffei, 1994).

Taksonomski znacaj

Hemotaksonomska istrazivanja su pokazala da iako epikutikularne voskove ¢ine i
druge grupe jedinjenja (alkoholi, aldehidi, ketoni estri masnih kiselina), su alkani najvazniji
markeri na razli¢itim taksonomskim nivoima. Eglinton i sar. (1962) su prvi primetili njthovu
primenu u sistematici jer ispunjavaju sledece uslove: univerzalno su prisutni kod biljaka,
postoji varijabilnost sastava izmedu vrsta, jednostavno se izoluju i lako analiziraju.

Koricéeni su kao hemotakonsomski markeri kod reda Pinales (Maffei i sar. 2004), razlicitih
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familija cvetnica: Solanaceae (Maffei, 1994; Zygadlo i sar. 1994,), Lythraceae (Rocini 1 sar.
20006), Poaceae (Tulloch, 1981, Maffei, 1996a), Apiaceae, Brassicaceae i Fabaceae (Maffei,
1996b), Lamiaceae, Boraginaceae, Verbenaceae, Scrophulariaceac (Maffei, 1994),
Velloziaceae (Salatino i sar. 1989), kao i na mnogim drugim taksonomskim nivoima kod
skrivenosemenica 1 golosemenica (Gulz 1 sar. 1987; 1991; 1992; Turunen i sar. 1997,
Mimura 1 sar. 1998; Palic 1 sar. 1999; Wissemann, 2000; Cameron i sar. 2002; Knight i sar.
2004; Nikoli¢ i sar. 2010, Jovanovi¢ sar. 2015; Rajcevié, 2015).

Taksonomski znacaj alkana kod Lamiaceae

Prvu obuhvatniju studiju povrsinskih alkana kod familije Lamiaceae je uradio Maffei i
sar. (1994) godine. Istrazivao je hemotaksonomski znacaj alkana kao markera kod ove
familije bududi da je familija istrazivana sa aspekata razli¢itih sekundarnih metabolita, kao
$to su etarska ulja ili flavonoidi. Proucavao je 30 rodova ove familije, ukupno 59 vrsta.
Pokazano je da se na osnovu sastava z-alkana mogu odvojiti podfamilije Ajugoideae,
Scutellarioideae, Nepetoideae i Lamioideae, pri ¢emu su Nepotideae i Lamioideae srodnije.

Posebno informativno na nivou podfamilija su se pokazali izo-alkani.

Pregled taksonomskih istraZivanja alkana kod usnatica (Lamiaceae)

Maffei 1 sar. (1994) su proucavali alkane kod veceg broja predstavnika familije
Lamiaceae i to: podfamilija Ajugoideae (Ajuga i Teucrinm), podfamilija Scutellarioideae
(Scutellaria), podfamilija Lamioideae (Physostegia, Phlomis, Eremostachys, Leonurus, Stachys,
Ballota). Podfamilija Nepetoideae sa nekoliko predstavnika tri tribusa: tribus Elsholtzieae
(Perilla). Tribus Menthinae sa rodovima iz cetri podtribusa: podtribus Salviinae (Salvia,
Perovskia, Rosmarins), podtribus Menthinae (Lycopus, Menthae, Hyssopus, Thymus, Origanum,
Calamintha, Satureja, Monarda, Prunella), podtribus Nepetinae (Nepeta, Lophanthus, Agastache,
Glechoma), Mentheae Incertae sedis (Melissa), podtribus Lavandulinae (ILavandula) 1 podtribus
Ociminae (Ocimum).

Huang 1 sar. (2011) su proucavali rodove Paraphlomis (podfamilija Lamioideae),
Elsholtzia, Perilla, Mosla (podfamilija Nepetoideae, tribus Elsholtzieae), Salia (tribus
Menthinae, podtribus Salviinae), Lycopus, Menthae, Clinopodinm, Monarda (tribus Menthinae,
podtribus Menthinae), Plectranthus (Colens) (tribus Menthinae, podtribus Plectranthinae),

Pogostemon 1 Isodon (Rabdosia) (Labiatae: Incertae sedis).
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Reddy i sar. (2000) su istrzivali rod Micromeria, dok su rod Satureja pored Maffei-a
proucavali jos i Pali¢ i sar. (1994) i Kiti¢ i sar. (1999).

Klasifikacija iznad nivo roda je data i prilagodena prema Hatley 1 sar. (2004).

1.3.7. Dosadasnja istraZivanja alkana kod roda Satureja

Pregled literature ukazuje da su #-alkani kao hemotkasonomski karakteri malo
istrazivani kod vrsta ovog roda. Radeni su povrsinski alkani kod S. adamovicii 1 S. fukarekii
(Kiti¢ i sar. 1999), kod §. hortensis (Maffei, 1994) 1 alkani dobijeni pomocu Soxhlet aparature

kod vrsta S. montana ssp. montana 1 S. kitaibelii (Palic i sar. 1994).
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1.4. Terpeni

1.4.1. Etarska ulja

Etarska ulja su kompleksne mesavine lako isparljivih razli¢itih jedinjenja (polarnih i
nepolarnih) koje imaju jak miris 1 razli¢itu obojenost, biljke ih sintetiSu kao prirodne
produkte (specijalizovane metabolite). Glavne komponente etarskih ulja su terpenoidi
(mono i seskviterpeni, rede diterpeni), alifaticna i aromaticna isparljiva jedinjenja (aldehidi,
alkoholi, fenoli, metoksi derivati, itd.), ispatljive supstance koje sadrze azot, sumporna
jedinjenja (Janci¢ 1 sar. 1995; Bakkali i sar. 2008; Kumari i sar. 2014; Tongnuanchan i
Benjakul, 2014; Rajcevi¢, 2015). Nalaze se na razlicitim delovima biljaka, listovima,
stabljitkama, cvetovima, pupoljcima, plodovima i semenima. Zbog svog sastava mogu da
ostete samu biljku, stoga se skladiste u specificnim strukturama — sekretornim celijama,
supljinama, kanalima i Zlezdanim trihomama. Zahvaljujuéi upravo svom sastavu poseduju
niz bioloskih uloga. Mogu imati antimikrobnu ulogu, sluziti kao repelnti za herbivore ili
atraktani za opraSivace i raznosace semena (disperzija semena), mogu privlaciti prirodne
neprijatelje herbivora (Langenheim, 1994; Bakkali i sar. 2008; Kessler i Heil, 2011). Takode,
zbog ovih bioloskih uloga ljudi ih ve¢ stotinama pa i hiljadama godina koriste kao
antimikrobna, antioksidativna, analgeticka, sedativna, antiinflamatorna, splazmoliticka i
anesteticka sredstva (Bakkali i sar. 2008; Tepe i Cilkiz, 2015). Poznato je oko 3.000 etarskih
ulja, a oko 300 se komercijalno koristi u razli¢itim industrijama (farmaceutskoj,
agronomskoj, industriji hrane, dezinfekcije, kozmetickoj i industriji parfema) (Bakkali i sar.
2008).

Terpeni kao glavna klasa jedinjenja prisutnih u etarskim uljima su produkti
kondenzovanja osnovne izoprenske jedinice (C;). Do sada je opisano preko 30.000
razlicitth struktura (Slika 1.4.1) (Crocoll 2010, Rajcevi¢, 2015). U zavisnosti od broja
povezanih izoprenskih jedinica, dele se na monoterpene (C,,), seskviterpene (C,;), diterpene
(Cy), triterpene (Cy) i tetraterpene (C,;) (Bakkali i sar. 2008; Tongnuanchan i Benjakul,
2014).
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Slika 1.4.1. Strukturne formule nekih tepena prisutnih kod Sazureja
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1.4.2. Bioloska uloga etarskih ulja

Terpeni imaju veoma vaznu biolosku ulogu kako za samu biljku tako i za ekosistem.
Postoje primarni i specijalizovani terpeni. Primarni ucestvuju u transportu elektrona
(ubikvinon i plastokinon), fotosintezi (karotenoidi), sluze kao hormoni (giberalini,
citokinini, auksini, brasinolidi i strigolaktoni) (Pichersky i Raguso, 2016). Specijalizovani
sluze kao odbrana od herbivora i patogena, bilo direktno kao toksini ili repelenti ili
indirektno privlacenjem predatora ili parazita odredenih herbivora (Kessler i Heil, 2011).
Takode, imaju i ulogu u privlacenju oprasivaca, imaju aleopatski efekat i ucestvuju u

interkaciji sa reaktivnim gasovima troposfere (Langenheim, 1994).

Bioticka interakcija

Etarska ulja imaju nekoliko bioti¢kih interakcija: odbrana od herbivora i patogena,
privlacenje predatora i parazita herbivora, privlacenje oprasivaca i raznosaca semena,
signalnu i alelopatsku interakciju.

Odbrana od herbivora moze da bude direktna 1 indirektna. Direktna odbrana
podrazumeva da komponente koje cine etarsko ulje su ili toksi¢ne ili repelentne za
odredene herbivore (Langenheim, 1994; Cheng i sar. 2007; Bakkali i sar. 2008; Kessler i
Heil, 2011; Rehman i sar. 2016). Linalol, timol, kariofilen oksid su samo neki od
monterpena 1 seskviterpena koji su pokazali i insekticidni 1 fungicidni efekat (Boulogne 1
sar. 2012). Medutim, jedinjenja koja su toksicna mogu da posluze odredenim
specijalizovanim insektima kao odbrana od drugih insekata, kao sto je slucaj sa Euglossinae
(pc¢ele orhideja) koje mogu da podnesu 1,8-cineol (koji ima antimikrobno i insekticidno
dejstvo). Muzjak ovih insekata sakuplija ovaj monterpen u te¢nom obliku iz cvetova
nekoliko vrsta orhideja, za koje su oni jedini oprasivaci, radi udvaranja zenki (Zimmermann
1 sar. 2000). Zenke ove vrste sakupljaju triterpenske smole (mesavina f-amirina, f-amirona,
damadienola i damadienona) iz cvetova nekih vrsta roda Dalechampia radi izgradnje gnezda,
pri cemu vrse 1 oprasivanje (Armbruster, 1993). Ovaj 1 drugi slicni primeri mutualizma
(Bowers 1 Puttick, 1986; Petschenka i sar. 2013; Bramer i sar. 2015) pokazuju da jedinjenja
koja su prvobitno sluzila za odbranu od Sirokog spektra neprijatelja su postala atraktanti ili
nagrade organizmima koji su razvili rezistenciju na iste i vtemenom su izabrani kao signali
ili resursi koji povecavaju stopu prezivljavanja ili reprodukcije oba organizma (Pichersky i

Raguso, 2016).
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Indirektna odbrana podrazumeva emitovanje specificne mesavine ispatljivih
komponenti posle napada herbivora koja privlaci njihove predatore (Langenheim, 1994,
Tholl, 2006, Cheng i sar. 2007). Poslednjih godina velika paznja se posvecuje odbrani
ckonomski znacajnih vrsta kao $to su kukuruz, pamuk, topola, lima pasulj (Rodrigez-Saona
1 sar. 2003, Arimura 1 sar. 2004, Mithofer 1 sar. 2005, Schnee 1 sar. 2006). Istrazivanja
kukuruza su otkrila da korenovi biljaka koje su napali herbivori emituju kariofilen koji je jak
atraktant entomofagnih nematoda (Rasmann 1 sar. 2005). Izdanci Lotus japonicus koje su
napale grinje (Tetranychus wrticae) ispustaju mesavinu isparljivih komponenti koje privlace
predatore ovih grinja (Phytoseinlus persimilis) (Ozawa 1 sar. 2000). Takode, mesavine
isparljivih komponenti ¢iju emisiju su izazvali herbivori ili drugi elicitatori uticu na
ekspresiju gena i rezultuju pripremom odbrane kod drugih biljaka u okruzenju bilo da
pripadaju istoj vrsti ili ne (Kost 1 Heil, 2000).

Postoji velika varijabilnost u sastavu etarskih ulja razlicitih organa na istoj biljci (jedan
profil se nalazi u listovima drugi u krunicnim, treci u ¢asi¢nim listiéima, cetvrti u prasnicima
1 polenu) (Beker i sar. 1989; Dobson 1 sar. 1969; 1990). Pojedini terpeni imaju
multifunkcionalnu ulogu, kao §to je slucaj sa linalolom (koji je repelent za fakultativne
oprasivace a atraktant za obligatne) (Junker i Bluthgen, 2010) i f-mircenom (koji u
zavisnosti od koncentracije moze biti repelent ili atraktant obligathom oprasivacu (Terry i
sar. 2007).

Alelopatska inhibicija klijanja semena je posebno vidljiva u Mediteranu i susnim
regionima, gde je 1 najveca zastupljenost aromaticnih biljaka. Etarska ulja se sakupljaju u
biljnim ostacima, zemljiStu i semenima u toku susne sezone, medutim, u toku kisne sezone
ona se oslobadaju i inhibiraju klijanje semena, §to posebno utice na jednogodisnje biljke, pa
se vide zone bez biljaka (Friedman, 1988). U familiji Lamiaceae komponente etarskih ulja
koje imaju alelopatski efekat su a- 1 f-pinen, kamfen, limonen, a-felandren, p-cimen, 1,8-
cineol, borneol, pulegon i kamfor (Fisher, 1988). Monoterpenski ugljovodonici su malo
rastvorljivi u vodi, dok monoterpenski etri, ketoni i alkoholi pokazuju rastvorljivost u vodi
$to moze da objasni njthovo prisustvo u zemljistu. Alkoholi otvorenog lanca (nerol,
geraniol 1 linalol) kao i monocikli¢ni alkoholi (terpinen-4-ol, a-terpineol i borneol) su
pokazali znacajnije delovanje od ugljovodonika (mircen, limonen, a-terpinen, felandren, p-
cimen i a-1 f-pinen). Alelopatska inhibicija je obi¢no rezultat kombinovanog delovanja

grupe jedinjenja koje uticu na biohemijske interakcije izmedu biljaka, ukljucujuci 1 one u
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kojima posreduju mikroorganizmi zemljista (Angelini i sar. 2003).

Abioticka inerakcija

Etarska ulja imaju nekoliko razli¢itih abiotickih interakcija. Poboljsavaju toleranciju
na visoku solarnu radijaciju i visoke temperature lista (Langenheim, 1994).

Biljke bogate etarskim uljima Zive uglavnom u sredinama koje su osuncane i
uglavnom izlozene susi, posebno tokom letnjih meseci. U takvim uslovima biljke primaju
vise svetlosne energije nego s$to je potrebno za fiksaciju ugljenika, $to moze da dovede do
ostecenja sistema za fotosintezu. Smatra se da proizvodnja i akumulacija etarskih ulja
doprinosi zastiti ovog sistema (Sombrero, 1992; Joffre i sar. 1999, Arslan i Schreiner, 2012).
Posebno sto je u toku leta mnogo veci prinos etarskih ulja nego u toku proleca ili jeseni
(Vokou i Margaris, 1986; Basker i Putievsky, 1978).

Visoka insolacija povecava i temperaturu lisne povrsine. Zlezdane dladice (trihome)
koje sadrze etarska ulja, povecavaju toleranciju na visoke temperature i smanjuju gubitak
vode transpiracijom, zbog zadrzavanja vazuha zasi¢enog parama etarskog ulja koijt sluzi kao
izolator od visokih temepratura (Audus i Cheetham, 1940). Takode, mogu da imaju 1
rashladujuci efekat i da iniciraju zatvaranje stoma, a emisija izoprena i monoterpena
obezbeduje toplotnu zastitu listovima izlozenim visokim temepraturama (Sharkey 1
Singsaas, 1995).

Terpeni nastali isparavanjem etarskih ulja se nalaze u vazduhu, najcesce su prisutni a-i
f-pinen i limonen. Pronadeno je vise monoterpena u vazduhu kako kod gajenih tako i kod
divljih biljaka koje zive na velikom prostranstvu Centralne doline u Kaliforniji (Arey i sar.
1991). Pored monoterpena pronadeni su i seskvitrpeni ukljucujuéi i kariofilene koje je
emitovala jedna trecina analiziranih vrsta. Proucavani su zbog svoje uloge u transformaciji i
transportu atmosferskog ozona i aerosola, buduéi da reaguju brzo s ozonom kao i sa
hidroksi i nitrit radikalima (Grosjean 1 sar. 1992). Monoterpeni se nadmecu s metanom za
oksidovanje pomoc¢u OH’ radikala, povecanjem koli¢ine monoterpena, smanjuje se koli¢ina
OH" radikala dostupnog za oksidovanje metana, $to dovodi do povecanja zivotnog veka
metana u atmosferi (Langenheim, 1994). Tropske kisne Sume su posebno znacajan izvor
biogenerisanih ugljovodonika kao s§to su terpeni (ukljucujudi 1 izoprene) koji mogu da uticu
na koncentracije ozona (Zimmerman i sar. 1988). Proizvodnja ili koris¢enje ozona tokom

oksidovanja ugljovodonika zavisi od koncentracije azot oksida (NO). Ako su koncentracije
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velike (vece od 10 ppm zapremine) dolazi do produkcije ozona, §to je najcesci slucaj u
Amazonu (Crutzen i Andreae, 1990). Budu¢i da ozon ima razlicita dejstva na niz vrsta,
promena u atmosferskoj hemiji troposfere (kojoj doprinose i terpeni) moze da dovede do
promene tropskih zajednica i populacija i da predstavlja dodatni faktor stresa ugrozenom

tropskom biomu i u udaljenim regionima (Herms i Mattson, 1992).

1.4.3. Biosinteza terpena

Terpeni, kao 1 neki drugi specijalizovani metaboliti, se sintetiSu u Zzlezdanim
trthomama i cine glavnu klasu jedinjenja sa velikom raznolikos¢u bilo samog osnovnog
skeleta ili zbog nastanka razlicitih kasnijih modifikacija (Lange i Turner, 2013). Svi terpeni
nastaju iz zajednickog C, prekursora izoprenil pirofosfata (IPP) i njegovog izomera
dimetilalil pirofosfata (DMAPP), koji nastaju kroz dva nezavisna puta u razlicitim celijskim
kompartmentima. IPP moZe da nastane iz citosolnog mevalonatnog puta (MVA)
kondenzacijom dva acetil-CoA ili plastidnog metil-eritriol fosfatnog puta (MEP)
kondenzacijom gliceraldehid 3-fosfata i piruvata (Slika 1.4.3.1) (Newman i Chappell, 1999;
Lichtenthaler, 1999, Gutensohn i sar. 2013; Rasulov i sar. 2015). Medutim, moze do¢i i do
razmene 1 kada su formirani veci izoprenoidi (GPP), postoji vise skorasnjih radova gde je
pokazano da monoterpene mogu da sintetiSu multiprodukt seskviterpen sintaze u citosolu

(Gutensohn 1 sar. 2013).
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Slika 1.4.3.1. Biosinteza terpena se odvija u celijama zlezdanih trihoma (nacrtano
prema Crocoll, 2011); MVA: mevalonicna kiselina; MEP: metil-eritritol-fosfat; IPP:
izopentil pirofosfat;, DMAPP: dimetilalil pirofosfat; GA3P: gliceraldehid-3-fosfat; GPP:
geranil pirofosfat; FPP: farnezil pirofosfat; GGPP: geranil geranilpirofosfat; o: etarsko ulje;
sc: $upljina iznad sekretornih ¢elija u kojoj se magacionira ulje; ¢elije peltatne trithome: h -
glave, s - vrata i b - baze

Seskvi- (Cy;) 1 triterpeni (Cy)) uglavnom nastaju od citosolnog IPP i DMAPP putem
sinteze farnezil difosfata (FPP), dok mono- (C,,), di- (C,) 1 tetraterpeni (C,)) nastaju od
plastidnih IPP i DMAPP sintezom geranil pirofosfata (GPP) i geranilgeranil pirofosfata
(GGPP). Medutim, moguca su i ukrstanja izmedu pomenutih puteva biosintze (MVA i
MEP) (Hemmerlin i sar. 2003; Laule i sar. 2003; Dudareva i sar. 2005). Opisan je transport
prenil difosfata iz hloroplasta uz hipoteticko uées¢e Ca®* proton simportera (Bick i Lange,
2003). Fligge i Gao (2005) predlazu ulaz u hloroplast kroz uniport, bez transporta
fosforilovanih jedinjenja uz uslov vezivanja za trans stranu membrane. Hemmerlin i sar.
(2003) su pokazali da pod odredenim uslovima moze da dode do prelaza metabolita izmedu
citosolnog 1 plastidnog biosintetskog puta preko plastidne ovojnice i da je transport

dvosmeran. Dudareva i sar. (2005) su pokazali da je plastidni put biosinteze IPP (MEP) dao
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prekursore 1 za plastidnu sintezu monoterpena, ali 1 za sintezu seskviterpena u citosolu.
Medutim, do sada nijedan transporter ili gen nije izolovan (Champagne i Boutry, 2016).

Slededi korak u biosintezi terpena je kuplovanje izoprenskih jedinica (IPP 1 DMAPP).
Ovaj korak obavljaju enzimi preniltransferaze kratkog lanca (short-chain prenyltransferases)
GPP sintetaza (GPS), FPP sintetaza (FPS) i GGPP sintetaza (GGPS) (Gershenzon i Kreis,
1999; Cheng 1 sar. 2007). GGPS 1 FPS igraju klju¢nu ulogu u sintezi terpena kako primarnih
tako 1 specijalizovanih 1 karakteristicni su za mnoge biljne vrste dok su GPS izolovane samo
iz biljaka koje proizvode veliku koli¢inu monoterpena (Cheng i sar. 2007).

Poslednji korak sinteze terpena je konverzija prenildifosfata (GPP, GGPP i FPP) u
monoterpene, diterpene i seskviterpene pomocu terpen sintaza (TPS) (Bohlmann i sar.
1998). Smatra se da su monoterpen i seskviterpen sintaze nastale od predacke diterpen
sitaze primarnog metabolizma, koja je imala tri domena («, 3 1 y) 1 trans peptid (signalni
peptid i upucuje na transport proteina iz citosola u plastide) (Trapp i Croteau, 2001; Martin
1 Bohlmann, 2004; Hillwig i sar. 2011; Koéksal i sar. 2011). Monoterpen sintaze su nastale
gubitkom y domena, dok su seskviterpen sintaze izgubile i y domen i trans peptid (Hillwig 1
sar. 2011; Koksal i sar. 2011). U slucaju seskviterpen sintaza postoje razlicite hipoteze,
jedna da je kod seskviterpen sintaza doslo do gubitka trans peptida diterpen sintaze pre ili
posle gubitka y domena. Druga navodi na nastanak seskviterpen sintaza od monoterpen
sintaza koje su prvo izgubile y domen pa signalni peptid (Pazouki i Niinemets, 2016).

Proteini koji grade terpen sintaze (TPS) imaju 550-850 amino kiselina i ¢ini ih C-
terminalni domen sa aktivnhim mestom 1 N terminalni domen. Monoterpen sintaze su
izmedu 600-650 amino kiselina i duze su za 50-70 amino kiselina od seskviterpen sintaza,
zbog postojanja N terminalnog tranzitnog lanca (Bohlmann i sar. 1998; Martin i sar. 2004).
Bez obzira na visok stepen strukturne povezanosti TPS-ova, ne postoji jasna veza izmedu
filogenetske organizacije 1 kataliticke specijalnosti (Trapp i Croteau, 2001). Reakcioni
mehanizam klase I monoterpen, seskviterpen 1 diterpen sintaza ukljucuje jonizaciju prenil
difosfata pomocu dvovalnetnog jona i1 formiranje karbokatjona (Davis i Croteau, 2000).
Nastali karbokatjon ima nekoliko razli¢itih metabolickih sudbina koje dovode do nastajanja
strukturno razli¢itih proizvoda. Ovo pokazuje da je veoma tesko predvideti profil
proizvoda TPS-a na osnovu njihove primarne sekvence. Zahvaljujuéi eksperimentima sa
zamenom domena baziranih na poredenju aminokiselina dve filogentski bliske seskviterpen

sintaze (5-¢pi-aristolohen (TEAS) i vetispiradien (HVS)). Pokazano je da prvih 261 amino
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kiselina 1 poslednjih 106 mogu da se menjaju izmedu dva proteina bez uticaja na finalni
proizvod, a da sredniji regioni od 261 do 342 (TEAS) i od 386 do 449 (HVS) su odgovorne
za specificnost produkta. Himerni enzimi koji sadrze oba funkcionalna domena daju
produkte oba roditeljska enzima u razlic¢itim koli¢cinama (Back i Chappell, 1996). Skoro sve
TPS sadrze deo bogat aspartatom DDxxD koji ucestvuje koordinaciji bivalentnog metalnog
jona (Mn*", Mg®") za vezivanje substrata (Lesburg i sar. 1997). Medutim, kod nekih vrsta je
umesto njega prisutan deo bogat aspartatom DxDD (Ait-Ali 1 sar. 1997). Dok neke
ditrepen sintaze sadrze i jedan i drugi deo (Xu i sar. 2004).

Terpen sintaze formiraju veliku familiju sintaza koja broji preko hiljadu TPS gena i
daje osnovu diverzitetu terpena. Rezultati genomskih sekvenci i ekspresovanih tagovanih
sekvenci (EST) model biljaka (Arabidopsis, kukuruz, pirina¢, paradajz, Medicago i Picea)
pokazuju velike genske familije TPS-a koje su nastale duplikacijom gena, visestrukim
mutacijama i mogucim funkcionalnim divergencijama (Tholl, 2006). Brza evolucija TPS
gena je dovela do stvaranja species-specificnih paralogih TPS genskih klastera. Kod
Arabidepsis-a vise od 10 seskviterpen 1 pretpostavljene diterpen sintaze su vise medusobno
povezane nego sa drugim seskvi- 1 diterpen sintazama drugih skrivenosemenica (Aubourg 1
sar. 2002; Tholl i sar. 2005). Pored ove divergentne evolucije species-specificnih gena
postoji i konvergentna evolucija TPS genske funkcije — izoprenske 1 druge terpenske sintaze
koje formiraju neciklicne proizvode putem relativno jednostavnog reakcionog mehanizma
(Sharkey 1 sar. 2005) su nezavisno nastale kod golosemenica i kod skrivenosemenica. Velika
raznolikost terpena moze da potice i od samih sintaza koje koriste¢i jedan supstrat daju
razlicite produkte (Pazouki i Niinemets, 2016). U 7z vitro ogledima mono- i seskviterpen
sintaze su ¢esto multiproduktni enzimi 1 na taj nacin proizvode 1 znacajne kolicine manje
zastupljenih komponenti (oko 10% ukupne proizvodnje) pored glavne komponente (Chen
i sar. 2011). Broj razlicitih komponenti moze da bude 1 prilicno velik npr. d-selinen 1 p-
humulen sintaza iz .Abies grandis sintetiSu redom 34 1 52 razlicita seskviterepna (Steele sar.
1998). Takode, svi proizvodi terpen sintaza mogu da podlezu dodatnim modifikacijama
(elikozilaciji, redukciji, hidroksilaciji) (Tholl 2000).

Monoterpen p-cimen nastaje od y-terpinena, a-terpinena, (-)-R-a-felandrena. Takode,
od p-terpinena i a-terpinena nastaje karvakrol, hidroksilacijom na C2 poziciji pomocéu
citohrom P450 oksidaza, dok timol nastaje samo od p-terpinena, hidroksilacijom na C3

(Slika 1.4.3.2)(Naghdi i sar. 2017).
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Slika 1.4.3.2. Biosinteza p-cimena, timola i karvakrola (nacrtano prema Crocoll, 2011);
CYP71D181, P450: enzimi; TPS: monoterpen sintaza

1.4.4. Kontrola biosinteze terpena

Regulacija biosinteze terpena je slozena i generalno sadrzi dve kategorije: prostornu i
vremensku. Prostorna kategorija je vezana za mesto nastanka terpena (Dudareva i sar.
2005). Oni se uglavnom sintetiSu u specijalnim strukturama kao $to su zlezdane trihome ili
kanali gde se akumuliraju u velikim kolicinama (Phillips i Croteau 1999; Gershenzon i sar.
2000; Miller i sar. 2005). Terpeni pokazuju i veoma visok stepen prostorne kontrole
biosinteze. Kod Antirrhinum proizvodnja 1 emisija dve glavne mirisne komponente se
desava u gornjoj i donjoj usni cveta. Postoji kvalitativha i kvantitativna razlika izmedu
terpena koje sintetisu listovi i cvetovi kod bosiljka (Jiang i Niinemets, 2016).

Vremenska kategorija je vezana za period njihovog nastanka. Kod pitome nane
sinteza monoterpena je regulisana stepenom razvica biljke i veéina enzima pokazuje vecu
aktivnost u listovima starim od 12 do 20 dana, sa ostrim pikom na 15-om danu (McConkey
1 sar. 2000). Razlika u sastavu terpena u zavisnosti od fenoloske faze je uocena i kod Salvia
officinalis, Rosmarinus officinalis, Lavandula angustifolia, Clinopodium pulegium, Satureja horvatii, S.
montana i 8. cuneifolia (Milos 1 sar, 2001; Lakusic i sar. 2011; 2013%; 2014; Lakusic 1 sar. 2013";
Slavkovska i sar. 2013).

Obe pomenute kategorije su pod uticajem dodatnih faktora kao $to su svetlost,
temperatura, stepen razvoja i cirkadijalni ritam (Dudareva i sar. 2000; Dudareva i Pichersky,

2000; Dudareva i sar. 2003; Jiang 1 sar. 2011; Farré-Armengol i sar. 2014). Medutim, ne
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postoji direktna veza izmedu svetlosti (koja utice na metabolizam 1 stepen razvoja biljke) i
regulacije u zlezdanim dlakama. Pokazano je da postoji zavisnost maksimuma emisije
terpena od svetlosti. Ovo ukazuje na postojanje korelacija sa periodom aktivnosti Stetocina
1 kontrolisano je cirkadijalnim ¢asovnikom ili svetlos¢u (Dudareva i sar. 2005).
Transkripcioni faktori igraju vaznu ulogu u regulaciji biosintetze terpena. Kod
pamuka WRKY vezujudi element (W-box) je pronaden u promotorskom regionu gena A za
(+)-6-cadinen sintazu (CAD1-A) a WRKY transkrpcioni faktor (GaWRKY1) uzhodno
reguliSe njegovu ekspresiju i na taj nacin ucestvuje u regulacionoj mrezi seskviterpenskih
aldehida ukljucujudi i giposol (Xu i sar. 2004). Kombinovani rezultati transkriptomskih i
metabolomskih istrazivanja pokazuju da je ekspresija gena glavni regulatorni korak u
produkciji 1 fenilpropana 1 terpena kod bosiljka. Medutim, uoceni hemijski diverzitet cetiri
kultivara Oczmum basilicum je izgleda povezan sa post-transkripcionom i post-translacionom
regulacijom nekih enzima. Posebno fosforilacija enzima koji pripadaju MEP/terpenskom i
sikimat/fenilnom putu igra klju¢nu ulogu u proizvodnji i skladistenju specijalnih metabolita
(Xie 1 sar. 2008). Takode, kod bosiljka kvantitativne razlike monoterpena i seskviterpena u
peltatnim trihomama razlicitih kultivara se primarno kontroliSu intraspecijskim varijacijama
ekspresije nekoliko funkcionalnih TPS gena koji su odgovorni za njihovu sintezu (lijima i
sar. 2004). U peltatnim zlezdanim trihomama kod Mentha x piperita je pronadeno 1.316
jedinstvenih gena, pri ¢emu oko 25% od EST (expressed sequence tag) je vezano za
biosintezu etarskih ulja, a 7% je za transportne proteine. Medutim, nisu pronadeni geni koji
ucestvuju u MEV putu, ali su LTP-ovi (koji ucestvuju u sekreciji lipofilnih jedinjenja)
zastupljeni sa 32%, $to ukazuje na njihovu ulogu u translokaciji (Lange 1 sar. 2000). Kod M.
spicata u zlezdanim trihomama je otkriveno 3.919 specijalno ekspresovanih jedinstvenih
gena, ukljucujudi 16 terpen sintaza, 18 citohrom P450, 5 L'TP. Pored njih je prisutno i 20
transkripcionih faktora koji verovatno ucestvuju u regulaciji terpen sintaza (Jin 1 sar. 2014).
Translokacija lipofilnih terpena kroz unutrasnje membrane i plazma membranu
zlezdane trihome je neophodna ali jo$ uvek nije dovoljno poznata. Translokacija prekursora
izmedu plastidnog MEP 1 citosolnog MEV puta je moguéa (Henry i sar. 2015; Mendoza-
Poudereux i sar. 2015). Medutim, u suprotnom smeru je ogranicena u normalnim uslovima
(Suzuki 1 sar. 2004). Pronadena je IP kinaza u kruni¢nim listi¢cima lavande koja ucestvuje u
metabolizmu terpena kao alternativni korak u MVA putu za formiranje IPP-a. Ova kinaza

kontrolise odnos IP/DMAP prema IPP/DMAPP za direktnu regulaciju sinteze terpena i
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daje novi izvor ugljenikovih skeleta (Henry i sar. 2015). Transport terpena kroz membrane
je najverovatnije olaksan brojnim kontaktnim mestima membrana (membrane contact site,
MCS) pomocu kojih su plastidi povezani sa glatkim ER kojima su ispunjene sekretorne
Celije zlezdanih trihoma (Hauser, 2014). Druga pretpostavka je da transporteri lokalizovani
na plazma membrani ucestvuju u usmerenom transportu ovih molekula i na taj nacin
izbegavaju auto-toksiCni efekat. Transporteri koji koriste ATP kao $to su ATP-Binding
Cassestte (ABC) su dobro prilagodeni za ovaj zadatak (Kang i1 sar. 2011). Potrebna su
dodatna istrazivanja usmerena ka odredivanju transportera koji ucestvuju u transportu

terepena u Celiji i van nje, trthomama i drugim tkivima (Champagne i Boutry, 2010).

1.4.5. Dosadasnja istraZivanja terpena

Prva sistemska istrazivanja strukture terpena su pocela u 19 veku. Sredinom 19 veka
se znalo da ugljovodonici koji se nalaze u etarskim uljima imaju molekulsku formula C, H,
a takode, bili su poznati i ¢inioci etarskih ulja koji imaju molekulsku formulu C,;H; O i
C,0H 5O koji su se nazivali kamfor (Baser i Buchbauer, 2015). Pocetkom 20. veka, 1920-ih
je postalo jasno da su gradivne komponente terpena izoprenske jedinice sacinjene od pet
ugljenikovih atoma i formulisano je izoprensko pravilo (Pichersky i1 Raguso, 2016). Razvoj
analitickih metoda u poslednjih pedeset godina je doveo do eksponencijalnog rasta znanja o
jedinjenjima koja se nalaze u etarskim uljima (Baser 1 Buchbauer, 2015).

Pored istrazivanja strukture terpena, veoma veliki broj istrazivanja se bavi bioloskom
aktivno$cu, kako kompletnih etarskih ulja tako i pojedina¢nih komponenti. Etarska ulja su
pokazala razlicite bioloske uloge kao §to su antibakterijska, antivirusna, antioksidativna,
antinociceptivna, citotoksicna, antitumorna, antinflamatorna, poboljsanje penetracije
lekova, repelentna, vazodilatorna (Burt, 2004; Bakkali i sar. 2008; Lakusi¢ i sar. 2008;
Reichling i sar. 2009; Adorjan i Buchbauer, 2010; Amorati 1 sar. 2013; Bhalla i sar. 2013;
Milenkovic 1 sar. 2015; 2018; Baser i Buchbauer, 20106), insekticidna i antifungalna
(Boulogne 1 sar. 2012; Mohammadi i sar. 2013; Tabassum, 2014), algicinda (Barani i sar.
2015), herbicidna (Grosso i sar. 2010), alelopatska (Angelini i sar. 2003; Taban i sar. 2013).

Terpeni su proucavani su sa aspekta biosinteze i regulacije biosinteze, posebno kod
ckonomski vaznih vrsta kukuruz, paradajz, bosiljak, nana (Bohlmann i sar. 1998; Tholl,
20006; Cheng 1 sar. 2007; Champagne 1 Boutry, 2016; Pazouki i Niinemets, 2016; Rehman i

sar. 2016; Sun i sar. 2016). Pokazalo se da mogu da budu dobri hemotaksonomski markeri
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u taksonomskim istrazivanjima (Grayer i sar. 1999).

1.4.6. Varijabilnost etarskih ulja i njihov znacaj u taksonomskim istraZivanjima
Terpeni pokazuju veliku strukturnu varijabilnost, ali na nivou vrste 1 nizim
taksonomskim nivoima varijabilnost je najcesce kvantitativna. Istrazivanja hemijskog
sastava vrsta Teucrium koje zive u Mediteranu pokazuju vezu izmedu hemijskog sastava i
morfoloskih karaktera na infraspecijskom nivou (Velasco Negueruela i Pérez Alonso,
1990). Slicni rezultati su dobijeni kod varijeteta vrste Ocimum basilicurz (Pushpangadan i

Bradu, 1995).

Varijabilnost

Etarska ulja su veoma varijabilna. Profili izolovanih ulja moze zavisiti od metode
suSenja (Dudas i sar. 2005; Ghasemi Pirbalouti i sar. 2013) a zatim i destilacije (Sefidkon i
sar. 2000). Najveci prinos etarskog ulja se dobija putem hidrodestilacije u poredenju sa
destilacijom vodenom parom (Sefidkon i sar. 2007; Silva i sar. 2009; Haloci i sar. 2014).
Takode, metoda destilacije doprinosi promeni sastava etarskog ulja jer zagrevanje i
hidrofilni rastvaraci dovode do degradacije i transformacije isparljivih jedinjenja u izvedena
jedinjenja koje biljke inace ne sintetisu (Yousif i sar. 1999; Diaz-Maroto 1 sar. 2004).

Razlic¢iti biljni delovi imaju razli¢it profil etarskog ulja, u zavisnosti od funkcije
organa. Na primer, listovi bosiljka imaju etarsko ulje ¢ija je uloga repelentna dok cvetovi
imaju etarsko ulje ¢ija je uloga u privlacenju oprasivaca, pa ¢e se i njihovi profili razlikovati
(Jiang 1 sar. 2016). Fenofaza utice na slican nacin, najveéi prinos je primecen u fazi cvetanja
(Milos i sar. 2001; Skocibusi¢ 1 sar. 2004; Chorianopoulos 1 sar. 2006; Sefidkon 1 sar. 2007,
Lakus$ié i sar. 2011; 2013% 2014; Lakusi¢ i sar. 2013"; Slavkovska i sar. 2013; Ghamari i sat.
2016). Geografski polozaj doprinosi svojim posebnim abiotickim i biotickim faktorima na
sastav (Bilia 1 sar. 1992; Vokou i sar. 1993; Boira i Blanquer, 1998; Loziené i sar. 2005;
Lakusi¢ 1 sar. 2011; 2012; Tuttolomondo i sar. 2014; Naghdi Badi i sar. 2017; Aboukhalid 1
sar. 2017). Pokazano je da distribucija biljaka sa odredenim sastavom terpena moze da bude
pod  uticajem  herbivora. Karvon tip je dominantan kod = populacija
Micromeria donglasii Benth., koje zive u svetlim hrastovim Sumama, sa relativho malom
vlazno§¢éu 1 visokim temepraturama, dok su tip menton 1 izomenton dominantni u

vlaznijim, tamnijim i hladnijim priobalnim §umama sekvoje. Pokazano je da je na raspored
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ovih hemotipova najvise uticao puz koji voli karvon tip ali ne voli topla stanista vec se
hrani menton i izomenton tipom iz hladnijh i vlaznijih staniSta (Rice 1 sar. 1978).
Temperatura, takode, doprinosi varijabilnosti sastava etarskog ulja. Kod nekih vrsta roda
Origanum pokazano je da se kolicina timola povecava sa smanjenjem temperature, koli¢ina
karvakrola se povecavala sa porastom temperature, dok na cs-sabinen hidrat nije imala
uticaja (Novak i sar. 2010).

Razlicite metode susenja i ekstrakcije, pracene genetikom, razliCitim fenoloskim
fazama, razliCitim intenzitetom dnevnog svetla, temperaturom i kllimom uticu na prinos
etarskog ulja i njegov sastav i kod vrsta roda Saturea (Rhoades i sar. 1976; Lincoln 1

Langenheim, 1978; Svoboda i sar. 1990; Sefidkon i sar. 2006; Dardiotia i sar. 2010).

Taksonomski znacaj etarskih ulja kod Lamiaceae

Neki od prvih opisa varijabilnosti etarskih ulja kod predstavnika ove familije data su
za Thymus vulgaris u drugoj polovini dvadesetog veka (Granger i sar. 1965). Taksonomski su
znacajni karakteri jer poseduju veliki strukturni diverzitet, relativno se lako izoluju i nalaze
se pod genetickom kontrolom (Rajcevié, 2015). Terpeni daju uvid u probleme koje su
oblikovale drugacije selektivne sile od onih koje su oblikovale morfoloske karaktere.
Medutim, bez poznavanja i razumevanja i1 drugih karaktera kao sto su distribucija i ekologija

grupe mogu da daju pogresnu sliku (Waterman 1 Gray, 1987).

Pregled taksonomskih istraZivanja etarskih ulja kod Lamiaceae

Etarska ulja su se pokazala kao veoma informativni karakteri na razlic¢itim
taksonomskim nivoima. Taksonomski su znacajniji kod vrsta koje su morfoloski veoma
varijabilne kao sto su predstavnici vrsta Texcrium (Velasco-Negueruela i Pérez-Alonso, 1990;
Pérez 1 sar. 2000; Figueiredo i sar. 2008), Thymus (Salgueiro i sar. 1995; Tzakou 1
Constantinidis, 2005; Hazzit 1 sar. 2006; Figueiredo i sar. 2008; éoétaric’, 2012; Cavar
Zeljkovi¢ 1 Maksimovi¢, 2015), Calamintha (Karousou i sar. 1996; Fraternale i sar. 1998;
Cook i sar. 2007; Radulovi¢ i Blagojevi¢, 2010), Clinopodium (Dunki¢ i sar. 2017), Micromeria
(Slavkovska 1 sar. 2005; Kremer i sar. 2012; Kremer i sar. 2014), Stachys (Skaltsa 1 sar. 2001;
Radulovi¢ i sar. 2007; Aghaei i sar. 2013), Sideritis (Ezer i sar. 1996; Kirimer i sar. 2000;
Vundac 1 sar. 2000), Wiedemannia sp. (Kilic 1 Bagci, 2013) ali i kod vrsta koje imaju

ckonomsku vrednost kao $to su Ocimum (Grayer 1 sar. 1996; Maundu, 1999), Origanum
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(Vokou 1 sar. 1993; Russo 1 sar. 1998; Hazzit 1 sar. 2006, De Martino i sar. 2009;
Gonceariuc 1 sar. 2015; Lukas i sar. 2015), Sakvia (Emboden i1 Lewis, 1967; Mathé Jr 1 sar.
1992; Senatore i sar. 1997; Skoula i sar. 1999; Petrova Doneva, 2002; Viljoen i sar. 2000;
Anackov i sar. 2008; Salimpour 1 sar. 2011), Mentha (Kokkini 1 Vokou, 1989).

1.4.7. Dosadasnja istraZivanja etarskih ulja kod vrsta roda Satureja

Vrste ovog roda spadaju u aromaticne 1 lekovite biljke i dugo se koriste u narodnoj
medicini, kao zacini i cajevi. Postoji veliki broj radova gde su proucavane bioloske
aktivnosti etarskih ulja (Maede 1 sar. 2013), antifungalna (Koci¢-Tanackov i Dimi¢, 2013)
antioksidativna, antimikrobna citotoksicna (Lakusi¢ 1 sar. 2008; Mihajilov-Krstev i sar.
2010; Serrano i sar. 2011; Marin i sar. 2012; Oztiirk, 2012; Miladi i sar. 2013), alelopatska
(Taban i sar. 2013), herbicidna (Grosso i sar. 2010), insekticidna (Michaelakis i sar. 2007)
takode, zbog velike koli¢ine podataka postoji i nekoliko revijalnih radova gde je dat presek
njihovih aktivnosti i sastava (Sharafzadeh, 2014; Hajdari, 2016; Saeidnia 1 sar. 2016; Tepe 1
Cilkiz, 2016).

Medutim, mnogo manji broj istrazivanja se bavi taksonomskim znacajem ovih
metabolita kod vrsta ovog roda. Neke od proucavanih vrsta sa aspekta sastava i/ili
varijabilnosti etarskog ulja su:

S. laxiflora (Sonboli 1 sar. 2004). S. darwinii, S. multiflora (Niemeyer, 2010); S. innota, S.
intricata (Garcia-Rellan 1 sar. 2015); S. bachtiarica (Moein i sar. 2012; Salehi-Arjmand 1 sar.
2014); 8. biflora, S. masukensis, S. pseudosimensis (Nagionas i sar. 2007); S. intermedia (Sefidkon 1
Jamzad, 2005); S. macrosiphonia (Aghaei i sar. 2014; Ghorbanpour 1 Hadian, 2017); S. shendica
(Sefidkon 1 sar. 2004; Kargar 1 sar. 2014); . atropatana (Rustaiyan 1 sar. 2004; Gohart 1 sar.
2005); S. mutica (Rustaiyan i sar. 2004; Gohari i sar. 2005; Sefidkon i Jamzad, 2005); S.
khuzistanica (Farsam 1 sar. 2004); S. bortensis (Azaz 1 sar. 2005; Omidbaigi 1 sar. 2007,
Mohammadhosseini i Beiranvand, 2013; Tajali 1 sar. 2013; Kargar i sar. 2014); S. macrantha
(Azaz 1 sar. 2005; Sefidkon 1 Jamzad, 2005; Gohari 1 sar. 2000); S. azntabensis (Azaz i sar.
2005); 8. spicigera (Gohari 1 sar. 2000); S. #hymbra (Capone i sar. 1988; Chorianopoulos 1 sar.
2004; Azaz i1 sar. 2005; Skoula 1 Grayer, 2005; Karousou i sar. 2005; Markovi¢ i sar. 2011).
S. pilosa ssp. origanita (Dardioti i sar. 2010; 2012), S. pilosa ssp. pilosa (Konakchiev i
Tsankova, 2002); S. horvatii ssp. macrophylla (Dardioti 1 sar. 2010; 2012), . spinosa
(Chorianopoulos 1 sar. 2004; Skoula 1 Grayer, 2005;), S. parnassica ssp. parnassica
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(Chorianopoulos 1 sar. 2004), S. boissiers (Kurkcuoglu 1 sar. 2001).

Posebno su znacajna istrazivanja vrsta 1 infraspecijskih taksona koje zive na
prostorima Srbije, Crne Gore, Bosne i Hercegovine, Hrvatske, Makedonije, Albanije, Italije
to su: 8. wisianii (Dunki¢ 1 Bezié, 2008; Bezi¢ 1 sar. 2009; Vidic i sar. 2009), S. fukarekiz, S.
adamovicii (Pali¢ i sar. 1998), S. horvatii (Lakusi¢ 1 sar. 2008; Lakusic¢ i sar. 2011), S. cuneifolia
(Milos 1 sar. 2001; Skoc¢ibusi¢ i sar. 2004; Skocibusi¢ i Bezi¢, 2004; Azaz i sar. 2005; Bezi¢ 1
sar. 2005; 2009; Jeri¢, 2006; Negro i sar. 2006; Dunki¢ 1 Bezi¢, 2008; Tommasi 1 sar. 2008;
Savikin i sar. 2010; Garcia-Rellan i sar. 2015), S. montana (Piccaglia 1 sar. 1991; Stanic 1 sar.
1991; Panizzi i sar. 1993; Milos i sar. 2001; Slavkovska i sar. 2001; Chizzola, 2003;
Skocibusi¢ i Bezi¢, 2004; Bezbradica i sar. 2005; Bezi¢ i sar. 2005; 2009; Jeri¢, 20006;
Omidbaigi i sar. 2007, Cavar i sar. 2008; Dunki¢ i Bezi¢, 2008; Vidic i sar. 2009; Ibraliu i
sar. 2011% 2011%; 2013; Dunki¢ i sar. 2012; Garcfa-Rellan i sar. 2015; Hajdari i sar. 2016), S.
montana ssp. montana (Kustrak i sar. 1996; Slavkovska 1 sar. 1997), S. montana ssp. variegata
(Kustrak 1 sar. 1990), S. montana ssp. pisidica (Slavkovska i sar. 1997; Kundakovi¢ 1 sar.
2014), S. kitaibelii (Sevarda 1 sar. 1988; Slavkovska 1 sar. 2001; Konakchiev i Tsankova,
2002; Kundakovi¢ i sar. 2011; Dordevi¢ i sar. 2014), S. kitaibelii £. aristata (Chalchat 1 sar.
1999), 8. subspicata (Stanic i sar. 1991; Jeri¢, 2006; Redzic 1 sar. 2006; Skocibusi¢ 1 sar. 2000;
Dunkié i Bezi¢, 2008; Cavar i sar. 2008; Bezi¢ i sar. 2009; Dunki¢ i sar. 2012; Bektasevi¢ i
sar. 2017), 8. subspicata ssp. liburnica (Dunki¢ i sar. 2007) 1 8. subspicata ssp. subspicata (Gasié i
Pali¢, 1983; Dunkié i sar. 2007).

Hemotaksonomska istrazivanja vrsta roda Safureja sa prostora Slovenije, Hrvatske,
Bosne i Hercegovine, Srbije, Crne Gore i Makedonije, na osnovu dostupne literature, su do
sada uradena ili sa manjim brojem populacija ili sa manjim brojem jedinki po populaciji.
Najistrazivanija je vrsta S. wontana, zatim S. subspicata 1 najmanje S. kitaibelii, takode, veoma

malo su proucavane podvrste kako S. montana tako 1 S. subspicata.
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2 Ciljevi doktorske disertacije

Balkansko poluostrvo je floristicki najraznovrsnije podrucje Evropskog kontinenta.
Osnovni uzroci ove raznovrsnosti poticu i od biotickih i abiotickih faktora i istorijskih
faktora: kao $to je pomeranje granica kopno-more, uticaja ledenih doba i polozaja ledene
kalote, zbog ¢ega postoje brojni refugijumi iz kojih su kasnije krenule radijacije i specijacije
biljaka (Carni, 2017). Filogenetski i taksonomski odnosi velikog broja taksona vaskularnih
biljaka, posebno cvetnica, jo§ uvek nisu u potpunosti razjasnjeni. Floristickom diverzitetu
Balkanskog poluostrva u velikoj meri doprinose predstavnici familije Lamiaceae, koja je na
ovom prostoru zastupljena sa veéim brojem rodova, od kojih je rod Sazuregja jedan od

posebno interesantnih i kompleksnih.

Na prostoru Balkana raste 9 vrsta 1 nekoliko infraspecijskih taksona roda Saturea: S. montana
(podvrste: S. montana ssp. montana, S. montana ssp. variegata, S. montana Ssp. pisidica), S.
kitaibelir, S. subspicata (podvrste: S. subspicata ssp. liburnica, S. subspicata ssp. subspicata), S.
cuneifolia Ten., S. adamovicii Sili¢, . Jfukarekii Sili¢, S. horvatii SUié, S. visianii Sili¢, S. thymbra L..).
Svi oni naseljavaju slicna stanista: susne, otvorene kamenjare, gde se retko moze nadi vise
od dve vrste na istom staniStu. S. kiaibelii, S. adamovicii, S. fukarekii, se nalaze dublje u
kopnu dok su S. montana, S. subspicata i S. horvatii pretezno mediteranske vrste. Postoji

nekoliko zona gde se S. montana 1 S. subspicata mogu naéi u simpatriji.

Najvedi areal od svih vrsta ovog roda ima S. montana. Njen areal se prostire duz celog
Mediterana (Pirinejsko poluostrvo, jug Francuske, Apeninsko poluostrvo, Balkan,
Rumunija, kao i priobalne zone Krima, Turske, Sirije i Irana) od nivoa mora pa do 1.200
m.n.v. S. montana je morfoloski veoma varijabilna, ¢ak i na intrapopulacionom nivou, pa je
njen taksonomski status veoma kompleksan.
Sili¢ (1979) je proucavao ovu vrstu na podrudju bivie Jugoslavije gde je na osnovu
populacionih istrazivanja i morfololosko-horoloske metode podelio ovaj takson na
nekoliko podvrsta i nizih taksona.
S. montana L. s.s. je podelio na tri podvrste:

1. ssp. variegata (endemit severoistocnog dela Itaije, zapadnog dela Slovenije i
severo-zapadnog dela Hrvatske),

2. ssp. montana (primorski 1 kontinentalni Dinaridi)
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3. ssp. pisidica (jugoistocni deo Balkanskog poluostrva i Mala Azija).

Takode, izdvojio je S. subspicata (Italija, Slovenija, Hrvatska, Bosna 1 Hercegovina, Srbija,
Crna Gora i severna Albanija), sa dve podvrste:

1. ssp. liburnica (Slovenija, Hrvatska, Bosna 1 Hercegovina)

2. ssp. subspicata (Italija, Dinaridi i primorski delovi: Hrvatske, Bosne i

Hercegovine, Crne Gore 1 jugozapadna Srbija, severna Albanija).

S. kitaibelli (severoistocni delovi Balkana: istocna Srbija, juzna Rumunija 1 zapadna
Bugarska) je odvojio kao zasebnu vrstu..

U flori Evrope (1972) su vrste S. subspicata i S. kitaibelli tretirane kao podvrste S. montana.
Prema informacijama dostupnim putem portala BEuro+Med plant base (sajt o Evro-
Mediteranskom diverzitetu biljaka) u koji je integrisana i Flora Evrope prihvacene su
Siliceve vrste na prostoru Jugoslavije i Balkana, uz dodatak jo$ jedne podvrste S. montana

ssp. macedonica (endemit Grcke, Olimp).

Pregledom literature je uoceno da, uprkos detaljnim morfoloskim analizama, ne postoji
dovoljno podataka o intra- i interpopulacionoj varijabilnosti ovih taksona na podrucju
Balkana sa fitohemijskog aspekta, posebno kada su u pitanju flavonoidi, alkani i etarska
ulja. Ciljevi ove disertacije su:

1. Analiza varijabilnosti morfoloskih karaktera Satureja montana (podvrste: S.
montana Ssp. montana, S. montana ssp. variegata i S. montana ssp. pisidica), S. kitaibelii i .
subspicata (podvrste: S. subspicata ssp. liburnica, S. subspicata ssp. subspicata) sa
Balkanskog poluostrva.

2. Utvrdivanje sastava, sadrZaja i varijabilnosti flavonoida na listovima vrsta
Satureja montana, podvrste: S. montana ssp. montana, S. montana ssp. variegata 1 .
montana ssp. pisidica, S. kitaibelii 1 S. subspicata (podvrste: S. subspicata ssp. liburnica, S.
subspicata ssp. subspicata) (Lamiaceae) sa Balkanskog poluostrva.

3. Utvrdivanje sastava, sadrZaja i varijabilnosti alkana u kutikularnim voskovima
listova prirodnih populacija vrsta 1 podvrsta Satureja montana, S. kitaibelii i .

subspicata.
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4. Utvrdivanje sastava, sadrZaja i varijabilnosti terpena i drugih ispatrljivih
aromatiCnih i alifaticnih ugljovodnika u nadzemnim otrganima iz odabranih
prirodnih populacija vrsta i podvrsta Satureja montana, S. kitaibelii i S. subspicata.

5. Utvrdivanje uticaja bioklimatskih parametara staniSta na sastav flavonoida,
alkana i terpena u populacijama istraZivanih vrsta.

6. Utvrdivanje hemotaksonomskog znacCaja flavonoida, alkana i terpena kod
istraZivanih taksona

7. Uporedna analiza fitohemijskih i morfoloskih karaktera u diferencijaciji

analiziranih vrsta i infraspecijskih taksona.
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3 Materijal i metode

3.1. Prikupljanje biljnog materijala

Biljni materijal je prikupljen sa podrucja Balkanskog poluostrva (Slovenija, Hrvatska,
Bosna 1 Hercegovina, Crna Gora, Srbija, Makedonija) u periodu od 2012. do 2016., vodeci
racuna o diverzitetu staniSta. Lokaliteti 1 njihove karakteristike dati su u Tabeli 3.1. Mapa
distribucije sakupljenih populacija S. wontana (ssp. montana, ssp. variegata 1 ssp. pisidica), S.
kitaibeli, S. subspicata (ssp. liburnica i ssp. subspicata) je data na Slikama 3.1. 1 3.2. Taksoni zive
simpatrijski na nekoliko lokaliteta duz Dinarida i Jadranske obale. Kako bi procenili uticaj
genetickih faktora na proucavane fitohemijske karaktere prilikom prikupljanja materiajla
vodeno je racuna da se obuhvate i oni lokaliteti gde ove dve vrste zive u simpatriji 1 na taj

nacin se eliminiSe eventualni uticaj ekoloskih faktora kod taksona S. montana i S. subspicata.

Nadzemni izdanci pojedinacnih jedinki su sakupljani u periodu cvetanja na terenu i
pakovani u papirne kese. Susene su u hladu na sobnoj temperaturi i dalje su ¢uvane na
sobnoj temperaturi do izolacije 1 hemijske analize. Prilikom sakupljanja vodeno je racuna da

jedinke budu udaljene nekoliko metara jedna od druge, kako bi se izbegli klonovi.

Vauceri sakupljenog materijala su deponovani u Herbarijumu Instituta za botaniku i

Botanicke baste “Jevremovac.
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Tabela 3.1. Lokaliteti 1 njihove karakteristike kod proucavanih vrsta
GPS

Takson

Lokalitet

S. montana ssp. Jadranovo*

montana

S. montana

SSp.variegata

S. montana ssp.

pisidica
S. kitaibelii

S. subspicata ssp.

liburnica

S. subspicata ssp.

subspicata

Zlobin*
Sibin;
Makarska
Zvornik
Neretva
Gacko*
Mokrine
Bovec
Crni vth
Divaca*
Vodnjan
Krk

Galicica
Derdap

Poganovo
Temesica
Divaca*
Jadranovo*
Zlobin*
Velebit
Suganj
Devrske
Biokovo
Ortjen
Crkvice
Niksic¢
Gacko*

N ()
45.237
45.301
45.040
43211
44.363
43.501
43,193
42.517
46.337
45.674
45.677
44,983
44,958

40.954

44.611
42.981
43.304
45.677
45.237
45.301
44.878
44.525
43.941
43.299
42.544
42.560
42.737

43.193

E ()

14.620
14.653
14.882
17.117
19.112
17.773
18.570
18.486
13.599
14.044
14.003
13.835
14.745

20.822

21.999
22.640
22.625
14.003
14.620
14.653
14.978
15.114
15.832
17.072
18.501
18.564
18.852

18.570

Alt
(m
147
861
28
149
185
142
1086
599
435
578
415
3
10

1600

120
514
584
415
147
861
829
610
213
1276
946
1486
719

1086

Nagib Ekspozicija Podloga

12°
20°
20°
52°
20°
55°
20°
<10°
50°
30°
<10°
<10°
30°

<10°

84°
<10°
48°
<10°
12°
20°
11°
20°
42°
<10°
48°
13°
<10°
22°

SW
SW
SW
SW
S
SW
E
E
SW
SW
W
SW

mmmmgggégggmmm w %

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

krecnjak
kre¢njak

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

kre¢njak

a- morfometrija; b-flavonoidi; c-alkani; d-etarska ulja; *-simpatrijske populacije

Analiza

a,b,c,d
a,b,c,d
a,b,d
a,b,d
a,b,c
a,b,c
a,b,c,d
a,b,c,d
a,b,c,d
a,b,c,d
a,b,c,d
a,b,c
a,b,c,d

a,b,c,d

a,b,c,d
a,b,c,d
a,b,c,d
a,b,c,d
a,b,c,d
a,b,c,d
a,b,c,d
c
a,b,c,d
a,c,d
a,b,c,d
a,c,d
a,b,c

a,b,c,d
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kilometers

Slika 3.1. Prostorna distribucija odabranih populacija ® S. wontana ssp. variegata; ~ S.
montana ssp. montana, ® S. montana ssp. pisidica. Karakteristike lokaliteta date su u Tabeli 3.1;
Analizirani: a - morfometrija; b - flavonoidi; ¢ - alkani; d - etarska ulja

® S. montana ssp. variegata 8. Sibinj (a,b,d)

1. Bovec (a,b,c,d) 9. Makarska (a,b,d)
2. Divaca (a,b,c,d)* 10. Neretva(a,b,c)
3. Crnivrh (a,b,c,d) 11. Mokrine (a,b,c,d)
4. Vodnjan (a,b,c) 12. Gacko (a,b,c,d)*
5. Ktk (a,b,c,d) 13. Zvornik (a,b,c)

S. montana ssp. montana ® S. montana ssp. pisidica
6. Jadranovo (a,b,c,d)* 14. Gali¢ica (a,b,c,d)

7. Zlobin (a,b,c,d)*
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; 3 5« vr u.‘
Slika 3.2. Prostorna distribucija odabranih populacija ® . subspicata;, ® . kitaibelii.

Karakteristike lokaliteta date su u Tabeli 3.1; Analizirani: a - morfometrija; b - flavonoidi; ¢
- alkani; d - etarska ulja; * lokaliteti simpatrijskih populacija

S. subspicata ssp. liburnica S. subspicata ssp. subspicata S kitaibelii
1. Divaca (a,b,c,d)* 7. Biokovo (a,c,d) 12. Derdap (a,b,c,d)
2. Jadranovo (a,b,c,d)* 8. Orjen (a,b,c,d) 13. Poganovo (a,b,c,d)
3. Zlobin (a,b,c,d)* 9. Crkvice (a,c,d) 14. Temsica (a,b,c,d)
4. Velebit (a,b,c,d) 10. Niksic¢ (a,b,c)
5. Susanj (c) 11. Gacko (a,b,c,d)*
6. Devrske (a,b,c,d)
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3.2. Morfometrija

Materijal za morfometrijske analize je uzet od pojedinacnih jedinki, dok je preostali
deo biljnog materijala koris¢en za fitohemijske analize. Uzimano je, po uzorku, uglavnom
po Ccetiri cveta i Cetiri lista sa razlicitih izdanaka iste jedinke. Suve casice su lepljene na papir,
dok su listovi pakovani u papirne kesice i snimljeni na lupi sa kalibracijom (Optika, Italija).
Slike su obradene 1 merene u programu Digimizer - 4.3.5 (2005-2015).

Morfometrijski karakteri lista su veoma varijabilni. Dodatnu varijabilnost unosi i
postojanje gornjih (najkracih), srednjih (nesto duzih) i donjih (najduzih) listova. Da bi
rezultati bili uporedivi 1 da bi se izbegla dodatna konfuzija oko varijabilnosti, mereni su
samo srednji listovi.

Merene su duzina (Ld) i Sirina lista (Ls), duzina od vrha lista do najsireg dela lista
(Lrndv), kao i broj Zlezdanih trihoma na licu 1xImm (Lzl) i nalifju lista 1xImm (Lzn), te
prisutvo neZlezdanih trihoma. 1z dobijenih podataka je raCunat i odnos duZine i $irine lista
(1d/8). Kod ¢asice su mereni duzina (Cd) i sirina (C8), duzina gornjih (Cdgz) i donjih zupca
(Cddz), broj Zlezdanih trihoma na spoljasnjem delu éasice 0,5x0,5mm (C%) (Slika 3.2).

Karakteri su izabrani na osnovu Silicevog (1979) kljuéa za razdvajanje pomenutih

vrsta 1 podvrsta.

Lrndns

~

6

5

4

3

2

\Ci

A A o R
g el

. e ——
3 |||||||||h|||||||||||n||||||||||||||||u|||||||||||||| 5 mm

—

I_LIIII

Slika 3.2. Mereni morfoloski karakteri; duzina (I.d) 1 Sirina lista (L), duzina od vrha lista do
najsireg dela lista (Lmdns), kao 1 broj zlezdanih trihoma na listu 1xImm (Lg), casice su
mereni duzina (Cd) i $irina (C3), duzina gornjih (Cgg) i donjih zupca (Cdy), broj Zlezdanih
trithoma na spoljasnjem delu casice 0,5x0,5mm (C9); duzi podeoci predstavljaju 1 mm na
skali za casicu
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3.3. Fitohemijski markeri

3.3.1. Izolovanje povrsinskih flavonoida (aglikona)

Povrsinski flavonoidi su izolovani sa celih suvih listova (0,5 g) prelivenih sa 12 ml
MeOH (HPLC grade, Promochem) tokom 5 min. Nakon filtracije su ostavljeni da upare do
suva na sobnoj temperaturi. Dobijeni suvi ekstrakti su rastvoreni u 1 ml MeOH i
profiltrirani kroz najlonski filter (0,45 um) u tamne vijale i cuvani u frizideru na +4°C do

HPLC analize.

3.3.2. HPLC analiza flavonoida

Za HPLC analizu je koris¢en Thermo HPLC UltiMate 3000, sa kolonom Acclaim™
PolarAdvantage II C18 (L=150 mm, r=4,6 mm, 3 um otvor). Temperatura kolone je
odrZavana na 30 °C. Flavonoidi su detektovani pomo¢i DAD detektora (UltiMate 3000).
Mobilna faza je bila gradijent tri rastvaraCa. Smesa rastvaraCa A (ddH,0O), rastvaraCa B
(MeOH) i rastavaraCa C (1% FA u ACN) je proticala stalnim protokom od 1ml/min prema
slede€em protokolu: 0-5 min (A : B: C = 90 : 0 : 10), 5-20 min gradijent (finalni odnos
A:0%, B:90%, C:10%), 20-25 min je zadrZan ovaj odnos (A : B : C = 0:90 : 10), 25-35 je
promenjen odnos u pocetni (A : B : C = 0 : 90 : 10). Ubrizgavano je izmedu 10 i 20 ul
ekstrakta. Kvantifikacija flavonoida je radena na talasnoj duzini od 340 nm. Identifikacija
flavonoida je izvrsena pomo¢i UV spektara, ali i na osnovu masa komercijalnim snimanjem
uzoraka na HPLC-DAD-MS pri istim uslovima (Jodrell Laboratory, Kew Garden, London,
UK). Relativna kvantifikacija svih flavonoida je uradena na osnovu kalibracione krive
formirane na osnovu poznatih koncentracija cirzimaritina (rastvori koncentracije 5-
100 ng/ul). Apsolutna kolicina svakog flavonoida je izraCunata poredenjem povrsina

pikova analiziranih flavonoida i standarda cirzimaritina.

3.3.3. Izolovanje n-alkana

n-Alkani su izolovani iz celih suvih listova (0,5 g) potapanjem u #-heksan (HPLC
grade, Promochem) 60 sekundi. Uzorci su profiltrirani 1 ostavljeni u digestoru da upare do

suva na sobnoj temperaturi. Zatim su eluirani sa 4 ml #-heksana kroz mini-kolonu (pipeta
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po Pasteru napunjena silika prahom prethodno aktiviranim na 120°C (Florisil® 50-100
mesh, Promochem). Dobijeni ekstrakti su koncentrovani do zapremine 0,5 ml i ¢uvan u

tamnim vijalama na +4°C do GC-FID i GC-MS analize.

3.3.4. Izolovanje etarskog ulja

Radi lakseg oslobadanja etarskog ulja — koje se kod vrsta roda Satureja nalazi u
peltatnim Zlezdanim trihomima na povrsini lista, i dobijanja veceg prinosa iz 2 do 10 g
biljnog materijala (nadzemni deo biljke, listovi, stabljike i cvetovi) je usitnjeno u
laboratorijskom blenderu (Waring 8010BU, USA). Usitnjeni materijal je preliven sa 250 ml
destilovane vode, a izolacija je radena metodom stimultane hidro-destilacije i ekstrakcije
dihlor-metanom (p.a. Alkaloid, Skoplje) Likens-Nikersonovom aparaturom (Chaintreau,
2001). Dobijena smesa ulja i dihlormetana (1 ml) je cuvana u tamnim vijalama na +4°C sve

do GC-FID i GC-MS analize.

3.3.5. GC-MS analiza etarskog ulja i alkana

Prilikom GC-FID 1 GC-MS analize koris¢en je GC sistem Agilent 7890A sa MSD
Agilent 5975C 1 FID detektorom. Temperatura injektora (Agilent 7683B) za sve analize bila
je 250°C. Injektovano je 1 pl uzorka, split odnos je bio 10:1. Noseéi gas je bio helijum pod
konstantnim pritiskom (1,0 ml/min, 210 °C). Razdvajanje je vtSeno na koloni DB-5
(Agilent 190918 — 433), duzine 30 m unutrasnjeg prec¢nika 0,25 mm i debljine filma 0,25
pum. Temperatura kolone je linearno programirana od 60 °C do 300 °C sa promenom od 3
°C/min. Temperatura FID detektora bila je 230 °C. Opseg snimanja masenih spektara

elektronske jonizacije (EI-MS; 70 eV) bio je 33-550 m/z.

Masena spektralna dekonvolucija i ekstrakcija vrSena je pomocu programa AMDIS
verzije 2.61 1 MSD Chem Station verzije E.01.00.237m. Identifikacija jedinjenja uradena je
pretragom tako dobijenih masenih spektara sa ADAMS i NIST05 komercijalnim
bibliotekama masenih spektara, kao i poredenjem sa sopstvenom bibliotekom koja sadrzi
4972 masena spektra. Dvostruka potvrda identifikacije jedinjenja dobijena je poredenjem
eksperimentalno dobijenih retencionih indeksa (RI) sa literaturnim podacima iz ADAMS

biblioteke. RI su eksperimentalno utvrdene koriséenjem standardnih metoda ukljucujudi
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retenciono vreme (tg) #-alkana, koje su injektovane neposredno nakon uzoraka pod istim
hromatografskim uslovima. Relativni udeo udeo identifikovanih jedinjenja je izracunat iz

povisine pika u GC-FID hromatogramu.

3.4. Statisticka obrada

Morfometrija

Za analizu varijanse i box-plot analize korisCeni su netransformisani podaci (10

direktno merenih i 1 izvedeni). Za multivariacione analize korisCeni su transformisani

podaci (log,,).

Flavonoidi

Iz apsolutnih koli€ina flavonoida izraCunata je relativni udeo svakog pojedinanog
flavonoida u ekstraktu, kako bi se izbegla indivudualna razlika u koli¢inama flavonoida
izmedu jedinki. U statistickim analizama je koris€ena relativna (%) zastupljenost svake
komponente izraCunata kao masa te komponente podeljena sa ukupnom masom svih

total

flavonoida identifikovanih u uzorku (m,/m,,), kako bi se utvrdili flavonoidni profili kod

svih ispitivanih uzoraka. Podaci nisu dodatno obradivani.

n-Alkani

U statistiCkim analizama su pored relativnog udela pojedinih komponenti koris€ene i

izvedene vrednosti. IzraCunata je srednja duZina lanca (IN) kao i disperzija oko nje (d),

prema formulama koje su predlozili Dodd i Afzal-Rafii (2000):

(Jednacina 1) N=Ynp,
(Jednacina 2) d=Y p/(n-N)
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Gde je n; broj ugljenika /~tog alkana, a p; njegov procentualni udeo u epikutikularnim
voskovima. Za izracunavanje N 1 4 koriS¢eni su samo alkani sa relativnim udelom veéim od

1%.

Etarska ulja

Podaci za etarska ulja nisu dodatno obradivani. Izracunat je udeo pojedinih grupa
terpena  (monoterpena, oksidovanih  monoterpena, seskviterpena,  oksidovanih
seskviterpena, diterpena), kao i drugih alifaticnih 1 aromati¢nih ugljovodonika u etarskom
ulju. Prilikom univarijantnih i multivarijantnih testova korisceni su samo podaci koji su
pokazali normalnu distribuciju na celom setu podataka i koji nisu bili visoko korelisani

(+*<0,7) i koji su imali udeo veéi od 0,1%.

Bioklimatski i orogeografski podaci

Bioklimatski parametri predstavljaju godisnje trendove (npr. srednja godisnja

temperatura ili srednja temperatura najsuvljeg kvartala), sezonalnost (npr. godisnji raspon
temperature i padavina), kao i ekstremne ili ogranicavajuée faktore (npr. najnize i najvise
temperature, najsuvlji i najvlazniji mesect itd.). Rac¢unati su na osnovu vrednosti mese¢nih
temperatura i padavina da bi se dobile varijable sa bioloskim znacajem. Period od 3 meseca
je uzet kao kvartal ili perioda.
Klimatske karakteristike lokaliteta uzorkovanih populacija su preuzete iz WorldClim seta
globalnih lejera (Hijmans i sar. 2005), i predstavljaju srednje vrednosti za 50-godisnji period.
Ekstrakcija bioklimtskih i orogeografskih parametara je izvrsena u programu DIVA-GIS
7.5 (Hijmans i sar. 2012).

Spisak bioklimatskih parametara:
BIO1 — srednja godi$nja temperatura
BIO2 — srednji dnevni opseg (srednja vrednost razlike temperaturnih minimuma 1
maksimuma u — toku meseca)
BIO3 — izotermalnost (BIO2/BIO7)*100
BIO4 — temperaturna sezonalnost (standardna devijacija * 100)

BIOS5 — najvisa temperatura najtoplijeg meseca

79



Doktorska disertacija Materijal i metode

BIOG — najniza temperatura najhladnijeg meseca
BIO7 — temperaturni opseg (BIO5-BIOOG)

BIOS8 — srednja temperatura najvlaznijeg kvartala
BIOY — srednja temperatura najsuvljeg kvartala
BIO10 — srednja temperatura najtoplijeg kvartala
BIO11 — srednja temperatura najhladnijeg kvartala
BIO12 — ukupne godisnje padavine

BIO13 — ukupne padavine u najvlaznijem mesecu
BIO14 — ukupne padavine u najsusnijem mesecu
BIO15 — sezonalnost padavina (koeficijent varijacije)
BIO16 — ukupne padavine u najvlaznijem kvartalu
BIO17 — ukupne padavine u najsusnijem kvartalu
BIO18 — ukupne padavine u najtoplijem kvartalu
BIO19 — ukupne padavine u najhladnijem kvartalu

StatistiCka obrada fitohemijskih i morfoloskih karaktera

Za svaki set podataka je uradena osnovna statistika — srednja vrednost i standardne
devijacije, histogrami, boks plot i matriks plot. Proverena je normalna distribucija podataka
(Shapiro-Wilkinson-ov  koeficijent).  Univarijantna  analiza varijanse (ANOVA) i
neparametarski testovi (Mann-Whitney, Kruskal-Wallis) su koriséeni za utvrdivanje karaktera
koji grupisu/razlikuju populacije. U slu¢aju potrebe varijable su /gg-transformisane (box-cox
transformacija, Jednacina 3) kako bi se dobila normalna distribucija. Takode, koriscena je
linearna korelacija izmedu parametara radi utvrdivanja potencijalne veze izmedu razlicitih
komponenti proucavanih fitohemijskih markera (flavonoida, alkana i etarskih ulja) i

morfoloskih karaktera.

(Jednacina 3) y=1 1

Multivariacione metode koje su koriS¢ene su: analiza glavnih komponenti (PCA),
diskriminantna analiza (DA), hijerahijska klaster analiza (HCA), kao 1 testovi kojt sluze da

ukazu na tendenciju 1 struktuiranje skupa, kao 1 odnos individua i karaktera. Testirano je
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vise klaster metoda (UPGMA, wnearest-neighbonr, Ward-ova metoda) 1 metoda racunanja
distanici (Ewuclidian, Sq. Mabalanobis, Gower), kako bi se izabrale najadekvatnije. Mantelov i
parcijalni Mantelov test su korisceni za utvrdivanje korelacije izmedu variranja karaktera i

bioklimatskih i geografskih karakteristika.

Prilikom statisticke obrade rezultata fitohemijskih i morfoloskih markera koriséeni u

Past v.3.18 (Hammer 1 sar. 2001).
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4. Rezultati

4.1. Morfometrija

4.1.1. Varijabilnost morfoloskih karaktera Satureja montana

Univarijantne analize

Analiza varijanse (ANOVA) je uradena sa svih 14 populacija vrste Satureja montana,
ukljucujuéi populacije sve tri podvrste: ssp. wvariegata (5 populacija), ssp. montana (8
populacija) i ssp. pisidica (1 populacija) (Tabela 4.1.1.1 1 Prilog Al). Takode, uzeti su u obzir
svi morfoloski karakteri, njih 12. Uradena je i post-hoc analiza (Tukey's test, P<0,05).
Pokazano je da se na svega nekoliko karaktera 1 to isklju¢ivo karaktera vezanih za casicu
(izuzev broja zlezdanih trihoma na casici), mogu diferencirati podvrste. Varijabilnost
karaktera vezanih za list je tolika da ne postoji diferencijacija izmedu taksona. Medutim, na
osnovu post-hoe testa nije bilo moguce razlikovati sve tri podvrste na osnovu ijednog od
karaktera. Na osnovu pojedinih karaktera se mogu razlikovati neke od podvrsta, npr. na
osnovu duzine 1 §irine ¢adice, odnosa duzine i Sirine casice, duzine donjih i duzine gornjih
zubaca se razlikuje podvrsta montana od druge dve podvrste. Uprkos tome, nijedan karakter

nije pokazao jasnu diferencijaciju izmedu podvrsta variegata 1 pisidica.

Tabela 4.1.1.1. Varijabilnost morfoloskih karaktera kod podvrsta . montana

ssp. ssp. g
F P mrz'egam moml‘aamz Ssp. pisidica
n=066 n=113 n=15

Duzina lista 2.4 - 142128 149 *£35 16.0=* 3.0
Sirina lista 0.7 - 29+ 0.5  3.0£1.00  3.0x0.52
List duzina/sirina 2.0 - 49109 51*x122 55%x0.7»
Razdaljina izmedu najsireg dela lista i vtha lista 0.8 - 49+120 51+15 52£12
Broj zlezdanih trihoma na licu lista 1.4 - 10.0 £3.7a 93 +£31a 89 * 37
Broj zlezdanih trihoma na nalicju lista 0.5 = 122+ 412 126 £ 470 115=% 312
Duzina c¢asice 329 #2271+ 112 37108 2.7 £0.3a
Sitina ¢asice 20.6 ek 12+ 0.4a 1402 1.1 £0.22
Casica duzina/$irina 121 ®ex 234032 27+0.6 2.6% 0.4
Duzina gornjih zubaca casice 17.7 ** 09 =* 0.4 1204 0.7%0.2a
Duzina donjih zubaca ¢asice 17.5 *x 12+ 0.52 1.6 £ 0.5 1.0 £ 0.22
Broj zlezdanih trihoma casice 2.0 - 43+t 14 47*x15 45+208

ANOVA i post-hoc test (Tukey's), *" grupe su prema post-hoc testu (P<0,05); Vrednosti su
date kao srednja vrednost + SD; *** P<(,01; - P>0,05
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Slika 4.1.1.1. prikazuje boks plotove karaktera koji su pokazali statisticki znacajnu
razliku u varijabilnosti izmedu podvrsta. Najvecu varijabilnost pokazuje ssp. variegata za
sirinu ¢asice dok najmanju varijabilnost na svim karakterima pokazuje podvrsta pisidica, sto

je verovatno posledica malog uzorka u ovoj analizi.

duzina CaSice Sirina Casice ¢asica odnos duzina/Sirina

1
o

300
? 25

variegata  montana  pisidica variegata  montana  pisidica variegata  montana  pisidica

duZina gornjih zubaca Casice duzina donjih zubaca Casice

= : =

variegata  montana  pisidica variegata  montana  pisidica

Slika 4.1.1.1. Varijabilnost morfoloskih karaktera po podvrstama . montana

Analiza varijanse (ANOVA) svih populacija vrste S. montana je pokazala statisticki
znacajno odvajanje na osnovu svih karaktera. Post-hoc test je dodatno objasnio odvajanje.
Dok karakteri ¢asice pokazuju jako odvajanje podvrsta, populacije se odvajaju na razlicite
nacine. Na primer, populacija iz Zvornika se razlikuje u odnosu na sve ostale populacije na
osnovu oblika lista (Sirine i visine najsireg dela lista) i velicine cadice i zubaca caSice.
Vodnjan se razlikuje od gotovo svih ostalih na osnovu broja zlezdanih trihoma na licu lista
1 na casici, kao 1 velicini c¢asice i duzine njenih donjih zubaca. Jadranovo se razlikuje od

nekih populacija vise na osnovu karaktera lista 1 to $irina lista i odnos duzine i Sirine lista.
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Neretva se razlikuje od ostalih na osnovu karaktera casice osim odnosa duzine i Sirine
casice, dok se Makarska 1 Zlobin razlikuju od ostalih na osnovu razdaljine izmedu najsireg
dela i vrha lista. Svi ovi rezultati govore o izuzetno velikoj varijabilnosti izmerenih karaktera
vegetativnih organa i diferencijaciji populacija na osnovu njih (uvek nekonzistentno) i

potvrduju znacaj casice kao karaktera za diferencijaciju podvrsta.

Sli¢ni rezultati se vide i na boks plotovima (Slika 4.1.1.2). Zvornik se izdvaja po Sirini
lista, razdaljini izmedu najsireg dela i vrha lista, te ostalih karaktera casice (duzini casice,
c¢adica odnos duzine i Sirine 1 donjih 1 gornjih zubaca casice). Vodnjan se razlikuje od ostalih
na osnovu veli¢ine cadice i duzine gornjih i donjih zubaca caSice kao i broja Zlezdanih
trihoma casice. Najveca varijabilnost unutar populacija je kod odnosa duzine i Sirine lista,
dakle njegovog oblika od izduzeno elipti¢cnog do izduzeno jajastog. Ostali karakteri u svim
populacijama manje-vise slicno variraju, iako su razlike na svim karakterima statisticki

znacajne.
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Tabela 4.1.1.2. Varijabilnost morfoloskih karaktera kod svih populacija S. montana

Duzina lista
Sirina lista

List
duzina/$irina
Razdaljina
izmedu najsireg
dela lista i vrha
lista

Broj zlezdanih
trihoma na licu
lista

Broj Zlezdanih
trihoma na
nali¢ju lista
Prisustvo sitnih
zlezda na listu?
Duzina casice
Sirina aice
Casica
duZina/$irina
Duzina gornjih
zubaca ¢asice
Duzina donjih
zubaca casice
Broj zlezdanih
trihoma casice

9.5
19.1

10.6

9.9

99.2
53.5

50.5

60.0

7.2

sokok

Hokok

sokok

SSp. variggata SSp. variegata

Bovec
n=14
15.7 £ 2.8v
2.8 £ 0.6v

5.0+ 2.0v

54+ 2.0v

9.4 £ 2.6v

9.4+ 2.6v

3.6 + 0.4v
1.4 £ 0.22cd

2.5+ 0.3

1.2+ 0.2v

1.6 £ 0.2

45+ 1.6v

Crnivrh
n=15
15.1 £ 3.5v
2.9 £ 0.80d

521 1.4v

51%1.5v

9.9 £ 4.1v

12.6 £ 4.7v

2.9+ 0.3v
1.4 £ 0.2acd

2.1+£0.3

1.0+ 0.2v

1.3 £ 0.2

48+ 2.1v

SSp. variegata SSp. variegala SSp. variegata ssp.

Divaca
n=7
16.0 £ 3.3v
2.7+ 0.7v

6.1 £ 1.0v

52+ 2.3v

8.3 £ 3.1v

11.4 £ 3.3v

2.8 + 0.4v
1.3 £ 0.2acd

2.1£0.3

0.8 £0.2v

1.1+ 0.2

45% 1.6v

Vodnjan
n=15
12.7 £2.2v
2.8+ 0.5v

4.7 £ 0.6%

44+ 0.7v

14.5 £ 4.9cc 72+ 31w

17.2 £ 5.0v

0.9 + 1.6¢
0.4 +£0.7°

22103

0.3 £0.5%

0.4 £ 0.6¢

3.5 £1.92bc

tana ssp. Ssp. SSp. montana Ssp. montana Ssp. ssp. ssp. ssp. pisidica

Krk Jadranovo Zlobin Sibinj Zvornik Neretva Makarska Gacko Moktine Galicica

n=15 n=13 n=15 n=15 n=15 n=10 n=15 n=15 n=15 n=15
12.8 £ 2.6v 143+ 25v 172+ 3.7v 16.0+24v 184+ 2.6v 149+ 54v 11.8+22v 150 £ 2.6v 11.5+% 25w 16.0 = 3.0¢
321 0.7 2.2+ 0.42c 3.2+ 0.8%d 29+ 0.6>d 5.0+1.0e 27%11v 27+06v 29+04v 27+05% 3.0% 0.5
41£08v 6.6£1.0F 56+£1.0v 56*14v 37x09v 57x12v 45%£08v 53+1.0v 45+0.7v 55x0.7v
43+09v 46%1.0v 56+14%e 52+09v 74154 49+19v 3.8+ 0.8>f 50+£12v 42+09v 52+ 1.2v
125 £3.5v 87%31v 11.8£33v 79+25v 62+28% 10.5+33v 8.0+4.6v 82%33v 89£37v
9.8+ 32v 155+ 47% 10.8 X 4.1v 151 1£47v 79+ 2.6v 11.2 % 14.8v 16.7 £ 4.2v 104 + 3.3v 13.0 £ 44v 115+ 3.1¢
, _ + . + + . + - -

34+06v 32+04v 32+1.0v 33+04v 51%0.7» 5.0x0.5" 34+05v 3.7+1.0v 34+03v 2.7%0.3
1.3 £0.3%d 1.4 + 0.22cd 1.4 + 0.5%d 1.4+ 0.12«d 1,5+ 0.32c 1.3+ 0.22d 1.4+ 0.22cd 1.4 + 0.32¢d 1.4 + 0.22«d 1,1 + 0.2¢
25+04 23£03 23+£04 23%+03 35+£07* 39%£05 25%£04 27+05 25+t04 2.6%04
11+03v 1.2+03v 08%*04v 11+03v 1.7+£05° 12+08 09+03v 1.1+£04v 1.0£02v 0.7£0.2v
1.6£03% 15+03v 12+04v 14+£03v 24+05" 15+0.9 12+03v 15%£05v 14027 1.0% 0.2
42+ 17v 61+£24v 46%£1.6v 55%£18v 55+22v 34F12bc 35+ 15%c 34+179abc 56+ 1.8v 4.5+ 2.0v

i post-hoc test (Tukey's), *Podebehiiy oryne su prema post-hoc testu ri cemu ¥ grupu Cine viSe slicnih odnosno razliciti

ANOVA i post-hoc test (Tukey' ,abc‘lefgh"l“g p p t-hoc testu (P<0,05), p Ygrup licnih od licitih
populacija; Vrednosti su date kao srednja vrednost = SD; masnim slovima su oznacene vrednosti koje su razlicite
Vdeskriptivni karakter koji nije koriséen u statistiCkim analizama, *** P<0,01.
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Slika 4.1.1.2. Varijabilnost morfoloskih karaktera po populacijama . montana

ssp. variegata: I-Bovec; II-Crni vrh; [II-Divaca; I17”-Vodnjan; 17-Krk; ssp. montana:
I"I-Jadranovo; I'II-Zlobin; 1V11I-Sibinj; LX-Zvornik; X-Neretva; XI-Makarska; XII-Gacko;
XIII-Mokrine; ssp. pisidica: XIT7-Galicica
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Test linearne regresije (Tabela 4.1.1.3) je pokazao da Pirsonov koeficijent korelacije
pokazuje umerenu korelaciju izmedu karaktera Sirine lista sa duzinom lista i razdaljinom
izmedu najsireg dela i vrha lista. Visoka korelacija je utvrdena izmedu duzine lista i
razdaljine izmedu najsireg dela lista i vrha lista i parametara vezanih za casicu, duzina casice
je korelisana sa Sirinom, duzina gornjih zubaca je korelisana sa duzinom donjih zubaca, a
svi ovi karakteri c¢asice su 1 medusobno visoko korelisani, Sto govori da su caSice istog
oblika. Sli¢na je situacija i kod listova gde uocene korelacije govore da su listovi izduzeno

elipti¢ni i najsiri na istom mestu.

Tabela 4.1.1.3. Linearna korelacija izmedu morfometrijskih parametara

Cd/

Id Is [Ld/§ Lendns T2 TIon  Cd  C3 §  Cgz Cdz Gz
Ld 000 000 000 004 000 000 006 001 001 000 016
Ls 0.63 000 000 003 000 000 028 000 001 000 065
Ld/s 025 -0.54 0.84 066 002 032 094 002 028 020 041
Lendns  0.80 0.67 -0.01 034 000 001 023 000 000 000 012
121 015 -0.15 003 -0.07 0.00 0.00 0.00 000 000 000 0.39
Lin 047 -053 017  -042  0.63 0.00 0.00 000 000 000 0.74
¢d 020 021 -007 018 -041 -041 0.00  0.00 000 0.00 0.00
o 013 008 001 009 -030 -0.30 0.89 0.17  0.00 0.00 0.00
Cd/s 020 031 -0.16 022 -033 -036 055 0.0 0.00 0.00 0.17
Cgz 019 020 -008 021 -034 -040 092 0.81 052 0.00  0.00
Cdz 023 024 -009 023 -037 -042 095 083 053 0.97 0.00
¢z 010 003 006 011 006 -0.02 023 033 -0.10 027 027

Ld- duzina lista; L& Sirina lista; Ld/list odnos duzina/sitina; Lmdns- razdaljina izmedu
najsireg dela lista i vrha lista; Lg/- broj zlezdanih trihoma na licu lista ; L#- broj Zlezdanih
trthoma na nali¢ju lista; Cd-duzina &adice; Cf Sirina caSice; Cd/& &adica odnos
duzina/$irina; Cgz- duzina gornjih zubaca casice; Cdz- duzina donjih zubaca casice; C# broj
zlezdanih trihoma caSice; iznad dijagonale su date P vrednosti; ispod dijagonale su dati
Pirsonovi koeficijenti korelacije R; masnim slovima su oznacene statisticki znacajne
vrednosti gde je -0,7<R>0,7.

Hijerarbijska klaster analiza (HCA)

Dendrogram dobijen HCA, baziranom na log-transformisanim prosecnim
vrednostima svih 12 analiziranih morfometrijskih karaktera (Slika 4.1.1.3.) (Euklidske
distance) pokazuje formiranje tri grupe, najudaljenija ssp. variegata a nesto blize (sli¢nije) su
ssp. montana 1 ssp. pisidica. Dendrogram baziran na svim karakterima i svim populacijama S.
montana pokazuje razlic¢ito grupisanje klada u zavisnosti od vrste distanci koje su koriscene

za izracunavanje. Zajednicko im je da svi odvajaju Vodnjan kao najudaljeniju, slican
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raspored grupa se dobija koris¢enjem kvadriranih Mahalanobisovih distanci i Gowerovih,
dok se Fuklidske distance najvise razlikuju. Medutim, nijedna ne pokazuje jasno grupisanje
podvrsta, §to govori o velikoj varijabilnosti proucavanih karaktera unutar ove vrste. Cak i
kada se uzmu samo karakteri cveta koji su se u analizi varijanse pokazali statisticki znacajni

za odvajanje populacija ovde ne daju mnogo jasniju sliku.
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Slika 4.1.1.3. Hijerarhijska klaster analiza transformisanih 12 morfometrijskih karaktera
podvrsta i populacija S. wontana

a) podvrste; b) kvadrirane Mahalanobisove distance populacija; ¢) Euklidske distance
populacija; d) Gowerove distance populacija;

V=ssp. variegata: 1-Bovec; 2-Crni vrh; 3-Divaca; 4-Vodnjan; 5-Krk; M-ssp. montana: 6-
Jadranovo; 7-Zlobin; §-Sibinj; 9-Zvornik; 70-Neretva; 77-Makarska; 72-Gacko; 73-
Mokrine; P-ssp. pisidica: 14-Galicica;

Analiza glavnib komponenti (PCA)

Varijabilnost transformisanih (logX) 12 moroloskih karaktera kod 194 individue je
analizirana koriS¢enjem analize glavnih komponenti (PCA). Prve dve ose ove analize

objasnjavaju 60,1 % ukupne varijabilnosti kada su u pitanju nekorelisane komponente, dok
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ceo set podataka objasnjava 70% ukupne varijabilnosti na istom broju osa (Slika 4.1.1.4).

Znacajan broj karaktera se pokazao kao znacajan, poput broja zlezdanih trthoma, oblika

lista, kao 1 karaktera casice. PCA pokazuje veliku varijabilnost unutar podvrsta variegata 1

montana. Takode, jasno se odvaja populacija Vodnjan sa jedne strane, i populacije Zvornik i

Neretva, sa druge strane, dok su ostale populacije preklopljene. Vodnjan se odvaja od

ostalih variegata na osnovu manjih vrednosti vezanih za caSicu i veéih za broj Zlezdanih

dlaka na licu lista, a Zvornik i Neretva upravo po vedim vrednostima za pomenute

karaktere. Ostale populacije se nalaze preklopljene oko osa, gde se podvrsta pisidica nalazi

izmedu variegata 1 montana.

Tabela 4.1.1.4. Udeo 12 morfometrijskih karaktera u prva tri vektora

Duzina lista

Sitina lista

List duzina/sirina

Razdaljina izmedu najsireg dela
lista i vrha lista

Broj zlezdanih trihoma na licu
lista

Broj zlezdanih trihoma na nali¢ju
lista

Duzina caSice

Sitina ¢asice

Casica duzina/Sirina

Duzina gornjih zubaca caSice
Duzina donjih zubaca caSice
Broj zlezdanih trihoma casice

sve komponente

PC1
0.08
0.09
-0.02

0.10

-0.20

-0.22

0.47
0.35
0.12
0.51
0.51
0.11

PC2
-0.29
-0.38
0.09

-0.39

0.38

0.55

0.12
0.23
-0.11
0.16
0.12
0.21

PC3
0.30
0.30
0.00

0.48

0.59

0.10

-0.06
0.00
-0.06
0.03
0.03
0.47

PC1
0.15
0.19
-0.06

-0.51

0.77

0.25

0.15

nekorelisane

komponente

PC2
0.03
-0.04
0.07

0.52

0.22

-0.10

0.82

PC3
0.38
0.75
-0.39

0.33

-0.09

0.12

-0.11
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Slika 4.1.1.4. Scatter plot analize glavnih komponenti (PCA)
a) sve tri podvrste i svi morfoloski karakteri; b) sve tri podvrste na osnovu nekorelisanih
karaktera; c) glavne komponente ukljucujudi korelisane; d) glavne komponente bez
korelisanih; Bovec;vCrni vth; vDivaéa; v Vodnjan; vKrk; Jadranovo; ®Zlobin;

Sibinj; ©@Zvornik; ®Neretva ®Makarska;  Gacko; ® Mokrine; * Galicica; Ld- duzina
lista; L& $irina lista; Lrndns- razdaljina izmedu najsireg dela lista i vrha lista; L/~ broj
zlezdanih trihoma na licu lista; L$#- broj Zlezdanih trihoma na nali¢ju lista; Cd-duzina
casice; C $irina casice; Cd/ & asica odnos duzina/Sirina; Cgz- duzina gornjih zubaca
Casice; Cvdz— duzina donjih zubaca casice; CV%— broj zlezdanih trihoma casice.
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(nastavak slike 4.1.1.4). Scatter plot analize glavnih komponenti (PCA)
e) sve populacije; Bovec;vCrni vrh; vDiva(‘fa; v Vodnjan; vKrk; Jadranovo;
®Zlobin;  Sibinj; @ Zvornik; ®Neretva ®Makarska;  Gacko; @ Mokrine; * Galicica

Diskriminantna analiza (DA)

Uradeno je nekoliko diskriminantnih analiza. Grupe su bile bazirane na podvrstama
(Slika 4.1.1.5.) 1 na populacijama (Slika 4.1.1.6). Prva diskriminantna funkcija objasnjava
76,9 %, dok druga objasnjava 23,1% ukupne varijabilnosti kada su u pitanju podvrste, a
nesto manje vrednosti su kada su u pitanju populacije (70,0% i 13,6%, redom). DA sa
podvrstama kao grupama je pokazala blago odvajanje podvrsta uz dosta preklapanja.
Odvajanje podvrsta je na osnovu karaktera casice. Najvise se odvaja podvrsta pisidica,
medutim, 13 jedinki podvrste variegata (od 67) 1 32 (od 113) od podvrste montana na osnovu
matrice konfuzije pripadaju drugoj podvrsti. Na primer, 8 jedinki podvrste variggata na
osnovu merenih morfoloskih karaktera (ukupnih) pripadaju podvrsti montana a 5 podvrsti
pisidica. S druge strane, 13 jedinki podvrste montana bi trebalo svrstati u podvrstu variegata a
19 u podvrstu pisidica (Tabela 4.1.1.5). Medutim, jedan od karaktera koji se navodi u
literaturi da razdvaja podvrstu pisidica od druge dve je i dlakavost stabljike, koji nije koris¢en

u ovim analizama.
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DA sa populacijama je dala zanimljive razultate slicne rezultatima sa PCA. Najvise se
odvaja Vodnjan od svih populacija variegata, a Zvornik i Neretva od podvrste montana. To
su ujedno 1 jedine populacije ovih podvrsta koje su ostale cele, tj. nijedna jedinka nije na
osnovu karaktera prebac¢ena u drugu populaciju. Ostale populacije podvrsta variegata 1
montana imaju toliku varijabilnost na izmerenim morfoloskim karakterima, da se “Setaju”
izmedu populacija, a pojedine jedinke i izmedu podvrsta (Tabela 4.1.1.6). Populacija iz
Zlobina je pokazala ubedljivo najve¢u varijabilnost, tek je 1/3 jedinki ostala karakteristicna
za tu populaciju, dok je preostalih 2/3 razmesteno u ralicite populacije sve tri podvrste.
Populacija pisidica se drzi nezavisno od ostalih, iako je pokazala na prve dve ose preklapanje
sa ostalim populacijama. Karakteri koji najvise doprinose odvajanju populacije Vodnjan, sa

jedne strane, i populacija Zvornik i Neretva sa druge, su vezani za karaktere casice.
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Axis 1
Slika 4.1.1.5. Scatter plot diskriminantne analize podvrsta S. wontana

a) sve tri podvrste; b) glavne komponente; Bovec;vCrni vrh; vDivaéa; v Vodnjan;
vKtk; Jadranovo; ®Zlobin;  Sibinj; ©Zvornik; ®Neretva ®Makarska;  Gacko;

® Mokrine; * Galicica; Cd-duzina ¢adice; Ci §irina casice; C:gz— duzina gornjih zubaca casice;
Cdz- duzina donjih zubaca casice;
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Tabela 4.1.1.5. Matrica konfuzije za diskriminantnu analizu, grupe su podvrste

variegata montana pisidica 2
variegata 54 8 5 67
montana 13 81 19 113
pisidica 0 0 15 15
2z 67 89 39 195

Tabela 4.1.1.6. Matrica konfuzije za diskriminantnu analizu, grupe su populacije

I 1 1 I1v v vl vl vl IX X XI XII XIII XIV X
1 12 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 15
1I 1 11 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 15
111 0 1 4 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 7
v 0O 0 O 15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 15
A% 0 1 0 0 12 0 0 0 0 0 0 1 1 0 15
VI 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 13
VII 0o 2 2 0 2 0 5 0 0 0 0 1 0 3 15
VIII 1 0 O 0 1 1 2 10 0 0 0 0 0 0 15
X 0O 0 O 0 0 0 0 0 15 0 0 0 0 0 15
X 0 0 O 0 0 0 0 0 0 10 0 0 0 0 10
X1 0O 0 O 0 1 0 0 0 0 0 12 1 0 1 15
XII 0O 0 O 0 2 0 2 0 0 1 1 9 0 0 15
Xy o o0 0 0 2 0 0 1 0 0 1 1 10 0 15
XIv. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 15 15
2 14 17 6 15 20 14 12 13 15 11 14 14 11 19 195

ssp. variegata: I-Bovec; II-Crni vrh; III-Divaca; I1-Vodnjan; -Krk; ssp. montana: 1/1-
Jadranovo; I7II-Zlobin; 1/1II-Sibinj; IX-Zvornik; X-Neretva; XI-Makarska; XII-Gacko;
XIII-Mokrine; ssp. pisidica: XIT7-Galicica; X - ukupno
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Axis 1
Slika 4.1.1.6. Scatter plot diskriminantne analize populacija S. wontana
a) sve populacije b) glavne komponente ; Bovec; ¥ Crni veh; ¥ Divaca; ¥ Vodnjan;
vKrk; Jadranovo; ®Zlobin;  Sibinj; @ Zvornik; ®Neretva ®Makarska;  Gacko;
® Mokrine; * Galicica; L& Sirina lista; [.d/ &list odnos duzina/Sirina; I.$/- broj zlezdanih
trihoma na licu lista; I.$%- broj zlezdanih trihoma na nalicju lista; Cd-duzina ¢asice; C&
Sirina adice; Cd/ & &asica odnos duzina/§irina;

Bioklimatski podaci

Rezultati jednostavne linearne regresione analize (Tabela 4.1.1.7) sa bioklimatskim
parametrima i nadmorskom visinom su pokazali da je svega nekoliko karaktera, uglavnom
karaktera casice, bilo u korelaciji sa bioklimatskim parametrima 1 to onim vezanim za
temperaturu (srednji dnevni opseg (BIO2), sezonskom varijabilnosti temperature (BIO4),
najvisa temperatura najtoplijeg meseca (BIO5) i raspon godisnje temperature (BIO7)).
Nijedan morfoloski karakter nije pokazao korelaciju sa nadmorskom visinom. Parametri
c¢adice pojedinacno su u korelaciji sa pripadnoscu odredenom taksonu sto ukazuje da su
primecene korelacije slucajnost, i verovatno vise govori o prostornoj distribuciji izabranih

lokaliteta ovog taksona na Balkanu.
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Tabela 4.1.1.7. Test linearne korelacije morfometrijskih karaktera i bioklimatskih
komponenti

Lrnd

Id L§ Id/§ a8 Lz Izn Cd G Cd/s Cgz Cdz Gz
ALT 02 00 02 01 -02 03 00 00 00 -01 -01 00
BIO1 04 -01 -02 03 02 03 01 01 00 00 00 00
BIO2 03 04 -02 03 -04 -04 07 04 06 07 07 0.1
BIO3 01 02 -02 01 -04 03 06 04 05 05 05 01
BIO4 04 05 01 05 02 04 06 03 06 06 07 00
BIO5 01 01 01 01 -04 02 07 08 03 07 07 02
BIO6 04 03 -01 04 03 04 03 02 -02 02 02 00
BIO7 04 04 01 04 -04 04 08 04 07 07 07 01
BIO§ 00 03 -03 02 02 -01 01 00 00 02 02 01
BIO9 04 04 00 -05 02 04 -02 -02 00 -01 -02 -01
BIO1O 03 00 -02 02 02 03 00 01 01 01 01 00
BIO11 04 -02 -01 03 02 04 -01 -02 -01 -01 -01 00
BIO12 01 -04 04 02 -01 00 01 04 -03 01 01 01
BIO13 03 05 03 04 01 02 01 03 -01 00 00 01
BIO14 03 -01 04 02 00 -01 01 02 -03 00 00 01
BIO15 04 04 01 04 00 03 01 01 01 00 -01 00
BIO16 -03 -05 03 04 01 01 01 03 -02 01 00 01
BIO17 02 -01 04 01 00 -01 01 02 -03 00 00 01
BIO18 03 00 02 03 00 -03 01 03 -02 02 02 01
BIO19 03 -04 02 04 02 02 02 02 00 01 00 00

Ld- duzina lista; L& $irina lista; Ld/“list odnos duzina/sitina; Lmdns~ razdaljina izmedu
najSireg dela lista 1 vrha lista; g/~ broj zlezdanih trihoma na licu lista ; L.g#- broj zlezdanih
trthoma na nali¢ju lista; Cd-duzina ¢&adice; Cf Sirina caSice; Cd/& &adica odnos
duzina/sirina; Cgz- duzina gornjih zubaca ¢asice; Cdz- duzina donjih zubaca ¢asice; CF broj
zlezdanih trihoma casice; masnim slovima su date statisticki znacajne vrednosti vece od 0,7.

Mantelov i parcijalni Mantelov test su uradeni kako bi se sa vecom sigurnoscéu
potvrdile dobijene korelacije (Tabela 4.1.1.8). Mantelov test sa svim morfoloskim
karakterima 1 svim bioklimatskim parametrima je pokazao statisticki znacajno odsustvo
korelacije izmedu morfoloskih podataka i bioklimatskih parametara, iako je nivo
korelisanosti porastao kada je uklonjen geografski region. Takode, nije pronadena korelacija
ni izmedu morfoloskih parametara i geografskog regiona, $to sve zajedno potvrduje da je

uocena korelacija na linearnom testu slucajna.
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Rezultati
Tabela 4.1.1.8. Rezultati Mantelovog i parcijalnog Mantelovog testa
Kvadrirane
Euklidske distance Gowerove distance Mahalanobisove
distance
R P R P R P

M+BIO 0.37 0.02 0.42 0.01 0.29 0.11
M+BIO-Geo 0.43 0.02 0.49 0.00 0.33 0.03
M+Geo -0.04 0.52 -0.05 0.52 -0.03 0.47

M-morfometrijski karakteri; BIO-bioklimatski parametri; Geo-geografski region;
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4.1.2. Varijabilnost morfoloskih karaktera Satureja kitaibelii

Univarijantne analize

Analiza varijanse (ANOVA) je pokazala da se sve tri populacije S. kitaibelii mogu
diferencirati na osnovu 9 od 12 morfoloskih karaktera. Za ovu analizu nisu korisCeni log-
transformisani podaci (Tabela 4.1.2.1). Uradena je i post-hoc analiza (Tukey's test, P<0,05).
Uocene diferencijacije nisu uvek jake, tj. mnoge od njih su na samoj granici statisticke
znacajnosti. Poganovo se razlikuje od Derdapa na 8 od 9 karaktera. Temsica od Derdapa na
2, a od Poganova na 4. U odnosu na duzinu lista i oblik liske nema razlike, ali ima razlike
kada je u pitanju Sirina lista, pa samim tim i odnos duzine i sirine. Broj zlezdanih trihoma na

caSici se ne razlikuje, ali se razlikuju ostali karakteri casice.

Tabela 4.1.2.1. Varijabilnost morfoloskih karaktera kod populacija vrste S. kitaibelii

F P Derdap Poganovo  Temsica

n=20 n=15 n=15

Duzina lista 2.2 - 17.0%+£33 17.6 £3.8° 15.7+ 29"
Sitina lista 39 o+ 36+1.0° 30%05 31+07"
List duzina/sirina 3.5 % 49+13 56+13> 51+1.0
lliisatzdaljina izmedu najsireg dela lista i vrtha 27 . 50415 63+14° 54+1.0°
Broj Zlezdanih trihoma na licu lista 9.5 #* 99+31° 72433 87126
Broj Zlezdanih trihoma na nali¢ju lista 6.8 k121 +33 94+£37° 95%36"
Prisustvo sitnih zlezda na listu - - +
Duzina casice 5.2 ¥k 40+ 0.6 34105 37408
Sirina casice 451 kek 1.6 0.2 1.2+0.2 1.4+0.3
Casica duZina/$irina 122 *= 25+0.4* 3.0x05 27=x04°
Duzina gornjih zubaca ¢asice 83 ¥k 1103 0902 1.2x+04°
Duzina donjih zubaca ¢asice 13.5 *=* 14+03 11£02 15=x04°
Broj zlezdanih trihoma casice 3.1 * 42+1.6" 49+19* 51x1.5°

ANOVA i post-hoc test (Tukey's), *>grupe su prema post-hoc testu (P<0,05); Vrednosti su
date kao srednja vrednost = SD, *** P<(,01; ** 0,01<P<0,05, *P=0,05;

b deskriptivni karakter koji nije koris¢en u statistiCkim analizama

Sli¢ni rezultati se vide i na boks plotovima (Slika 4.1.2.1). Poganovo se izdvaja na
karakterima odnos duzina i Sirina lista, broj Zlezdanih trihoma na licu lista i karakterima
vezanim za cadicu. Derdap se od ostalih razlikuje na osnovu broja Zlezdanih trthoma na

nali¢ju lista. Temsica se razlikuje po Sirini caSice. Najveca varijabilnost populacija je kod
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sirine casice. Statisticki znacajne razlike su uocljive na svim karakterima osim na duzini lista

1 razdaljini izmedu najsSireg dela lista 1 vrha lista.

Sirina lista list odnos duzina/Sirina broj zlezdanih trihoma na licu lista
Perdap Poganovo  Temsica DPerdap Poganovo TemsSica Perdap Poganovo Temsica
broj zlezdanih trihoma na nali¢ju lista duzina Casice Sirina CaSice
Perdap Poganovo TemsSica Perdap Poganovo TemsSica Perdap Poganovo TemsSica
Casica odnos duzina/Sirina duzina gornjih zubaca casice duzina donjih zubaca Casice
Perdap Poganovo Temsica Perdap Poganovo TemsSica Perdap Poganovo  TemsSica

Slika 4.1.2.1. Varijabilnost morfoloskih karaktera po populacijama S. kitaibelii

Test linearne regresije (Tabela 4.1.2.2) je pokazao da Pirsonov koeficijent korelacije
ima umerenu korelaciju izmedu karaktera Sirine lista sa duzinom lista i sa razdaljinom
izmedu najsireg dela i vrha lista, kao 1 parametara vezanih za casicu, duzina je korelisana sa
sirinom, duzinom gornjih i donjih zubaca, dok je Sirina casice korelisana sa odnosom S$irine
i duzine casice. Jaka korelacija je pokazana izmedu duzine lista i razdaljine izmedu najsireg

dela lista i vrha lista, kao i donjih i1 gornjih zubaca caSice.
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Tabela 4.1.2.2. Linearna korelacija izmedu morfometrijskih parametara i P vrednost

Id L$ Id/§ TLendns 121 Izn Cd  C8 Cd/s Cgz Cdz G2

ILd 0.00  0.99 0.00 005 0.00 026 040 090 0.05 0.04 040
Ls 0.68 0.00 0.00 036 019 066 036 010 075 059 021
Ld/s 0.00 -0.57 0.47 008 092 053 016 002 052 083 049
Lrndn$ 0.83 0.66 -0.10 0.10 0.03 0.05 013 091 0.00 0.00 0.44
Lzl -0.28  0.13  -0.25 -0.23 0.00 0.02 0.00 002 006 002 040
Lzn -041  -0.19 -0.01 -0.30 0.53 0.02 000 017 021 006 0.59
Cd -0.16  -0.06  0.09 -0.28 032 033 0.00 006 0.00 0.00 023
Cs -0.12 013 -0.20 -0.22 053 044  0.60 0.00  0.00 0.00 0.11
Cd/s -0.02  -024 034 -0.02 -0.32 -0.20 0.27  -0.61 0.19 038 041
Cgz -0.28  -0.05  -0.09 -0.40 027 018 071 042 0.19 0.00  0.44
Cdz -0.30  -0.08  -0.03 -0.44 032 027 079 054 013 092 0.99
C -0.12 -0.18  -0.10 -0.11 -0.12 -0.08 -0.17 -0.23 0.12 011  0.00

Ld- duzina lista; L& Sirina lista; Ld/“list odnos duzina/sitina; Lmdns- razdaljina izmedu
najsireg dela lista i vrha lista; [.$/- broj zlezdanih trihoma na licu lista ; L~ broj Zlezdanih
trthoma na nali¢ju lista; Cd-duzina é&asice; Cf Sirina caSice; Cd/& &adica odnos
duzina/sitina; Cgz- duzina gornjih zubaca ¢asice; Cdz- duzina donjih zubaca ¢asice; CF broj
zlezdanih trihoma caSice; iznad dijagonale su date P vrednosti; ispod dijagonale su dati
Pirsonovi koeficijenti korelacije R; masnim slovima su oznaCene statisticki znacajne
vrednosti gde je -0,7<R>0,7.

Hijerarhijska klaster analiza (HCA)

Dendrogram dobijen HCA, baziranom na logaritmovanim nekorelisanim
morfometrijskim karakterima (Slika 4.1.2.2) (kvadrirane Mahalanobisove distance) grupisao
je Temsicu i Derdap u istu kladu, a kao razlicitu je odvojilo Poganovo. Identi¢ni rezultati,
uz nesto drugacije duzine klada, dobijeni su 1 sa Gowerovim i sa Euklidskim distancama.

-5.04

-10.0

Sq. Mahalanobis Distance

-15.0

Slika 4.1.2.2. Hijerarhijska klaster analiza logaritmovanih nekorelisanih morfometrijskih
podataka sa kvadriranim mahalanobisovim distancama. 7-Derdap; 2-Poganovo; 3-
Temsica
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Analiza glavnib komponenti (PCA)

Varijabilnost proucavanih Sest nekorelisanih moroloskih karaktera kod 50 individua
je analizirana koriS¢enjem analize glavnih komponenti (PCA). Prve tri ose ove analize
objasnjavaju oko 81% ukupne varijabilnosti (Slika 4.1.2.3). Polovina kraktera je odbacena
zbog visoke korelacije izmedu sebe, preostalih 6 je koris¢eno u statistickoj analizi.
Pokazano je da su od njih Sest 4 karaktera znacajna za opisivanje ukupne varijabilnosti a tu
su $irina lista, broj zlezdanih trihoma i na licu i na nali¢ju lista i Sirina caSice (Tabela 4.1.2.3).
Na osnovu ovih 6 karaktera postoji preklapanje sve tri populacije S. kifazbelii, pri cemu je
populacija Temsica izmedu populacija Derdapa i Poganova. Ova populacija je i geografski

izmedu druge dve.

Tabela 4.1.2.3. Udeo 6 morfometrijskih komponenti u prva tri vektora analize glavnih
komponenti

PC1 PC2 PC3

Sirina lista 001  0.73 -0.07
Broj zlezdanih trihoma na licu lista 0.66 0.32  -0.05
Broj zlezdanih trihoma na nalicju lista 0.61 -0.51 -0.30
Sirina ¢asice 034 019 0.14
Casica duzina/$irina -0.16 -0.26  0.28
Duzina gornjih zubaca casice 0.23 -0.04 0.90
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Slika 4.1.2.3. Scatter plot analize glavnih komponenti (PCA)

a) populacije S. &itaibeliz; b) glavne komponente; ll Derdap; M Temsica; ' Poganovo; L
sirina lista; [.$/- broj zlezdanih trihoma na licu lista ; I$#- broj Zlezdanih trihoma na nali¢ju
lista; Ci- $irina Casice; Cd/ & ¢asica odnos duzina/$irina; Cgz- duzina gornjih zubaca casice;

Diskriminantna analiza (DA)

Grupe u diskriminantnoj analizi su bile bazirane na populacijama (Slika 4.1.2.4). Prva
diskriminantna funkcija objasnjava 87,7 %, dok druga objasnjava 12,3% ukupne
varijabilnosti kada su u pitanju populacije. DA je odvojila Poganovo kao morfoloski
najrazli¢itiju populaciju, dok postoji preklapanje izmedu Temsice i Dedrapa. Na osnovu
matrice konfuzije, dve jedinke iz Perdapa pripadaju populaciji Temsica, dok cak cetiri
jedinke (po dve) iz populacije Temsica pripadaju Dedrapu i Poganovu (Tabela 4.1.2.4). Ovo
se podudara sa rezultatima analize glavnih komponenti, gde je Temsica smeStena na scatter

plotu izmedu Dedrapa i Poganova.
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Tabela 4.1.2.4. Matrica konfuzije za diskriminantnu analizu, populacije su grupe.

Derdap Poganovo Temsica 2
Derdap 18 0 2 20
Poganovo 0 15 0 15
TemsSica 2 2 11 15
2 20 17 13 50

Poganovo

Lzn

Cs
T L

-3.00-

Axis 1 Cgz

Slika 4.1.2.4. Scatter plot diskriminantne analize

a) populacije S. ktaibeliz, b) glavni vektori; Ml Derdap; M Temsica; © Poganovo; L Sirina
lista; L.d/ slist odnos duzina/$irina; Lg/ broj zlezdanih trihoma na licu lista ; L.$z- broj
#lezdanih trihoma na nali¢ju lista ; Cd-duzina ¢asice; Ci- $irina ¢asice; Cgz- duzina gornjih
zubaca casice;
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Bioklimatski podaci

Rezultati jednostavne linearne regresione analize (Tabela 4.1.2.5) sa bioklimatskim
parametrima i nadmorskom visinom su pokazali da je samo Sirina casice u korelaciji sa
bioklimatskim podacima, i to pozitivho korelisana sa vlaznosc¢u (svi parametri vezani za
padavine) i negativno/pozitivno korelisana sa veéinom temperaturnih parametara. Dakle,
§to je veca koli¢ina padavina, to je caSica Sira. Negativha korelacija je pronadena za
nadmorsku visinu, srednju dnevnu i godisnju razliku izmedu najvise i najnize temprature,
kao 1 izotermalnost, dok je pozitivha za temperaturnu sezonalnost i srednju temperaturu
najvlaznijeg kvartala. Drugi rec¢ima, §to je temperatura vise varirala u toku dana i godine, 1
$to je biljka rasla na vecoj nadmorskoj visini, to je imala uze casice. Takode, pronadena je
negativna korelacija za duzinu donjih zubaca 1 srednju temperaturu najhladnijeg meseca 1
pozitivha sa kolicinom padavina u najsuvljem mesecu, ali ovo je verovatno slucajnost,

posto nije pokazana korelacija ni sa jednim drugim bioklimatskim parametrom.

Mantelov 1 parcijalni Mantelov test su uradeni da bi se sa ve¢om sigurnoscu potvrdile
dobijene korelacije (Tabela 4.1.2.6). Mantelov test sa svim morfoloskim karakterima 1 svim
bioklimatskim parametrima je pokazao da iako izmedu morfoloskih karaktera i
bioklimatskih parametara postoji korelacija ona nije statisticki znacajna cak ni kada su
uklonjeni geografski regioni. Takode, nije pronadena korelacija ni izmedu morfoloskih
parametara i geografskog regiona, osim kod euklidskih distanci ali ona nije bila statisticki
znacajna (R=0,89, P=0,17). Zbog koris¢enja svega tri populacije sa ogranic¢enim brojem
jedinki, ne mozemo sa sigurnoscu da uzmemo rezultate ovog testa. Povecanjem broja

analiziranih populacija bi sigurno doslo do promene u R i P vrednostima.
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Tabela 4.1.2.5. Test linearne korelacije

komponenti

Id
ALT -0.1
BIO1 0.2
BIO2 0.1
BIO3 0.1
BIO4 0.0
BIO5 0.2
BIOG6 0.1
BIO7 0.1
BIOS8 0.1
BIOY 0.3
BIO10 0.1
BIO11 0.2
BIO12 -0.1
BIO13 0.0
BIO14 -0.2
BIO15 0.0
BIO16 0.0
BIO17 -0.2
BIO18 0.0
BIO19 -0.2

-0.4
0.3
-0.4
-0.3
0.4
0.3
0.3
-0.3
0.4
-0.1
0.4
-0.2
0.4
0.4
0.3
0.4
0.4
0.2
0.4
0.3

Ld/s
0.2
0.0
0.3
0.4
-0.3
0.0
-0.2
0.4
-0.2
0.3
-0.2
0.3
-0.3
-0.3
-0.4
-0.3
-0.3
-0.3
-0.3
-0.4

Lrndn
$
0.0
0.2
0.1
0.2
0.0
0.2
0.1
0.2
0.1
0.3
0.1
0.3
-0.1
0.0
-0.2
0.0
-0.1
-0.3
-0.1
-0.2

Lzl
-0.4
0.2
-0.5
-0.5
0.5
0.2
0.4
-0.5
0.4
-0.4
0.4
-0.4
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5

morfometrijskih karaktera i bioklimatskih

Lzn
-0.5
0.4
-0.4
-0.4
0.5
0.4
0.4
-0.4
0.5
-0.1
0.4
-0.2
0.4
0.5
0.4
0.5
0.5
0.3
0.5
0.4

Cd
-0.4
0.2
0.4
0.4
0.4
0.2
0.3
-0.4
0.3
-0.3
0.3
-0.3
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4

-0.7
0.3
-0.8
-0.8
0.8
0.3
0.5
-0.8
0.7
-0.5
0.6
-0.6
0.8
0.8
0.8
0.8
0.8
0.7
0.8
0.8

Cd/s
0.5
0.2
0.6
0.6
-0.5
0.2
-0.3
0.6
-0.4
0.4
-0.4
0.5
-0.6
-0.5
-0.6
-0.5
-0.5
-0.5
-0.5
-0.6

Cgz Cdz C
0.2 -02 03
-02 01 -03
-04 05 03
-04 05 02
0.3 04 -03
-02  -01 -03
0.0 0.1 -03
-04 -05 03
0.1 02 -03

0.5 -06 00
0.1 0.1 -03
-0.5 0.6 0.1

04 05 -03
0.3 04 -03
0.5 0.6 -02
0.3 03 -03
0.3 04 -03
05 06 -01
0.3 04 -03
0.5 0.6 -0.2

Ld- duzina lista; L& Sirina lista; Ld/“list odnos duzina/sitina; Lmdns~ razdaljina izmedu

najsdireg dela lista i vrha lista; [.g/- broj zlezdanih trihoma na licu lista ; L#- broj Zlezdanih

trthoma na nali¢ju lista; Cd-duzina caSice; C&~ Sirina casice; Cd/& caSica odnos

duzina/sirina; Cgz- duzina gornjih zubaca ¢asice; Cdz- duzina donjih zubaca casice; C$ broj

zlezdanih trihoma casice; masnim slovima su obeleZene statisticki znacajne vrednosti vece

od 0,6.

Tabela 4.1.2.6. Rezultati Mantelovog testa 1 parcijalnog Mantelovog testa

M+BIO

M+BIO-Geo

M+Geo

Euklidske distance
R P
1.00 0.17
1.00 0.16
0.89 0.17

Gowerove distance

R
0.86
1.00
0.46

p
0.34
0.34
0.51

Kwvadrirane
Mahalanobisove
distance

R p
0.84 0.33
1.00 0.34
0.43 0.50

M-morfometrijski karakteri; BIO-bioklimatski parametri; Geo-geografski region;
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4.1.3. Varijabilnost morfoloskih karaktera Satureja subspicata

Univarijantne analize

Analiza varijanse (ANOVA) je pokazala da se podvrste S. subspicata ssp. liburnica i S.
subspicata ssp. subspicata mogu diferencirati na osnovu 9 od 12 morfoloskih karaktera (Tabela
4.1.3.1). Nisu sve uocene diferencijacije statisticki znacajne. Podvrste se ne mogu
razlikovati u odnosu na duzinu lista, razdaljine izmedu najSireg dela lista 1 vrha lista i broja
zlezdanih dlaka na nali¢ju lista. Mnogo jace odvajanje izmedu podvrsta je na osnovu

karaktera caSice nego na osnovu karaktera lista.

Sli¢ni rezultati se vide i na boks plotovima (Slika 4.1.3.1). Podvrsta lburnica se izdvaja
po nizim vrednostima na karakterima Sirina lista, broj zlezdanih trithoma na licu lista 1 na
casici. Podvrsta subspicata se izdvaja po nizim vrednostima na svim ostalim karakterima koji

su statisticki znacajni.

ANOVA svih 10 populacija S. subspicata je utvrdena razliku u svim merenim
karakterima. Uradena je i post-hoc analiza (Tukey's test, p<<0,05). Parametri casice uglavnom
odvajaju dve podvrste, medutim, nije bilo moguce uvek na osnovu njih odvojiti sve
populaciju. S druge strane, parametri vezani za listove, uglavnom odvajaju pojedine
populacije jedne od drugih i to bez jasnih Sablona. Na primer, na osnovu oblika lista (odnos
duzine i Sirine lista) izdvaja se Jadranovo, Crkvice 1 Niksi¢ u odnosu na sve ostale
populacije. Na osnovu S$irine lista mogu se razlikovati Divaca, Jadranovo, Zlobin, Orjen i
Crkvice. S druge strane, razdaljina izmedu najsireg dela lista i vrha lista odvaja Biokovo od
populacija Divaca i Zlobin, odnosno Crkvice od populacija Velebit, Devrske i Biokovo.
Broj zlezdanih trihoma na nali¢ju lista odvaja Divacu, Jadranovo, Biokovo i Niksi¢ od
ostalih. Broj Zlezdanih trihoma na licu lista, duzina casice, duzina gornjih 1 donjih zubaca
caSice, kao i broj zlezdanih trithoma casice izdvaja Biokovo. Sirina &asice ne odvaja Divacu,
Gacko i Niksi¢ kao $to ni odnos duzine i Sirine ¢asice ne odvaja Velebit, Devrske, Orjen i
Niksi¢. Dakle, slicno kao 1 kod vrste S. montana karakteri listova odvajaju populacije, dok
karakteri cveta podvrste, s tim da ovde izgleda postoji ipak veca diferencijacija populacija u

odnosu na vrstu S. zontana gde se ne mogu uociti bilo kakvi sabloni.
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Tabela 4.1.3.1. Varijabilnost morfoloskih karaktera kod podvrsta S. subspicata

IF P liburnica subspicata
n=75 n=46

Duzina lista 2.8 - 14.1 £ 2.6 149 £ 25
Sirina lista 19.6 29+0.6 35+08
List duzina/sirina 11.7  kx 49+0.9 43 +0.8
Razdaljina izmedu najsireg dela lista i vrha lista 1.1 = 52%1.0 54+ 1.1
Broj zlezdanih trihoma na licu lista 24,1  wkE 35+22 55120
Broj zlezdanih trihoma na nalicju lista 2.4 = 48+23 54+19
Duzina casice 79.3  ewk 60X 15 35+ 15
Sirina ¢asice 20.9 ewk 1.8 £0.5 1.3 £ 0.6
Casica duzina/$irina 487 er 34106 2.7+ 0.4
Duzina gornjih zubaca ¢asice 34,1  ckkk 1.9 £ 0.6 1.2+ 0.7
Duzina donjih zubaca casice 302 ek 28+0.8 1.8112
Broj zlezdanih trihoma casice 2L 3012 42x15

Vrednosti su date kao srednja vrednost £ SD , *** P<(,01; - P>0,05

Boks plotovi populacija svih statisticki znacajnih morfometrijskih karaktera (Slika
4.1.3.2) pokazuju slicne rezultate kao i ANOVA. Populacija Crkvice se sa visokim
vrednostima najvise izdvaja na karakterima sirina lista, odnos duzine i Sirine lista, razdaljine
izmedu najsireg dela i vrha lista, a sa niskim vrednostima za veli¢inu casice 1 duzinu zubaca
c¢adice. Divaca se izdvaja od svih ostalih po duzini lista kao i malim brojem Zlezdanih
tithoma na nalicju lista, medutim, ovaj poslednji karakter kao i veliki broj Zlezdanih trihoma
caSice, velicina caice (duzina i $irina), duzina zubaca casice je odvaja od ostalih populacija
podvrste /lburnica. Biokovo se izdvaja po razdaljini izmedu najsireg dela lista i vrha lista 1
velikoj varijabilnosti broja Zlezdanih trihoma lica 1 nalicja lista. Zlobin ima najvece vrednosti
duzine 1 Sirine casice, kao i duzine gornjih zubaca casice. Jadranovo se odvaja od ostalih po
odnosu duzine i Sirine lista i ima najveci broj zlezdanih trihoma na nali¢ju lista od svih
populacija podvrste Zburnica. Generalno podvrsta Zburnica se razlikuju od podvrste subspicata
na osnovu vecih cadica dok je obrnut slucaj sa brojem Zlezdanih trihoma casice. Najveca

varijabilnost je na karakterima duzina lista i broj Zlezdanih trihoma lista.
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$irina lista

list duzina/$irina

broj zlezdanih trihoma na licu lista

liburnica subspicata

duZina Casice

liburnica subspicata

Sirina Casice

liburnica subspicata

Casica duzina/sirina

1 ey T
liburnica subspicara liburnica subspicata liburnica subspicata

duzina gornjih zubaca Casice

duzina donjih zubaca Casice

broj zlezdanih trihoma Casice

liburnica subspieata

liburnica subspieata

liburnica subspcata

Slika 4.1.3.1. Varijabilnost morfoloskih karaktera kod podvrsta . subspicata
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Tabela 4.1.3.2. Varijabilnost morfoloskih karaktera kod populacija vrste S. subspicata

ssp. liburnica  ssp. liburnica ssp. liburnica  ssp. liburnica  ssp. liburnica ssp. subspicata ssp. subspicata ssp. subspicata ssp. subspicata  ssp. subspicata

F P Divaca Jadranovo Zlobin Velebit Deverske Gacko Biokovo Orjen Crkvice Niksi¢
n=15 n=15 n=15 n=15 n=15 n=10 n=3 n=14 n=14 n=5

Duzina lista 6.0 PPk 165+ 37v 133+ 1.6v 153 +£25v 122+ 14v 13.0 £2.2v 144 +35v 128+ 13v 141+£25v 161£27v 155%£1.7v
Sirina lista 121 %Fx 33107 231%0.5P 3.3%0.6% 2.6 £ 0.4v 31£09v 32£09% 3.0x0.6v 3.2%0.7% 43109 3.1 £0.5v
List duzina/sirina 9.7  kwk 51+£0.8v 58%1.4 47+1.1v 4.7 £ 0.6v 41+ 1.1y 45+ 11v  441£0.7v 4.6+ 1.0v 37110 5.0 £ 0.72
Razdaljina izmedu najSireg dela lista i vrha lista Sup 59+ 1.6v 50+ 09 57+ 1.1v 4.7+ 0.9v 46+ 1.0v 51%x12v 42x%0.7v 4.9 + 0.9v 6.3 £ 1.5v 54 % 1.1v
Broj zlezdanih trihoma na licu lista 14.8  Hkx 44+ 1.8v 35+25v 1.9+ 1.6v 1.9 + 1.5v 61+£27v 53+£23v 8.8%3.3f 5.6 £ 2.4v 45+ 1.7v 6.5 £ 1.5v
Broj zlezdanih trihoma na nali¢ju lista 12.0  wkx 1.9 £1.8¢d 72+ 25% 55+ 19v 5.6+ 2.0v 38+21v 53%£28Y 6.6%£29> 52+ 24v 51+£1.7% 6.7 £ 2.1bc
Prisustvo sitnih Zlezda na listu!) + + + + + + + + + +

Duzina &asice 25.6  Fwk 4.6+ 1.1v 70X 09v  6.6%29v 6.2 £ 2.1v 54+20v 41+04v 09+19% 47+1.9v 22+ 23v 3.9 £ 2.4v
Sirina ¢asice 17.5  kx 1.2+03v  1.9%0.3> 1.9+ 0.8> 1.9 £ 0.6 2.0+ 0.7>< 1.6+ 0.2v 0.3+0.5 1.8 £ 0.7bc 0.9 £ 0.9 1.5+ 0.9
Casica duzina/sirina 130 == 37+12+ 3.7+0.7 3.6% 0.5 3.4 £ 0.5v 28+ 04y 25%0.5¢ 3.6+£0.0e>6 2.7+0.6v 2.5+ 0.3 2.7+ 0.5v
Duzina gornjih zubaca ¢asice 14.7 ok 1.4 £ 0.6v 23104y 22+ 1.1v 221 09v 1.5£07v 13+05v 04£07% 1.7+19v 0.7 £0.7% 1.4+ 0.9v
Duzina donjih zubaca ¢asice 125 == 221 0.7v 33+£0.8v 29+ 1.4v 3.0% 1.1v 24+1.0v 21%£04v 0509 2.7+32v 0.9 £ 1.0v 1.8+ 1.1v
Broj Zlezdanih trihoma ¢asice 8.2  kwk 4.0 £ 2.2v 27+12v 28+ 1.7v 2.6% 1.5v 31+15v 41%£19v 1.0%0.0kd 38+ 2.1v 4.6 % 1.6v 53 £ 2.1v

ANOVA i post-hoc test (Tukey's), *>*#™ grupe su prema post-hoc testu (P<0,05), pri ¢emu ¥ grupu ¢ine vise sli¢nih odnosno razlicitih populacija;
Vrednosti su date kao srednja vrednost + SD; masnim slovima su oznaceni pripadnici jedne ili dve grupe prem post-hoc testu; *** P<0,01

Vdeskriptivni karakter koji nije koriséen u statistickim analizama
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duZina lista Sirina lista list duzina/sirina

g

L't R 3 !Ih*

I 0T I Iv yVv VIVIVII IX X ) I II OO Iv V VIVOIVII IX X I I I IV VvV VIVIIVITI IX X
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Slika 4.1.3.2. Varijabilnost morfoloskih karaktera po populacijama; I-Divaca; II-Jadranovo;
II-Zlobin; I1”-Velebit; I"-Devrske; 17I-Gacko; 1V1I-Biokovo; I'1II-Orjen; IX-Crkvice; X-
Niksi¢

Pirsonov koeficijent korelacije (Tabela 4.1.3.3) je pokazao umerenu korelaciju izmedu

karaktera Sirine lista sa duzinom lista, odnosom duzine i Sirine lista i razdaljinom izmedu

najsireg dela 1 vrha lista. Visoka korelacija je izmedu duzine casice 1 Sirine casice, kao 1
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duzine i $irine ¢asice i gornjih i donjih zubaca ¢asice. Takode, duzina gornjih zubaca casice

je jako korelisana sa duzinom donjih zubaca.

Tabela 4.1.3.3. Linearna korelacija izmedu morfometrijskih parametara i P vrednost

Lrnd

Id s 1d/§  ns Izl Izn  Cd Cs  Cd/s Cgz  Cdz Gz
Ld 000 084 000 060 000 002 000 027 001 002 000
L$ 0.65 000 000 001 001 000 000 003 000 000 0.00
Ld/s 0.02 -0.68 028 001 061 000 003 000 000 000 0.09
Lendns 082 0.61  -0.10 079 002 020 006 012 011 014 001
171 005 024 -0.22 -0.02 062 000 005 000 000 000 0.00
Lzn 031 -025 005 -022 -0.05 075 051 091 038 070 0.6
Cd 021 -038 035 -0.12 -032 0.03 0.00 001 000 000 0.08
Cs 026 -031 020 -017 -0.18 0.6 0.93 061 000 000 0.72
Cd/s 010 -020 037 014 -035 001 025 -0.05 0.00 001  0.00
Cgz 022 -036 033 -015 -035 008 091 0.82 0.7 0.00  0.08
Cdz 022 036 034 -0.14 -028 0.04 093 0.86 025 0.96 0.21
¢ 031 035 -016 024 026 -0.10 -0.16 -0.03 -029 -0.16 -0.12

Ld- duzina lista; L& Sirina lista; Ld/“list odnos duzina/sitina; Lmdns- razdaljina izmedu
najsireg dela lista i vrha lista; [.$/- broj zlezdanih trihoma na licu lista ; L.$#- broj Zlezdanih
trthoma na nali¢ju lista; Cd-duzina caSice; C¥  irina casice; Cd/5 &sica odnos
duzina/§irina; Coz- duzina gornjih zubaca caSice; Cdz- duzina donjih zubaca ¢asice; C3 broj
zlezdanih trihoma caSice; iznad dijagonale su date P vrednosti; ispod dijagonale su dati
Pirsonovi koeficijenti korelacije R; masnim slovima su oznacene statisticki znacajne
vrednosti gde je -0,7<R>0,7 .

Hijerarhijska klaster analiza (HCA)

Dendrogram dobijen HCA, baziran na svim logaritmovanim morfometrijskim
karakterima (Slika 4.1.3.3) (kvadrirane Mahalanobisove distance) grupisale su populacije u
skladu sa pripadnoséu podvrsti. Populacija Divaca podvrste S. subspicata ssp. liburnica je
dosta razlicita od svih, Jadranovo, Zlobin i Velebit ¢ine drugu grupu, dok su ostale
populacije u tre¢oj grupi. Populacija Devrske se grupisala sa podvrstom subspicata.
Populacija Biokovo, tipske podvrste, odskace od ostalih zbog veoma malog broja jedinki pa
je iskljucena iz dalje analize. Euklidske distance daju slican rezultat. Kada je 1 Bikovo u
analizi ono je najrazlicitije, bez te populacije dobija se da su Jadranovo, Zlobin i Velebit
jedna grupa, a sve ostale druga grupa. Vidimo takode, da se Divaca i Crkvice najvise

razlikuju od ostalih populacija iz svojih podvrsta.
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Slika 4.1.3.3. Hijerarhijska klaster
analiza 12 morfometrijskih karaktera
— populacije S. subspicata

a) Euklidske distance sa populacijom
Biokovo; b) Euklidske distance bez
populacije Biokovo; c¢) kvadrirane
Mahalanobisove distance

Varijabilnost proucavanih 12 morfoloskih karaktera kod 121 individue je analizirana

kori§¢enjem analize glavnih komponenti (PCA). Prve dve ose ove analize objasnjavaju oko

66% ukupne varijabilnosti (Slika 4.1.3.4). Na prvoj osi gotovo podjednako doprinose

duzina 1 $irina ¢asice, kao 1 duzina gornjih i donjih zubaca casice, dakle osnovni karakteri

Tabela 4.1.3.4. Udeo 12 morfometrijskih karaktera u prva tri vektora

analize glavnih komponenti

Duzina lista
Sirina lista
List duzina/sirina

Razdaljina izmedu najsireg dela lista 1 vrha lista

Broj zlezdanih trihoma na licu lista

Broj zlezdanih trihoma na nalicju lista

Duzina caSice
Sirina casice

Casica duzina/§irina
Duzina gornjih zubaca casice

Duzina donjih zubaca casice

Broj zlezdanih trihoma casice

PC1
-0.04
-0.10
0.07
-0.03
-0.34
0.06
0.46
0.40
0.06
0.49
0.49
-0.10

PC2
0.01

0.06

-0.03
0.00
0.83
-0.28
0.16
0.25
-0.11
0.13
0.20
0.26

PC3
-0.10
-0.09
0.00
-0.09
0.31
0.93
-0.01
0.05
-0.04
0.02
0.00
-0.05

cadice, dok je na

drugoj osi

dominantan
broj  Zlezdanih
trihoma listova i
Casice. PCA
analiza nije
uspela u

potpunosti  da
odvoiji dve

podvrste, mada
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se moze uociti diferencijacija u smislu nac¢ina na koji variraju ovi podaci. Kada pogledamo
gde su smestene populacije, vidimo da je za preklapanje subspicata i liburnica odgovorno dve

populacije - Devrske i Divaca, medutim, Divaca se odvaja po trecoj osi od obe podvrste.

PC2 7 8.6%]

PC1 [47.1%]

b)

N:k&ic -
.

Slika 4.1.3.4. Scatter plot analize glavnih komponenti (PCA)
a) podvrste; b) populacije; c) eigenvektori; A Divaca; A Jadranovo; A Zlobin; A Velebit;

Devrske; ® Gacko; € Biokovo; ® Orjen; ¢ Crkvice; € Niksi¢; L $irina lista; L3 broj zlezdanih
trihoma na licu lista; L37- broj #lezdanih trihoma na nali¢ju lista ; Cd-duzina asice; C §irina Cagice;

Cd/ & casica odnos duzina/$irina; Cgz- duzina gornjih zubaca ¢asice; Cdz- duzina donjih zubaca
casice; C# broj Zlezdanih trihoma casice.
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Diskriminantna analiza (DA)

Uradeno je nekoliko diskriminantnih analiza. Prva diskriminantna funkcija objasnjava
87,7 %, dok druga objasnjava 12,3% ukupne varijabilnosti kada su u grupe populacije. DA
gde su podvrste grupe isto nije bila u mogucnosti da na osnovu merenih morfoloskih
parametara odvoji dve podvrste (Slika 4.1.3.5). Postoji izvesno preklapanje izmedu taksona
iako ono nije narocito siroko. Matrica konfuzije je smestila svega 10 od 74 jedinke
podvrste lZburnica u grapu subspicata a svega 4 od 46 jedinki subspicata u grupu liburnica.

Rezolucija merenih karaktera nije dovoljno velika da bi se jasno odvojile podvrste.

DA, gde su populacije grupe, nije pokazala mnogo vecu rezoluciju, medutim, bolje je
odvojila odredene populacije. Divaca, Biokovo i Crkvice se odvajaju kao populacije gde su
jedinke morfoloski najrazlicitije u odnosu na ostale populacije (Slika 4.1.3.6). Divaca se
odvaja zbog manjeg broja zlezdanih trihoma na nalicju lista, Biokovo kao populacija koja
ima najvise zlezdanih trihoma na licu lista, dok se Crkvice odvajaju od svih ostalih po
manjim vrednostima svih karaktera. Ostale populacije se manje vise preklapaju, gde se
mogu odvojiti eventualno dva klastera: (1) podvrsta Jburnica (Zlobin, Velebit, Jadranovo) 1
(2) podvrsta subspicata (Niksi¢, Gacko 1 Orjen). Slicne grupe je dala HCA kada su koris¢ene
Euklidske distance sa i bez Biokova. Populacija Devrske se poklapa sa oba ova klastera.
Takode, kada ova populacija nije koris¢ena u analizi, dobija se mnogo bolje odvajanje u oba
slucaja. Tek minimalno preklapanje postoji na histogramu diskriminantne analize sa dve
podvrste, a na scatter plot-u sa svim populacijama se dobija odvajanje populacija koje
pripadaju dvema taksonima, uz jos jace odvajanje Biokova i Divace. U matrici konfuzije
vidimo da kod Devrsaka nema toliko velike varijabilnosti da bi te jedinke morfoloski
prelazile u drugu grupu (Tabela 4.1.3.5). Jedinke iz populacije Otjen su rasporedene u
nekoliko drugih populacija, pa ¢ak i podvrsta (3 su smestene u podvrstu Zburnica, 3 u druge

dve populacije subspicata).
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Frequency

o
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Discriminant

Slika 4.1.3.5. Histogram diskriminantne analize sa podvrstama S. subspicata

jedinke iz populacija S. subspicata ssp. liburnica-plavi pikovi, populacije S. subspicata ssp.
subspicata-cerveni i ljubi¢astom bojom su jedinke iz populacije Devrske koje se preklapaju

izmedu podvrsta.

Tabela 4.1.3.5. Matrica konfuzije za diskriminantnu analizu, populacije su grupe.

I 11 111 v \% VI vil  VII IX X
I 12 1 0 0 0 0 0 0 0 1
II 0 13 1 0 0 0 0 0 0 1
111 0 1 12 1 0 0 0 0 0 1
v 0 0 1 13 1 0 0 0 0 0
\% 0 0 0 0 14 0 0 1 0 0
VI 0 0 0 0 1 6 0 2 0 1
VI 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0
VIII 0 0 0 0 3 2 0 8 0 1
IX 0 0 0 0 0 1 0 0 12 1
X 0 0 0 0 0 0 0 1 0 4
2 12 15 14 14 19 9 3 12 12 10

2

14
15
15
15
15
10
3

14
14
5

120

I-Divaca; II-Jadranovo; III-Zlobin; IT”-Velebit; I"-Pevrske; 1'I-Gacko; 171I-Biokovo; 111

Orjen; IX-Crkvice; X-Niksi¢
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Slika 4.1.3.6. Scatter plot diskriminantne analize svih populacija

a) sve populacije; b) bez populacije Devrske; ¢) glavne komponente

A Divaca; A Jadranovo; A Zlobin; A Velebit;  Devrske; ¢ Gacko; ® Biokovo; € Orjen;
@ Crkvice; ® Niksi¢; Lg- broj Zlezdanih trihoma na licu lista ; L.$s- broj Zlezdanih trihoma
na nali¢ju lista ; Cd-duzina ¢asice; Ci- §irina ¢asice; Cd/ & ¢asica odnos duzina/Sirina; Coz-

duzina gornjih zubaca casice; Cdz- duzina donjih zubaca ¢asice; C3 broj Zlezdanih trihoma
cadice
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Bioklimatski podaci

Rezultati jednostavne linearne regresione analize (Tabela 4.1.3.6) sa bioklimatskim
parametrima i nadmorskom visinom su pokazali da ne postoji korelacija sa bioklimatskim
podacima. Jedine korelacije koje su pronadene su one izmedu broja zlezdanih trihoma na
nali¢ju lista s jedne i izotermalnosti (pozitivna) i kolicinom padavina u najsuvljem mesecu tj.
kvartalu (negativna), s druge strane. Ovo moze da bude slucajno, a moze i biti selektivni

uticaj sredine ka jedinkama koje imaju veci broj zlezda na povtsini listova.

Tabela 4.1.3.6. Test linearne korelacije morfometrijskih karaktera 1 bioklimatskih
komponenti

Lind ) . . ) ) )

Id Ls Ld/§ n$ Izl Izn Cd Cs Cd/s Cgz Cdz Cz
ALT 0.2 05 -04 02 0.0 0.1 -0.5 -04 -04 -04 -04 04
BIO1 -02 -03 03 -02 02 -02 03 0.3 0.2 0.2 03 -03
BIO2 -0.2 0.0 -0.1 -0.3 0.6 -0.1 -0.1 0.2 -0.4 -0.2 -0.1 0.1
BIO3 -0.2 0.1 -0.3 -0.2 0.6 -0.1 -0.3 0.0 -0.5 -0.3 -0.2 0.2
BIO4 02 -03 02 -02 -03 -01 0.5 0.3 0.4 0.3 03 -03
BIO5 -02 -04 03 -03 02 -01 0.4 0.4 0.2 0.3 03 -03
BIOG6 01 -03 03 -02 02 -01 0.4 0.3 0.3 0.2 03 -03
BIO7 -03 -03 00 -04 02 -01 0.3 04  -0.1 0.1 02 -02
BIOS 00 -02 03 -01 02 -03 02 0.1 0.3 0.1 02 -01
BIO9 -04 -02 00 -04 03 0.3 0.0 02 -03 00 0.0 0.0
BIO10 -0.2 -0.4 0.3 -0.2 0.2 -0.1 0.4 0.3 0.3 0.3 0.3 -0.3
BIO11  -0.1 -0.3 0.3 -0.2 0.2 -0.1 0.3 0.3 0.2 0.2 0.2 -0.2
BIO12 0.1 -0.1 0.3 02 -05 03 0.2 0.0 0.4 0.3 02  -0.1
BIO13 -01 -02 02 00 -03 05 0.2 0.1 0.2 0.3 03  -0.1
BIO14 0.1 02 03 02 -0.6 0.1 0.4 0.0 0.5 0.4 03 -0.2
BIO15 -03 -01 -01 -03 04 0.1 0.0 02 -03 00 0.0  -0.1
BIO16 -02 -03 03 -01 -05 05 0.4 0.2 0.3 0.5 04 -03
BIO17 0.1 02 03 02 -0.6 02 0.3 0.0 0.5 0.4 03 -02
BIO18 0.2 -0.1 0.3 0.2 -0.6 0.0 0.3 -0.1 0.6 0.3 0.2 -0.2

BIO19  -0.1 0.0 0.0 0.0 -0.1 0.5 -0.1 -0.1 -0.2 0.1 0.0 0.1
Ld- duzina lista; L& Sirina lista; [d/list odnos duzina/sitina; Lmdns- razdaljina izmedu
najdireg dela lista 1 vrha lista; L$/-~ broj Zlezdanih trihoma na licu lista; L$#- broj Zlezdanih
trihoma na nali¢ju lista; Cd-duzina casice; Ci §irina &adice; Cd/& adica odnos duzina/Sirina;
Coz- duzina gornjih zubaca casice; Cdz- duzina donjih zubaca casice; C3 broj Zlezdanih
trihoma casice; masnim slovima su obeleZene statisticki znacajne vrednosti veée od 0,06.
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Mantelov i parcijalni Mantelov test pokazali su da nema korelacije izmedu odabranih
morfometrijskih karaktera i bioklimatskih parametara, ¢ak i nakon uklanjanja regiona
(Tabela 4.1.3.7). Mantelov i parcijalni Mantelov test su pokazali slabu korelaciju izmedu
morfometrijskih  karaktera 1 geografskog regiona kada se koriste kvadirirane
Mahalanobisove distance za morfometrijske podatke. Ovo je sve verovatno posledica jako
razli¢itth populacija Divaca i Crkvice, koje odudaraju od osnovnih populacija. Kada se u
testu ne koriste populacije Divaca, Biokovo i Crkvice dobijamo visoku statistiCki znacajnu

korelaciju sa geografskim regionom (R>0,7; P<0,05).

Tabela 4.1.3.7. Rezultati Mantelovog i parcijalnog Mantelovog testa

Kvadrirane
Euklidske distance Gowerove distance Mahalanobisove
distance
R P R P R P
M+BIO 0.04 0.36 0.04 0.36 0.09 0.31
M+BIO-Geo -0.04 0.50 -0.04 0.49 -0.01 0.44
M+Geo 0.40 0.01 0.38 0.01 0.54 0.00
M+Geo* 0.70 0.04 0.70 0.02 0.73 0.02

M-morfometrijski karakteri; BIO-bioklimatski parametri; Geo-geografski region; masnim
slovima su oznacene statisticki znacajne vrednosti

* Kad se uklone Divaca, Crkvice i Biokovo
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4.1.4. Diferencijacija simpatrijskih populacija na osnovu morfoloskih karaktera

Univarijantne analize

Analiza varijanse (ANOVA) sa svim simpatrijskim populacijama je pokazala
odvajanje na osnovu svih morfoloskih karaktera, $to nije slucaj kada se pogledaju rezultati
post-hoc testa (Tabela 4.1.4.1). Recimo, za karakter razdaljina izmedu najsireg dela lista i vrha
lista, ANOVA je pokazala statisticki znacajno razlikovanje, medutim, konzervativniji
Tukey's test (P<0,05) nije pokazao statisticki znacajnu razliku izmedu bilo kojeg para
simpatrijskih taksona na proucavanim lokalitetima. Na prvom karakteru, duzina lista,
takode, ne postoji diferencijacija simparijskih taksona. Kada su karakteri lista u pitanju,
postoji razlika izmedu S. subspicata 1 S. montana sa lokaliteta Divaca (odnos duzine i Sirine
lista 1 broj zlezdanih dlaka na listu), zatim na lokalitetima Jadranovo i Zlobin se ove dve
vrste odvaja broj zlezdanih trihoma na listu. Kada su u pitanju karakteri ¢asice, na lokalitetu
Divaca je diferencijacija u odnosu na karaktere duzina casice, odnos duzine i Sirine casice,
duzine gornjih i donjih zubaca caSice. Na lokalitetu Gacko samo jedan od ispitivanih
karaktera je uspeo da odvoji dve vrste i to broj zlezdanih trthoma na nali¢ju lista. Na
lokalitetu Jadranovo i Zlobin dva taksona se odvajaju na osnovu svih ispitivanih karaktera

casice.

Boks plotovi (Slika 4.1.4.1) pokazuju slicne rezultate. Karakteri duzina, Sirina lista i
razdaljina izmedu najSireg dela i vrha lista ne pokazuju diferencijaciju izmedu simpatrijskih
vrsta 1 lokaliteta, dok ostali karakteri lista 1 caSice pokazuju odvajanje skoro svih
simpatrijskih vrsta. Simpatrijske vrste na lokalitetu Gacko pokazuju odvajanje na 5 od 12
merenih karaktera i to uglavnom vezanih za broj zlezdanih trihoma lista i veéine karaktera

¢aSice (Sirina casice, duzina donjih zubaca i broj zlezdanih trihoma casice).

118



611

Tabela 4.1.4.1. Varijabilnost morfoloskih karaktera kod simpatrijskih populacija S. montana i S. subspicata

DuZina lista

Sirina lista

List duzina/$irina

Razdaljina izmedu najsireg
dela lista i vrha lista

Broj zlezdanih trihoma na licu
lista

Broj zlezdanih trihoma na
nalicju lista

Prisustvo sitnih zlezda na
listu®

Duzina casice

Sitina ¢aice

Casica duzina/$irina

Duzina gornjih zubaca casice
Duzina donjih zubaca casice
Broj zlezdanih trihoma casice

F

3.5
9.2
9.9

2.3

34.2

40.4

40.5
12.2
23.3
28.6
29.7
12.3

P

%k
kR
%k

B

okok

kokok

koksk
k%%
koksk
k%%
kR
K%k

Divaca
S. montana S. subspicata
n=7 n=15
16.0 £ 332 16.5 £ 3.72
2.7+ 0.7 33£0.72
6.1+1.0 51%0.8
5223 59+ 1.6
8.3+ 3.1 44118
114 £33 1.9+ 1.8
- +
2.8+ 0.4 4.6+ 1.1
1.3+ 0.2 1.2+ 0.3
21103 37112
0.8*£0.2 1.4 £ 0.6
1.1+0.2 227+0.7
4.5+ 1.62 4.0 £ 2.2a

Jadranovo
S. montana 8. subspicata
n=13 n=15
143 £25 133 £ 1.6°
22*042 23%0.5>
0.6+ 1.00 58%1.4n
46*£1.00 50%09°
125+35 35%25
155+47 72%25
- +
32£04 70x09
14+02 19%+03
23103 37£07
12+03 23+04
1503 33%08
61+24 27%12

Zlobin
S. montana S. subspicata

n=15 n=15
17.2 £ 378 15.3 £ 2.5
32+08a 33x0.62
56X 1.00 47 % 1.1a
56 X142 57 x1.1a
8.7 £ 3.1 19*1.6
108+ 41 55%+19
+ +
32+1.0 6.6 29
1.4+ 0.5 1.9 +£0.8
23104 3.6 0.5
08+04 22+1.1
1.2t 04 29+ 14
46%1.6 28+ 1.7

Gacko
S. montana S. subspicata

n=15 n=10
15+ 268 144+ 35
29+ 042 32x09a
53+1.00 45+1.1a
50+ 122 5112
8.0+ 46 53+23
10.4 £33 53 %28
+ +

3. 7+1.00 4.1 x04a
14+03 1.6x0.22
2.7x 052 25=0.5
1.1 £042 13 %0.52
1.5+t 0.5 2.1 %042
34+11a 41+19

ANOVA i post-hoc test (Tukey's), * grupa je prema post-hoc testu (P<0,05); Vrednosti su date kao srednja vrednost £ SD, *** P<0,01, **

0,01<P<0,05

b deskriptivni karakter koji nije korisCen u statistiCkim analizama
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Slika 4.1.4.1. Varijabilnost morfoloskih karaktera kod simpatrijskih populacija
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Doktorska disertacija Rezultati

Hijerarhijska klaster analiza (HCA)

HCA analiza sa kvadridanim Mahalanobisovim distancama je grupisala populacije
vrste S. montana u jednu grupu, a populacije S. subspicata v drugu grupu (Slika 4.1.4.2). Iako
ne postoji konzistentnost grupisanja populacija po podvrstama, zbog jako velike
morfoloske varijabilnosti, jasno se vidi da se morfoloski veoma jasno odvajaju vrste koje

zive simpatrijski u dve odvojene klade.

@ @ @ Mg (M3 (M) (M2
L]

°
1

&
L

204

254

.30

a5

-40-

kvad. Mahalanobisove distance

Slika 4.1.4.2. Hijararhijska klaster analiza 12 morfometrijskih karaktera sa kvadriranim
Mahalanobisovim distancama; S- S. subspicata; M- S. nontana; Divaca ($7) 1 (MT); Jadranovo
(§7) 1 (M2); Zlobin (53) i (M3); Gacko (54) i (M4)

Analiza glavnib komponenti (PCA)

Varijabilnost proucavanih 12 moroloskih karaktera kod 8 simpatrijskih populacija je
analizirana koriS¢enjem analize glavnih komponenti (PCA). Prve dve ose ove analize
objasnjavaju oko 74 % ukupne varijabilnosti (Slika 4.1.4.3). PCA analiza je pronasla da je
relativno veci broj komponenti znacajan za diferencijaciju jedinki koje zive u simpatrijskim
populacijama. Vidimo da, iako postoji preklapanje izmedu nekih podvrsta, npr. subspicata 1
liburnica, to je preklapanje izmedu njihovih populacija, a da se populacije razlicitih vrsta
uvek razdvajaju. Primer je i S. montana (M06) iz Jadranova koja je na potpuno suprotnom
kraju od S. subspicata (1.06) sa istog lokaliteta. Slicna je situacija i sa populacijama iz Gackog,
S. subspicata (S12) se jasno razdvaja od S. montana (M12) uz neznatno preklapanje. Zapravo,

kada se uporedi svaki par populacija, razlikuju se ¢ak i populacije sa lokaliteta Gacko.
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Rezultati

Tabela 4.1.4.2. Udeo 12 morfometrijskih komponenti u prva tri vektora analize glavnih

komponenti

Duzina lista

Sitina lista

List duzina/$irina

Razdaljina izmedu najsireg dela lista i vrha lista
Broj Zlezdanih trihoma na licu lista
Broj zlezdanih trihoma na nalicju lista
Duzina casice

Sitina &aice

Casica duzina/$irina

Duzina gornjih zubaca caSice

Duzina donjih zubaca casice

Broj zlezdanih trihoma casice

PC1
0.00
-0.06
0.06
-0.06
0.61
0.53
-0.26
-0.08
-0.17
-0.29
-0.31
0.21

PC2
-0.10
-0.14
0.04
-0.09
-0.27
0.79
0.23

0.21

0.03

0.30
0.25
-0.13

PC3
-0.01
0.00
0.00
0.08
0.70
-0.17
0.27
0.23

0.00
0.42
0.41

0.04
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Slika 4.1.4.3. Scatter plot analize glavnih komponenti (PCA)

a) populacije; b) vrste; ¢) glavne komponente populacije; d) glavne komponente vrste
montana; Zlobin: A subspicata i
montana; L& §irina lista; Ld/ £list odnos duzina/$irina;
L%/~ broj zlezdanih trihoma na licu lista; I.$%- broj zlezdanih trithoma na nalic¢ju lista; Cd-

Divaca: A subspicata i
® montana; Gacko: ® subspicata i

duzina casice; Cs- $irina casice; Cd/ & ¢asica odnos duzina/$irina; Cgz- duzina gornjih

montana; |adranovo: Asubspicata i

zubaca casice; Cdz- duzina donjih zubaca casice; C5- broj zlezdanih trihoma casice
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Diskriminantna analiza (DA)

DA je samo potvrdila rezultate HCA 1 PCA. Jedinke se grupisu u odnosu na
pripadnost taksonu a ne u odnosu na populacije. Kada pogledamo matricu konfuzije, ima
iskakanja individua iz svojih zacrtanih morfoloskih grupa ali to nikada nije uskakanje u
drugu vrstu (viste su subspicata 1 montana), ve¢ eventualno u drugu podvrstu iste vrste (Slika
4.1.4.4). To nije neocekivano, s obzirom na izuzetno veliku morfolosku varijabilnost koja je

uoCena u svim prethodnim analizama.

s

6.0~

Axis 1

Slika 4.1.4.4. Scatter plot diskriminatne analize svih simpatrijskih populacija

a) populacije; b) glavne komponente

Divaca: A subspicata i * montana; Jadranovo: Asubspicatai ©montana, Zlobin: A subspicata i
® montana; Gacko: ® subspicata i montana; 1.5 $irina lista; L~ broj zlezdanih trihoma na
licu lista; I.gn- broj #lezdanih trihoma na nali¢ju lista; Cd-duzina ¢asice; Ci- $irina casice;
Cd/ & &asica odnos duzina/Sirina; Coz- duzina gornjih zubaca ¢asice; Cdz- duzina donijih
zubaca caSice; Cvi— broj Zlezdanih trihoma casice.
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4.1.5. Diferencijacija proucavanih taksona pomocu morfoloskih karaktera

Univarijantne analize

ANOVA je pokazala da se sva tri taksona medusobno razlikuju na osnovu svih
izmerenih morfoloskih karaktera. Medutim, post-hoc analiza je bila informativnija (Tukey's
test, P<0,05) koja je ukazala na karaktere znacajne za diferenciranje parova vrsta (Tabela
4.1.5.1). Tako se vrsta S. subspicata razlikuje od vrste S. montana na osnovu oblika lista
(odnos duzine i $irine) i na osnovu broja zlezdanih dlaka listova. Kada su u pitanju karakteri
c¢alice, 8. subspicata se razlikuje od preostala dva taksona na osnovu svih karaktera caSice.
Vrsta S. kitaibelii se razlikuje od S. montana i S. subspicata na osnovu duzine i Sirine lista, kao 1
broju zlezda na nali¢ju lista, plus duzina lista 1 razdaljina izmedu najsireg dela lista i vrha
lista (oblik) je odvaja samo od vrste S. subspicata. Jedini karakter koji je diferencirao sva tri

taksona je broj zlezdanih trihom na nalicju lista.

Sli¢ni rezultati se vide 1 na boks plotovima (Slika 4.1.5.1). Mali broj zlezdanih trihoma
na licu 1 nalicju lista najvise odvaja vrstu su#bspicata od ostalih. Takode i vece vrednosti za sve
karaktere cadice sem za broj zlezdanih trihoma odvaja vrstu S. subspicata od ostalih, dok su

vrste S. montana i S. kitaibelii jako slicne po svim karakterima.

Analiza varijanse (ANOVA) je razlikovala sve taksone na osnovu svih merenih
morfometrijskih karakteristika (Tabela 4.1.5.2). Konzervativniji post-hoc test uglavnhom nije
nasao statisticki znacajnu razliku izmedu parova taksona na osnovu morfmometrijskih
karaktera lista. Odnos duzine i Sirine lista je bio informativan za razlikovanje podvrsta S.
subspicata od podvrsta S. montana (ssp. montana, ssp. pisidica) 1 vrste S. kitaibelii. Oblik lista (tj.
razdaljina izmedu najsireg dela lista 1 vrha lista) je odvojila vrstu S. kitazbelii od podvrsta S.
montana ssp. montana 1 ssp. variegata. S druge strane, broj zlezda na listu se pokazao kao
informativni karakter za razlikovanje obe podvrste S. subspicata od svih ostalih taksona.
Karakteri ¢asice su bili najinformativniji. Posebno se S. subspicata ssp. liburnica, na veéini tih
karaktera (duzina casice, odnos duzine 1 Sirine caSice, duzina zubaca casice i broj zlezdanih
trihoma casice) razlikuje od svih osalih taksona. Na osnovu duzine donjih zubaca podvrste
S. montana ssp. montana 1 S. subspicata ssp. subspicata se razlikuju od ostalih. Dakle, karakteri
¢adice su se potvrdili kao informativni za razlikovanje podvrsta, dok su karakteri lista

uglavnom neinformativni. Ove rezultate pokazuju 1 ostali testovi.
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Rezultati

Boks plot (Slika 4.1.5.2) pokazuje slicne rezultate kao i ANOVA. Broj Zlezdanih

trithoma na licu i nali¢ju lista odvajaju podvrste vrste S. subspicata. Generalno, obe podvrste

S. subspicata se odvajaju od ostalih po vedim vrednostima za karaktere caSice, a posebno

podvrsta /burnica, sem karaktera broj zlezdanih trihoma casice gde ima najmanje vrednosti.

Medu podvrstama vrste S. montana, na vecini karaktera casice se izdvaja podvrsta montana

(po vecim vrednostima).

Tabela 4.1.5.1. Varijabilnost morfoloskih karaktera kod proucavanih vrsta

Duzina lista

Sitina lista

List duzina/$irina

Razdaljina izmedu najsireg dela lista i vtha
lista

Broj Zlezdanih trithoma na licu lista

Broj zlezdanih trihoma na nali¢ju lista
Duzina casice

Sitina ¢asice

Casica duzina/$irina

Duzina gornjih zubaca casice

Duzina donjih zubaca casice

Broj zlezdanih trihoma casice

F

11.8
3.5
6.8

9.6

130.
6
157.
6
60.3
23.1
36.3
52.6
80.4
26.3

P

k%%
k>

KRk

KK

KRk

k%

okok
ok
*kokok
kokok
ok

k%%

S. montana
n=194
14.8 £ 3.2a
3.0 £ 0.8
51%1.1a

5.0 £ 1.3

95+ 32:

124 £ 44

33+ 1.0
1.3 £0.32
2.6 = 0.6
1.0 £ 0.42
1.4 £ 0.52
4.6 £ 1.4

S. kitaibelii
n=50
16.8 £ 2.9
3.3+ 0.6>
5.2+ 0.9a

59+11

8.8+ 2.2

10.5 £ 2.8

3.7%0.5
1.4 £ 0.3
2.7 £ 042
1.1 £0.2#
1.3+£0.3
47 £ 1.2

S. subspicata
n=121
144 + 2.6
3.1£0.7%®
47%09

53%1.1=
43123

50£22

50x£19
1.6 £ 0.6
3107
1.6 £ 0.7
24+11
35+15

ANOVA i post-hoc test (Tukey's), *" grupe su prema post-hoc testu (P<0,05); Vrednosti su
date kao srednja vrednost * SD; *** P<(,01; ** 0,01<P<0,05
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duzina lista

§irina lista

list duZzina/sirina

razdaljina izmedu najsireg dela lista i vrha lista

broj zlezdanih trihoma na licu lista

. S kitaibelii S, subspicata

broj Zlezdanih trihoma na nali¢ju lista

=

aibelii S,

duzina Casice

S.montana S kitaibelii  S.subspicata

Sirina Casice

S S. kil

ibelii S.subspicata

¢adica duzina/$irina

: : ;
. i N i
S 8. kitaibelii S.subspi Ky X il Sk 5 S Bitaivelii Sonb
duzina gornjih zubaca Casice duzina donjih zubaca Casice broj zlezdanih trihoma caice
N \ g .
; 5 S Bitaibeli S-mbbiota 5 S Bt St 5 K R e

Slika 4.1.5.1. Varijabilnost morfoloskih karaktera kod proucavanih vrsta
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Tabela 4.1.5.2. Varijabilnost morfoloskih karaktera kod svih proucavanih taksona

Duzina lista

Sirina lista

List duZina/sirina

Razdaljina izmedu najsireg dela lista i vrha lista
Broj zlezdanih trihoma na licu lista
Broj Zlezdanih trihoma na nali¢ju lista
Duzina casice

Sirina ¢agice

Casica duzina/Sirina

Duzina gornjih zubaca casice

Duzina donjih zubaca casice

Broj zlezdanih trihoma casice

7

6.2

5.0

5.6

4.9
72.8
73.6
46.1
16.5
28.9
33.3
41.0
19.7

kokok

*okok

Hokok

*okok

*okk

kokok

*okk

*okk

kKoK

*okk

kokok

*okk

S. montana
SSp. variegata

n=066
14.2 £ 2,8abee
2.9 *+ 0.5%
4.9 £ 0.9abe
4.9 + 1.2
10.0 £ 3.72
12.2 £ 4.12
2.7 + 1.9z
1.2 & 0.4ad
2.3 £ 0.3
0.9 % 0.4ace
1.2 + 0.5
43t 1.4

S. montana
SSp. montana

n=113
14.9 + 3 5abede
3.0 £ 1.0abe
5.1 % 1.22
5.1 £ 1.5%
9.3+ 3,12
12.6 £ 4.72
3.7 = 0.8be
1.4 & (0.2bcd
2.7 £ 0.6b¢
1.2 & 0.4be
1.6 £ 0.5
4.7 £ 1.52

S. montana
ssp. pisidica
n=15
16.0 £ 3.02bcd
3.0 + 0.52>
5.5+ 0.72
5.2 + 1.2abe
8.9 £ 3.72
11.5 £ 3.12
2.7 £ 0.3ace
1.1 £ 0.24d
2.6 £ 0.4abc
0.7 £ 0.22¢
1.0 £ 0.22
45+ 2.00

S. kitaibelii
n=50
16.8 + 2.9bcd
3.3 + 0.6%b¢
52+ 0.9
5.9 + 1.1be
8.8 £ 2.2
10.5 + 2.82
3.7 £ 0.5b¢
1.4 £ 0.3bed
2.7 £ 0.4bc
1.1 £ 0.2b¢
1.3 & 0.3abd
4.7+ 1.22

8. subspicata
ssp. liburnica

n=75
14.1 £ 2.62be
2.9 £ 0.6%>
4.9 & (0.9abe
5.2 £ 1.02bc
35122
4.8 £ 2.3b
6.0+ 1.5
1.8 & 0.5bc
34 %0.6
1.9 £ 0.6
2.8+ 0.8
30£1.2

ANOVA i post-hoc test (Tukey's: abede grupe su prema post-hoc testu (P<0,05); Vrednosti su date kao srednja vrednost £ SD; *** P<(,01

S. subspicata
SSp. subspicata

n=46
14.9 £ 2.52bce
3.5 £ 0.8bc
4.3 £ 0.8
5.4 £ 1.12bc
55+ 2.0
5.4 £ 1.9b
3.5 & 1.5bce
1.3 £ 0.6%d
2.7 £ 0.4bc
1.2 & 0.72be
1.8 £ 1.20d
42+ 1.52
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duzina lista

Sirina lista

list duzina/§irina
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Slika 4.1.5.2. Varijabilnost morfoloskih karaktera kod proucavanih podvrsta
I-ssp. montana; 11-ssp. montana; 111-ssp. pisidica; IV-ssp. kitaibelii; V-ssp. liburnica; 1/T-ssp.

subspicata
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Hijerarhijska klaster analiza (HCA)

Dendrogram dobijen HCA, baziran na svim logaritmovanim morfometrijskim
karakterima (Slika 4.1.5.3) (kvadrirane Mahalanobisove distance) je pokazao jasno odvajanje
vesta S. subspicata od S. montana. Takode, pokazano je da su vrste S. kitaibelii 1 S. montana

slicnije.

Kvadrirane Mahalanobisove distance sa logaritmovanim morfometrijskim podacima
(Slika 4.1.5.4) pokazuju da su dve populacije S. subspicata ssp. liburnica udaljenije medusobno
nego §to su S. kitaibelii od S. montana. Morfometrija smesta S. kitaibelii u kompleks S.
montana, gde se podvrsta S. montana, variegata, izdvaja cak vise od same . kitaibelii koja je
izdignuta na nivo vrste. Ovo je posledica toga $to je S. ktazbelii postala odvojena vrsta tako
§to je geografski izolovana, dok je S. montana ssp. variegata morfoloski razlicitija od S.
montana ssp. montana. Gowerove 1 Euklidske distance (Ward-ova metoda) pokazuju jasno
izdvajanje obe podvrste S. subspicata. Medutim, Gower grupise dve podvrste, S. montana ssp.
variegata 1 S. montana ssp. pisidica, u jednu kladu a u drugu tipsku podvrstu S. wontana ssp.
montana 1 vrstu 8. kitaibelii, dok Euklidiske distance izdvajaju samo vrstu . &itaibelii, a ostale
podvrste S. montana nemaju dovoljnu rezoluciju za medusobnu diferencijaciju. Podelu
unutar samih grupa treba uzeti sa rezervom jer se odnosi samo na merene morfoloske

karaktere, koji su uzeti, pre svega, radi razgranienja unutar podvtsta, jer postoji

preklapanje areala.

v ©

751 Slika 4.1.5.3. Hijerarhijska
klaster analiza 12
morfometrijskih karaktera
sa kvadriranim
mahalanobisovim
distancama - sve vrste

kvad. Mahalanobisove distance

130



Doktorska disertacija Rezultati

@
B
>
©

029

. ® ® & A
] L. L. L'J

039 togil

044

054

06

074

084

UPGMA Gower distance

09

kvad. Mahalanobisove distance

@
=
©
B>

0 000

DOTs

Slika  4.1.5.4. Hijerarhijska  klaster
analiza 12 morfometrijskih karaktera
sve podvrste;

M- 8. montana ssp. montana; 17~ S.
montana Ssp. variegata; P- S. montana ssp.
pisidica; K-S. kitaibelii; S- S. subspicata ssp.
subspicatay 1~ S. subspicata ssp. liburnica

0250

Ward's Method: Euclidean distance

Analiza glavnib komponenti (PCA)

Analizom glavnih komponenti kod 365 individua je utrvdeno 5 morfometrijskih
karaktera koji bitno uticu na diferencijaciju individua (Tabela 4.1.5.3). Prve dve ose ove
analize objasnjavaju oko 71 % ukupne varijabilnosti (Slika 4.1.5.5). To su brojevi zlezdanih
trihoma na listu, kao i osnovni karakteri casice. Odnos duzine i Sirine caSice je imao
minimalni doprinos diferencijaciji individua. Na osnovu PCA ne postoji jasno odvajanje
ova tri taksona zbog njthovog velikog preklapanja. Vrste S. montana 1 S. subspicata imaju
jednu zonu preklapanja, dok se vrsta S. kifazbelii nalazi centralno na scatter plotu i preklapa
se sa oba taksona. Kada pogledamo istu sliku samo sa definisanim taksonima, vidimo da se
vrsta S. kitaibelii jako preklapa sa podvrstama S. montana ssp. montana i nesto malo sa ssp.
variegata 1 S. subspicata ssp. subspicata. S druge strane podvrsta S. montana ssp. pisidica je
uronjena kompletno u podvrstu S. mwontana ssp. montana 1 preklapa se i sa S. kitaibelii 1 sa
podvrstom S. montana ssp. variegata. Dve podvrste S. subspicata imaju zonu preklapanja ali se

od svih podvrsta, ove dve najvise medusobno razlikuju.
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Rezultati

Tabela 4.1.5.3. Udeo 12 morfometrijskih karaktera u prva tri vektora analize glavnih

komponenti

PC1
Duzina lista 0.01
Sitina lista 0.02
List duZina/$irina -0.01
Razdaljina izmedu najsireg dela lista i vrha lista 0.04
Broj zlezdanih trihoma na licu lista -0.47
Broj zlezdanih trihoma na nalicju lista -0.40
Duzina casice 0.39
Sirina &asice 0.26
Casica duzina/$irina 0.12
Duzina gornjih zubaca casice 0.42
Duzina donjih zubaca ¢asice 0.45
Broj zlezdanih trihoma casice -0.10

PC2
-0.04
-0.09
0.05
-0.06
0.45
0.57
0.30
0.35
-0.05
0.32
0.29
0.22

masnim slovima su date vrednosti koje odvajaju taksone.

PC3
0.23
0.31
-0.09
0.28
0.52
-0.56
0.02
0.06
-0.04
0.02
0.05
0.43
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PC2 [19.8%]
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Slika 4.1.5.5. Scatter plot analize glavnih komponenti (PCA)
a) vrste; b) podvrste; ¢) glavni vektori;
S. montana: ssp. variegata: vBovec; Vemi vrh; v Divaca; v Vodnjan; v Krk;
ssp. : @ Jadranovo; @ Zlobin;  Sibinj; © Zvornik; ® Neretva; ® Makarska;

Gacko; @ Mokrine; ssp. pisidica: * Galicica S. kitaibelii: Ml Derdap; BTemsica; [ Poganovo;
S. subspicata: ssp. liburnica: ADivaca; A Jadranovo; A 7Zlobin; A Velebit;  Devrske;
ssp. subspicata: ® Gacko; ® Biokovo; ® Orjen; ¢ Crkvice; ® Niksi¢; L& Sirina lista; L~ broj
zlezdanih trihoma na licu lista; L$#- broj zlezdanih trihoma na nalicju lista; C¥ irina ¢asice; Cd/ &
&asica odnos duzina/Sirina; Cgz- duzina gornjih zubaca ¢asice; Cdz- duzina donjih zubaca ¢aice; C3
broj zlezdanih trihoma casice.
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Diskriminantna analiza (DA)

Uradeno je nekoliko diskriminantnih analiza. Prva diskriminantna funkcija objasnjava
87,7 dok druga objasnjava 12,3% ukupne varijabilnosti kada su u pitanju vrste (Slika
4.1.5.6). DA sa vrstama kao grupama je pokazala dosta preklapanja izmedu taksona. Vrsta
S. kitaibelii se gotovo kompetno preklapa sa vrstom S. montana, a jednim delom i sa vrstom
S. subspicata. Mada, kada pogledamo matrica konfuzije, vidimo da se najveci broj jedinki S.
kitaibelii drzi svoje grupe, a svega 8 bi moglo da se smesti u S. montana grapu (Tabela
4.1.5.4). S druge strane, vidimo da jedinke S. montana imaju izuzetno izrazenu morfolosku
varijabilost koja smesta 25% indivudua u vrste S. kitaibelii i S. subspicata. Kod vrste S.
subspicata ubedljivo najvedi broj jedinki ostaje u svojoj grupi, dok svega 11 od 120 je

morfoloski dosta razli¢ito i priblizava se drugim dvema vrstama.

Axis 2

Axis 1

Slika 4.1.5.6. Scatter plot diskriminatne analize svih vrsta

a) sve vrste; b) glavni vektori

S. montana: " Bovec; VCrni vth; ¥ Divaca; v Vodnjan; v Krk; @ Jadranovo; @ Zlobin;
Sibinj; @ Zvornik; ® Neretva; ® Makarska;  Gacko; @ Mokrine; * Galicica;

S. kitaibelii: Ml Derdap; Ml Temsica; | Poganovo; S. subspicata: ADivaca; A Jadranovo;

A Zlobin; A Velebit;  Devrske; ® Gacko; ® Biokovo; ® Orjen; ¢ Crkvice;® Niksi¢; Ld-

duzina lista; L./ broj zlezdanih trhoma na licu lista; Lg7- broj zlezdanih trihoma na nalicju

lista; Cd-duzina ¢asice; Cgz- duzina gornjih zubaca ¢asice; Cdz- duzina donjih zubaca ¢asice;
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Tabela 4.1.5.4. Matrica konfuzije za diskriminatnu analizu, gde su vrste grupe

montana  kitaibeli  subspicata b
montana 147 39 9 195
Fkitaibeli 8 42 0 50
subspicata 9 2 109 120
X 164 83 118 365

Na matrici konfuzije (Tabela 4.1.5.5) vidimo da se podvrste S. montana ssp. pisidica i S.
subspicata ssp. liburnica drze kao najbolje grupe, potom sledi S. montana ssp. variegata kod koje
je vecina jedinki ostala u toj grupi. Kod podvrste S. montana ssp. montana je najveéa
varijabilnost i one se nalaze u svim grupama. Vrsta S. kifaibelii i podvrsta S. subspicata ssp.
subspicata uglavhom ostaju u svojim grupama, uz po neku jedinku koja prelazi u druge
grupe. Ovo sve samo potvrduje dosadasnje rezultate o izuzetno velikoj morfoloskoj
varijabilnosti ovih taksona, gde je podvrsta S. montana ssp. montana smestena u centar svih

obradenih taksona.

Tabela 4.1.5.5. Matrica konfuzije za diskriminatnu analizu, grupe su taksoni

variegata montana pisidica kitaibeli liburnica subspicata z
variegata 40 14 7 0 0 6 67
montana 14 52 20 21 3 3 113
pisidica 0 1 13 1 0 0 15
kitaibeli 0 8 4 38 0 0 50
liburnica 0 0 0 0 66 8 74
subspicata 2 6 0 1 5 32 46
2 56 81 44 61 74 49 365

DA, gde su grupe $est proucavanih takosna, pokazala je gotovo identicne rezultate
kao i prethodna (Slika 4.1.5.7). Najvise se odvajaju obe podvrste S. subspicata uz izvesno
preklapanje. Podvrsta S. montana ssp. montana se pozicionirala na sredini, tako da se ona
preklapa sa svim ostalim podvrstama, a svaka druga podvrsta se preklapa sa njom i sa jos
po nekom drugom podvrstom. Najmanje preklapanja ima . subspicata ssp. liburnica, koja se
preklapa delimi¢no sa podvrstama S. subspicata ssp. subspicata i S. montana ssp. montana.
S. montana ssp. variegata se najvise odvaja od svih S. montana ali se 1 preklapa sa podvrstama
S. subspicata ssp. subspicata, S. montana ssp. pisidica 1 montana, kao 1 sa vrstom S. kitaibelii.
S. montana ssp. pisidica je kompletno preklopljena sa podvrstama S. wontana i dobrim delom
sa S. kitaibelii. Najvise se izdvaja kod . subspicata ssp. subspicata jedinka sa Orjena S564.06, a

kod . montana ssp. variegata to je individua iz Vodnjana SMV46.01.
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7.5

6.0

Axis 2

b) Axis 1

Slika 4.1.5.7. Scatter plot diskriminantne analize

a) svi taksoni; b) transformisani podaci; ¢) glavni vektori;

S. montana: ssp. variegata: vBovec; VCrni vrh; ¥ Divaca; A\ Vodnjan; v Krk;

ssp. : © Jadranovo; ® Zlobin;  Sibinj; © Zvornik; ® Neretva;, ® Makarska;
Gacko; @ Mokrine; ssp. pisidica: * Galicica; S. kitaibelii: Ml Derdap; MTemsica;
Poganovo; S. subspicata: ssp. liburnica: ADivaca; A Jadranovo; A Zlobin; A Velebit;

Devrske; ssp. subspicata: ® Gacko; ® Biokovo; ¢ Orjen; Crkvice; ® Niksié; Ld/ &list

odnos duzina/$irina; I3/~ broj zlezdanih trihoma na licu lista; L$7- broj Zlezdanih trihoma na

nali¢ju lista; Cd-duzina ¢asice; Cgz- duzina gornjih zubaca ¢asice; Cdz- duzina donjih zubaca

casice;
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4.2. Flavonoidi
4.2.1. Sastav flavonoida kod proucavanih vrsta roda Satureja

Pronadeno je ukupno 11, a identifikovano 10 flavonoida na povrsini listova kod
proucavanih vrsta roda Saturga (Tabela 4.2.1.1). U prilogu B1-6 su dati LC-MS
hromatogrami i UV i MS spektri izolovanih flavonoida. Jedino su kod populacija S.
subspicata ssp. subspicata bili prisutni svi, dok se kod druge dve vrste u zavisnosti od

populacije broj jedinjenja kretao od 5 do 10 (§. montana) i od 7 do 10 (8. kitaibelii).

Identifikovan je jedan flavanon, dok su sva ostala jedinjenja bili flavoni, najbrojniji su

dvostruko supstituisani hidroksi i trostruko susptituisani sa metoksi grupama (Slika 4.2.1.1).

Podvrste S. montana imaju razlicite dominantne komponente, tipska podvrsta ima
najvedi udeo citzimaritina, ssp. variegata 5,6-diOH-7,3'4'-triMe flavona a ssp. pisidica
ksantomikrola. Populacije S. &itaibelii u najve¢em procentu imaju ksantomikrol, osim kod
jedne populacije koja ima cirzimaritin. Profil flavonoida kod . swbspicata ssp. liburnica se
odlikuje najveéim udelom ksnatomikrola skoro 60%. Medutim, kod populacija tipske
podvrste, gde su pronadeni svi flavonoidi, njihova zastupljenost je do 25%, pri ¢emu je kod

svake populacije razlicita glavna komponenta.

Tabela 4.2.1.1. LC-DAD retenciona vremena, HPLC UV absorpcioni maksimumi i podaci

APCI-masenog spektra za povrsinske flavonoide kod proucavani vrsta roda Sazureja

Naziv flavonoida Hemijska . T1p . R: (min) UV Ainax MH*

formula jedinjenja (LC-DAD) (nm) (m/z)
1 564-triOH-7,3-diOMe CiHuO;  flavon 18,11 289, 345 331

2 Neidentifikovano jedinjenje flavon 18,56 283,341

3 5,6,4-ttiOH-7,8,3-triOMe (timonin) CisHicOg  flavon 18,77 289, 346 361
4 54-diOH- 6,7-diOMe Ci7H160¢  flavanon 19,08 289, 340 317
5 5,6-diOH-7,3’ 4-triOMe CisHis0O7  flavon 19,23 280, 342 345
6 ?éi'f;‘tggzgg(f)*ﬁOMe CisHiOs  flavon 19,69 278,350 361
7 54-diOH-6,7-diOMe (citzimaritin) ~ C;7H14Os  flavon 20,28 275, 334 315
?;Jggglg;iieg’fwMe CiHisOs  flavon 20,61 280,341 375
8 5-diOH-6,7,8-triOMe (ksantomikrol) CisHisO7  flavon 20,95 280, 332 345
11 5-OH-6,7,8,4"-tetraOMe (gardenin B) CipoHisO;  flavon 21,55 283,330 359
10 5-OH-6,7,4"-ttiOMe (salvigenin) CisHi6Og  flavon 22,35 276, 332 329
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1 5,6,4'-triOH-7,3'- 3 Timonin 4 5,4'-diOH-6,7-
diOMe oH © diOMe-flavanon

OH O

o
2 ~
HsC
TNo o

OH

7 Cirzimaritin

o~

o
“CH,

8 8-metoksicirzilineol 9 Ksantomikrol 10 GardeninB

11 Salvigenin Slika 4.2.1.1. Hromatogram sa identifikovanim flavonoidima
1 njihove strukturne formule.
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4.2.2. Varijabilnost povrsinskih flavonoida kod Satureja montana

Univarijantne analize

Matriks plot (Slika 4.2.2.1) pokazuje veliku varijabilnost svih komponenti, a sa druge
strane uzorkovano je po nekoliko individua po populaciji, sto moze da ukazuje na to da su
statisticki znacajna odvajanja slucajnost, medutim, i takav rezultat potvrduje veliku

varijabilnost povrsinskih flavonoida kod vrste S. mwontana.

EE
|

Slika 4.2.2.1. Matriks plot

ssp. variegata: I-Bovec; II-Crni vrh; I11-
Divaca; IT”-Vodnjan; 1"-Krk;

ssp. montana: V'I-Jadranovo; 1/1I-Zlobin;
V111-Sibinj; IX-Zvornik; X-Neretva; XI-
Makarska; XII-Gacko; XIII-Mokrine;
ssp. pisidica: XI17-Galicica,

1- 5,6,4'-triOH-7,3'-diOMe; 2- ND, 3-
Timonin; 4- 5,4'-diOH-6,7-diOMe-
flavanon; 5- 5,6-diOH-7,3'4'-triMe flavon;
6- Cirzimaritin; /- Ksantomikrol; §-

P 8-metoksicirzilineol; 9- Salvigenin; 70-
Gardenin B

i

<

-
]

S

L.
imllli

S

Analiza varijanse (ANOVA) je uradena sa svih 14 populacija vrste Satureja montana,
ukljucujudi populacije sve tri podvrste (Tabela 4.2.2.1). Pokazano je znacajno razlikovanje
izmedu sve tri podvrste na osnovu 8 od 10 flavonoida. Jedino se ne mogu razlikovati na
osnovu koli¢ina timonina i salvigenina. Uradena je dosta konzervativnija post-hoc analiza
(Tukey's test, P<0,05), koja je pokazala da se najvise razlikuje podvrsta pisidica od druge dve
podvrste. Podvrsta pisidica se od druge dve podvrste razlikuje na osnovu flavonoida 1, 7, 8 1
10, dok se dodatno razlikuje od podvrste variegata na osnovu komponenti 2 (ND) i 4 (5,4'-
diOH-6,7-diOMe-flavanona). Ne postoji nijedan flavonoid na osnovu kojeg se razlikuje
samo od podvrste montana, dok se podvrsta variegata razlikuje od druge dve na osnovu dva
flavonoida (5,0-diOH-7,3'4"-triMe flavona i cirzimaritina). Matriks plot pokazuje da se
svega 2 komponente nalaze u tragovima, dok se ¢ak 4 komponente nalaze u nesto vecem

udelu u profilu. Distribucija flavonoida pokazuje veliku varijabilnost unutar populacija.

139



Doktorska disertacija

Rezultati

Tabela 4.2.2.1 Procentualna zastupljenost flavonoida kod svih proucavanih podvrsta S.

montana

O 00 1O\ Utk WD -

5,6,4'-triOH-7,3'-diOMe

ND

Timonin

5,4'-diOH-6,7-diOMe-flavanon
5,6-diOH-7,3'4'-triMe flavon

Cirzimaritin
Ksantomikrol

8-metoksicirsilineol

Salvigenin

10 Gardenin B
ANOVA i post-hoc test (Tukey's), “> grupe su prema post-hoc testu (P<0,05); Procentualne
zastupljenosti flavonoida su date kao srednja vrednost = SD; tri najvece vrednosti su

obeleZene masnim slovima; *** P<(,01; ** 0,01<P<0,05; * P=0,05

F P

0.3 *kx
6.0 *kx
22 -
33 *
16.1 FFF
6.8 *kx
17.7 HFk
7.3 kkx
1.6 -
11.7 FF*

SSp. variegata
n=17
12.0 £ 6.3
13.7 £ 7.52
17.0 £ 9.9=
03£1.12
37.6 £11.7
6.1 %41
6.1 £11.02
0.1 £0.4
33+ 212
3.8£1.9

SSp. #ontana
n=25
751712
7.2% 9.1
18.0% 18.02
1.4 £ 2.8
17.5 * 15.02
22.11+19.42
13.7 £ 11.1»
0.3£0.8
53 1 4.8
6.8 £5.3

SSp. pisidica
n=9
1.0£1.9
3.2+ 40b
6.7+ 6.4
2.8 +3.1b
10.8 £ 10.92
21.9 £ 10.62
34.4 £ 14.0
15217
43+ 1.1»
13.5+7.2

ANOVA je pokazala statisticki znacajnu diferencijaciju svih populacija S. montana na

osnovu 9 od 10 komponenti (Tabela 4.2.2.2). Uglavnom se Hrvatske populacije podvrste

montana ne razlikuju od podvrste variegata, osim po neke populacije na pojedinim

flavonoidima. Jako se izdvajaju populacije Zvornik, Neretva i Gacko, u odnosu na sve

ostale. Jedino se populacija podvrste pisidica odvaja od velike vecine populacija podvrsta

variegata 1 montana, na osnovu nekoliko flavonoida, pre svega 5,6,4'-triOH-7,3'-diOMe i

ksantomikrola.
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Tabela 4.2.2.2. Procentualna zastupljenost flavonoida prisutnnih kod svih prouc¢avanih populacija vrste S. montana

SSp. variegta

SSp. variegta

SSp. variegta

SSp. variegta

SSp. variegta

SSp. 70ntana

F P Bovec Crni vrh Divaca Vodnjan Krk Jadranovo
n=3 n=3 n=4 n=3 n=4 n=3
1 5,0,4"-triOH-7,3'-diOMe 255 K 7.4 £ 2.1abe 15.2 + 8.8q 14.9 * 6.3+> 13.6 £ 3.520 9.0 £ 7.3abc 14.9 * 6.5+
2 ND 245  *xx 18.7 £ 9.7v 18.1 + 5.3v 10.9 + 4.3v 10.7 £ 2.1v 11.9 + 11.4~ 223 £7.4v
3 Timonin 21.4  Hxx 16.4 £ 3.52bc 19.3 + 11.92bc 16.5 + 11.2abc 28.8 * 2,3qbd 7.5 £ 5.5%¢ 11.4 + 3.6ebc
4 5,4'-diOH-6,7-diOMe- 253 wkk _a _a _a _a 11420 _a
flavanon
5 5,6-diOH-7,3'4-triMe flavon 31.6  ***  44.6 + 10.42bc 28.2 £ 9.4v 41.1 + 10.5v 36.6 £ 6.9 36.8 £ 17.4v 27.6 £ 8.3v
6 8-metoksicirziliol 46.0 kX - - - - - -
7 Cirzimaritin 8.71 Ak 4.2 £ 1.5 8.2 + 5.6 0.0 £ 2.7 2.5 % 0.9 8.7 £ 5.3 13.3 = 0.6+
8 Ksantomikrol 305  Fxx 1.6 £ 1.42bc 5.0 £ 4.0v 3.8 £1.5v 2.9 £ 0.3 14.9 £ 22.2v 52, I 2o
9 8-metoksicirzilineol 293 wkX - - - 0.2 £ 0.4 0.4 £0.8 -
10 Salvigenin 1.02 - 3.5 £ 0.6 2.6 £ 0.5% 35 3t 2,14 1.6 £ 0.2 4.8 & 3.6%bc 2.2 £ 0.8»
11 Gardenin B 41.0 ok 3.7 £ 0.5%¢ 3.4 £0.6%0¢ 3.4 £ 1.0%c 3.2 £ 1.1abc 5.2 & 3.6%¢ 3.0 £ 0.93b¢
nastavak tabele 4.2.2.2 SSp. montana  SSp. montana — SSp. montana — SSp. montana  SSp. montana — SSp. montana — SSp. montana SSp. pisidica
F P Zlobin Sibinj Zvornik Neretva Makarska Gacko Mokrine Galicica
n=3 n=3 n=3 n=4 n=3 n=3 n=3 n=9
1 5,6,4'-triOH-7,3'-diOMe 25.5 *** 133 £ 3.62> 15.1% 3.9 -ac -ac 10.1 * 2.62bc -ac 9.2 £2.0%c 1.0% 1.9
2 ND 245 **  17.0£6.3% 140 * 5.1v = = 3.7+ 1.8v = 28 £2.6v 32%4.0v
3 Timonin 214 »& 17.9 £ 1.72bc 29,7 £ 12.4abd -ac 4.2 + 8.5« 45.8 £ 8.5bd -ac 39.7 £ 8.4bd (.7 £ 6.4
4 SH-AOHGTdOMe g 5 1o - - - 4.7 £ 3.8 - 51+ 3.2 - 2.8 3.1
flavanon
f]f‘;(c)]LOHJﬁ 4-ide 31.6 ¥ 346+ 2.0v 263X 4.9v -bde 12.7 £ 20.5v 15 X 8.5v -bde 25.1 £11.8~ 10.8 = 10.9v
6 8-metoksicirziliol 46.0 H*x =2 =2 . . 1.8 £3.2# =2 =2 .
7 Cirzimaritin 871 ** 50 £ 22 52+2.6d  49.2 % 3.1 33.6 £10.4>d 8.6 % 7.2:d 50.0*12.6>c 8.1 £ 6.2¢d 21.9 £ 10.62d
8 Ksantomikrol 30.5 ** 3.6 E 1.6v 39109v 241%6.6v 21.8%£82v 92+106v 301%9.9% 9.4 +f8.5v :15:30;_:
9 8-metoksicirzilineol 29.3 Hxk -2 0.4 £0.8 0.9 £ 1.6 -2 -2 1.0+ 1.7 -2 1.5+ 1.7»
10 Salvigenin 1.02 - 2.5 £ 1.4 21104  11.0£6.0bc  11.3 £ 53k 23F03> 63 % 34 371 £ 0.3%c 43+ 1.12bc
11 Gardenin B 41.0 *#=*  6.0%£53%c 331 0.80b 14.8%£ 53> 11.7£4.8bc 35+ 1.1abc 7.5+ 3.9abc 26+ 0.72c 13.5 £ 7.20bc

DIIDL5IP DYS0750(]

ANOVA i post-hoe test (Tukey's), abedetfghi orupe su prema post-hoc testu (P<0,05); pti ¢emu ¥ oznacava da se populacija nalazi u vise od tri grupe;
Procentualne zastupljenosti flavonoida su date kao srednja vrednost £ SD; najveée vrednosti su obelezene masnim slovima ; ** P<0,01; **
0.01<P<0.05: * P=0.05
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Hijerarhijska klaster analiza (HCA)

Dendrogram dobijen HCA, baziranom na prosecnom udelu svih 10 flavonoida (Slika
4.2.2.2), je pokazao razlicite rezultate u odnosu na to koje su distance koris¢ene. Euklidske
distance daju prednost razlikovanja podvrste wvariegata od ostalih, dok i Gowerove i
kvadrirane Mahalanobisove daju prednost razlikovanju podvrste pisidica. Ako se obrati
paznja na vrednosti, vidi se da su srednje vrednosti za podvrstu mwontana za gotovo svaku
komponentu intermedije rne u odnosu na podvrstu variegata, tako da ovi rezultati nisu

neocekivani.
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084

Dendogram dobijen HCA analizom kod svih populacija (Slika 4.2.2.3) ne pokazuje
jasno grupisanje populacija po podvrstama. Zbog malog broja individua po populaciji nije
bilo moguce uraditi sa kvadriranim Mahalanobisovim distancama. Situacija je nesto jasnija
kada spojimo geografski bliske populacije u meta-populacije/regione, i to populacije Bovec,
Crni Vrh 1 Divaca u meta-populaciju SLO, populacije Vodnjan i Krk u meta-populaciju
ISTRA, populacije Jadranovo, Zlobin i Sibinj u grupu SENJ, populacije Zvonik i Neretvu u
grupu BIH, populacije Makarsku i Mokrine u MNE, te populaciju Galic¢icu u MK. Tada

dobijamo geografsku distribuciju. Meta-populacije Slovenija i Istra se grupisu zajedno.
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Njima je najslicnija geografski im najbliza podvrsta montana iz grape SEN]. Podvrsta pisidica
se odvaja, ali se grupise blize kontinentalnim populacijama podvrste wontana iz meta-
populacija Bosna i MNE. Ukoliko pak prebacimo Makarsku u grupu SEN]J, onda nam se
opet pokazuje geografsko grupisanje, s tim da se sada populacija podvrste pisidica priblizava
jadranskim populacijama, dok se izdvajaju meta-populacije Bosna i Crna Gora. Ovi
rezultati pokazuju da su geografski blize populacije slicnije. Euklidske distance i Gower
grupisu kontinentalne populacije u jednu granu, populacije ISTRA, SEN]J i SLO na drugu, a
populacije Mokrine i Makarsku (MNE) u trecu, prave neke 3 grupe. Populacije Zvornik i
Gacko su jako slicne, njima je najslicnija Neretva kao 1 Galicica. Makarska i Mokrine su
jako slicne. Kvadrirane Mahalanobisove distance prave takode, 3 grupe, sa opcijom
constrain se vidi podela na kontinentalne grupe (MK, BiH i MNG) i primorske (SENJ,
ISTRA i SLO).
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Slika 4.2.2.3. Hijerarhijska klaster analiza 10 flavonoida populacije S. montana
a) kvadrirane Mahalanobisove distance bez constrain opcije; b) kvadrirane Mahalanobisove

distance sa constrain opcijom
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Analiza glavnib komponenti (PCA)

Varijabilnost sastava proucavanih 10 povrsinskih flavonoida kod 51 individue je
analizirana koris¢enjem analize glavnih komponenti (PCA). Prve dve ose PCA objasnjavaju
oko 82 % ukupne varijabilnosti (Slika 4.2.2.4). Medutim, analiza glavnih kompnonenti je
pokazala da svih 10 komponenti doprinosti diferencijaciji individua, a ne podvrsta. Podvrste
variegata 1 pisidica imaju najmanju varijabilnost, dok varijabilnost podvrste wontana prekriva
skoro celokupnu varijabilnost druge dve podvrste. Takode, analiza glavnih komponenti
ukazuje na specijalizaciju. Pojedine populacije podvrste montana koje rastu dublje u
kontinentu (Neretva, Zvornik, Gacko) su se priblizile podvrsti pisidica, a populacije koje su

severno 1 blize obali (Jadranovo, Zlobin) su se prblizile podvrsti variegata.

Diferencijaciji najviSe doprinose 4 komponente, na Sta su ukazale i ANOVA i
matriks plot, medutim, ni ostale se ne mogu zanemariti.

PCoA analiza (Gowerove distance) je dala iste rezultate (Slika 4.2.2.5). Podvrsta
montana varira koliko druge dve podvrste zajedno. Rezultati ove analize objasnjavaju

poklapanje Euklidskih 1 Gowerovih distanci u hijerahijskoj analizi (HCA).

Tabela 4.2.2.4. Udeo 10 povrsinskih flavonoida u prva tri vektora

PC1 PC 2 PC3
1 5,6,4'-triOH-7,3'-diOMe -0.21 -0.07 -0.08
2 ND -0.22 0.23 -0.05
3 Timonin -0.33 -0.81 -0.12
4 54'-diOH-6,7-diOMe-flavanon 0.05 0.02 0.09
5 5,6-diOH-7,3'4'-triMe flavon -0.53 0.52 0.07
6 Cirzimaritin 0.51 0.13 -0.72
7 Ksantomikrol 0.48 -0.07 0.64
8  8-metoksicirzilineol 0.01 0.01 0.02
9  Salvigenin 0.08 0.03 -0.04
10 Gardenin B 0.15 0.04 0.20
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Tabela 4.2.2.5. Matrica konfuzije za diskriminantnu analizu, grupe su populacije S. wontana
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ssp. variegata: I-Bovec; II-Crni vrh; III-Divaca; I1/-Vodnjan; V-Krk; ssp. montana: 1/1-
Jadranovo; I1I-Zlobin; 1/1II-Sibinj; IX-Zvornik; X-Neretva; XI-Makarska; XII-Gacko;

XIII-Mokrine; ssp. pisidica: XI17-Galicica; 2-ukupno
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Slika 4.2.2.4. Scatter plot analize glavnih komponenti (PCA) S. montana
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Slika 4.2.2.5. Scatter plot (PCoA) S. montana

a) sve tri podvrste; b) sve populacije; v Bovec;vCrni vrh; vDivaéa; v Vodnjan; vKrk;
Jadranovo; @Zlobin;  Sibinj; @ Zvornik; ®Neretva ®Makarska;  Gacko; ® Mokrine;

* Galicica

Diskriminantna analiza (DA)

Uradeno je nekoliko diskriminantnih analiza. Prva diskriminantna funkcija objasnjava

oko 67 % dok druga objasnjava oko 32 % ukupne varijabilnosti kada su u pitanju podvrste.

Diskriminantna analiza je uspela da odvoji sve tri podvrste uz izvesno preklapanje (Slika
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4.2.2.6). Matrica konfuzije je smestila sve individue podvrste variegata u tu podvrstu, sem 1
koja prelazi u podvrstu montana, takode, smestila je 1 vecinu jedinki iz podvrste pisidica u tu
podvrstu (1 u podvrstu variegata a 2 u podvrstu montana). Najvise jedinki iz podvrste montana
se pronaslo u druge dve podvrste (6 u podvrsti variegata a 1 u podvrsti pisidica). DA je, za
razliku od prethodnih analiza, uspela da pronade tri komponente koje najvise doprinose
odvajanju taksona i to ksantomikrol, cirzimaritin i 5,6-diOH-7,3'4"-triMe flavon.
Medutim, kada su grupe bile populacije DA nije uspela da pronade komponente koje
najvise doprinose njihovom odvajanju. Diskriminantna analiza je pokazala bolje odvajanje
populacija u odnosu na PCA, ali se taksoni ne grupisu jasno kao na DA gde su grupe
taksoni (Slika 4.2.2.6), zbog veceg broja jedinki koje su se pronasle van svojih populacija,
$to ukazuje da populacije nisu dobre grupe. Matrica konfuzije je pokazala da su samo
jedinke iz populacija Bovec, Zvornik, Neretva i Gacko ostali u svojim grupama, dok su se
ostale jedinke uglavnom drzale svojih grupa, po jedna jedinka iz populacija Crni vrh,
Divaca, Vodnjan 1 Krk su se pronasli u podvrsti montana, isti broj jedinki iz populacija
Zlobin 1 Mokrine se se nasle u podvrsti variegata. 1z populacije Galic¢ica (podvrsta pisidica)
dve jedinke su otisle u druge dve podvrste (Tabela 4.2.2.5). Populacije podvrste montana
Jadranovo, Zlobin i delimi¢no Sibinj se mesaju sa populacijama podvrste variegata. Dok su
se ostale populacije podvrste montana podelile na dve grupe, populacije koje rastu dublje u
kontinentu (Zvornik, Neretva i Gacko) su se priblizile podvrsti pisidica a populacije
Makarska i Mokrine su se izdvojile na svoju stranu.

Kada se transformisu podaci (log(x+1)) samo se podvrsta pisidica odvaja jasnije od

ostalih taksona. Sli¢na situacija je sa transformisanim podacima kada su grupe populacije.
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Slika 4.2.2.6. Scatter plot (DA) S. montana

a) sve podvrste; b) glavni vektori; ¢) sve populacije; d) glavni vektori; Bovec; ¥ Crni vrh;
vDivaéa; v Vodnjan; vKrk; Jadranovo; ®Zlobin;  Sibinj; @ Zvornik; ®Neretva;
@®Makarska; Gacko; @ Mokrine; * Galicica

U slucaju gde su grupe regije koje su dobijene na osnovu kvadriranih Mahalanobisovih
distanci iz hijerarhijske klaster analize, samo jedna jedinka iz regije Istra izlazi iz populacije,

dok se ostale lepo preklapaju sa ostalim regijama (Slika 4.2.2.7). Prva regija bi bila Alpsko-
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Istarsko-Rijecka (Crni vrh, Bovec, Divaca, Vodnjan, Krk, Jadranovo, Zlobin i Sibinj), druga
regija je HercegovaCko-Crnogorska i populacija Makarska (Zvornik, Neretva, Gacko,
Mokrine) 1 treéa regija je Makedonska gde je populacija Galicica kod ove regije dve jedinke
vuku ka drugoj regiji jedna ka prvoj regiji. Ovi rezultati pokazuju da je ukrstanje izmedu

podvrsta jako izrazeno.

Vv T T
1 ISTRA ]

Axis 2

Aois 1

Slika 4.2.2.7. Scatter plot (DA) regije prema HCA kvadriranim Mahalanobisovim
distancama S. montana

SLO: Bovec;vCrni vth; vDivaéa; ISTRA: ¥ Vodnjan; vKrk; SENJ: @ Jadranovo;
®Zlobin;  Sibinj; BOSNA: @ Zvornik; ®Neretva; MNE: ®Makarska; Gacko; @ Mokrine;
MK: * Galicica

Bioklimatski podaci

Rezultati jednostavne linearne regresione analize (Tabela 4.2.2.6) sa bioklimatskim
parametrima 1 nadmorskom visinom su pokazali da skoro ne postoji korelacija sa
bioklimatskim podacima. Nijedan flavonoid nije bio u korelaciji sa nadmorskom visinom.
5,6,4'-triOH-7,3"-diOMe je pokazao negativnu korelaciju sa nekoliko temperaturnih
parametara (BIO2, BIO3 1 BIO7) a ND2 sa dva parametra vezana za padavine (BIO14 1
BIO17). Ksantomikrol je pozitivho korelisan sa izotermalnoscu (BIO3) a salvigenin sa
razlikom najvise i najmanje temperature (BIO7). Medutim, i ovi rezultati mogu da budu

posledica slucajnosti.
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Mantelov i parcijalni Mantelov test su pokazali da nema korelacije izmedu profila

flavonoida 1 bioklimatskih podataka (R<0,6, P<0,05), jo$ je manja korelacija kada se ukloni

geografski region, ¢ak se gubi i statisticki znacaj (Tabela 4.2.2.7). Test je, takode, pokazao

umerenu statisticki znacajnu korelaciju (R=0,6, P<0,01) geografskog regiona i flavonoida

na oba seta distanci flavonoida (Euklidske 1 Gowerove distance). Ovako niska geografska

korelacija govori o jakom protoku gena izmedu populacija ili tek skorijoj izolaciji

populacija. Uprkos velikoj varijabilnosti profila flavonoida izmedu jedinki ne postoji

selekcija hemotipova prema bioklimatskim parametrima.

Tabela 4.2.2.6. Test linearne korelacije povrsinskih flavonoida . montana 1 bioklimatskih

komponenti

1 11 111 v \Y VI VII VIII IX
ALT -0.5 -0.3 -0.4 0.3 -0.4 0.3 0.6 0.4 0.0
BIO1 0.4 0.1 0.4 -0.2 0.3 -0.3 -0.5 -0.4 0.0
BIO2 -0.7 -0.4 -0.5 0.4 -0.5 0.6 0.6 0.3 0.5
BIO3 -0.7 -0.5 -0.4 0.4 -0.5 0.5 0.6 0.4 0.3
BIO4 -0.2 -0.1 -0.4 0.0 -0.1 0.4 0.0 -0.1 0.6
BIO5 -0.1 0.0 -0.1 0.0 -0.1 0.2 0.0 -0.1 0.3
BIOG6 0.5 0.2 0.5 -0.3 0.4 -0.4 -0.5 -0.4 -0.1
BIO7 -0.6 -0.4 -0.5 0.3 -0.4 0.6 0.4 0.2 0.6
BIOS 0.4 0.3 0.2 -0.5 0.4 -0.2 -0.6 -0.3 0.0
BIO9 -0.1 -0.2 0.2 0.2 -0.2 0.0 0.1 0.0 0.0
BIO10 0.4 0.1 0.3 -0.2 0.2 -0.2 -0.4 -0.4 0.1
BIO11 0.4 0.1 0.4 -0.2 0.2 -0.3 -0.4 -0.4 0.0
BIO12 0.4 0.5 0.2 -0.1 0.5 -0.4 -0.5 -0.4 -0.1
BIO13 0.3 0.2 0.3 0.0 0.3 -0.3 -0.3 -0.4 -0.1
BIO14 0.5 0.6 -0.1 -0.2 0.4 -0.2 -0.5 -0.3 -0.2
BIO15  -0.2 -0.3 0.3 0.2 -0.2 -0.1 0.2 0.0 0.0
BIO16 0.4 0.3 0.3 0.0 0.3 -0.3 -0.4 -0.4 -0.1
BIO17 0.5 0.6 -0.1 -0.2 0.5 -0.3 -0.5 -0.3 -0.2
BIO18 0.4 0.6 -0.1 -0.3 0.5 -0.3 -0.5 -0.3 -0.1
BIO19 0.0 -0.1 0.2 0.2 -0.1 0.0 0.0 -0.2 0.1

X
0.5
-0.4
0.6
0.5
0.2
0.0
-0.5
0.6
-0.4
-0.1
-0.3
-0.4
-0.5
-0.4
-0.4
0.0
-0.4
-0.4
-0.4
-0.1

1-5,6,4'-triOH-7,3'-diOMe; II-ND; III-Timonin; IT/-54'-diOH-6,7-diOMe-flavanon; 17-5,6-
diOH-7,3'4'-triMe flavon; 1VI-Cirzimaritin; ["II-Ksantomikrol; 11II-8-metoksicitzilineol;
IX-Salvigenin; X-Gardenin B; masnim slovima su oznacene statisticki znacajne vrednosti

vece od 0,0.

Tabela 4.2.2.7. Mantelov i parcijalni Mantelov test
Euklidske distance ~ Gowerove distance

R p R p
FL+BIO 0.27 0.04 0.32 0.03
FL+BIO-Geo 0.05 0.32 0.10 0.22
FL+Geo 0.55 0.00 0.58 0.00

FI-profil povrsinskih flavonoida; BIO-bioklimatski parametri; Geo-geografski region

151



Doktorska disertacija

Rezultati

4.2.3. Varijabilnost povrsinskih flavonoida kod Satureja kitaibelii

Univarijantne analize

Matriks plot pokazuje odvajanje populacije Poganovo na osnovu 5,6-diOH-7,3'4'-

triMe flavon, a populacija Temsica se izdvaja na osnovu 5,4'-diOH-6,7-diOMe-flavanon i

salvigenina (Slika 4.2.3.1). Cirzimaritin i ksantomikrol uz gardenin B su jedini flavonoidi

koji imaju znacajniju zastupljenost kod ove vrste.

Slika 4.2.3.1. Matriks plot S. kztaibelii
I-Perdap; 1I-Poganovo; III- Temsica; 1-
ND; 2- Timonin, 3- 5,4'-diOH-6,7-
diOMe-flavanon; 4- 5,6-diOH-7,3'4'-
triMe flavon; 5- 8-metoksicirziliol; 6-
Cirzimaritin; /- Ksantomikrol; §- 8-
metoksicirzilineol; 9- Salvigenin; 70-
Gardenin B

Analiza varijanse (ANOVA) je uradena sa 3 populacije vrste Satureja kitaibelii (Tabela

4.2.3.1). Analiza je pokazala znacajno razlikovanje izmedu sve tri populacije na osnovu 7 od

10 flavonoida. Medutim, konzervativnija post-hoc analiza (Tukey's test, P<0,05) je pokazala

da kod svega 5 od tih 7 povrsinskih flavonoida postoiji razlika izmedu populacija. Populacija

Temsica se od ostale dve populacije razlikuje na osnovu 5,4'-diOH-6,7-diOMe-flavanona i

gardenina B. Dok se populacija Derdap od ostalih odvaja na osnovu cirzimaritina i

salvigenina. Populacija Poganovo se od ostalih razlikuje samo po ksantomikrolu.
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Tabela 4.2.3.1. Procentualna zastupljenost flavonoida prisutnih kod . &itaibelii

F P
1 ND 3.3 *
2 Timonin 0.9 =

3 54'-diOH-6,7-diOMe-flavanon  26.3 ***
4 5,6-diOH-7,3'4'-triMe flavon 23 -

5 8-metoksicirziliol 3.8 **
6 Cirzimaritin 142 kk*
7 Ksantomikrol 6.9 FEE
8 8-metoksicirzilineol 2.9 -
9 Salvigenin 8.8  wHE
10 Gardenin B 0.7 Rk

Derdap
n=10

0.1 £0.3"
0.7+12°
41+£1.0°
0.7+ 15
1.1+ 1.8
41.7£94
33.5+5.4°
1.2+ 2.0
2.7%0.6
14.2 £ 5.7

Poganovo
n=10

1.1£1.8
0.6 1.9
27 £2.6
3.6 6.7
21.1 +£10.3*
43.7 £ 11.9
34%39°
59 % 2.6
18.0 £ 5.3

Temsica
n=11

a

a

123+ 48
0.1x04
23.7£8.7°
31.2+5.7°
09 £ 1.3
6.7+ 2.9
25.1%6.2

ANOVA i post-hoc test (Tukey's), *" grupe su prema post-hoc testu (P<0,05); Udeli flavonoida
su dati kao srednja vrednost = SD; tri najveée vrednosti su oznacene masnim slovima; ***

P<0,01; ** 0,01<P<0,05; * P=0,05

Hijerarbijska klaster analiza (HCA)

Dendrogram dobijen HCA, baziranom na prosecnom udelu svih 10 povrsinskih

flavonoida

(Euklidske distance, Gowerove i kvadrirane Mahalanobisove distance)

pokazuju formiranje dve grupe, (Slika 4.2.3.2). Kvadrirane Mahalanobisove i Gowerove

distance izdvajaju populaciju Poganovo kao najrazlicitiju dok su Temsica i Derdap sli¢nije.

Medutim, Fuklidske distance izdvajaju Derdap kao najrazlicitiji a grupise TemsSicu i

Poganovo.

Euklidske distance

kvad. Mahalanobisove distance

Goweove distance

Slika 4.2.32. Hijerarhijska

klaster

analiza 10 flavonoida kod populacija

S. kitaibelii,

1-Derdap; 2-Poganovo; 3-Temsica
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Analiza glavnib komponenti (PCA)

Varijabilnost sastava proucavanih 10 povrsinskih flavonoida kod 31 individe je
analizirana koriS¢enjem analize glavnih komponenti (Slika 4.2.3.3). Uradena je analiza sa
svim podacima, prve dve ose ove analize sa svim podacima su objasnile 87,6 %. Cetiri
komponente (5,4'-diOH-6,7-diOMe-flavanon, cirzimaritin, ksantomikrol i gardenin B) su
zasluzne za odvajanje na prve dve ose. Ostale komponente minimalno doprinose

diferencijaciji individua.

Tabela 4.2.3.3. Udeo 10 povrsinskih flavonoida u prva tri vektora

PC1 PC2 PC3
1 ND 0.01 0.02 -0.19
2 Timonin 0.04 0.00 -0.13
3 54'-diOH-6,7-diOMe-flavanon -0.09 -0.50 0.13
4 5,6-diOH-7,3'4'-triMe flavon 0.03 0.05 -0.73
5  8-metoksicirziliol 0.04 0.01 0.03
6  Cirzimaritin 0.84 0.10 0.35
7  Ksantomikrol -0.39 0.74 0.33
8  8-metoksicirzilineol -0.03 0.08 -0.17
9  Salvigenin -0.10 -0.08 0.01
10  Gatrdenin B -0.35 -0.43 0.37

Tabela 4.2.3.4. Matrica konfuzije za diskriminantnu analizu, populacije S. &itaibelii su grupe

Derdap  Poganovo  Temsica z
Derdap 10 0 0 10
Poganovo 1 9 0 10
Temsica 2 0 9 11
b 13 9 9 31
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r T
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375

ksantomikrol

b)

cirzimaritin

gardenin B »
5,4'-diOH

25

6,7-diOMe-flavanon

Slika 4.2.3.3. Scatter plot analize glavnih komponenti (PCA) svih 10 povrsinski flavonoida

a) populacije S. kitaibelii, b) glavni vektori; Ml Derdap; M Temsica;

Diskriminantna analiza (DA)

Poganovo;

Uradeno je nekoliko diskriminantnih analiza. Prva diskriminantna funkcija objasnjava

54,5 %, dok druga objasnjava 45,5% ukupne varijabilnosti kada su u pitanju populacije

S. kitaibelii. DA je pokazala nepotpunu diferencijaciju populacija (Slika 4.2.3.4). Uradene su

DA sa svim i sa nekorelisanim podacima, pri ¢emu je jasnije odvajanje bilo kada su

kori§¢eni svi podaci. Jedna idnividua iz populacije Poganovo i dve iz populacije Temsica ne

mogu da se smeste u svoje grupe (Tabela 4.2.2.4). Ovi rezultati ukazuju da su populacije

skorije odvojene ili da postoji i dalje protok gena.
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cirzimaritin
a) b)
3.754
ksantomikrol - 5,4’-diOH-6,7-diOMe-flavanon
gardenin B Dierdeo

DA2

Poganovo

-1.50 3 o

-2.25+ -

-3.00~

DA1

Slika 4.2.3.4. Scatter plot analize glavnih komponenti (DA)
a) glavni vektori; b) populacije S. &itaibeli;; Ml Derdap; M Temsica; [ Poganovo;

Bioklimatski podaci

Linearna korelacija izmedu bioklimatskih parametara i povrsinskih flavonoida
pokazuje umerenu i statisticki znacajnu korelaciju izmedu cirzimaritina i velike veéine
izmerenih parametara (Tabela 4.2.2.5). Takode, 5,4'-diOH-06,7-diOMe-flavanon je u
umerenoj negativnoj korelaciji sa nekoliko bioklimatskih parametara vezanih za
temperaturu (BIO1, BIO5, BIO9Y i BIO11). Korelacije koje se javljaju kod gardenina B i
salvigenina su posledica visokih i umerenih korelacija sa 5,4'-diOH-6,7-diOMe-flavanonom

1 citzimaritinom.

Mantelov i parcijalni Mantelov test su pokazali da iako pojedine komponente
pokazuju bioklimatsku zavisnost, ukupni profil nije korelisan sa svim bioklimatskim
parametrima jer nijedna od ovih korelacija nije bila statisticki znacajna (Tabela 4.2.3.6). Ovo
moze biti posledica toga $to je analizirano samo tri populacije, ali moZe ukazivati i na

skoriju genetic¢ku izolaciju ovih populacija.
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Tabela 4.2.3.5. Test linearne korelacije povrsinskih flavonoida . &itaibelii 1 bioklimatskih

komponenti
I
ALT 0.2
BIO1 0.1
BIO2 0.3
BIO3 0.4
BIO4 -0.3
BIO5 0.1
BIOG6 0.0
BIO7 0.4
BIOS -0.1
BIOY9 0.4
BIO10 -0.1
BIO11 04
BIO12 -0.3
BIO13 -0.3
BIO14 -04
BIO15 -0.2
BIO16 -0.3
BIO17 -04
BIO18 -0.3
BIO19 -04

1I
-0.2
0.2
0.0
0.0
0.1
0.2
0.2
0.0
0.2
0.2
0.2
0.1
0.1
0.1
0.0
0.1
0.1
-0.1
0.1
0.0

111
0.4
-0.7
-0.1
-0.3
-0.1
-0.7
-0.5
-0.2
-0.4
-0.7
-0.5
-0.6
0.0
-0.2
0.3
-0.2
-0.1
0.5
-0.1
0.3

v
0.1
0.1
0.3
0.3
-0.2
0.1
0.0
0.3
-0.1
0.4
0.0
0.4
-0.3
-0.2
-0.3
-0.2
-0.2
-0.4
-0.2
-0.3

v
-0.5
0.3
-0.4
-0.3
0.4
0.3
0.4
-0.4
0.5
-0.1
0.4
-0.1
0.4
0.4
0.3
0.5
0.4
0.2
0.4
0.3

VI
-0.7
0.5
-0.7
-0.6
0.7
0.5
0.6
-0.6
0.7
-0.2
0.6
-0.3
0.7
0.7
0.5
0.7
0.7
0.4
0.7
0.6

VII
0.2
0.2
0.4
0.5
-0.3
0.2
0.0
0.5
-0.1
0.6
0.0
0.6
-0.4
-0.3
-0.5
-0.3
-0.3
-0.6
-0.3
-0.5

VIII IX X
0.1 0.6 0.5
0.1 -0.5 -0.6
0.3 0.5 0.2
0.4 0.4 0.1
-0.2 -0.6 -0.4
0.1 -0.5 -0.6
0.0 -0.6 -0.6
0.3 0.4 0.2
-0.1 -0.6 -0.5
0.4 0.0 -0.3
0.0 -0.6 -0.6
0.4 0.1 -0.2
-0.3 -0.5 -0.3
-0.2 -0.6 -0.4
-0.4 -0.3 0.0
-0.2 -0.6 -0.4
-0.3 -0.5 -0.3
-0.4 -0.2 0.1
-0.2 -0.6 -0.4
-0.4 -0.3 0.0

I'ND; II-Timonin; III-54'-diOH-6,7-diOMe-flavanon; I17-5,6-diOH-7,3'4'-triMe flavon;
I7-8-metoksicitziliol; T7I-Cirzimaritin, 1 II-Ksantomikrol; [71II-8-metoksicirzilineol; IX-
Salvigenin; X-Gardenin B; masnim slovima su oznacene statisticki znacajne vrednosti vece

od 0,6

Tabela 4.2.3.6. Mantelov i parcijalni Mantelov test

FL+BIO
FL+BIO-Geo
FL+Geo

Euklidske distance
R P
0.81 0.17
-1.00 0.50
1.00 0.17

Gowerove distance

R
0.19
1.00

-0.35

P
0.68
0.33
0.67

Kwvadrirane
Mahalanobisove
distance
R P
-0.28 0.67
1.00 0.50
-0.79 0.84

FI-profil povrsinskih flavonoida; BIO-bioklimatski parametri; Geo-geografski region
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4.2.4. Varijabilnost povrsinskih flavonoida kod Satureja subspicata

Univarijantne analize

Matriks plot pokazuje da je dominantna komponenta u veéini uzoraka sa velikom
vatijabilnoséu ksantomikrol (Slika 4.2.4.1). Povrsinski flavonoidi 5,6,4'-triOH-7,3'-diOMe,
ND (potencijalno timusin), 5,4'-diOH-6,7-diOMe-flavanon i delimi¢no salvigenin imaju
malu zastupljenost. Medutim, iako su slabo zastupljene u profilu flavonoida pokazale su se
kao znacajane na ANOVA, poput 5,6,4-triOH-7,3"-diOMe. Takode, jasno se vidi prelaz
izmedu podvrsta, dominantna komponenta kod populacija podvrste [fiburnica e
ksantomikrol i u manjoj meri cirzimaritin, a kod populacija podvrste subspicata ima nekoliko

kodominantnih komponenti.

Slika 4.2.4.1. Matriks plot S. subspicata
I-Divaca; II-Jadranovo; 1II-Zlobin; IT-
Velebit; I"-Devrske; 'I-Gacko; V1I-
Orjen; "TII-Niksic;

1-5,6,4'-triOH-7 3'-diOMe; 2-ND, 3-
Timonin; 4-5,4'-diOH-6,7-diOMe-
flavanon; 5-5,6-diOH-7,3'4'-triMe
flavon; 6-8-metoksicirziliol, 7-
Cirzimaritin; §-Ksantomikrol; 9-8-
metoksicirzilineol; 70-Salvigenin; 77-
Gardenin B

2
& 2
= 4

B

—
o

VII

VIII

o
o

IS
»
N
<
»
©
S

Analiza varijanse (ANOVA) je uradena sa svih 7 populacija vrste Satureja subspicata,
pri ¢emu Cetiri populacije pripadaju podvrsti Zburnica (Divaca, Jadranovo, Zlobin, Devrske)
a tri podvrsti subspicata (Gacko, Orjen 1 Niksi¢) (Tabela 4.2.4.1). Analiza podvrsta je

pokazala odvajanje na osnovu 6 od 11 flavonoida.
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Tabela 4.2.4.1. Procentualna zastupljenost flavonoida prisutnih kod podvrsta S. subspicata
F P ssp. liburnica SSp. subspicata

n=13 n=13
1 5,64 -triOH-7,3'-diOMe 11.3 ok 0.9 26 3.6+ 1.1
2 ND 0.2 - 0.5x1.7 0.7 £ 0.7
3 Timonin 322 ke 2.7+ 45 11.1+£2.38
4  54'-diOH-6,7-diOMe-flavanon 1.2 - 1.7+ 24 09x1.3
5  5,6-diOH-7,3'4'-triMe flavon 2.4 - 11.5 £ 8.2 7.6 £4.0
6  8-metoksicirziliol 51.1 RS 1.7 £ 34 9.7+23
7  Cirzimaritin 17.8  wrk 13.6 + 4.6 20.2+3.3
8  Ksantomikrol 55.5  ¥x% 49.4 £ 11.9 22.6 £ 5.1
9  8-metoksicirzilineol 1177 okx 1.0+ 1.6 14.6 + 4.2
10 Salvigenin 3.9 - 57177 1.5+ 0.5
11  Gardenin B 3.7 - 11.1£5.9 7.6 £ 3.0

ANOVA; Udeli flavonoida su dati kao srednja vrednost £ SD; najvecée vrednosti su
predstavljene masnim slovima; *** P<0,01; ** 0,01<P<0,05

ANOVA sa populacijama je pokazala da je 8 od 11 komponenti znacajno za njihovo
razlikovanje (Tabela 4.2.4.2). Populacija Velebit nije koriS¢ena u ovoj analizi jer je
predstavljena samo sa jednim zbirnim uzorkom populacije. Uradena je i post-hoc analiza
(Tukey's test, P<0,05). Pokazano je da se populacije koje pripadaju podvrsti subspicata
najvise razlikuju. Populacije podvrste subspicata se medusobno razlikuju na osnovu 8-
metoksicirzilineola, a od populacija podvrste /iburnica na osnovu veéine drugih flavonoida.
Populacije podvrste /fiburnica se medusobno slabo diferenciraju. Razlikuju se na osnovu
ksantomikrola i 5,6-diOH-7,3'4"-triMe flavona (populacija Zlobin od ostalih) odnosno
salvigenina i gardenina B (populacija Jadranovo od Divace). Populacija podvrste Zburnica
(Devrske) je mnogo blize populacijama podvrste subspicata 1 od njih se manje razlikuje, §to

je u skladu sa morfometrijskim podacima.
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Tabela 4.2.4.2. Procentualna zastupljenost flavonoida kod svih populacija S. subspicata

IF

1 564-tiOH-73-diOMe 2.5

2 ND 1.2
3 Timonin 9.7
4 5,4'-diOH-6,7-diOMe- 14
flavanon
5 zf‘;(c)l;()H—7,34—tr1Me 9.1
6 8-metoksicirziliol 26.3
7 Citzimaritin 12.6
8 Ksantomikrol 20.0
9 8-metoksicitzilineol 32.1
10 Salvigenin 7.0
11 Gardenin B 10.9

ANOVA i post-hoc test (Tukey's), *>*" grupe su prema post-hoc testu (P<0,05); pri ¢emu ¥ oznacava da se populacija nalazi u vise od tri grupe;

P

kokok

*okok

Fokok
$okok
Fokok
$okok
Fokok

$okok

Divaca

n=3

09+ 1.5

11.5 £ 5.7»

a

11.5 £ 0.72b
55.5 &+ 1.12c
1.1+ 1.9
0.7 £ 1.3
18.8 + 0.92¢

Jadranovo

n=3

1.1+ 1.9

44 %39

a

11.1 £ 2,70

58.4 £ 12.02c 34.3 * 11.8b<d

1.6+ 272
15.9 % 10.3bc
7.5+ 5.1v

Zlobin
n=3
3.1+ 540
2.1+ 3.6
3.6+ 6.3

2.5+ 4.3

23.0+ 4.4

a

12.1 + 3.6v

a

6.6 £ 3.2v
12.8 + 2.7v

Devrske
n=3
0.8+ 1.4

a

8.3+2.8v

1.2 + 1.0

5.6 £0.5?

7.3 £ 2.6
20.6 + 2.7v
47.8 * 5.5v

1.8+ 0.3

1.6 + 1.6
5.0 £ 2.1%d

Gacko
n=3
39+ 1.8
1.0 + 0.9
9.2 128w

3.0 £ 0.3

3.6 £ 1.6°

11.6 £ 3.1b
241+ 1.4v
20.7 £ 1.7
16.6 + 2.4v
1.4+ 0.5
4.9 £ 0.6M

Orjen
n=8
33+0.8
0.4 £0.5°
11.4 £2.9v

0.2+ 0.5

8.6 £ 4.1»

9.4+ 1.8
18.7 + 2.7v
24.8 & 5.2bd
12.4 + 3.4bc

1.7 £0.52

9.3+ 25v

Niksi¢
n=2
43+ 1.1»
1.5+ 0.5
124 £ 2.1v

0.4 £ 0.6

9.4+ 220

8.5+ 2.3b
20.3 + 2.3v
16.8 + 1.7vd
20.5 * 2.3bd

1.1+ 0.1

5.0 £ 2.6M

Velebit D
n=1

5.5

15.6

11.3
55.0

12.6

Udeli flavonoida su dati kao srednja vrednost = SD; najveée vrednosti su obeleZene masnim slovima, *** P<0,01; ** 0,01<P<0,05
" Populacija Velebit je predstavljena jednim zbirnim uzorkom populacije
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Hijerarhijska klaster analiza (HCA)

Dendrogram dobijen HCA, baziranom na prosecnom udelu svih 11 povrsinskih
flavonoida (Slika 4.2.4.2.). Euklidske distance pokazuju formiranje dve grupe. U jednoj
kladi su populacije podvrste subspicata, a u drugoj su populacije podvrste /lburnica.
Gowerove distance koje uzimaju varijabilnost flavonoida takode, pokazuju dve vece grupe.
Medutim, sada je populacija podvrste /Zburnica, Devrske, u grupi sa populacijama podvrste

subspicata, kao njima najudaljenija.

XX YVVVV _ AGO®AAAA

5 0.075

% 10 gmsm
5 " 4gozzs-
T 204 S 0.300
% 25 CI>)o:47-
o ™

% 30 %wso-
351 O 05251
40~ 0.600

Slika 4.2.4.2. Hijararhijska klaster analiza 11 povrsinskih flavonoida populacija S. subspicata
7-Divaca; 2-Jadranovo; 3-Zlobin; 4-Velebit; 5- Devrske; 6-Gacko; 7-Orjen; 8-Niksi¢

Analiza glavnib komponenti (PCA)

Varijabilnost sastava proucavanih 11 povrsinskih flavonoida kod 26 individua je
analizirana koriS¢enjem analize glavnih komponenti (PCA). Prve dve ose ove analize
objasnjavaju oko 84 % ukupne varijabilnosti (Slika 4.2.4.3). Ova analiza je izdvojila 6
komponenti znacajnih za razdvajanje jedinki. Medutim, od njih 6 samo su dve glavne,
ksantomikrol i 5,6-diOH-7,3'4-triMe flavon, preostale cetiri doprinose u manjoj meri.
Pomenute dve komponente, takode, su i negativno medusobno korelisane. Jasno se
razdvajaju dve podvrste S. subspicata, s tim da podvrsta lZburnica pokazuje znatno vecu
varijabilnost od tipske podvrste. Populacije se medusobno lepo odvajaju. Varijabilnosti
podvrste Zburnica najvise doprinosi populacija Zlobin koja se 1 najvise odvaja od svih ostalih

populacija, ukljucujuci i populaciju Jadranovo kojoj je geografski najbliza. Populacija
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Divaca (Slovenija) se grupise sa severnim Velebitom (Hrvatska). Kod podvrste subspicata

nema znacajnijeg odvajanja populacija.

Tabela 4.2.4.4. Udeo 11 povrsinskih flavonoida u prva tri vektora

PC1 PC2 PC3
1 5,6,4'-ttiOH-7,3'-diOMe 0.09 0.06 0.00
2 ND 0.03 0.08 0.03
3 Timonin 0.25 -0.11 -0.18
4 54'-diOH-6,7-diOMe-flavanon -0.02 0.02 0.07
5 5,6-diOH-7,3'4'-triMe flavon -0.03 0.74 -0.12
6 8-metoksicitrziliol 0.21 -0.26 -0.17
7 Cirzimaritin 0.19 -0.28 -0.25
8 Ksantomikrol -0.84 -0.32 -0.21
9 8-metoksicirzilineol 0.34 -0.25 0.12
10 Salvigenin -0.12 -0.03 0.88
11 Gardenin B -0.11 0.35 -0.17
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Slika 4.2.4.3. Scatter plot analize glavnih komponenti (PCA)
a) podvrste; b) populacije; ¢) aigenvektori;

20

A Divaca; A Jadranovo; A 7Zlobin; A Velebit;  Devrske; € Gacko; ¢ Orjen; ¢ Niksi¢

PCoA analiza je pokazala slicne rezultate kao i PCA, podvrste se minimalno

preklapaju. Postoji nekoliko jedinki iz populacija podvrste /Zburnica koje se veoma razlikuju

od ostalih iz te podvrste, a na ovoj nalizi su se jos vise priblizile populacijama podvrste

subspicata. Jedinke iz populacije Devrske se grupisu tacno na pola puta izmedu populacija

podvrsta subspicata i liburnica.
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Slika 4.2.4.5. Scatter plot PCoA
a) podvrste; b) populacije; A Divaca; A Jadranovo; A Zlobin; A Velebit;  Devrske;

® Gacko; ® Orjen; ® Niksi¢

Diskriminantna analiza (DA)

DA, gde su podvrste grupe (dve grupe), jasno odvaja podvrstu lburnica od podvrste

subspicata (Slika 4.2.4.4). Nijedna jedinka ne izlazi iz svoje grupe u matrici konfuzije.

Diskriminantna analiza sa populacijama kao grupama je, takode, jasno odvojila sve

populacije (Slika 4.2.4.5). Prva diskriminantna funkcija objasnjava oko 84 % dok druga

objasnjava 7,8 % ukupne varijabilnosti kada su u pitanju populacije. Matrica konfuzije

pokazuje da nijedna jedinka ne izlazi iz dodeljene grupe (Tabela 4.2.4.5). Rezultati ukazuju
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Rezultati

da na osnovu profila povrsinskih flavonoida kod S. subspicata mozemo da razlikujemo

populacije i podvrste, za razlika od . montana koje je nemoguce diferencirati na

populacionom nivou.

-6

T
-2

T
[1]

Discriminant

T
2

4

B

8

Slika 4.2.4.4. Histogram diskriminantne analize sa podvrstama S. subspicata; crvenom je
oznacena podvrsta subspicata; plavom je oznacena podvrsta Jburnica

Tabela 4.2.4.5. Matrica konfuzije za diskriminantnu analizu, grupe su populacije.
Orjen  Niksi¢

Divaca
Jadranovo
Zlobin
Velebit
Devrske
Gacko
Orjen
Niksic¢

2

Divaca Jadranovo Zlobin Velebit

3

LD OO OO O OO

0

LW OO OO OW

0

WO OO OO WO

0

—_ O OO O OO

Devrske

0

WO OO WO OO

Gacko
0

LW OO WO O OO

0

0 DWW OO OO

0

DN OO O OO

R =0 oM
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a) Keartomikial cirzimaritin -
8-metoksicirziliol

8-metoksicirzilineol
Djeverske 4 o s 3 o "
Gacko
Jadranovo 31 .
2 b)
o
14 5,6-diOH-7,3",4’-triOMe
P A
2 T T T * !
T 10 5 | 10 15
\ *
|
Orip
1 \ ”l n
* Niksic
. >
/ a
“’ 21 *
o
34
Zlobin
Welebit

Axis 1

Slika 4.2.4.5. Scatter plot diskriminantne analize svih populacija
a) sve populacije; b) glavne komponente; A Divaca; A Jadranovo; A Zlobin; A Velebit;
Devrske; € Gacko; € Orjen; ® Niksi¢

Bioklimatski podaci

Rezultati jednostavne linearne regresione analize (Tabela 4.2.4.6) sa bioklimatskim
parametrima 1 nadmorskom visinom su pokazali da postoji korelacija izmedu veéeg broja
flavonoida i veceg broja bioklimatskih podataka. Nadmorska visina je bila u korelaciji sa
vedim brojem flavonoida; umerena pozitivna korelacija sa 5,6,4-triOH-7,3"-diOMe,
timoninom i 8-metoksicirziliolom, visoka negativna sa ksantomikrolom, dok je pozitivna sa
8-metoksicirzilineolom. U korelaciji sa temperaturom (BIO5, BIO6 1 BIOS8) su
ksantomikrol i 8-metoksicirzilineol, ali suprotno nadmorskoj visini. Takode, u korelaciji sa
temperaturnim parametrima je veci broj flavonoida, posebno sa izotermalnoséu (BIO3).
Ksantomikrol je pokazao visoku statisticki znacajnu korelaciju sa veéim brojem
bioklimatskih parametara temperature i to srednjom godisnjom temperaturom, najvisom i
najnizom temperaturom u najtoplijem tj. najhladnijem mesecu, srednjom temperaturom

najvlaznijeg perioda, najtoplijeg i najhladnijeg perioda. Ovi parametri su korelisani sa
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nadmorskom visinom. Timonin, 8-metoksicirziliol 1 cirzimaritin su visoko negativno
korelisani sa parametrima vezanim za padavine i ponekim vezanim za temperaturu.
Gardenin B je bio visoko korelisan sa padavinama u najvlaznijem periodu. Iako ima dosta
korelacija, u pitanju su dve podvrste koje naseljavaju razlicita klimatska podruéja sto moze
uticati na pojavu korelacija. Medutim, posto su u pitanju opsti trendovi u temperaturi i
padavinama, rezultati mogu ukazivati na selekciju hemotipova koji su prilagodeni datim

nadmorskim visinama i lokalnim bioklimatskim uslovima.

Mantelov i parcijalni Mantelov test sa Euklidskim i Gowerovim distancama su
pokazali da nema korelacije izmedu flavonoida i bioklimatskih parametara (Tabela 4.2.4.7).
Ovi rezultati su ocekivani, bududi da se svega dve populacije podvrste /burnica nalaze na
vedim nadmorskim visinama (do 1000 m.n.v.), dok su sve populacije podvrste su#bspicata na
visim od 1000 m.n.v. Jedna statisticki znacajna korelacija na obe matrice je bila sa

geografskom udaljenos¢u. Ovo ukazuje na to da su blize populacije 1 geneticki srodnije.

Tabela 4.2.4.6. Test linearne korelacije povrsinskih flavonoida i bioklimatskih komponenti

I 1I 111 1A Vv VI VII  VIII IX X XI
ALT 0.6 03 0.6 0.0 0.1 0.6 05 -09 07 -05 -02
BIO1 05 -04 03 -02 -03 -03 -02 07 -06 03 0.0
BIO2 01 -01 04 -01 -06 06 0.7 -02 03 -02 -07
BIO3 01 -02 06 -02 -06 0.7 0.7 -03 04 -03 -0.7
BIO4 02 02 05 04 04 -05 -02 04 -04 00 0.2
BIOS -05 -03 -04 -01 -03 -04 -02 07 -06 03 -01
BIO6 -06 -04 -04 -02 -03 -04 -04 07 -06 04 0.1
BIO7  -0.1 0.1 0.1 02 -02 0.1 0.4 0.1 00 -0.1 -05
BIO8 -06 -04 -05 -02 -02 -04 -04 08 -06 02 0.3
BIO9 00 -03 03 -02 -0.7 05 0.4 0.0 0.3 0.1 -0.7
BI1IO10 -06 -04 -04 -02 -03 -04 -03 08 -06 04 0.0
BI1IO11 -05 -04 -03 -03 -04 -03 -03 0.7 -05 04 0.0
BIO12 0.1 02 -03 0.1 04 -04 -06 00 0.0 0.4 0.4
BIO13 0.1 0.0 0.1 02 041 00 -03 -02 041 0.3 0.0
BIO14 -01 03 -0.6 04 05 -07 -06 03 -04 03 0.5
BIO15 00 -03 04 -04 -04 04 0.3 0.0 0.1 00 -0.4
BIO16 00 00 -02 -0.1 02 -03 -05 01 -0.1 0.5 0.2
BIO17 -01 03 -0.6 04 05 -07 -06 02 03 04 0.4
BIO18 -02 02 -0.7 03 05 -07 -0.7 03 -04 02 0.6
BIO19 03 0.0 04 -02 -01 0.3 0.1 -0.5 05 0.1 -0.2
1-5,6,4'-triOH-7,3'-diOMe, II-ND, III-Timonin, IT/-54'-diOH-6,7-diOMe-flavanon, 17-5,6-
diOH-7,3'4'-triMe flavon, IVI-8-metoksicitziliol, 1"II-Cirzimaritin, "III-Ksantomikrol, IX-
8-metoksicirzilineol, X-Salvigenin, XI-Gardenin B; masnim slovima su oznacene statisticki
znacajne vrednosti veée od 0,6.
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Tabela 4.2.4.7. Rezultati Mantelovog i parcijalnog Mantelovog testa

Euklidske distance Gowerove distance
R P R P
FL+BIO 0.05 0.35 0.02 0.44
FL+BIO-Geo 0.00 0.44 -0.05 0.57
FL+Geo 0.80 0.01 0.79 0.01

FI -profil povrsinskih flavonoida; BIO-bioklimatski parametri; Geo-geografski region
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4.2.5. Diferencijacija simpatrijskih populacija vtsta S. montana i S. subspicata na

osnovu povrsinskih flavonoida

Univarijantne analize

Matriks plotovi za parove simpatrijskih populacija pokazuju jasno odvajanje vrsta na
osnovu profila flavonoida (Slika 4.2.5.1). U prva dva para (Divaca i Jadranovo), kod .
montana dominira 5,6-diOH-7,3'4-triMe flavon, dok kod S. subspicata dominira
ksantomikrol. Sli¢na situacija je i na lokalitetu Zlobin gde je, pored pomenutih flavonoida, u
populaciji S. subspicata dosta zastupljen i 5,6-diOH-7,3'4-triMe flavon. Jedino se populacije
simpatrijskih vrsta na lokalitetu Gacko razlikuju od ostalih po profilu flavonoida. Kod
populacija vrste S. montana dominiraju cirzimaritin i ksantomikrol, a kod populacija vrste S.
subspicata nema dominantih komponenti, ve¢ vise njih ima slicni udeo (cirzimaritin,

ksantomikrol i 8-metoksicirzilineol).

Slika 4.2.5.1. Matriks plotovi
simpatrijskih populacija

uig}

Divaca: variegata (Iv) 1 liburnica (1))
Jadranovo: montana (1Im) 1 liburnica (11));
Zlobin: montana (LIm) 1 liburnica (111));
Gacko: montana (IVm) 1 subspicata (I175);
1- 5,6,4-triOH-7,3"-diOMe; 2- ND, 3-
Timonin; 4-  5,4-diOH-6,7-diOMe-
flavanon;  5-  5,6-diOH-7.3'4'-triMe

flavon; 6- 8-metoksicirziliol, 7-
Cirzimaritin, §- Ksantomikrol; 9- 8-
metoksicirzilineol; 70- Salvigenin; 77-
Gardenin B

w1

-
2

o
o

-
o
N
<
w
©
S

Analiza varijanse (ANOVA) je uradena sa svih 8 simpatrijskih populacija vrsta
Satureja montana 1 8. subspicata (Tabela 4.2.5.1). Analiza je pronasla statisticki znacajnu razliku
izmedu populacija na osnovu 10 od 11 flavonoida. Populacije vrsta S. montana i S. subspicata
koje rastu na lokalitetu Divaca se statisticki znacajno odvajaju na 4 od 11 flavonoida (ND 2
- nepoznatog jedinjenja 2 (pretpostavka je da je u pitanju timusin), cirzimaritina, 8-

metoksicirzilineola i salvigenina). Simpatrijske populacije sa lokaliteta Jadranovo se
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razlikuju, takode, na osnovu 4 flavonoida (timonina, cirzimaritina, 8-metoksicirzilineola i
gardenina B). Populacije koje rastu na lokalitetu Zlobin se razlikuju na osnovu 6 flavonoida
(5,0,4'-triOH-7,3'-diOMe,  timonina, 5,6-diOH-7,3'4'-triMe  flavona, cirzimaritina,
salvigenina i gardenina B). Najvise razlika je na lokalitetu Gacko ¢ak 7 od 11 (5,6,4'-triOH-
7,3'-diOMe, ND2, timonina, 5,6-diOH-7,3'4-triMe flavona, ksantomikrola, salvigenina i
gardenina B).
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Tabela 4.2.5.1. Procentualna zastupljenost flavonoida kod simpatrijskih populacija S. montana i S. subspicata

5,6,4'-triOH-7,3'-diOMe

ND

Timonin
5,4'-diOH-6,7-diOMe-
flavanon
5,6-diOH-7,3'4'-triMe flavon
8-metoksicirziliol

Cirzimaritin

(o eI e S T \S

Ksantomikrol

9 8-metoksicirzilineol
10 Salvigenin

11 Gardenin B

ANOVA i post-hoc test (Tukey's), * grupa je prema post-hoc testu (P<0,05); Udeli flavonoida su dati kao srednja vrednost + SD; najveée vrednosti

IF

8.8
15.2
6.0

2.5

22.0
44.1
28.6
33.4
43.2
4.5
9.4

P

okok
kokok

okok

okok
kokok
okok
kokok
okok
kokok

k%%

su prikazane masnim slovima; *** P<(,01

Divaca
S. montana 8. subspicata
n=4 n=3
14.9 + 6.32 -
10.9 £ 4.3 -
16.5 * 11.22 -

-2 09+ 15
41.1 £ 10.5» 11.5 + 5.7=

6.0+27 11.5%0.7
3.8+t 1.52 55.5%1.12
- 1.1£19
35£21 07£13
34+£1.00 18.8%0.92

Jadranovo
S. montana 8. subspicata

n=3 n=3
14.9 £ 6.52 -
223+ 74 -2
114 + 3.6 -

= 1.1+1.92
27.6 + 8.3=

133+06 11t27
5.2+ 2.2 58.4 +12.02
- 1.6 £2.7
22+ 0.8 15.9 * 10.32
3009 75%51

4.4 + 3.9

Zlobin
S. montana 8. subspicata

n=3 n=3
133+36 31+54
17.0 £ 6.32 2.1 £ 3.6
179+1.7 36+63

-2 2.5+ 4.3
34.6+2.0 23.0+4.4

50£22 121136
3.6 £ 1.60 34.3 +11.82
2514 6.6%32
6.0+53 12.8+2.7

Gacko
S. montana 8. subspicata

n=3 n=3
- 39+1.8
- 1.0 £ 0.9
- 92+28

51£32 3.0£0.3

- 3.6 1.6
-2 11.6 £ 3.1»
50.0 £ 12.6* 24.1 £ 1.4=
301+£99 20717
1.0+ 172 16.6 * 2.42
63+34 14£05
75139 49%006
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Hijerarhijska klaster analiza (HCA)

Dendrogram dobijen HCA, baziranom na prosecnom udelu svih 11 povrsinskih flavonoida
na osnovu BEuklidske i Gowerove distance dale su manje vise iste rezultate (Slika 4.2.5.2).
Dendogrami dobijeni na osnovu pomenutih distanci pokazaju odvajanje jedinki na dve

grupe prema pripadnosti vrsti, na svim simpatrijskim lokalitetima, uz razliku u duzini grana.

a) " A X XX b) ®oodOe

7.5+ | I 7.5+
8 1504 8 1504
C 225 T 2251
© -
h 00 9 300
= -
T 754 o 3751
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5 450 V) 4504
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X E
S &0 E
I L €00
6754 6754

@
4

C) o O O @ @ @ d M & &
O 9 @ 9V

Euklidske distance
b
Euklidske distance
8

Slika 4.2.5.2. Hijararhijska klaster analiza 11 povrsinskih flavonoida; Euklidske distance;
S-S, subspicata; M- S. montana; a) DivaCa; b) Jadranovo; ¢) Zlobin; d) Gacko

Analiza glavnib komponenti (PCA)

Varijabilnost sastava proucavanih 11 povrsinskih flavonoida kod 25 jedinki iz 8
simpatijskih populacija je analizirana koriS¢enjem analize glavnih komponenti (PCA). Prve
dve ose objasnjavaju oko 84 % ukupne varijabilnosti (Slika 4.2.5.3). PCA je izdvojila tri
komponente koje razdvajaju ispitivane populacije (ksantomikrol, cirzimaritin i 5,6-diOH-
7,3'4'-triMe flavon). Populacije koje zive zajedno na lokalitetu Divaca najvise se odvajaju na
prvoj osi na osnovu ksantomikrola i 5,6-diOH-7,3'4"-triMe flavona. Sli¢na situacija je i sa
simpatrijskim populacijama Jadranovo i Zlobin. Ove dve komponente donekle vaze i za
odvajanje populacija sa lokaliteta Gacko, medutim, pored njih odvajanju vrsta doprinosi i

cirzimaritin i to posebno iz jedne individue sa tog lokaliteta.
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Rezultati

Tabela 4.2.5.2. Udeo 11 povrsinskih flavonoida u prva tri vektora analize glavnih

komponenti

PC1 PC2
1 5,6,4"-triOH-7,3'-diOMe 0.23 0.01
2 ND 0.26 0.02
3  Timonin 0.24 -0.02
4 54'-diOH-6,7-diOMe-flavanon -0.04 -0.07
5  5,6-diOH-7,3'4-triMe flavon 0.48 0.38
6  8-metoksicirziliol -0.01 -0.10
7 Cirzimaritin -0.23 -0.75
8  Ksantomikrol -0.72 0.48
9  8-metoksicirzilineol -0.04 -0.15
10 Salvigenin -0.08 0.06
11  Gardenin B -0.10 0.13

a) k\<‘

& -15.0

-30.01

-37.59

-45.0

PC1(63.7%]

PC3
0.16
-0.03
0.39
0.00
-0.58
0.28
-0.48
-0.08
0.39
0.06
-0.11

ksantomikrol

*1 5,6-diOH-7,3’,4’-triOMe

b)

cirzimariti

Slika 4.2.5.3. Scatter plot analize glavnih komponenti (PCA) simatrijskih populacija
a) populacije; b) glavne komponente populacije;

Divaca: A S. subspicata i
Zlobin: A S. subspicata i ® S. montana; Gacko: ® S. subspicata i

S. montana; Jadranovo: A subspicata 1

S. montana,
S. montana
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Rezultati

Diskriminantna analiza (DA)

Prva diskriminantna funkcija objasnjava 90,6 %, dok druga 7,5 % ukupne

varijabilnosti kada su u pitanju populacije (Slika 4.2.5.4). DA sa simpatrijskim populacijama

kao grupama je jo§ viSe od PCA udaljila populacije, ali

na osnovu nesto drugacijih

komponenti. Kao i u prethodnoj analizi, dominiraju ksantomikrol i 5,6-diOH-7,3'4'-triMe

flavon ali im se pridruzuje timonin. Najvise su udaljene populacije sa lokaliteta Gacko, a

najmanje lokalitet Zlobin.

r T T T T T T
-20 -15 -10 -5 5 10 15

Axis 2

T T
20 25

Vo3

ksantomikrol

b)

cirzimaritin

—

8-metoksicirzilineol

-10 5 [ 10 15

41 timonin

5,6-diOH-7,3",4"-triOMe

Axis 1

Slika 4.2.5.4. Scatter plot diskriminatne analize svih simpatrijskih populacija

a) populacije; b) glavne komponente

Divaca: A S. subspicata 1 ° S. montana; Jadranovo: A subspicata 1 © 8. montana;

Zlobin: A S. subspicata i ® S. montana; Gacko: ® S. subspicata i

S. montana
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4.2.6. Diferencijacija svih proucavanih taksona na osnovu povrsinskih flavonoida

Univarijantne analize

Matriks plot jasno pokazuje razliku izmedu vrsta (Slika 4.2.6.1). Kod svih vrsta dominiraju
cirzimaritin i ksantomikrol, medutim pored pomenutih, kod vrste S. montana 1 5,6-diOH-
7,3'4'-triMe flavon ima veliki udeo, kod S. &zzaibelii veliki udeo ima i gardenin B, a kod vrste

S. subspicata ima vise komponenti koje imaju sli¢an udeo.

Slika 4.2.6.1. Matriks plot sve tri vrste
I-S.  montana; 1I-S.  kitaibeliz, 11I-S.
subspicata; 1- 5,6,4'-triOH-7,3'-diOMe;
2- ND, 3- Timonin; 4- 5,4'-diOH-6,7-
diOMe-flavanon; 5- 5,6-diOH-7,3'4'-
triMe flavon; 6- 8-metoksicirziliol, /-
Cirzimaritin; §- Ksantomikrol; 9-
8-metoksicirzilineol; 70- Salvigenin; 77-
Gardenin B

Analiza varijanse (ANOVA) je uradena sa sve tri vrste S. wontana, S. kitaibelii 1 S.
subspicata (Slika 4.2.6.1) 1 pronasla je razlike na osnovu 10 od 11 flavonoida. Komponente
koje odvajaju ova tri taksona su timonin i 5,6-diOH-7,3'4-triMe flavon, dok ostale
komponente razlikuju jednu vrstu od druge dve. 5,6,4-triOH-7,3'-diOMe, ND
(potencijalno timusin), ksantomikrol odvajaju S. montana od druge dve vrste. 5,4'-diOH-6,7-
diOMe-flavanon, cirzimaritin i gardenin B odvajaju §. kzfaibelii od ostalih proucavanih vrsta.
Vrsta S. subspicata se razlikuje od druge dve na osnovu 8-metoksicirziliola i

8-metoksicirzilineola.
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Tabela 4.2.6.1. Procentualna zastupljenost flavonoida kod proucavanih vrsta roda Sazureja

F P S. montana S. kitaibelii S. subspicata

n=51 n=31 n=26
1 5,6,4'-ttiOH-7,3'-diOMe 25.5 Hokx 79+72 0.0 £ 0.0a 22+ 24a
2 ND 24.5 Aok 8.6 £ 8.7 0.4 £ 1.1a 0.6 £ 1.3a
3 Timonin 21.4 Hokx 15.7 £ 14.6 04x13 6.9 £556
4 54'-diOH-6,7-diOMe-flavanon 25.3 RS 1.2+ 252 6.6 £ 54 1.3 = 2.02
5 5,6-diOH-7,3'4"-triMe flavon 31.6 Fokok 23.0 £ 16.9 14+ 41 9.5t 6.6
6 8-metoksicirziliol 46.0 RS 0.1 £0.82 0.3 £ 1.12 57%5.0
7 Cirzimaritin 8.7 Fokok 16.7 + 16.22  28.7 +13.0 16.9 £ 5.12
8 Ksantomikrol 30.5 RS 14.8 £ 15.0 36.0 £ 9.6  36.0 + 16.42
9 8-metoksicirzilineol 29.3 Hofok 0.4 £1.09 1.8+ 2.7 7.8 176
10 Salvigenin 1.0 - 45+ 3.7a 521 2.8 3.6 £ 5.82
11 Gardenin B 41.0 Fokok 7.0 £ 5.8 19.3+7.2 9.4 £ 49

ANOVA i post-hoc test (Tukey's), “> grupe su prema post-hoc testu (P<0,05); Udeli
flavonoida su dati kao srednja vrednost £ SD; najveée vrednosti su prikazane masnim
slovima; *** P<(,01

ANOVA sa taksonima kao grupama razlikuje sve taksone na osnovu svih flavonoida.
Uradena je 1 post-hoc analiza (Tukey's test, P<0,05). Ova dodatna analiza na osnovu
komponente ND (pretpostavka je da je u pitanju timusin) razlikuje podvrste S. wontana ssp.
variegata 1 ssp. montana, medusobno 1 izmedu ostalih taksona. Ksantomikrol odvaja podvrstu
S. subspicata ssp. liburnica od ostalih taksona. Ostali se grupisu u dve grupe u jednoj su
pomenute podvrste S. montana, ssp. variegata i ssp. montana, koje se grupisu sa S. subspicata
ssp. subspicata, dok su u drugoj podvrste S. montana ssp. pisidica 1 vrsta S. kitaibelii. 5,6-diOH-
7,3'4-triMe flavon odvaja podvrstu S. montana ssp. variegata od svih ostalih taksona.
Podvrsta S. subspicata ssp. subspicata se razlikuje od svih ostalih na osnovu 8-metoksicirziliola
1 8-metoksicirzilineola. Pored njih i salvigenin doprinosi razlikovanju od podvrste S.

subspicata ssp. liburnica.
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Tabela 4.2.6.2. Procentualna zastupljenost flavonoida kod svi proucavanih taksona roda Sazureja

O o J1 & U AW N -

—_
o

11

5,6,4'-triOH-7,3'-diOMe

ND

Timonin
5,4'-diOH-6,7-diOMe-flavanon
5,6-diOH-7,3'4'-triMe flavon
8-metoksicirziliol

Cirzimaritin

Ksantomikrol
8-metoksicirzilineol

Salvigenin

Gardenin B

IF

21.8
16.9
12.1
10.9
31.3
79.0
8.2
38.9
86.8
25
23.1

P

Fokx
ok
*okok
ok
*okok
*okk
*orok
ok
*okok
*ok

Fokx

S. montana ssp.
variegata

n=17
12.0 + 6.3
13.7 £ 7.52
17.0 £ 9.92bce
03+ 1.1»
37.6 £ 11.7

a

6.1+ 4.1
6.1 £11.00
0.1 £ 0.42
3.3+ 2.1
3.8+ 1.9

S. montana ssp.

montana
n=25
7.5 & 7.12bd
7.2 £ 9.1b¢
18.0 * 18.02be
1.4 +£28
17.5 £ 15.02
02+1.12
22.1 £ 19.4bed
13.7 £ 1112
03+0.8
5.3+ 4.8®
6.8 & 5.3qbe

S. montana ssp.
pisidica
n=9
1.0£ 1.9«
3.2 & 4.0bd
6.7 £ 6.4acde
2.8+ 3.12
10.8 £ 10.9%

a

21.9 * 10.6b<d
34.4 £+ 14.0¢
1.5+ 1.7
43+ 1.1
13.5 + 7.2¢de

S. kitaibelii

n=31
d

0.4+ 1.1«

0.4+ 1.3¢d

6.6 54

1.4+ 4.1>

0.3+ 1.12
28.7 £ 13.0bc
36.0 £ 9.6°

1.8+ 272

5.2+ 2.8®
19.3 + 7.2¢d

S. subspicata ssp.

liburnica
n=13
0.9 £ 2.6%d
0.5+ 1.7«d
2.7 £ 4 5cde
1.7+ 24
11.5 £ 8.22b
1.7 £ 3.42
13.6 £ 4.62bd
49.4 £ 11.9
1.0 = 1.62
57 £ 7.7
11.1 & 5.9bce

8. subspicata ssp.

subspicata
n=13
3.6+ 1.1b«d
0.7 £ 0.7<d
11.1 £ 2.8abee
09+ 1.3
7.6 + 4.0
9.7+23
20.2 £ 3.3bcd
22.6 £ 5.1
14.6 £ 4.2
1.5 £ 0.5b
7.6 & 3.0%be

ANOVA i post-hoc test (Tukey's), *>* grupe su prema post-hoc testu (P<0,05); Udeli flavonoida su dati kao srednja vrednost + SD; najvece
vrednosti su prikazane masnim slovima; *** P<0,01; ** 0,01 <P<0,05
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Hijerarhijska klaster analiza (HCA)

Dendrogram dobijen HCA, baziranom na prosecnom udelu svih 11 povrsinskih flavonoida
pomocu kvadriranih Mahalanobisovih, Euklidskih i Gowerovih distanci (Slika 4.2.6.2).
Kvadrirane Mahalanobisove distance ukazuju da su S. montana 1 S. kitaibelii slicnije po
profilima flavonoida, dok se S. subspicata izdvaja. Euklidske distance spajaju S. kzaibelii 1 S.

subspicata, medutim, na osnovu Gowerovih distanci, slicnije su S. montana i S. subspicata.

® ™ ® ®

304

354

40

kvad. Mahalanobisove distance
Euklidske distance

0.0
0.1 Slika  4.2.6.2. Hijerarhijska  klaster
0.2 analiza 11 povrsinskih flavonoida kod
034 poroucavanih vrsta;

0.ed M- 8. montana, K- S. Fkitaibelii, S- S.

054 Subspicata

0.6

Gowerove distance

HCA sa taksonima i kvadriranim Mahalanobisovim distancama pokazuje da je
najrazlicitija podvrsta S. subspicata ssp. subspicata. S. montana ssp. montana 1 ssp. variegata su
slicne, njima sli¢ne su S. montana ssp. pisidica, S. kitaibelii 1 S. subspicata ssp. liburnica (Slika
4.2.6.3). Buklidske 1 Gowerove distance su grupisale taksone na razli¢ite nacine. Euklidske
distance su izdvojile S. montana ssp. variegata kao najrazlicitiju od svih ostalih pa su u jednoj
grani S. montana ssp. montana 1 S. subspicata ssp. subspicata kao slicne a sve ostale iz tri razlicita
taksona je svrstao u grupu kao i kvadrirane Mahalanobisove distance. Gowerove distance
su izdvojile u jednu kladu S. montana ssp. montana 1 ssp. variegata, dok se druga deli na dve: sa
jedne strane se nalazi S. subspicata ssp. subspicata a sa druge ona koja se javlja 1 na prethodne

dve analize (S. montana ssp. pisidica, S. kitaibelii 1 S. subspicata ssp. liburnica). Ovi rezultati
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ukazuju da je razlika izmedu dve podvrste S. subspicata toliko velika da se podvrsta Zburnica

pre grupiSe sa S. kitaibelii 1 8. montana ssp. pisidica, nego sa ssp. subspicata.

v V @ & A © IR A V
S ) )
c 0
L]

.
D s
© o 101
U a0 O
8 a0 % 154
D a5 4 27
Q = 254
) o
c €0 U 304
o &
© .75 351
< 2
© =¥ 40
S 909 u:'_l* 45
g 105 50
>
v

. CAB SOV
S Slika 4.2.6.3. Hijerarhijska klaster
€ . o analiza 11 povrsinskih flavonoida kod
o poroucavanih podvrsta;
P M- 8. montana ssp. montana; 17~ S.
3 °21 montana ssp. variegata, P- S. montana ssp.
g 03757 pisidica; K-S. kitaibelii; S- S. subspicata
8 04s0 SSp. subspicata; 1- 8. subspicata ssp.
05254 liburnica

Analiza glavnib komponenti (PCA)

Tabela 4.2.6.3. Udeo 11 povrsinskih flavonoida u prva tri Analiza glavnih
vektora analize glavnih komponenti komponenti kod 108
PC1 PC2 PC3 . . )
1 564-triOH-7,3-diOMe 020 000 008 ndividua je ukazala na 3
2 ND 0.21 -0.01 -0.22 povirsinska flavonoida koji
3 Timonin 0.35 0.04 0.75 . N _ o
) 5 4-diOH-6,7-diOMe- bitno uticu na diferencijaciju
flavanon -0.07  0.00 -0.06 individua (cirzimaritin,
5 5,6-diOH-7,3'4'-triMe flavon  0.52 -0.18 -0.55 i . i
6  8-metoksicirziliol 001 004 013 Kksantomikrol i 5,6-diOH-
7 Cirzimaritin -0.35 0.79 -0.16 7,3'4'-triMe flavon, Tabela
8  Ksantomikrol -0.58 -0.57 0.04
9 8-metoksicitzilineol 002 003 014 +2:63). Prve dve ose ove
10 Salvigenin -0.05 -0.02 -0.06 analize objasnjavaju oko 77.3
11  Gardenin B -0.20 -0.13 -0.10

%  ukupne  varijabilnosti
(Slika 4.2.6.4). S. montana ima najvecu varijabilnost, toliko veliku da pokriva sve ostale vrste.

Kada su u pitanju taksoni, podvrste S. montana imaju veliku varijabilnost, a posebno ssp.
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montana. S. subspicata ssp. subspicata 1 ssp. liburnica, se odvajaju uz veoma malo preklapanje,

dok se . kitaibelii izdvaja od njih.

404
a)
°
o
o [ ]
Mo:r&m v w i
20 a® 0%0TvY, @
* z ’
cirzimaritin
0
30
PC1
B N ° .
™ 5,6-diOH-7,3",4’-triOMe
20
b) ksantomikrol e
g
~
0
o
&

\y

|
‘ v
-40 - A ® %' O

.40~

PC1 [61.6%]

Slika 4.2.6.4. Scatter plot analize glavnih komponenti (PCA)

a) vrste b) svi taksoni; ¢) glavne komponente;

S. montana: ssp. variegata: vBovec; VCrni vth; v Divaca; A\ Vodnjan; v Krk;

ssp. : © Jadranovo; ® Zlobin;  Sibinj; © Zvornik; ® Neretva; ® Makarska;
Gacko; @ Mokrine; ssp. pisidica: * Galicica; S. kitaibelii: Ml Derdap; MTemsica;

" Poganovo; 8. subspicata: ssp. liburnica: ADivaca; A Jadranovo; A Zlobin; A Velebit;
Devrske; ssp. subspicata: ® Gacko; ® Biokovo; Orjen; ¢ Niksi¢
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Diskriminantna analiza (DA)

Uradeno je nekoliko diskriminantnih analiza. Prva diskriminantna funkcija objasnjava
71,6 %, dok druga objasnjava 17,3% ukupne varijabilnosti kada su u pitanju vrste (Slika
4.2.6.5). DA analiza pokazuje delimicno preklapanje sve tri vrste, pri cemu je vece
preklapanje izmedu vrsta S. montana i S. kitaibelii. Medutim, postoji odredeno grupisanje
unutar svake obojene konture vrste i to viSe prema podvrstama (simboli) nego prema
lokalitetima (boje simbola). Glavne komponente za odvajanje vrsta su ksantomikrol i 5,6-
diOH-7,3'4'-triMe flavon. Iste rezultate su dali i transformisani podaci, sa istom raspodelom
jedinki unutar “oblacic¢a”.

Matrica konfuzije pokazuje da 8 jedinki §. montana, 4 jedinke S. kitaibelii 1 2 .
subspicata izlaze iz svojih dodeljenih grupa (Tabela 4.2.6.4).

Tabela 4.2.6.4. Matrica konfuzije za diskriminantnu analizu, vrste su grupe.

S. montana . kitaibelii S. subspicata >

S. montana 43 7 1 51
S. kitaibelii 1 27 3 31
S. subspicata 1 1 24 26
by 45 35 28 108
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2.25
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Slika 4.2.6.5. Scatter plot diskriminantne analize (DA)

a) vrste; b) transformisani podaci vrste; ¢) glavne komponente;

S. montana: " Boveg; VCrni vth; ¥ Divaca; v Vodnjan; v Krk; @ Jadranovo; ® Zlobin;
Sibinj; @ Zvornik; ® Neretva; ® Makarska;  Gacko; ® Mokrine; * Galicica

S. kitaibelii: Ml Derdap; MTemsica; [ Poganovo;

S. subspicata: ADivaca; A Jadranovo; A Zlobin; A Velebit;  Devrske; € Gacko;

@ Biokovo; ® Orjen; ® Niksi¢

DA sa taksonima kao grupama jako odvaja podvrstu S. subspicata ssp. subspicata dok su
ostali taksoni preklopljeni (Slika 4.2.6.6). S. kitaibelii se preklapa sa podvrstama S. subspicata

SSp. liburnica 1 S. montana ssp. pisidica, dok se druge dve podvrste S. montana, ssp. montana i
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SSp. variegata, sa njima samo delimi¢no preklapaju, a izmedu sebe se jako preklapaju.
Medutim, pomenuta preklapanja se ne vide kada se gledaju na drugim osama. DA analiza sa
transformisanim podacima (log(x+1)) je dala bolje rezultate. Ova analiza pokazuje samo
delimi¢no preklapanje cetiri grupe (Slika 4.2.6.6.b). Ovde su, takode, glavne komponente za
odvajanje ksantomikrol i 5,6-diOH-7,3'4"-triMe flavon. S. subspicata ssp. subspicata je i dalje
odvojena ali manje nego u prethodnom slucaju. S. subspicata ssp. liburnica je mnogo manje
preklopljena sa preostalim taksonima, ali su i dalje sve tri podvrste S. montana preklopljene.
Jako su preklopljene ssp. montana 1 ssp. wvariegata, dok je ssp. pisidica samo delimi¢no
preklopljena sa njima, a jako sa vrstom S. kitaibeliz. Uocena preklapanja nestaju vec na trecoj
osi.

Matrica konfuzije je mnogo distija 1 tek poneka jedinka izlazi iz svoje grupe (Tabela

42.6.5).

Tabela 4.2.6.5. Matrica konfuzije za diskriminantnu analizu, taksoni su grupe.

variegata montana pisidica  Ritaibeli liburnica subspicata 2
variegata 15 1 0 0 1 0 17
montana 8 15 2 0 0 0 25
pisidica 1 1 4 1 2 0 9
kitaibelii 0 1 3 26 1 0 31
liburnica 1 0 0 0 12 0 13
Subspicata 0 0 0 0 0 13 13
2 25 18 9 27 16 13 108
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Slika 4.2.6.6. Scatter plot diskriminantne analize (DA)

a) taksoni; b) transformisani podaci za taksone; c) glavne komponente;

S. montana: ssp. variegata: vBovec; VCrni vrh; v Divaca; v Vodnjan; v Krk;

ssp. : © Jadranovo; @ Zlobin;  Sibinj; © Zvornik; ® Neretva; @ Makarska;
Gacko; @ Mokrine; ssp. pisidica: * Gali¢ica; S. kitaibelii: B Derdap; WTemsica;
Poganovo; S. subspicata: ssp. liburnica: ADivaca; A Jadranovo; A Zlobin; A Velebit;
Devrske; ssp. subspicata: ® Gacko; ® Biokovo; ¢ Orjen; ® Niksi¢
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4.3. n-Alkani

4.3.1. Hemijski sastav i varijabilnost povrsinskih n-alkana kod Satureja montana

U povrsinskim voskovima izolovanim sa listova S. montana bili su zastupljeni #-alkani
dugi od 19 do 35 ugljenikovih atoma. Alkani srednjeg niza su detektovani u manjim
procentima (oko 1%) dok su oni dugog niza bili mnogo zastupljeniji (Tabela 4.3.1.1).
Dominantan je bio nonakozan (C,,) sa 35,8%, kodominantan je hentriakontana (C;;) sa

34,9%, dok je prateci bio tritriakontan (Cs;) sa 14,2%.

Prose¢na duzina lanca (N) je 29,1 £ 0,7, dok je disperzija oko nje (d) bila 3,9 = 2.,0.
GC-FID hromatogrami epikutikularnih #-alkana izolovanih sa povrsine listova ove vrste su

dati u prilogu C1.

Relativne koncentraciie [%l

ﬁ__%;;_%%mfﬁ ﬁ W E ﬁ_‘

C19 C20 C21 C22 C23 C24 C25 C26 C27 (C28 (C29 (C30 C31 C32 C33 C34 C35 N d

Slika 4.3.1.1. Prosec¢na relativna koli¢ina #-alkana, N 1 4 vrednost dobijene kod populcija .

montana
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Univarijantne analize

Matriks analiza je pokazala da postoji jako velika varijabilnost u kolicinama 4 alkana
C,,;, Cy, Cj1 1 Cy5 (Slika 4.3.1.2). Distribucija #-alkana pokazuje veliku varijabilnost izmedu
populacija. Populacije Jadranovo 1 Mokrine se odlikuju nesto veé¢im koli¢inama C,,, dok
populacije Krk i Zlobin imaju nesto vece udele C;;. Populacija Zvornik ima najveéi udeo
C,,, a Jadranovo najvedéi udeo C,, od svih populacija. Prema dominantoj komponenti se
naziru neke razlike izmedu populacija, pa tako dominantnu komponentu C,, imaju, pored
pomenute populacije Jadranovo i populacije Crni vrh, Divaca, Vodnjan, Mokrine. Zatim
veliki udeo C;; pored pomenute, Zvornik, imaju jos i Neretva i Krk, pri ¢emu se kod
populacije Krk uocava i veliki udeo C;;. Slicnu kolicinu dominantnih komponenti imaju

Bovec, Gacko, Galicica i Zlobin.

—
=

<

—

<

=

Slika 4.3.1.2. Matriks plot

ssp. variegata: I-Bovec; II-Crni vrh;
III-Divaca; IT"-Vodnjan; 1"-Krk;
ssp. montana: 1'I-Jadranovo; 111
Zlobin; VIII-Zvornik; IX-Neretva;
X-Gacko; XI-Mokrine;

ssp. pisidica: XII-Galicica;
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Analiza varijanse (ANOVA) je uradena sa svih 12 populacija vrste Satureja montana,

ukljucujudi populacije sve tri podvrste (Tabela 4.3.1.1). Pokazano je znacajno razlikovanje

Ny

izmedu sve tri podvrste na osnovu 7 od 17 alkana i to onih sa niskim udelom (C,,, C,;, C,,,
Cy, Cy, Cs,, Cy) 1 na osnovnu prosecne duzine lanca (N) i uslovno disperizije ().
Konzervativnija post-hoc analiza (Tukey's test, P<0,05) je pokazala diferencijaciju podvrste
variegata od ostale dve na osnovu 2 od ovih 7 alkana (Cy, 1 Cy,) a od povrste montana na

osnovu C,, dok od podvrste pisidica na osnovu Cs,.
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Tabela 4.3.1.1. Rezultati analize varijanse i post-hoc test 17 nekorelisanih 7-alkana zajedno sa
N dvrednostima kod podvrsta S. montana

F P variegata montana pisidica
n=62 n=82 n=13

C19 7.1 Hork 0.1£0.2= 0.1£0.1% 0.1£0.0=
C20 1.5 - 0.1£0.1* 0.1£0.1* 0.1£0.0*
C21 2.0 - 0.2+0.4° 0.3£0.2° 0.1£0.0*
C22 2.0 - 0.2£0.3" 0.2£0.1° 0.1£0.0*
C23 2.5 - 0.2£0.3" 0.3£0.2° 0.1£x0.1°
C24 1.9 - 0.310.4" 0.2£0.2* 0.1£0.0*
C25 3.9 ok 0.4£0.42> 0.6£0.42 0.3+0.2°
C26 2.5 - 0.5£0.5= 0.5£0.32 0.2£0.1
C27 7.2 Hork 424194 5.5%£3.02 3.4%1.40
C28 9.0 o 2.0£0.82 2.010.82 1.1£0.3
C29 0.3 - 35.1+6.8" 35.5+7.4%  36.814.6"
C30 19.3 oK 4.0£0.9 3.3£0.72 2.910.4=
C31 1.0 - 34.914.9* 33.6£8.8"  36.1£3.6"
C32 23.4 o 2.910.9 2.210.52 2.1%0.52
C33 0.5 - 13.3%£6.5" 13.9£7.5*  15.3%3.9*
C34 4.3 ok 0.9£0.82 0.7£0.6 0.4%£0.1>
C35 2.3 - 0.6£0.5" 0.9£1.0* 0.9£0.6*
N 4.9 o 29.210.82 29.0+0.7-  29.7%0.3
d 3.0 ok 3.7£2.0% 42121« 2.910.6°

ANOVA i post-hoc test (Tukey's), 2P grupe su prema post-hoc testu (P<0,05); Udeli #-alkana u profilu
su dati kao srednja vrednost * SD; *** P<0,01; ** 0,01<P<0,05

ANOVA je pokazala statisticki znacajnu diferencijaciju populacija S. montana na
osnovu svih 17 alkana i1 prosec¢ne duzine lanca (NN) 1 disperzije oko nje (d) (Tabela 4.3.1.2).
Post-hoc test pokazuje da se samo populacija Divaca razlikuje od svih ostalih na osnovu C,,,
dok se populacije Jadranovo (C,, i Cy,), Vodnjan (C,,) i Zlobin (Cs;) razlikuju od ostalih, ali
nisu jedine populacije koje se razlikuju na pomenutim alkanima. Medutim, nijedan karakter

ne odvaja sve populacije.
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Tabela 4.3.1.2. Rezultati analize varijanse i post-hoc test 17 nekorelisanih #-alkana zajedno sa N i d vrednostima kod populacija S. montana

C19
C20
C21
C22
C23
C24
C25
C26
C27
C28
C29
C30
C31
C32
C33
C34
C35
N
d

F

11.3
10.6
5.2
7.9
9.6
6.6
10.1
8.0
23.8
14.3
12.2
10.7
414
12.4
22.1
68.0
39.6
19.4
10.6

P

Fokok
Fokok
Fokok
Fokok
Fokok
Fokok
Fokok
Fokok
Fokok
Fokok
Fokok
Fokok
Fokok
Fokok
Fokok
Fokok
Fokok
Fokok

*okok

Bovec
n=15
0.3+0.2 2f
0.2+0.1v
0.4+0.5v
0.4+£0.3v
0.3£0.2v
0.4£0.32
0.5£0.4v
0.610.6 2
4.6122v
2.0£0.8w

36.314.52d 38.8+2.92b

42+12w
37.5+5.0v
2.8+1.0v
8.913.4w
0.4£0.3 v
0.1+0.2v

29.1£0.7v 29.2+£0.3v

3.7£1.3v

Crni vth
n=15
0.1+0.1v
0.1+0.1v
0.1£0.1v
0.1£0.0v
0.1+0.1v
0.1£0.02
0.4£0.1v
0.3+0.1 2
57+1.7v
1.9+0.4

3.6£0.3 v

33.0+2.8 v

2.21+0.4v

11.6+2.2v

1.1£0.3"
0.7+0.2v

3.3£0.5v

Divaca
n=7
0.2+0.2v
0.2+0.2v
0.6£0.8v
0.5£0.6v
0.7+0.8
0.8%1.1
0.81+0.9f
l2aei, 1l &
39+2.6v
2.8t1.6v

Vodnjan
n=10
_bde

W

0.2+0.1v
0.2+0.1v
0.2£0.1v
0.2+0.12
0.5+0.1v
0.5+0.1 2bd
3.6£0.5v
2210.3v

Krk
n=15

w

0.1+0.0v
0.1£0.0v
0.1£0.02b¢
0.1+0.02
0.2£0.1 abd
0.3+0.1
2.810.8v
1.6£0.3v

Jadranovo
n=15
_bde

w

0.4+0.2v
0.4+0.1v
0.5£0.2v
0.3+0.12
1.1£0.4 ¢
0.840.3 2«d
9.8£2.4
3.0£0.6bee

Zlobin
n=15
_ bde
0.2+0.1v
0.3%£0.1v
0.3+0.1v
0.3+0.1v
0.3%0.12
0.4+0.1v
0.3+0.1
41+1.4v
1.6+0.3%

Zvornik
n=14
0.21£0.2v
0.2+0.2v
0.41£0.3v
0.3£0.2v
0.4£0.2v
0.310.22
0.51£0.2v
0.51+0.3 2bd
2.510.7v
1.620.4 v

Neretva
n=9
0.2£0.1v
0.1+0.1v
0.1£0.1v
0.1£0.1v
0.2£0.2v
0.2+0.22
0.310.2v
0.3+0.1
3.1+1.0v
1.7+0.2%

Gacko
n=14
0.1+0.0v
0.1+0.0v
0.1+0.1v
0.1+0.1v
0.1£0.1v
0.1+0.12
0.6+0.3 v
0.3£0.1 20
5.3%11.3v
1.4£0.4v

Mokrine
n=15
_bde
0.1+0.1v
0.1£0.1v
0.1£0.1v
0.1£0.1v
0.1£0.02
0.4£0.1v
0.410.1 abd
7.212.0bf%
2.510.6v

41.514.92> 37.3£2.82d 255+3.9<d 40.5+10.02> 28.6+4.7«d 31.8%4.12d 35.61+3.92bd 36,0£5.32bd 4(.1£5.32

4.811.42d

4.4%0.4 v

3.4£0.3 v

32.5+9.0v 31.3+1.8bed 37.8+1.6%

29+1.1v
6.4£3.02bc

w

_acf

28.4+1.4v
5.4%5.6v

3.2+0.3v
13.1+1.5v%
24104
0.8+0.3 v

3.7£0.6d¢
22.7+4.3¢
0.7+0.2v
1.140.4 bde

2.9£0.5v

3.0£0.7 v

3.8£0.6v

4.0£0.6 v

2.9%0.4 v

231437 28.712.2bd 463+3.0f8 42.2+£2.52¢ 37.4+42v

2.0+0.7v
12.2+55v
0.5+0.2v
0.8+0.4v

2.610.3v

25.21+6.8¢
1.4£0.2b
2.7+0.8

24404
8.743.6v
0.040.1%
0.140.2acF

28.810.2v 30.0+0.1df 28.0+0.5b 28.840.3% 29.5+0.5v

4.4%0.4v

3.1£0.3v

6.512.7 bef

6.3£0.9 v

2.7£0.8v

2.510.6v
9.0£2.9v
0.2+0.1v
0.1+0.1v
29.7£0.4 v
2.3£0.3 %

1.9£0.4v
12.8+5.2w
0.3+0.2v
0.5+0.6 v
29.5+0.2%
2.9140.7v

3.4£0.6v
28.4+3.0v
2.0+0.3v
129451
1.3+0.6®
0.7+0.3v
29.0+0.3 v
3.7£09v

Galicica
n=13
0.1£0.0v
0.1+0.0v
0.1£0.0v
0.1£0.0v
0.1£0.12bc
0.1+£0.02
0.310.2v
0.2+0.1
34+1.4v
1.1£0.3df
36.8+4.60d
2.910.4 bef
36.1£3.6v
2.1£0.5v
15.343.9 bdf
0.4+0.1v
0.9£0.6v
29.7£0.3 %
2910.6v

ANOVA 1 post-hoc test (Tukey's), sbedefe grupe su prema post-hoe testu (P<0,05), pti ¢emu ¥ oznacava da se populacija nalazi u vise od tti grupe; Udeli
komponenti #-alkana su dati kao srednja vrednost + SD; *** P<(,01
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Doktorska disertacija Rezultati

Hijerarhijska klaster analiza (HCA)

Dendrogram dobijen HCA, baziranom na prosecnom udelu svih 17 #-alkana (Slika
4.3.1.2) je pokazao razlicite rezultate u odnosu na to koje su distance koris¢ene. Kvadrirane
Mahalanobisove distance su uradene samo za podvrste i tu se vidi da su sli¢nije podvrste
montana 1 variegata dok se podvrsta pisidica izdvaja. Euklidske 1 Gowerove distance pokazuju
da ne postoji neki trend grupisanja. Nesto bolja rezolucija dobijena je kada su koriS¢ene
samo vrednosti za prosecnu duzinu lanca (N) i disperziju oko nje (4). U jednu granu se
izdvajaju populacije Jadranovo, Zlobin i Divaca koje imaju najmanju vrednost za (IN).
Druga grana se deli na dve grupe u odnosu na vrednost (4) u prvoj, sa manjom vrednoscéu
za disperziju oko (IN) se nalaze populacije Vodnjan, Mokrine, Crni vrh, Bovec a u drugoj su

Krk, Zvornik, Gacko, Galic¢ica i Neretva.
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Slika 4.3.1.3. Hijerarhijska klaster analiza 17 »-alkana kod podvrsta i populacija S. montana
Podvrste: a) kvadrirane Mahalanobisove distance sa podvrstama;

Populacije: b) Euklidske distance; samo sa N i 4 vrednostima: ¢) Euklidske distance 1
Gowerove distance; [ ssp. variegata: 1- Bovec; 2- Crni vrh; 3- Divaca; 4- Vodnjan; 5- Krk;
M- ssp. montana: 6- Jadranovo; 7- Zlobin; §- Zvornik; 9- Neretva; 70- Gacko; 77- Mokrine;
P-ssp. pisidica: 12- Galicica
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Doktorska disertacija Rezultati

Analiza glavnib komponenti (PCA)

Tabela 4.3.1.4. Udeo 17 n-alkana u Varijabilnost sastava proucavanih 17 alkana
prva tri vektora kod 157 individua je analizirana kori$¢enjem
C19 1())((:)(} 1())%12 T)OCO? analize glavnih komponenti (PCA). Prve dve ose
C20 0.00 0.01 -0.01 PCA objasnjavaju oko 94 % ukupne varijabilnosti
g;; 888 888 :88; (Slika 4.3.1.4). Medutim, uocena varijabilnost je
C23 -0.01 0.00 -0.03 izmedu jedinki a ne izmedu populacija. Populacija
C24 -0.01 0.00 -0.03 : . S -
C25 0.02 0.01 0.07 Zvornik se odvja po najvecim kolicinama C;,, a
C26 -0.01 -0.01 -0.10 populacije Zlobin i Krk po C,,. Populacija
C27 -0.15 -0.18 -0.60 . . .. . .
o8 0.05 0.04 014 Jadranovo je razvucena, ali se izdvaja po veéim
C29 -0.72 -0.01 0.59 kolicinama C,, kod nekih jedinki, takode, ima i
22(1) _5);)3 822 _(;) 10: vece kolicine C,; i Cy;. Sve ostale populacije se
C32 0.05 -0.01 -0.07 grupiSu u sredini gde nema preterano velike
C33 0.60 -0.48 0.46 .. o G
C34 0.01 0.05 0.04 kolicine nijednog od cetiri alkana koji najvise
C35 0.05 -0.07 0.07 variraju (C,;, C,, C;; 1 C55). Medutim, samo je C,,

na analizi varijanse pokazao da postoje razlike izmedu podvrsta i to izmedu podvrsta
montana i pisidica.

Tabela 4.3.1.6. Matrica konfuzije za diskriminantnu analizu, grupe su populacije S. wontana

I 1T IIr  1v A% VI VII VII IX X XTI XII X
1 10 0 0 0 1 0 0 0 4 0 0 0 15
1I 0 15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 15
111 0 0 6 0 0 0 0 0 1 0 0 0 7
v 0 0 0 10 0 0 0 0 0 0 0 0 10
A% 0 0 0 0 15 0 0 0 0 0 0 0 15
VI 0 0 0 0 0 15 0 0 0 0 0 0 15
VII 0 0 0 0 0 0 15 0 0 0 0 0 15
VIIIT 0 0 0 0 0 0 0 13 1 0 0 0 14
IX 1 0 0 0 0 0 0 0 8 0 0 0 9
X 0 0 0 0 0 0 0 0 1 11 0 2 14
XI 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 13 0 15
XIT 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 11 13
2 11 17 6 10 17 15 15 13 15 12 13 13 157

ssp. variegata: I-Bovec; II-Crni vrh; III-Divaca; I1’-Vodnjan; V-Krk; ssp. montana: 1/1-
Jadranovo; VVII-Zlobin; V1II-Zvornik; IX-Neretva; X-Gacko; XI-Mokrine; ssp. pisidica:
XII-Gali¢ica; X-ukupno
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PC2 (37.8%)

PC1 [563%]

C31

b)

Cs3

T T T
-375 -300 -225

PC2 [37.8%)

°C1 [56.4%]

Slika 4.3.1.4. Scatter plot analize glavnih komponenti (PCA) S. montana

a) sve tri podvrste; b) sve populacije; ¢) glavne komponente;

SSp. variegata: v Bovec; V Crni vrh; v Divaca; v Vodnjan; v Krk; ssp. montana: ©
Jadranovo; @ Zlobin; © Zvornik; ® Neretva;  Gacko; @ Mokrine; ssp. prsidica: * Gali¢ica
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Rezultati

PCoA sa Gowerovim distancama (Slika 4.3.1.5) je pokazala gotovo identi¢ne

rezultate preklapanja sva tri taksona na obe ose. Tu se na osnovu opste varijabilnosti

najvise odvajaju populacije Jadranovo, Divaca, Bovec, Zvornik 1 Neretva.
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Jadranovo

PCo [24.4%]

Slika 4.3.1.5. Scatter plot (PCoA) S. montana

a) sve tri podvrste; b) sve populacije;
Jadranovo; ® Zlobin;

Zvornik; ® Neretva;

Bovec; V Ci vtrh;
Gacko; @ Mokrine; * Galicica

T T T
0.225 0300 0375

Divaca; v Vodnjan; v Krk;
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Diskriminantna analiza (DA)

Uradeno je nekoliko diskriminantnih analiza. Prva diskriminantna funkcija objasnjava
oko 70 %, dok druga objasnjava oko 30 % ukupne varijabilnosti, kada su u pitanju
podvrste. Diskriminantna analiza je pokazala samo blago odvajanje sve tri podvrste (Slika
4.3.1.6). Najvise se odvojila podvrsta pisidica, na osnovu Cy, 1 Cy,, zatim podvrsta variegata,
koja pokazuje manju varijabilnost od podvrste montana, na osnovu vecih koli¢ina Cs,, C;, 1
C,,. Tabela 4.3.1.5 matriks pokazuje da 11 od 82 individua iz podvrste montana treba smestiti
u druge dve podvrste (8 u ssp. variegata a 3 u ssp. pisidica), a ¢ak 10 od 62 jedinke iz podvrste

variegata u druge dve (7 u ssp. montana a 3 u ssp. pisidica).

Tabela 4.3.1.5. Matrica konfuzije za diskriminantnu analizu, grupe su podvrste S. montana

variegata montana pisidica %
variegata 52 7 3 62
montana 8 71 3 82
pisidica 0 1 12 13
z 60 79 18 157

Diskriminantna analiza sa populacijama pokazuje bolje odvajanje populacija na
osnovu alkana (Slika 4.3.1.6). Prva diskriminantna osa objasnjava oko 39%, druga oko 23%
a treca oko 16% ukupne varijabilnosti. Populacije se odvajaju na osnovu 4 alkana, kao i u
PCA, C,;, Cy, C;;, Cj;. Scatter plot pokazuje da su se populacije rasporedile izmedu Cj; i
Cy;, pri ¢emu u populaciji Vodnjan ima najvise C;,, a u Zvorniku najvise Cj;, dok se
populacija Jadranovo odvaja od ostalih na osnovu velikih kolicina C,, i C,,. Matrica
konfuzije pokazuje da kod polovine populacija jedinke ostaju u svojim grupama, dok u
drugoj polovini prelaze u druge grupe (Tabela 4.3.1.6). Najvise jedinki prelazi iz populacije
Bovec (5 od 15), zatim po dve iz populacija Gacko i Mokrine, i po jedna iz populacija

Divaca, Zvornik i Galicica.
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Slika 4.3.1.6. Scatter plot (DA) S. montana

a) sve podvrste; b) glavni vektori; ¢) sve populacije; d) glavni vektori: ; ¥ Bovec; ¥ Crni vrh;

Divaca; v Vodnjan; v Krk; @ Jadranovo; @ Zlobin; © Zvornik; ® Neretva;  Gacko;
@® Mokrine; * Galicica
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Bioklimatski podaci

Rezultati jednostavne linearne regresione analize sa bioklimatskim parametrima i
nadmorskom visinom su pokazali da postoji umerena pozitivna korelacija sa bioklimatskim
podacima i to izmedu C;; i BIO2, BIO4, BIO5 1 BIO7 parametra (temperaturni parametri).
Negativna korelacija je izmedu C;, 1 BIO2, BIO3 1 BIO7. Primecene korelacije mogu da

budu posledica slucajnosti.

Mantelov i parcijalni Mantelov test su pokazali da nema korelacije izmedu profila #-alkana i

bioklimatskih podataka ili geografskog regiona (R<0.6, P>0.05), tabela 4.3.1.7.

Tabela 4.3.1.7. Mantelov i parcijalni Mantelov test

Euklidske distance Gowerove distance

R P R P
EW+BIO -0.04 0.58 -0.19 0.86
EW+BIO-Geo 0.05 0.37 -0.15 0.79
EW+Geo -0.23 0.96 -0.16 0.83

EW-profil n-alkana; BIO-bioklimatski parametri; Geo-geografski region;
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4.3.2. Hemijski sastav i varijabilnost povrSinskih n-alkana kod Satureja kitaibelii

Povrsinski voskovi izolovani sa listova S. kzfazbelii su imali #-alkane duge od 19 do 35
ugljenikovih atoma (Tabela 4.3.2.1). Alkani srednjeg niza su detektovani u manjim
procentima (oko 1%) dok su oni dugog niza sa neparnim brojem ugljenikovih atoma bili

mnogo zastupljeniji (Slika 4.3.2.1). Dominanatan je bio hentriakontana (C;,) sa 39,3%,

zatim sledi nonakozan (C,,) sa 29,9% koga prati tritriakontan (Cs;) sa 17,6%.

Prose¢na duzina lanca (N) je 29,4 £ 0,6, dok je disperzija oko nje (d) bila 4,1 = 2.,8.
GC-FID hromatogrami epikutikularnih #-alkana izolovanih sa povrsine listova proucavanih

populacija su u prilogu C1.

Relativne koncentraciie [%l

- e _®m=NR Fﬁ%%ﬁ

C19 C20 C21 (C22 (C23 (C24 (C25 C26 C27 C28 C29 C30 C31 C32 (C33 C34 C35 N d

Slika 4.3.2.1. Prosec¢na relativna koli¢ina #-alkana, N 1 4 vrednost dobijene kod populcija .
kitaibelii
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Univarijantne analize

Matriks plot je pokazao da su dominantno zastupljena samo tri alkana i to C,y, Cy; 1
C,; (Slika 4.3.2.2). Populacija Derdap se opet najvise odvaja po veéim koli¢cinama C,y 1 Cy,

od druge dve populacije koje imaju medusobno sli¢ne udele sva tri dominantna #-alkana.

479
319
1
0

H Slika 4.3.2.2. Matriks plot §. &itaibelii

Cl9 C20 C21 C22 C23C24 C25C26 C27 C28 C29 C30 C31 C32C33 C34 C35 I—Derdap; H—Poganovo; III- Temsica

Analiza varijanse (ANOVA) je uradena sa svih 17 #n-alkana i sve 3 populacija vrste
Satureja kitaibelii (Tabela 4.3.2.2). Analiza je pokazala statisticki znacajnu razliku izmedu
populacija na osnovu 8 od 17 komponenti (C,;, C,;, Cyg, C,, Cs,, Cy3, Cyy 1 C55) 1 vrednosti
(d). Medutim, konzervativnija post-hoc analiza (Tukey's test, P<0,05) je pokazala da se na
svim pomenutim alkanima razlikuje populacija Derdap od druge dve, ali ni na jednom
karakteru se nisu razlikovale sve tri populacije kao ni populacije Temsica i Poganovo.
Izvedeni karakter prosecna duzina lanca (IN) nije pokazala statisticki znacajnu razliku
izmedu populacija, dok je disperzija (d) pokazala razliku kao i ostali alkani (izmedu Derdapa
i druge dve populacije).
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Rezultati

Tabela 4.3.2.1. Rezultati analize varijanse i post-hoc test 17 nekorelisanih 7-alkana zajedno sa

N dvrednostima kod populacije S. kitaibelii

C19
C20
C21
C22
C23
C24
C25
C26
C27
C28
C29
C30
C31
C32
C33
C34
C35
N

d

=

1.8
2.7
2.5
0.9
0.2
2.9
6.7
0.3
23.0
10.1
37.9
1.3
29
47.0
28.8
17.6
52
1.1
55

p

*ok

Derdap Poganovo Temsica
n=15 n=15 n=15
0.1£0.0* 0.4+09* 0.2+0.1°
0.1£0.0* 0.2+x0.1* 0.1x0.1°
0.2£0.1* 04%x0.6* 0.3x0.1°
0.2x0.1* 0.1%£0.1* 0.2%x0.1°
0.2£0.1* 0.2%£0.1* 0.2%x0.1°
0.2£0.1* 0.2x0.2* 0.3x0.1°
0.5x0.2 0.3x0.1* 0.3%x0.1°
0.3£0.1* 0.3x0.1* 0.3%0.1°
2.8f1.0 1.6x0.5* 1.2%x0.4"
1.4+04 1.0x0.3* 1.0x0.2°
38.816.1 24.7t4.5" 26.2x3.7°
3.4+0.4* 3.2+05° 3.4104°
40.2£3.9" 36.915.4" 40.7+4.5"
2.0x0.5 3.4%+0.4* 3.2+0.4°
9.3£3.7 24.1%7.3" 19.514.9"
0.2£0.1  0.8£0.4* 0.7£0.4"
0.3x0.1 2.1£1.8"° 2.2%2.6°
29.6£0.3* 29.3+0.7" 29.3+0.7"
2.3+0.2  52%+29* 48+3.3"

ANOVA i post-hoc test (Tukey's), * grupa je prema post-hoc testu (P<0,05); Udeo #-alkana u profilu su
date kao srednja vrednost + SD; *** P<0,01; ** 0,01<P<0,05

Hijerarhijska klaster analiza (HCA)

Hijerarhjiska klaster analiza sa 17 #-alkana je dala iste rezultate na svim izabranim

distancama (kvadrirane Mahalanobisove, Euklidske i Gowerove distance) sa razlikom u

duzini grana (Slika 4.3.2.3). Analiza pokazuje da se izdvaja Derdap a da su Poganovo i

Temsica sli¢nije.

kvad. Mahalanobisove distance

Slika  4.3.2.3.  Hijerarhijska
klaster analiza 17 #n-alkana kod
populacija S. &itaibeli,

7- Derdap; 2- Poganovo; 3-
TemsSica
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Rezultati

Analiza glavnib komponenti (PCA)

Tabela 4.3.2.3. Udeo 17 n-alkana u prva tri

Varijabilnost sastava prouc¢avanih alkana kod

vektora 45 individa je analizirana koris¢enjem analize
PC1 PC2 PC3 . .
C19 0,01 0,01 0.04 glavnih komponenti (PCA). Prve dve ose
C20 0.00 0.00 0.00 ove analize objasnjavaju oko 98 % ukupne
C21 -0.01 0.00 0.02 A ) . ) .
o 0.00 0.00 0.01 varijabilnosti  (Slika 4.3.2.4). Analiza je
C23 0.00 0.00 0.00 potvrdila  rezultate prethodnih analiza
C24 0.00 0.00 -0.01 o ..
Co5 0.01 0.01 0.02 (ANOVA, Matriks i HCA), da se populacija
C26 0.00 -0.01 0.00 Derdap najvise odvaja, a da se populacije
Cc27 0.06 -0.10 0.12 v ) )
o8 0.02. 0.03 0.01 TemsSica i Poganovo preklapaju.
C29 0.67 -0.41 0.25 Najznacajnije su tri komponente na prve dve
C30 0.02 0.01 -0.04 . ) ) )
C31 0.16 0.87 0.06 ose 1 to C,, C;; 1 Ci. Medutim, iako
C32 -0.05 0.06 0.10 ANOVA nije pokazala C;; kao statisticki
C33 -0.71 -0.18 0.41 znacajan za razlikovanje izmedu populacija,
C34 -0.03 -0.03 -0.08
C35 -0.13 -0.16 -0.85 bitan je za sveukupnu varijabilnost.
a) .
=
. "
Tf.375 300 225 ///-'1;.0 ,;;Eanow . 75 m eed
IS .5
v
"l ca:
-10 b)
PC1 [82.0%] Cs3 &
C29

Slika 4.3.2.4. Scatter plot analize glavnih komponenti (PCA)
a) populacije S. kitaibeliz; b) glavni vektori; ll Derdap; M Temsica; ' Poganovo
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Diskriminantna analiza (DA)

Uradena je diskriminantna analiza sa populacijama kao grupama (Slika 4.3.2.5). Prva
diskriminantna funkcija objasnjava oko 79 %, dok druga objasnjava oko 21 % ukupne
varijabilnosti kada su u pitanju populacije. DA je pokazala diferencijaciju sve tri populacije
na osnovu tri dominantna alkana (C,,, C;; 1 C53). Populacije Temsica 1 Poganovo su najblize
ali se odvajaju jedna od druge po veéim kolicinama C;; 1 intermedijarnih kolicina Cs;
prisutnih u populaciji Temsica, dok je u populaciji Poganovo prisutna veca kolicina Cs;.
Derdap se odvaja od druge dve populacije po vecim kolicinama C, i manjim koli¢cinama
C, 1GCs;,

Matrica konfuzije je pokazala da samo jedna jedinka iz populacije Poganovo prelazi u

populaciju Temsica, dok sve ostale ostaju u svojim grupama (Tabela 4.3.2.4).

Tabela 4.3.2.4. Matrica konfuzije za diskriminantnu analizu, populacije S. &itaibelii

Derdap Poganovo  Temsica >

Derdap 15 0 0 15

Poganovo 0 14 1 15

Temsica 0 0 15 15

> 15 14 16 45

a) \. =" Ca1
b)
‘ ‘ . \ " C33
‘ .2.25‘ = .
\‘ Tcmsﬁa g
‘ 1501 m ™ C29
. .‘ o751 m M g

-1.50

Axis 1

Slika 4.3.2.5. Scatter plot analize glavnih komponenti (DA)
a) populacije 5. kitaibeliz; b) glavni vektori; M Derdap; M Temsica; " Poganovo
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Bioklimatski podaci

Test linearne korelacije (Tabela 4.3.2.5) sa bioklimatskim parametrima i nadmorskom
visinom 1 17 #-alkana su pokazali da postoji statisticki znacajna korelacija sa ve¢im brojem
bioklimatskim parametara. Nadmorska visina je negativno korelisana sa alkanima C,, 1 C,,,
a pozitivno sa C;,-C;,. Slicna razlika izmedu pozitivno i negativno korelisanih je primecena i
kod ostalih parametara i alkana. Parametri BIO2, BIO3 i BIO7 su negativno, dok su BIO4,
BIO5, BIO6, BIOS8 i BIO10 pozitivno korelisani sa C;,. Kolicina padavina je pozitivho

korelisana sa kra¢im alkanima. Srednja temperatura je bila pozitivno korelisana samo sa C,,.

Tabela 4.3.2.5. Test linearne korelacije #-alkana S. &itaibelii 1 bioklimatskih komponenti

C19 C20 C21 C22 C23 (C24 C25 C26 C27 C28 C29 C30 C31 C32 C33 C34 C35 N 4
ALT 02 03 03 0.1 00 03 -0.5-0.1-0.7 -0.6 -0.8 -0.1 -0.1 0.8 0.7 0.6 0.4 -0.2 0.4
BIO1 -0.1 -0.2 -0.1 -0.2 0.0 -0.3 0.3 0.0 0.6 0.5 0.6 -0.1 -0.1 -0.5 -0.4 -0.4 -0.4 0.2 -0.3
BIO2 0.3 0.3 0.3 0.0 -0.1 0.2 -0.5-0.1 -0.5 -0.5 -0.7 -0.2 -0.3 0.8 0.8 0.7 0.4 -0.2 04
BIO3 0.3 0.3 0.3 -0.1 -0.1 0.1 -0.4 -0.1 -0.4 -0.4 -0.7 -0.2 -0.3 0.7 0.7 0.6 0.3 -0.1 0.4
BIO4 -0.3-0.3-0.3 0.0 0.0 -0.2 0.5 0.1 0.6 0.5 0.8 0.1 0.2 -0.8 -0.8 -0.7 -0.4 0.2 -0.5
BIO5 -0.1 -0.2 -0.1 -0.2 0.0 -0.3 0.3 0.0 0.6 0.5 0.6 -0.1 -0.1 -0.5 -0.4 -0.4 -0.4 0.2 -0.3
BIO6 -0.2 -0.3 -0.2 -0.1 0.0 -0.3 0.4 0.1 0.7 0.6 0.7 0.0 0.0 -0.7 -0.6 -0.6 -0.4 0.2 -0.4
BIO7 0.3 0.3 0.3 -0.1 -0.1 0.1 -0.5-0.1 -0.5 -0.4 -0.7 -0.2 -0.3 0.7 0.7 0.6 0.4 -0.2 04
BIOS8 -0.2 -0.3 -0.3 -0.1 0.0 -0.3 0.5 0.1 0.7 0.6 0.8 0.0 0.1 -0.8 -0.7 -0.6 -0.4 0.2 -0.4
B1IO9 0.2 0.1 0.2 -0.2-0.1 -0.1 -0.2 -0.1 0.1 -0.1 -0.2 -0.2 -0.3 0.3 0.4 0.3 0.1 0.0 0.1
BI1O10 -0.2 -0.3 -0.3 -0.1 0.0 -0.3 0.4 0.1 0.7 0.6 0.7 0.0 0.0 -0.8 -0.6 -0.6 -0.4 0.2 -04
BIO11 0.2 0.2 0.2 -0.2 -0.1 -0.1 -0.3 -0.1 -0.1 -0.1 -0.3 -0.2 -0.3 0.4 0.5 0.4 0.1 0.0 0.2
BIO12 -0.3 -0.3 -0.3 0.0 0.1 -0.2 0.5 0.1 0.6 0.5 0.8 0.2 0.3 -0.8-0.8 -0.7 -0.4 0.2 -0.4
BIO13 -0.3 -0.3 -0.3 0.0 0.0 -0.3 0.5 0.1 0.6 0.5 0.8 0.1 0.2 -0.8 -0.8 -0.7 -0.4 0.2 -0.5
BIO14 -0.3 -0.3 -0.3 0.1 0.1 -0.1 0.4 0.1 0.4 04 0.6 02 0.3 -0.7-0.7 -0.6 -0.3 0.1 -0.4
BIO15 -0.2 -0.3 -0.3 0.0 0.0 -0.3 0.5 0.1 0.7 0.6 0.8 0.1 0.2 -0.8 -0.8 -0.7 -0.4 0.2 -0.5
BIO16 -0.3 -0.3 -0.3 0.0 0.1 -0.2 0.5 0.1 0.6 0.5 0.8 0.1 0.2 -0.8 -0.8 -0.7 -0.4 0.2 -0.4
BIO17 -0.3 -0.2 -0.3 0.1 0.1 0.0 04 0.1 0.2 0.2 0.5 0.2 03 -0.5-0.6-0.5-0.2 0.1 -0.3
BIO18 -0.3 -0.3 -0.3 0.0 0.0 -0.2 0.5 0.1 0.6 0.5 0.8 0.1 0.2 -0.8-0.8 -0.7 -0.4 0.2 -0.4

B1IO19 -0.3 -0.3 -0.3 0.1 0.1 -0.1 0.4 0.1 04 04 0.6 0.2 0.3 -0.7 -0.7 -0.6 -0.3 0.1 -0.4
masnim slovima su oznacene statisticki znacajne vrednosti vece od 0.6

Slicno rezultatima Mantelovog 1 parcijalnog Mantelovog testa za morfometrijske
karaktere, pronadena je jaka, ali statisticni nepodrzana korelacija izmedu alkana i
geografskog regiona (Tabela 4.3.2.6). Sa povecanjem broja populacija ova korelacija bi se

sigurno izmenila.
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Tabela 4.3.2.6. Mantelov i parcijalni Mantelov test

. . . Kwvadrirane
Euklidske distance Gowerove distance Mahalanobisove distance
R P R P R P
EW+BIO 0.89 0.17 0.95 0.16 0.99 0.17
EW+BIO-Geo 1.00 0.49 1.00 0.50 1.00 0.16
EW+Geo 1.00 0.17 0.97 0.16 0.90 0.17

EW-profil #-alkana; BIO-bioklimatski parametri; Geo-geografski region
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4.3.3. Hemijski sastav i varijabilnost povrSinskih n-alkana kod Satureja subspicata

U povrsinskim voskovima izolovanim sa listova . subspicata su bili zastupljeni #-
alkani kao i kod prethodne dve vrste, dugi od 19 do 35 ugljenikovih atoma (Prilog C2).
Alkani srednjeg niza su detektovani u manjim procentima dok su dugog niza bili vise
zastupljeniji (Tabela 4.3.3.1). C,; do C;; u proseku predstavljaju oko 97% ukupnog sadrzaja
alkana. Dva dominantna su bila nonakozan (C,y) sa 51,4% i hentriakontan (Cs,) sa 27,6%.

Izuzetak je populacija Divaca kod koje su ova dva alkana kodominantna.

Prose¢na duzina lanca (N) je 28,5 do 29,7 u svim populacijama i na osnovu nje se
dele u dve grupe: onu sa visim (IN) vrednostima (severne populacije, sa izuzetkom
populacije Velebit) i one sa nizim vrednostima gde su uglavhom juzne populacije i Velebit.

Disperzija oko N (d) bila je 2,7 + 2,1.

. 4;%%Fhﬁq ] lﬁm__.;;; i

C19 C20 C21 (C22 C23 (C24 (C25 C26 C27 C28 C29 C30 C31 (C32 (C33 C34 C35 N d

Slika 4.3.3.1. Prosec¢na relativna koli¢ina #-alkana, N 1 4 vrednost dobijene kod populcija .
Subspicata
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Univarijantne analize

Matriks plot pokazuje da su kod obe podvrste dominantni alkani C,, i C;; (Slika
4.3.3.2). Podvrsta /iburnica se odlikuje slicnijim kolicinama ova dva alkana, sa izuzetkom
populacje Velebit kod koje je dominantniji C,,. Kod tipske podvrste je veéi udeo C, a

manji C;,, $to je posebno vidjivo kod populacije Crkvice.

4

==}
b

2

“

<

Slika 4.3.3.2. Matriks plot

ssp. liburnica: I-Divaca; 1I-
Jadranovo; III-Zlobin; IT-Velebit;
V—éuéanj;

ssp. subspicata: 171-Biokovo; 1/11-
Otjen; IV1II-Crkvice; LX-Niksic

—

-
=
=

‘:/(i

C21 C22 C23C24 C25C26 C27C28 C29 C30C31 C32C33 C34 C35

0
]
(
t

-

Analiza varijanse (ANOVA) uradena sa obe podvrste Satureja subspicata je pokazala da
8 od 17 alkana (C,;-Cj;) 1 prosecna duzina lanca (IN) statisticki znacajno diferenciraju dve

podvrste (Tabela 4.3.3.2).

ANOVA sa svih 9 populacija i 17 alkana, ukljucujudi i izvedene vrednosti (N) i (d), je
pokazala da postoje statisticki znacajne razlike izmedu populacija na osnovu 13 alkana (C,,,
C,, Cy5-Cy5) 1 N vrednosti. Post-hoc analiza (Tukey's test, P<0,05) je takode pokazala

odvajanje podvrsta ali bez jasnog odvajanja populacija.
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Tabela 4.3.3.1. Rezultati analize varijanse 17 nekorelisanih #-alkana zajedno sa N'i d
vrednostima kod podvrsta S. subspicata

C19
C20
C21
C22
C23
C24
C25
C26
C27
C28
C29
C30
C31
C32
C33
C34
C35
N

d

I

2.4
2.1
0.0
0.8
0.0
0.3
5.1
12.9
37.8
39.1
56.4
39.5
67.6
38.9
16.0
0.9
1.5
28.3
0.1

ok
koxok
*oxok
$oxok
*kokok
koxok
*oxok
$oxok
*kokok

kkk

liburnica
n=063
0.1£0.1
0.1£0.1
0.2x0.3
0.2£0.2
0.310.4
0.210.4
0.4x0.3
0.4£0.3
35122
1.7+0.7
45.919.7
4.9%1.1
32.818.9
1.940.9
6.6x£3.6
0.3£0.3
0.4£0.6
29.410.7
2.3+2.0

subspicata
n=34
0.1£0.1
0.2%0.1
0.2£0.2
0.3£0.2
0.2£0.2
0.3£0.2
0.6£0.3
0.6£0.4
6.612.5
2.610.5
60.1£7.0
3.610.8
19.514.1
0.8£0.4
3.912.1
0.2%£0.3
0.3£0.5
28.8+0.4
22112

ANOVA i post-hoc test (Tukey's), 2 grupa je prema post-hoc testu (P<0,05); Udeli #-alkana su dati kao
srednja vrednost + SD; *#* P<(,01; ** 0,01<P<0,05
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Tabela 4.3.3.2. Rezultati analize varijanse i post-hoc test 17 nekorelisanih 7-alkana zajedno sa N i d vrednostima kod populacija S. subspicata

n-Alkan

Cio
Cao
Co
Co
Cos
Cos
Cos
Cas

Css

F

6.68
13.13
1.62
2.42
1.44
0.68
6.09
8.60
17.84
13.46
15.29
9.52
35.26
8.32
5.15
3.34
4.88
9.33
1.55

P

kKoK

kokok

*k

*okok
*okok
ok
ok
Hokok
*okok
*okok
koK
koK
ok
Hokok

*okk

Divaca
n=14
0.1+ 0.1b
0.2 + 0.1k
0.2*0.12
0.2 £0.12
0.2+ 0.12
0.2 % 0.12
0.2+ 0.1b
0.2+ 0.12
1.4 £0.54
1.2 £0.24
41.0 £ 5.3+
5.6 £ 0.7¢
41.5 + 4.54
221 0.4b
54 £ 1.8
0.1 £0.02
0.1 £0.12
29.72
1.72

Jadranovo
n=15
0.0 £ 0.0
0.0 = 0.0
0.2+ 0.4
0.2 = 0.4
0.3 £ 0.6
0.3 £ 0.6*
0.7 £ 0.52
0.4+ 0.5
41+ 1.7¢
1.9 £0.7¢
423 £17.12
4.8 £0.8
35.7 £ 4.8"
2.2+ 0.9»
6.3 2.5
0.2 = 0.2
0.2+ 0.2
29.4¢
2.7

Zlobin
n=15
0.1 £ 0.0¢
0.1 £ 0.0¢
0.2+ 0.12
0.1 £ 0.1>
0.2+ 0.12
0.2+ 0.1»
0.3 +0.1>
0.3 +0.12
2.7+ 1.0¢
1.5+ 0.6¢
46.1 £9.94
5.4 +1.0d
334 t6.7°
1.8 £ 0.6¢
6.7 £ 3.72
0.5+ 0.3
0.5+ 0.4>
29.62
1.9

Velebit
n=13
0.2+ 0.2b
0.3 +0.2d
0.3 £0.5?
0.3 £0.3
0.4+ 0.52
0.4+ 0.4
0.5+ 0.20
0.5+ 0.3b
6.3t 2.4f
2.5+ 0.8>
55.3 £ 11.6°
4.4+ 1.6¢
20.4 £ 6.22
1.3+ 1.52
6.0 4.8
0.3 £0.3*
0.8 +0.7>
28.8P
2.9

Susanj
n=6
0.0 £ 0.0
0.0 £ 0.1
0.2+ 0.12
0.1 £0.12
0.1£0.12
0.2 £0.0°
0.3 0.0
0.4 %0.1
33+£0.5¢
1.6 £0.2¢
45.4 + 3.44
4.0 £ 0.6
30.3 £ 1.7¢
1.7+ 0.12
10.7 £ 3.9¢
0.5 £ 0.3
1.2+ 1.2¢
29,7
2.42

Biokovo
n=3
0.0 + 0.02
0.2 +0.2¢
0.3+ 0.32
0.2+ 0.22
0.2 £0.22
0.3 +£0.22
0.6+ 0.12
0.5+ 0.1b
7.8+ 3.4
32+0.72
58.7 £ 5.8¢
4.0 £ 1.5°
20.1+ 7.9
0.9 + 0.64
2.9+ 0.8>
0.2+ 0.12
0.1 £0.1»
28.8P
1.92

Oftjen
n=14
0.2+ 0.1d
0.2 £0.1f
03+£0.12
0.3 £0.12
03 £0.12
0.3 £0.2
0.8 = 0.3¢
0.9 = 0.3¢
7.9 £ 1.6°
2.8 £0.3
55.7 + 4.6
3.9 £0.4>
20 + 2.4
1.1£0.3
4.6 £ 1.6
0.2 £ 0.2
0.3 £0.5
28.5d
2.8

Crkvice
n=14
0.0 + 0.0
0.0 + 0.0
0.1 +0.1=
0.1 £0.2b
0.1 £0.12
0.2 £0.22
0.4+ 0.20
0.3 +0.22
53+ 2.7b
2.3+ 0.5f
66.1 £ 5.7¢
3.1%0.8f
18.7 £ 5.22
0.5+ 0.3¢
24+ 0.9
0.2 £ 0.42
0.2+ 0.3
29.1¢
1.32

Niksi¢
n=3
0.2+ 0.2¢
0.4 +0.2¢
0.5+ 0.3
0.5 = 0.3
0.5+ 0.3
0.4+ 022
0.6 0.3
0.6 = 0.2>
5.1+£0.5>
2.6 = 0.5>
56.4 £ 5.7
3.7 £ 0.2b
19.7 £ 2.6°
1.1 £0.42
6.6 £3.12
0.4 £ 0.3
0.8 £ 0.7>
28.6P
3.3

ANOVA i post-hoc test (Tukey's), *>***" grupe su prema post-hoc testu (P<0,05); Udeli 7-alkana su dati kao srednja vrednost + SD; najvece
vrednosti su napisane masnim slovima; N-prosecna duzina lanca; d-disperzija oko IN; *** P<0,01; ** 0,01<P<0,05
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Hijerarbijska klaster analiza (HCA)

Dendrogram dobijen HCA, baziranom na prosecnom udelu svih 17 alkana je
pokazao jasno odvajanje na dve klade (Slika 4.3.3.3). Euklidske distance u jednu kladu
smestaju sve populacije podvrste Zburnica osim populacije Velebit koja je smestena u drugu

kladu u kojoj su populacije tipske podvrste.

g
= g N & e o =
£ g g 2 3 z

Slika 4.3.3.3. Hijararhijska klaster
analiza 17 #-alkana populacija .

1€0 '620 '120
(1'62-5'82)=N
sooueIsiq ueapIpN

€60 '1€0 ‘620
(r62-7'62)=N

G subspicata
i} Euklidske distance (izvor: Dodos i
sar. 2017)

Analiza glavnib komponenti (PCA)
Tabela 4.3.3.4. Udeo 17 n-alkana u prva tri vektora Varijabilnost sastava

PC1 PC2 PC3 proucavanih 17 alkana kod 97
C19 0.00 0.01 0.00 o . .
C20 0.00 0.01 0.00 individua je analizirana
C21 0.00 0.03 0.01 kotis¢enjem analize glavnih
C22 0.00 0.03 0.01
23 0.00 0.04 0.02 komponenti (PCA). Prve dve
C24 0.00 0.04 0.02 ose PCA objasnjavaju oko 96
C25 0.00 0.04 0.08
C26 0.01 0.05 0.06 % ukupne varijabilnosti (Slika
Cc27 0.12 0.30 0.70 4.3.3.4). Analiza je potvrdila
C28 0.04 0.06 0.14 L. o
C29 0.74 0.51 0.22 odvajnje izmedu severnih i
C30 -0.05 -0.08 -0.04 juznih  populacija, odnosno
C31 -0.64 -0.63 0.04 )
C32 0.06 0.02 0.04 izmedu dve podvrste, opet sa
C33 -0.15 0.47 -0.64 izuzetkom populacije Velebit.
C34 0.00 0.03 -0.05 . e .
C35 0.00 0.08 012 Diferencijacijt najvise
najvece vrednosti su napisane masnim slovima doprinose alkani srednjeg i
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dugog niza. C,; 1 C,, odvajaju podvrstu subspicata, dok Cs; 1 Cy; odvajaju podvrstu Zburnica.

Analiza glavnih komponenti sa oznac¢enim populacijama daje malo jasniju sliku (Slika
4.3.3.4). Vidimo da se populacija Velebit nalazi izmedu dve podvrste i da se tek poneka
jedinka iz populacije Zlobin preklapa sa populacijom Crkvice.
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Component 1

Slika 4.3.3.4. Scatter plot analize glavnih komponenti S. subspicata
a) podvrste; b) sve populacije; ¢) glavne komponente; ssp. lburnica: ® Divaca, = Jadranovo,

® Zlobin, ® Velebit, © Susanj, ssp. subspicata:  Biokovo, B Orjen, ® Crkvice, = Niksi¢.
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Diskriminantna analiza (DA)

Uradena je diskriminantna analiza sa populacijama kao grupama (Slika 4.3.3.5). Prva
diskriminantna funkcija objasnjava 45,2% dok druga objasnjava 20,5% ukupne
varijabilnosti. Odvajanju populacija po prvoj osi najvise doprinose C,, i C;;, dok na drugoj
su to C,,, Cy, 1 Cy;. Scatter plot pokazuje odvajnje populacija Biokovo, Orjen, Crkvice,
Niksi¢ 1 Velebit na jednu stranu i ostalih populacija podvrste /Zburnica na drugu. Populacija
Velebit (ssp. /iburnica) se grupise blize populacijama tipske podvrste zbog malih koli¢ina Cj,
1 velikih C,, dok se populacija Crkvice (ssp. subspicata) iako ostaje blize svojoj podvrsti
odvaja na svoju stranu od populacija obe podvrste. Populacija Susanj se nalazi negde
izmedu populacija obe podvrste. Populacije podvrste /Jburnica znacajno variraju duz prve
ose 1 nesto manje duz druge, dok populacije podvrste subspicata uglavnom variraju duz
druge ose.

Matrica konfuzije Matriks pokazuje da kod tri populacije (Divaca, Susanj i Crkvice)
sve jedinke ostaju u svojim grupama, dok u ostalim populacijama prelaze 1 do 2 jedinke

(Tabela 4.3.3.5).

Tabela 4.3.3.5. Matrica konfuzije za diskriminantnu analizu, populacije S. subspicata su grupe

1 II 111 v \% VI VII VIII IX 2
I 14 0 0 0 0 0 0 0 0 14
II 0 14 1 0 0 0 0 0 0 15
111 0 0 13 0 1 0 0 1 0 15
v 0 0 0 12 0 0 0 0 1 13
\% 0 0 0 0 6 0 0 0 0 6
VI 0 0 1 0 0 2 0 0 0 3
VII 0 0 0 1 0 0 12 0 1 14
VIII 0 0 0 0 0 0 0 13 0 13
IX 0 0 0 1 0 0 0 1 2 4
2 14 14 15 14 7 2 12 15 4 97

I-Divaca; II-Jadranovo; III-Zlobin; IT”-Velebit; V—Suéanj; IT7-Biokovo; IV1I-Orjen; 1111
Crkvice; IX-Niksic;
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a)

2, B R e o

ssp. liburnica

32

DA2 [20 5%)

1
r
1
1
1
- T
5.4 e
1
1
1
1
I
1

Bioklimatski podaci

-6.0

DAT [45.2%]

48

Slika 4.3.3.5.
Scatter plot
diskriminantne
analize svih
populacija S.
subspicata

a) sve populacije;
b) glavne
komponente; ssp.
liburnica:

® Divaca;
Jadranovo;

® Zlobin;

® Velebit;
Suganj;
Biokovo;

B Orjen;

W Crkvice;
Niksi¢; (izvor:

Dodos i sar. 2017)

Rezultati jednostavne linearne regresione analize sa bioklimatskim parametrima i

nadmorskom visinom, kao i 17 alkana, ukljucujuéi i (IN) i (d) vrednosti, pokazali su da

izmedu njith ne postoji statisticki znacajna korelacija. Blaga korelacija je primecena izmedu

nadmorske visine i dominantnih alkana. Medutim, alkani su pokazali visoku korelaciju sa

ekspozicijom. Populacije Velebit i Crkvice Zive na stanistima koja su okrenuta ka istoku

dok sve ostale imaju zapadnu ekspoziciju.

Mantelov 1 parcijalni Mantelov test su pronasli slabu ali statisticki znacajnu korelacija

izmedu profila alkana i geografskog regiona, koja se dodatno povecala kad je izostavljena

populacija Velebit (Tabela 4.3.3.6). Medutim, parcijalni Mantelov test nije pokazao statisticki

znacajnu korelaciju izmedu profila alkana, morfoloskih podataka i geografskog regiona bez

obzira da li su korisc¢eni svi setovi podataka ili ne.

Tabela 4.3.3.6. Mantelov i parcijalni Mantelov test

Euklidske distance

Svi Bez Velebita
EW+Geo 0.56 0.86
EW+M 0.44 0.56

EW+M+Geo -

Prikazane su samo statisticki znacajne vrednosti; EW-z-alkani; Geo-geografski region; M-
morfometrijski karakteri; masnim slovima su obelezene vrednosti koje imaju najvecu

statisticki znacajnu korelaciju.
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4.3.4. Diferencijacija simpatrijskih populacija S. montana i S. subspicata na osnovu
n-alkana

Univarijantne analize

Matriks plot pokazuje da su kod svih vrsta dominantni C, i C;;, dok se kod vrsta S.
montana javlja C,, 1 C;; kod vecine populacija u vecem procentu nego kod S.subspicata i (Slika
4.3.4.1). Najslicnije profile imaju vrste na lokalitetu Divaca, a najrazlicitije na lokalitetu

Gacko.

<

IIIm

Slika 4.3.4.1. Matriks plotovi
simpatrijskih populacija

Divaca: variegata (Iv) 1 liburnica (1)),
Jadranovo: montana (Lm) 1 liburnica (11));
Zlobin: montana (I1m) 1 liburnica (111));
Gacko: montana (IV m) 1 subspicata
I175);

111

IVm

g

C19 C20 C21C22 C23C24 C25C26 C27C28 C29 C30C31 C32C33 C34 C35

Analiza varijanse (ANOVA) je uradena sa svih 8 simpatrijskih populacija vrsta
Satureja montana 1 S. subspicata (Tabela 4.3.4.1). Pokazala je da su statisticki znacajni svi
alkani, kao i (IN) i (d) vrednosti za diferencijaciju svih proucavanih populacija. Medutim,
post-hoc analiza (Tukey's test, P<0,05) je pokazala da se simpatrijske vrste sa lokaliteta
Divaca razlikuju na osnovu 10 od 17 alkana i izvedenim vrednostim (IN) i (d). Vrste na
lokalitetu Jadranovo 9 od 17 alkana i (IN) i (d) vrednosti, sli¢no je i na lokalitetu Zlobin gde
se razlikuju na osnovu istog broja alkana i samo disperzije (4). Najmanji broj alkana
razlikuje vrste na lokalitetu Gacko samo 5 od 17. Alkani koji razlikuju simpatrijske vrste na

razlic¢itim lokalitetima niti su isti niti su uvek dominantni.
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C19
C20
C21
C22
C23
C24
C25
C26
C27
C28
C29
C30
C31
C32
C33
C34
C35

Doktorska disertacija

Rezultati

Tabela 4.3.4.1. Rezultati analize varijanse i post-hoc test 17 nekorelisanih 7-alkana zajedno sa

N'i dvrednosti kod svih proucavanih simpatrijskih populacija S. montana i S. subspicata

F P
18.0
11.07
3.586
3.918
4.337
3.119

8.06
10.38
31.46

15.0

11.36
32.0
20.44

7.4
36.45
65.45
53.23
14.06
10.84

Fokok
Fokok
Fokok
Fokok
Fokok
Fokok
Fokok
Fokok
Fokok
Fokok
Fokok
Fokok
Fokok
Fokok
Fokok
Fokok
Fokok
Fokok

Divaca
variegata liburnica
n=7 n=14
0.210.2 0.1£0.1
0.2£0.22 0.2£0.12
0.6£0.8 0.220.1
0.5%0.6 0.220.1
0.7£0.8 0.220.1
0.8%1.1 0.220.1
0.8£0.9 0.210.1
1.2x1.1 0.220.1
3.942.6 1.4+0.5
2.8%1.6 1.220.2
415149  41.0£5.3%
4.8%1.42 5.6£0.72
32.5%£9.0 41.514.5
29%1.12 223042
6.4%3.02 5.4+%1.8>
-2 0.12£0.02
-2 0.1£0.12
28.4x1.4 29.7£0.2
5.4%£5.6 1.7+0.2

Jadranovo
montana liburnica
=15 n=15
0.4%0.22 0.2%0.42
0.4%0.12 0.2%+0.4%
0.5+0.22 0.3+0.6%
0.3+0.12 0.3+0.62
1.1£0.4x 0.7£0.5%
0.8+0.32 0.4£0.52
9.812.4 4.1%1.7
3.0%0.6 1.9x0.7
40.5£10.02  42.3%7.1»
2.9%0.5 4.84+0.8
23.1+3.7 35.714.8
2.0+0.72 2.2+0.9a
12.2+5.5 6.312.5
0.510.2 0.210.2
0.8+0.4 0.210.2
28.0x0.5 29.2%0.9
6.512.7 3.0x3.1

Zlobin

montana
n=15
0.2+0.1
0.31£0.12
0.3£0.12
0.31£0.12
0.3+0.12
0.4%+0.12
0.3+0.12
4.1%+1.4»
1.6£0.32
28.6+4.7
3.0£0.7
28.7+2.22
2.61£0.3
25.216.8
1.4£0.2
2.7+0.8
28.8+0.32
6.3+0.9

liburnica
=15
0.1+0.0
0.1£0.0
0.2%£0.12
0.1+0.12
0.2+0.12
0.2+0.12
0.3+0.12
0.3+0.12
2.7t1.02
1.5+0.62
46.11£9.9
54%1.0
33.4%6.72
1.8%0.6
6.713.7
0.5+0.3
0.510.4
29.310.22
2.310.8

Gacko

montana
n=14
0.1£0.02
0.1£0.02
0.1£0.12
0.1£0.12
0.1£0.12
0.1+0.12
0.6£0.3
0.3+0.12
53%1.32
1.4+0.4
36.0t£5.3
2.910.4
37.414.2
1.94+0.42
12.8+5.2
0.3+0.22
0.5+0.62
29.5+0.22

2.910.72

subspicata
n=10
0.1£0.0
0.1£0.0*
0.1£0.12
0.1£0.02
0.1£0.12
0.1£0.12
0.9£0.72
0.6£0.22
6.7£2.82
2.3%£0.3
50.3%2.8
4.7£0.7
28.5%£2.6
1.2+0.22
3.9%1.2
0.1£0.02
0.1£0.02
28.9£0.42
2.4£0.82

ANOVA i post-hoc test (Tukey's), * grupa je prema post-hoc testu (P<0,05); Udeli 7-alkana su dati kao
srednja vrednost + SD; *#* P<(,01;

Hijerarhijska klaster analiza (HCA)

Dendrogram dobijen HCA, baziranom na prosecnom udelu svih 17 alkana i

Euklidskimdistancama, (lWard-ova metoda) je pokazala uglavnom odvajanje izmedu jedinki

prema pripadnostt vrsti (Slika 4.3.4.2). Iako je odvajanje izmedu takosna slabo na osnovu

pojedinih komponenti, na osnovu ukupne varijabilnosti svih komponenti dobija se jasno

odvajanje. Jedino na lokalitetima Divaca dolazi do mesanja jedinki u zavisnosti od koli¢ine

C, 1 Jadranovo zbog kolicine Cs;.
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100

Slika 4.3.4.2. Hijerarhijska klaster analiza 17 #-alkana; Euklidske distance (Ward-ova
metoda); M- 5. montana, S- S. subspicata; a) Diva€a; b) Jadranovo; ¢) Zlobin; d) Gacko

Analiza glavnib komponenti (PCA)

Varijabilnost sastava proucavanih 17 alkana kod 105 individua je analizirana
koris¢enjem analize glavnih komponenti (PCA). Prve dve ose PCA kod vrsta sa lokliteta
Divaca i Jadranovo objasnjavaju oko 96 % ukupne varijabilnosti (Slika 4.3.4.3). Vrste se
odvajaju na osnovu vecih koli¢ina C,, i C;; kod S. montana dok su kod S. subspicata vece
kolicine C,, 1 C;;. Medutim, dolazi do manjeg preklapanja tri jedinke vrste S. subspicata i
jedne jedinke . montana na lokalitetu Divaca i jedne jedinke S. swbspicata na loklitetu
Jadranovo, koje imaju intermedijerne kolicine pomenuta 4 alkana. Na lokalitetu Zlobin
prve dve ose objasnjavaju oko 99% ukupne varijabilnosti, pri cemu se jedinke vrste S.
montana jasno odvajaju po vecoj koli¢ini Cy; od vrste S. subspicata koje se i dalje odvajaju po
veéim kolicinama C,, 1 C;. Simpatrijske vrste sa lokaliteta Gacko se diferenciraju na osnovu
vecih kolicina C,, kod jedinki vrste S. subspicata, ali 1 vecim kolicinama C;; 1 Cy5 kod vrste S.

montana (prve dve ose objasnjavaju oko 96% ukupne varijabilnosti).
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Tabela 4.3.4.2. Udeo 17 #-alkana u prva tri vektora

Divaca Gacko Jadranovo Zlobin
PC1 PC2 PC3|PC1 PC2 PC3|PC1 PC2 PC3|PC1 PC2 PC3
C19 0.00 -0.01 0.00 | 0.00 0.00 0.00 [ 0.00 0.00 0.00 | 000 0.00 0.00
C20 0.00 -0.01 0.01 | 0.00 0.00 0.00 [ 0.00 0.00 0.00 | 0.00 0.00 0.05
c21 -0.03 0.03 0.26 | 0.00 0.01 0.00 |-0.01 -0.02 0.01 |-0.01 000 0.05
C22 -0.03 0.01 0.18 | 0.00 0.00 0.00 |-0.01 -0.02 0.01 |-0.01 0.00 0.05
C23 -0.04 0.01 024 | 0.00 0.00 0.01 |-001 -0.03 0.02 | 000 000 0.05
C24 -0.05 0.03 0.32 | 0.00 0.00 0.01 |-0.01 -0.02 0.04 | 000 000 0.03
C25 -0.05 0.01 0.26 |-0.01 0.02 0.18 |-0.01 -0.04 0.08 | 0.00 0.00 0.06
C26 -0.07 010 -0.06 | -0.01 0.01 0.05 | -0.01 -0.04 0.07 | 0.00 0.00 0.03
C27 -0.14 022 -0.67 | -0.07 0.14 0.79 | 0.00 -0.37 0.67 | -0.02 0.11 0.69
C28 -0.10 0.14 -0.26 |-0.05 0.02 0.03 | 0.03 -0.08 0.11 | 0.01 0.05 0.08
C29 -0.38 -0.81 -0.08 | -0.75 -0.09 -0.39 | 0.85 0.16 -0.27 | 0.73 0.38 -0.41
C30 -0.03 0.03 -0.31|-0.08 -0.02 -0.10 | 0.04 0.11 -0.05| 0.08 -0.09 -0.03
C31 0.90 -0.29 -0.13| 042 -0.80 -0.10 |-0.34 0.82 0.07 | 0.03 -0.84 -0.30
C32 -0.03 012 0.10 | 0.04 0.02 -0.02 |-0.07 0.02 -0.02|-0.03 -0.03 0.08
C33 0.04 041 0.14 | 0.49 0.57 -0.39 |-0.38 -0.37 -0.67 | -0.67 0.36 -0.48
C34 0.00 0.00 0.00 | 0.01 0.02 -0.02|-0.02 -0.02 -0.01]|-0.03 000 0.09

C35 0.00 000 0.00 | 003 0.07 -0.07|-0.02 -0.04 -0.05]-0.08 0.06 -0.05

masnim slovima su oznacene komponente koje odvajaju populacije
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Slika 4.3.4.3. Scatter plot analize glavnih komponenti (PCA) simatrijskih populacija

a) Divaca: A . subspicata i

S. montana; b) Jadranovo: A S. subspicata i

S. montana,
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Rezultati

Diskriminantna analiza (DA)

Uradeno je nekoliko diskriminantnih analiza. Prva diskriminantna funkcija objasnjava

oko 49%, druga oko 29 % a treca oko 21 % ukupne varijabilnosti kada su u pitanju

simpatrijske populacije. Diskriminantna analiza je uspela da odvoji sve vrste iz simpatrijskih

populacija (Slika 4.3.4.4). Matrica konfuzije Matriks je smestila skoro sve individue u

odgovarajuce grupe (Tabela 4.3.4.3). DA sa simpatrijskim populacijama je pokazla jasno
odvajanje izmedu taksona (Slika 4.3.4.5).

a)

Slika 4.3.4.4. Scatter plot diskriminatne analize svih simpatrijskih populacija
a) populacije; b) glavne komponente;

Divaca: A S. subspicata i

Tabela 4.3.4.3. Matrica konfuzije za diskriminantnu analizu, simpatrijske populacije S.

S. montana; Jadranovo: A S. subspicata i
Zlobin: A S. subspicatai ® S. montana, Gacko: ® S. subspicata i

montana i S. subspicata kao grupe

S. montana,

S. montana

Divaca Gacko Jadranovo Zlobin

M S M S M S M S

I M 7 0 0 0 0 0 0 0
S 0 13 0 0 0 1 0 0

II M 0 0 14 0 0 0 0 0
S 0 0 0 10 0 0 0 0

I M 0 0 0 0 15 0 0 0
S 0 1 0 0 0 12 2 0

IV M 0 0 1 0 0 0 14 0
S 0 0 0 0 0 0 0 15
z 7 14 15 10 15 13 16 15

I-Divaca; II-Gacko; I1I-Jadranovo; IT7-Zlobin; M- S. montana;, S- S.subspicata

14

14

10

15

15

15

15
105
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Slika 4.3.4.5. Histogram diskriminatne analize 17 #-alkana i svih parova simpatrijskih
populacija, S. montana i S. subspicata; a) Divaca; b) Jadranovo; c) Zlobin; d) Gacko;
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4.3.5. Diferencijacija svih proucavanih taksona na osnovu n-alkana

Univarijantne analize

Matriks plot pokazuje da su dominantna dva alkana C,, 1 C;; kod svih vrsta a dva su
pristuna kod nekih vrsta u ve¢im kolicinama C,, i C;; (Slika 4.3.5.1).

Slika 4.3.5.1. Matriks plot sve tri
vrste
1I-S. montana;, 11-S. kitaibeliz; 111-S.

subspicata;

C19 C20 C21 C22 C23C24 C25C26 C27C28 C29 C30C31 C32C33 C34 C35

Analiza varijanse (ANOVA) je uradena sa svim proucavanim vrstama (Tabela
4.3.5.1). Pokazano je statisticki znacajno razlikovanje izmedu sve tri vrste na osnovu 12 od
17 n-alkana, kao i (IN) i (d) vrednostima. Medutim konzervativnija post-hoc analiza (Tukey's
test, P<0,05) je pokazala odvajanje sva tri taksona samo na osnovu 5 od tih 12 alkana i to
Cy, Cs1, G5y, Ci5 1 Cy5. Na osnovu ostalih alkana se mogu razlikovati parovi vrsta. Najvise se
razlikuje vrsta S. &itaibelii na osnovu dodatnih 5 alkana (Cyy 1 Cys-55), S. subspicata se dodatno
razlikuje po koli¢ini Cy; i C;; od druge dve. Izvedene vrednosti (N) i (d) pokazuju
diferencijaciju S. subspicata 1 to od S. kitaibelii na osnovu (IN) vrednosti, dok (d) vrednost

pokazuje odvajanje od ostalih vrsta.
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Tabela 4.3.5.1. Rezultati analize varijanse i post-hoc test 17 nekorelisanih 7-alkana zajedno sa
N dvrednostima kod svih proucavanih vrsta

F P S.montana S. kitaibelii S. subspicata

n=157 n=45 n=114
C19 9.8 ook 0.1£0.1* 0.3%0.5 0.1£0.1*
C20 1.6 - 0.1£0.1* 0.1£0.1*  0.1%£0.1°
C21 1.2 - 0.2+0.3*  0.3+0.4"  0.2+0.3"
C22 1.4 - 0.2£0.2*  0.2%£0.1*  0.2%x0.2°
C23 0.3 - 0.2£0.3*  0.2£0.1*  0.3%£0.3*
C24 0.8 - 0.2£0.3* 0.2£0.1*  0.3%£0.3°
C25 4.1 ok 0.5+0.4* 0.4£0.2 0.5+0.4*

C26 56  F 05104 0.310.1 0.5+0.4"
C27 25.6  *Fk 48426 1.9%1.0 4.8+2.9°
C28 33.6 ke 19+0.8° 1.1104 2.2+0.8"
C29 159.5 *kk 354469 299479 51.4+10.3
C30 46.6  *t< 35+0.8°  3.3+0.4° 4.5+1.2
C31 439  eek 344472 393+48  27.6194
C32 69.5 ke 25+(0.8 2.8+0.7 1.5+0.9
C33 97.4 ke 137469  17.6%82  5.1+29
C34 246 et 0.710.7°  0.610.4° 0.3+0.3
C35 23.5 etk 0.840.8 1.5£2.0 0.3+0.4
N 8.2 ek 20140.7®  29.4+0.6° 28.910.7°
d 12.8  # 3942(0"  4.1+2.8" 2.7+2.1

ANOVA i post-hoc test (Tukey's), *" grupe na osnovu post-hoc testa (P<0,05); Udeli 7-alkana
su dati kao srednja vrednost + SD; *** P<(,01; ** 0,01<P<0,05;

ANOVA sa 6 taksona kao grupama je dala manje-vise iste rezultate samo mozda pojacanije
rezolucije u odnosu na ANOVA sa vrstama (Tabela 4.3.5.2). Isti alkani i (IN) i (d) vrednosti
su se pokazali znacajni za diferencijaciju svih taksona ali je post-hoc test dao ipak drugaciju
sliku. Ne postoji ni jedan karakter koji u potpunosti odvaja sve taksone. Uocava se trend da
se podvrste S. subspicata odvajaju od ostalih 1 da se S. kitazbelii odvaja najvise od ssp. variegata
a manje od tipske S. montana 1jos manje od ssp. pisidica. Cyg 1 Cs, odvajaju 8. subspicata ssp.
subspicata od ostalih taksona, a Cy, odvaja S. subspicata ssp. liburnica. Parametri (IN) 1 (d) su

imali mnogo manju rezoluciju.
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Rezultati

Tabela 4.3.5.2. Rezultati analize varijanse i post-hoc test 17 nekorelisanih 7-alkana zajedno sa

N dvrednostima kod svih proucavanih taksona

C19
C20
C21
C22
C23
C24
C25
C26
C27
C28
C29
C30
C31
C32
C33
C34
C35
N

d

&

5.1
1.5
1.3
1.3
1.3
1.2
4.5
4.7
23.4
23.4
82.5
40.4
30.8
50.4
40.1
13.2
10.2
7.4
6.2

P

kokok

Fokox

variegata
n=062
0.1+0.2"
0.1+0.1°
0.2+0.4°
0.2+0.3*
0.2+0.3°
0.3+0.4°
0.4+0.4™
0.5+0.5%%
4.2+1.9"
2.010.8"
35.116.8"
4.0+0.9*
34.94+4.9"
2.9+0.9°
13.3+6.5%
0.9+0.8%
0.6+0.5%
29.2+0.8"
3.7+2.0%cde

montana
n=82
0.1+0.1*
0.1+0.1°
0.3+0.2*
0.2+0.1°
0.310.2*
0.2+0.2°
0.6+£0.4™
0.5+0.3%%
5.5+3.0"f
2.0+0.8"
35.5+7.4"
3.310.7"
33.6+8.8"
2.240.5°
13.947.5"
0.7+0.6™
0.9£1.0™
29.0+0.7*
4.2+2.1%

pisidica
n=13
0.1+0.0"
0.1£0.0*
0.1£0.0*
0.1£0.0*
0.1£0.1°
0.1£0.0*
0.3+£0.2*
0.240.1°
3.4+1.4%
1.1+0.3"
36.814.6™
2.940.4"
36.1+3.6™
2.140.5°
15.3+3.9"¢
0.4+0.1°
0.940.6™*
29.7+0.3%
2.9£0.6™

kitatbelii
n=45
0.3+0.5*
0.1+0.1°
0.3+0.4°
0.2+0.1°
0.2+0.1°
0.2+0.1°
0.440.2"
0.3+0.1%
1.9+1.0
1.1£0.4°
29.947.9%
3.310.4
39.314.8
2.8+0.7°
17.618.2"
0.610.4™
1.5£2.0™
29.440.6™
4.142.8%

liburnica
n=70
0.1+0.1*"
0.1x0.1°
0.2x0.3*
0.2£0.3*
0.3£0.4°
0.3x0.4°
0.5+0.4™*
0.4+0.4%
3.71£2.5%
1.91+0.8"
47.419.8
5.0%£1.1
31.4+9.4"
1.8+1.0°
5.9+3.24
0.3+0.3"
0.4+0.5"

subspicata
n=44
0.140.1%
0.2£0.1°
0.2£0.2°
0.2£0.2*
0.2£0.2°
0.3£0.2°
0.6+0.4*
0.6+0.3*
6.6+2.5"
2.620.5
57.8%£7.5
3.8+0.9"™
21.5%5.4
0.910.4
3.9+1.9¢
0.2+0.2%
0.3+0.4"

29.1+0.8™! 28.7+0.5™

2,742 .4

2.611.44

ANOVA i post-hoc test (Tukey's), sbedef grupe su prema post-hoc testu (P<0,05); Udeli #-alkana su dati
kao srednja vrednost = SD;

Hijerarhijska klaster analiza (HCA)

Dendrogram dobijen HCA, baziranom na prosecnom udelu svih 17 alkana 1 svih

proucavanih vrsta je pokazala iste rezultate na razlicitim distancama, kvadriranim

Mabhalanobisovim i Euklidskim, izuzetak su Gower-ove distance (Slika 4.3.5.2). Pokazale su

blize grupisanje vrsta S. wontana 1 S. kitaibelii w odnosu na S. subspicata, dok su Goweove

pokazale da su S. subspicatai S. montana srodnije.

kvad. Mahalanobisove distance

©

[x]

M

Gowerove distance

©

(<]

Slika 4.3.5.2. Hijerarhijska klaster analiza 17 #-alkana kod svih vrsta; M- S. montana; K- S.
kitaibelii; 8- S. subspicata
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HCA sa 6 taksona je dala slicne rezultate za kvadrirane Mahalanobisove i Euklidske
distance. lako razlicite topologije, u dva od tri kladograma se odvajaju dve podvrste S.
subspicata od 8. montana 1 S. kitaibelii, dok su se taksoni potpuno izmesali na Gowerovim
distancama . U prvom slucaju, u drugoj kladi su S. montana ssp. montana i ssp. variegata sa
jedne strane i S. montana ssp. pisidica 1 S. kitaibelii sa druge strane (Slika 4.3.5.3). U slucaju

Euklidske distance se izdvaja S. kitaibelii a njoj je slicna je S. montana ssp. pisidica a njima su

slicne preostale dve podvrste S. montana.

v A © B © @ V

£ <F> MLJ e

A

Euklidske distance

kvad. Mahalanobisove distance

A oV & ®

Slika 4.3.5.3. Hijerarhijska klaster
analiza 17 p-alkana kod svih
taksona: - S. montana ssp. variegata,
M- 8. montana ssp. montana; P- .
montana ssp. pisidica; K- S. kitaibeli,
L- S. subspicata ssp. liburnica; S- S.
subspicata ssp. subspicta

Gowerove distance

Analiza glavnib komponenti (PCA)

Varijabilnost sastava proucavanih 17 alkana kod 316 individua je analizirana
koris¢enjem analize glavnih komponenti (PCA). Prve dve ose PCA objasnjavaju oko 96 %
ukupne varijabilnosti (Slika 4.3.5.4). Analiza glavnih komponenti je pronasla 3, odnosno 4
alkana na prve dve ose odnosno na prve tri ose (Cy, Cs; 1 Cy5). Scatter plot pokazuje da je
najveca varijabilnost kod vrste S. montana, ova varijabilnost prekriva ostale dve vrste,
medutim, 1 5. kitaibelii 1 S. subspicata se delimicno preklapaju. Vrsta S. subspicata se odvaja po

veéem udelu C,, 1 C;; u odnosu na Cs;, dok se S. kitaibelii odvaja po veéem udelu C;51 C5; u
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odnosu na C,,. S. montana se ne odvaja ni po jednom alkanu. Kada se oznace podvrste
vidimo da se S. subspicata ssp. subspicata odvaja od ostalih po veéim kolicinama C,,, a
podvrsta /iburnica na osnovu Cs;, mada i ovde ima blagog preklapanja. Najvece preklapanje
je izmedu podvrsta S. montana, kao 1 sa vrstom S. kitaibelii. lako scatter plot pokazuje
preklapanje S. &itaibelii 1 S. montana ssp. pisidica, ne dolazi do preklapanja jedinki ve¢ jedinke

S. kitaibelir delimi¢no okruzuju pomenutu podvrstu.

Tabela 4.3.5.3. Udeo 17 #-alkana u prva tri vektora

PC1 PC2 PC3
C19 0.00  0.00 0.00
C20 0.00 0.00 0.00
C21 0.00 -0.01 -0.03
C22 0.00 -0.01 -0.03
C23 0.00 -0.01 -0.04
C24 0.00 0.00 -0.03
C25 0.01 -0.01 -0.08
C26 0.01 -0.01 -0.08
C27 0.09 -0.14 -0.69
C28 0.04 -0.03 -0.14
C29 0.79 0.14 0.45
C30 0.02 0.06 0.00
C31 -0.45 0.77 0.18
C32 -0.05 -0.01 -0.02
C33 -041 -0.60 0.49
C34 -0.01 -0.04 0.01
C35 -0.03 -0.09 0.10

223



Doktorska disertacija Rezultati

PC2[18.4%]

PC1 [77.7%]

b)

PC2[18.4%]

PC1 [77.7%]

Slika 4.3.5.4. Scatter plot analize glavnih komponenti (PCA) a) vrste

b) svi taksoni; c) glavhe komponente;

S. montana: ssp. variegata: vBovec; Vi vth; vDivaéa; vKrk; ssp. zzontana: © Jadranovo;
® Zlobin; © Zvornik; ® Neretva;  Gacko; @ Mokrine; ssp. pusidica: ¥ Galicica;

S. kitaibelii: M Derdap; MTemsica; "Poganovo; S. subspicata: ssp. liburnica: A Divada;

A Jadranovo;A Zlobin; A Velebit;  Deverske; SSp. subspicata ® Gacko; ®Biokovo; ®
Ortjen; © Crkvice; ® Niksi¢
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Diskriminantna analiza (DA)

Uradeno je nekoliko diskriminantnih analiza. Prva diskriminantna funkcija objasnjava
oko 84 % dok druga objasnjava oko 16 % ukupne varijabilnosti kada su u pitanju vrste.
Diskriminantna analiza je uspela da odvoji sve tri podvrste uz izvesno preklapanje (Slika
4.3.5.5). Preklapanje jedinki je mnogo veée izmedu . montana 1 S. kitaibelii nego izmedu
vrsta S. subspicata 1 S. montana. Medutim, vidi se tendencija odvajanja ove tri vrste 1 ogleda se
u koli¢cinama 3 komponente, kao $to je pokazala i analiza glavnih komponenti. C,, odvaja
vrstu 8. subspicata, dok Csyy 1 Cy; odvajaju S. kitaibelii 1 S. montana, pri cemu se S. montana
dodatno odvaja po koli¢ini C,,. Matrica konfuzije je pokazala dosta prelazenja iz jedne u
drugu grupu (Tabela 4.3.5.4). U druge dve grupe prelazi oko 25% S. montana, 20% .
kitaibelir 1 samo 10% S. subspicata. Dobijeni rezultati se slazu sa rezultatima HCA (Euklidske

1 kvadrirane Mahalanobisove distance).

Tabela 4.3.5.4. Matrica konfuzije za diskriminantnu analizu, sve proucavane vrste su grupe

S. montana S. kitaibelii S. subspicata bX
S. montana 125 25 7 157
S. kitaibelii 6 36 3 45
S. subspicata 9 2 103 114
z 140 63 113 316

Tabela 4.3.5.5. Matrica konfuzije za diskriminantnu analizu, svi proucavani taksoni su grupe

S. montana STAENY S. subspicata
S. kitaibelii
SSp. variegata ssp. montana ssp. pisidica ssp. liburnica ssp. subspicata X

S. mom‘a.m 46 10 0 3 ) 1 o
SSp. variegata

S. montana 12 48 12 9 0 1 %
SSp. #montana

S. montana 0 0 12 1 0 0 13
Ssp. pisidica

S. kitaibelii 1 2 8 32 2 0 45
S. mbf])lmzfd 5 3 5 ) 44 14 0
ssp. liburnica

S. subspicata

Ssp. subspicata 0 0 0 0 8 36 44
2 64 63 34 47 56 52 316
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Axis 2

C29

b) ) C27

C31

-7.57

Axis 1

Slika 4.3.5.5. Scatter plot diskriminantne analize (DA) sve vrste:
a) vrste b) glavne komponente; S. ontana: ssp. varicoata: ¥ Bovec; Vi vrh; ¥ Divaca;
vKrk; ssp. zzontana: © Jadranovo; @ Zlobin; © Zvornik; ® Neretva;  Gacko; @ Mokrine;
ssp. pisidica: * Gali¢ica; S. kitaibelii: M Derdap; MTemsica; " Poganovo; 5. subspicata: ssp.
liburnica: A Divaca; A Jadranovo;A Zlobin; A Velebit;  Deverske; ssp. subspicata ®
Gacko; ®Biokovo; ¢ Orjen; © Crkvice; ® Niksi¢

Diskriminantna analiza sa 6 taksona kao grupama je pokazala nesto bolje odvajanje
(Slika 4.3.5.6). Prva diskriminantna osa objasnjava 59%, druga 14% a treca 13% ukupne
varijabilnosti. Scatter plot pokazuje da se ssp. su#bspicata najvise odvaja od ostalih taksona
iako se delimicno preklapa sa ssp. /lburnica. S. subspicata ssp. liburnica se preklapa sa
pojedinim jedinkama ssp. montana i ssp. variegata, koje se i same dosta preklapaju. Vrsta §.
kitaibelii se preklapa sa ssp. pisidica na prve dve ose. Alkani koji odvjaju taksone su isti oni
koji odvajaju vrste. Matrica konfuzije je kao i u prethodnom slucaju pokazala dosta
prelazenja iz jedne u drugu grupu (Tabela 4.3.5.5). Najvise jedinki ostaje u svojim grupama
kod ssp. pisidica 1 ssp. subspicata, dok najvise jedinki prelazi kod ssp. montana i ssp. variegata,

kao 1 kod ssp. Zburnica, prelazi skoro 40% kod prve 1 30% kod druge dve podvrste.
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Axis 1
Slika 4.3.5.6. Scatter plot diskriminantne analize (DA) svi taksoni:
a) vrste b) glavne komponente;
S. montana: ssp. variegata: vBovec; Vcmi vth; vDiva(:a; vKrk; ssp. zzontana: © Jadranovo;
® Zlobin; © Zvornik; ® Neretva;  Gacko; @ Mokrine; ssp. pisidica: * Galicica;
S. kitaibelii: M Derdap; MTemsica; ["Poganovo; S. subspicata: ssp. liburnica: A Divada;
A ]adranovo;A Zlobin; A Velebit; Deverske; ssp. subspicata ® Gacko; ®Biokovo;
@ Orjen; © Crkvice; ® Niksi¢
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4.4. Terpeni
4.4.1.1. Hemijski sastav etarskog ulja Satureja montana

U etarskom ulju S. montana detektovano je 120 jedinjenja, od koji je 111 identifikovano.
Medutim, po populaciji je u proseku detektovano izmedu 34 do 56 jedinjenja, §to

predstavlja 93,0-97,8% ukupnog sastava etarskog ulja (Tabela 4.4.1.1.1, Prilog D1-2).

Dominantna grupa u sastavu etarskog ulja su monoterpeni (69,8-86,9%). Kod nekih
populacija dominiraju oksidovani monoterpeni, dok kod drugith monoterpenski
ugljovodonici, takode, postoje i populacije gde su skoro podjednako zastupljene obe klase
jedinjenja (Slika 4.4.1.1.1). Seskviterpeni su zastupljeni u znatno manjem procentu (8,2-

10%), osim kod populacija Gacko i Galicica, gde su u nesto veéem procentu (25% 1 15%,

redom).

80 -
60 -
40 -
20 | ‘
0~
Bocvr%ci vrt; ' / Neidentiﬁkovano
Diva¢a ki . ‘ Druga jedinjenja
Jadranovo d / Seskviterpeni oksidovani
Zleb 'S,b,n v Seskwterpensk| ugljovodonici
Makarska ' Monoterpenlok5|dovan|
Mokrlne ' Monoterpenskl ugljovodonici

'

Galicica

Slika 4.4.1.1.1. Procentualna zastupljenost grupa jedinjenja u etarskom ulju kod . montana

Tri monoterpena su bila dominantno zastupljena u svim populacijama, p-cimen, karvakrol i
timol, jedino je u populaciji Gacko dominirao linalol. U nekim populacijama jedno od ova
tri jedinjenja ¢ini skoro 50% sastava ulja (populacija Zlobin, p-cimen 50%; Mokrine,

karvakrol 45,8%). Odnos ovih komponenti se smenjivao u zavisnosti od populacije i

jedinke.
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Profili etarskog ulja na osnovu komponenti sa udelom preko 5%, u 11 populacija S. montana
je bio sledeci:

Bovec: p-cimen (29,3%) >> karvakrol (16,7%) = karvakrol-metil etar (13%) = timol
(9,1%)

Crni Vrh: karvakrol (38,8%) > p-cimen (24,6%)

Divaca: karvakrol (41,8%) >> p-cimen (28,5%)

Krk: geranil acetat (41,7%) > gerniol (30,4%) = timol (29,3%) >> p-cimen (16,2%) =
karvakrol (13,2%)

Jadranovo: karvakrol (36,9%)> p-cimen (25,6%) >> timol (5,3%)

Zlobin: p-cimen (50,2%) >> karvakrol (13,1%) = karvakrol-metil etar (10,1%)
Sibinj: karvakrol (35,2%)> p-cimen (27,5%)

Makarska: timol (25,5%) > p-cimen (16,5%) = timol metil etar (12,7%) = karvakrol
(10,0%)

Gacko: geraniol (35,6%) > linalol (14,6%) > cis-sabinen (10,2%) = a-terpineol (7,3%) =
kariofilen oksid (6,4%)

Mokrine: karvakrol (45,8%0)>> p-cimen (19%) >> neral (7,1%)

Galicica: p-cimen (42%)>> timol (6,5%) = kariofilen oksid (5,6%) = borneol (5,1%)
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Tabela 4.4.1.1.1.

0 10BN -

DN DN DNDNDNDNDNDNDNDIDND = == == = = = =
S OO0 I UL WD~ O VW IO UL WD —O

Triciklen

a-Tujen

a-Pinen

Kamfen

Tuja-2,4(10)-dien
1-Okten-3-one

Sabinen

p-Pinen

1-Okten-3-ol

Mircen

Dehidro-1,8-Cineol
3-Oktanol
Dehidroksi-¢s-Linalol oksid
a-Felandren

a-Terpinen

p-Cimen

Limonen

1,8-Cineol

¢is-f-Ocimen
trans-f-Ocimen

y-Terpinen

¢s-Sabinen hidrat
vis-Linalol oksid (furanoid)
Terpinolen

Kamfenilon

trans-Linalol oksid (furanoid)
trans-Sabinen hidrat

Linalol

2-Metil butil-2-metil butirat
Okt-1-en-3-il acetat

Bovec®  Crtni Vth  Divaca
n=15 n=15 n=7
0.4+0.2 0.4%0.1 0.310.1
0.5+0.2 1.0£0.9 0.510.2
0.7£0.4  0.5%0.3 0.7£0.4
- - tr
1.6£0.5 1.5+0.6 1.3+0.5
0.410.2 0.3+0.1 0.210.1
tr tr -
tr tr -
0.5+0.2 0.4+0.2  0.4%0.1
29.3+13.4 24.619.5 28.5%+13.5
0.4+0.1 0.4+0.1 0.310.1
0.5+0.2 0.2+0.1 0.5%0.3
0.3+0.4 04+04  0.2%0.1
tr 0.1£0.1 tr
3.7+1.3 2.6x1.3 1.9£0.5
0.910.2 1.1£0.3 0.910.2
tr tr tr

- - 0.210.1
0.3+0.0 0.4+0.1 0.410.1
0.1+0.1 0.2+0.1 0.240.1

Sastav etarskog ulja izolovanog iz S. montana

Zlobin
n=15
tr
0.4+0.1
0.5%0.4

tr

0.4£0.1

0.5+0.3

0.2+0.2

0.4+0.4

0.2£0.1
tr

tr
0.1£0.1

Krk  Jadranovo
n=15 n=14

0.310.2 tr
04103  0.5+0.1
0.7£0.7  0.8%0.5

- tr
0.7£0.3  1.2+0.5
0.5+x0.2  0.2+0.1

tr -
1.0£0.3  0.4%0.2
16.2£8.1 25.7£10.5 50.2%9.8
04102  0.4%0.2
0.3+0.1  0.4£0.2
04103  0.3%0.2

tr tr
57121  1.4%£1.1
0.810.2  0.3%0.2
0.2+0.0 -

tr tr
0.120.0 -
0.2+0.1  0.1£0.0
0.2+£0.1  0.2+0.1

0.3+0.6

0.1+0.1

Sibinj
n=15

0.3+0.1

27.5%9.7

0.4%0.1
0.710.6
0.2+0.2
1.5£1.0
0.220.1

0.1£0.0
0.1+0.1

Makarska
n=15
0.2%0.1
0.5+0.1
1.0£0.4
tr
0.5+0.3

0.310.2

0.1£0.0
tr
0.6+0.4
16.5%£4.9
0.6+0.2
0.6+0.3
0.3+0.3
tr
32433
0.4£0.2

tr

0.220.0
0.2+0.1

Gacko
n=15
tr
tr
33122
1.310.7

0.9£0.5
0.3£0.1

1.3£1.0
1.9£0.9

0.3+0.1
0.4%+0.3
1.3+1.1
24+1.4
2.512.6
0.8%0.7
0.8%0.5
10.219.4
2.4%15

22%1.4
1.7£1.0
14.619.1

tr

0.2+0.1
19.0+4.5
0.3£0.1
0.7+0.3
tr
tr
0.6+0.4
0.4£0.8
0.5+1.0

0.2£0.5
0.21+0.2
2.2+8.0
0.1+0.0

Galicica
n=15
tr
0.3%0.1
0.6£0.2
1.4+1.1
tr

0.4+0.3
42.0+10.3
1.2£1.0
1.6£0.9
0.5+0.4
0.2+0.2
25118
1.2+1.7
0.5+0.4
0.4+0.4
0.4£0.3
0.4£0.4
4.2%6.8

DIHIDIA3STP DYSI075/0( ]
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nastavak tabele 4.4.1.1.1.

31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63

3-Oktanol acetat
a-Kamfolenal
trans-Pinokarveol
trans-N erbenol
Kamfor
Pinokarvon

Borneol

¢is-Linalol oksid (piranoid)
trans-Linalol oksid (piranoid)
Terpinen-4-ol
p-Cimen-8-ol
a-Terpineol
cis-Dihidro karvon
Mirtenol
trans-Dihidro karvon
Verbenon

Izobornil format
Nerol

Heksi 2-metilbutanoat
Timol metil etar
Kumin aldehid
Karvon

Neral

Karvakrol metil etar
Timokinon
Geraniol

Geranial
Neidentifikovano 2
Bornil acetat

Timol

p-Cimen-7-o0l
Karvakrol
Neidentifikovano 3

0.1£0.0
0.2%0.1
24%1.3
0.4%0.0

1.0£0.7
0.2£0.0

13.0£8.0
2.612.6

0.1£0.0

9.1£11.9
0.9%+1.4

16.7£13.0 38.8+11.4 41.8%15.4 13.2%112.6 36.9+16.3

tr

0.1£0.1
0.2£0.1

0.4+0.3

1.9+1.4

0.5+0.1

0.7+0.4

0.2£0.1

0.2£0.1
tr

tr
0.1+0.0
0.1£0.1

4.6£5.9
3.4%+2.1

0.1+0.1

0.3+0.2
0.3+0.2

0.4+0.2

0.1£0.0
tr
0.3+0.1

29420

0.710.1
1.4£0.7
0.220.1
0.1£0.0

0.2+0.0
0.2£0.1

0.2+0.2
2.5+1.8

tr

0.2£0.3 29.3%17.5 6.2%14.8

0.5+0.3

0.8+0.3

tr
0.2+0.2

2.9%2.0

0.420.1

0.5+0.4

0.210.1
tr

2.620.0
4.0x3.2
0.1+0.1
0.220.0
1.0£1.4
1.511.4
30.4+0.0
1.8+0.0

tr

0.2+0.1

0.1£0.1

0.2+0.2

34123

0.6+0.1

0.8+0.3

0.2£0.0

0.1£0.1
tr

tr

0.50.7
0.1£0.1
0.1+0.1
4.4x49
3.512.0

tr
1.2+2.8

0.8+0.3

0.2£0.1
0.2+0.2

1.9+1.8

0.7+0.1

1.7£0.7

0.3£0.3

0.2£0.1
tr

0.1+0.0
tr

0.2+0.1
0.4+0.2
0.4£0.0

10.1£6.8
2.1+2.2

0.1+0.0

0.1+0.2
0.7+0.3

13.1+10.6 35.2%+13.7

1.1£0.8

0.2+0.1

3.812.0

0.5%0.1
0.9+0.4
0.220.1
0.220.1

tr

1.1£2.2
tr
0.210.1
2931
2919

tr
1.3£2.4
0.2£0.1

0.810.6

0.1£0.1
0.3+0.2

4.7%2.0

0.6x0.1
0.5%0.1
0.4£0.2
0.220.0

12.7£5.2
0.1+0.0

1.0£1.2
3.0£2.1

tr
25.5%13.1

10.0+10.0
0.8+0.5

35.6%£5.9
3.5£2.5
0.4%+0.3

0.2£0.1

0.3+0.1
41£1.6
0.3£0.0
0.3+0.0
1.0£1.2
0.6+0.2
0.6£0.3
0.2+0.1
tr

0.2+0.1
tr

7.1+3.2
4.1£4.5
2.3%+1.5

tr
0.2+0.1
0.210.1
45.819.0
1.5£0.5

0.2£0.1
0.7+0.5

5.1+4.1
0.2£0.1
0.2+0.0
1.0£1.5
2.610.8
0.6£0.3

0.1+0.1

0.1£0.1

0.2+0.2
0.2+0.1
0.5+0.3

3.3+2.9
0.8+0.7

tr
6.5%4.1

2.0£3.9
0.3+0.0
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nastavak tabele 4.4.1.1.1.

64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96

a-Ilangen
a-Kopaen
p-Bourbonen
Geranil acetat
p-Kubeben
p-Elemen
a-Gurjunen
(£)-Kariofilen
(E)-Kariofilen
p-Kopaen
a-Guaien
Aromadendtren
6,9-Guaiadien
¢is-Murola-3,5-dien
a-Humulen
alo-Aromadendren
vis-Kadina-1(6),4-dien
9-¢pi-(E)-Kariofilen
y-Murolen
Germakren D
p-Selinen
Biciklogermakren
Viridfloten
cis-f-Guaien
a-Murolen
Germakren A
p-Bisabolen
y-Kadinen
trans-Kalamenen
0-Kadinen
trans-Kadina-1,4-dien
a-Kadinen
a-Kalakoren

0.1+0.0
0.1£0.1

0.2£0.4
27111
0.1+0.0

0.4£0.2

tr
tr

0.3+0.1

0.2+0.1

0.4+0.2

0.3+0.5

0.6£0.6
0.3+0.1

0.4+0.2

2.00.6
tr

0.3£0.4
tr
tr
0.3+0.1
0.1£0.1
0.3+0.1

tr

0.3£0.2
0.2+0.1

0.3+0.1

tr
0.1£0.0
tr
41.7£0.0

tr

4515
tr
tr
0.4%0.3

0.220.0
tr

0.410.2
0.4+0.4
tr
2.1+0.0
0.5%0.3

0.1+0.1

0.5£0.4
0.3+0.1

0.5%0.3
tr
tr
tr

tr
0.2+0.1
0.1£0.1

tr
1.6£0.7
tr
0.2£0.3
0.6£0.4
tr
tr
tr

0.4%0.2
tr
0.1£0.0

0.5+0.2
0.4+0.4

0.3£0.2
0.3+0.1

0.5+0.2

tr
tr

0.7+0.5
tr

0.3£0.1

0.2+0.0
tr
0.1£0.1

0.3+0.1
tr
0.1£0.0

0.5+0.3
1.1£0.7

0.2+0.2
0.3+0.1
0.2+0.1
0.3+0.2

tr
0.2+0.1
0.1£0.0

1.7£1.1
tr

0.5£0.3
tr

0.1+0.0

tr
0.6+0.2
0.1+0.1
0.1+0.1

0.5+0.2

0.3+0.3

0.3£0.2
0.5+0.1
0.8+0.4

tr

tr

tr

2.0x1.2
0.2+0.2

0.310.2

tr
tr

0.2+0.1
0.1+0.1
0.1+0.1

0.410.2

0.1+0.1
1.7£1.5
0.3+0.1
0.3+0.1

0.1+0.1
0.1+0.0
0.1£0.0

tr

1.2%1.1
tr
tr
0.5%0.3

0.2+0.1

tr

0.4+0.2
0.5+0.4

0.6£0.6
0.2+0.1
0.2+0.1

tr
0.2£0.1

0.1+0.1

0.1£0.1
2.7+1.6
tr
tr
0.2£0.1

0.1+0.1
0.1£0.1

0.2+0.1

0.4+0.3
tr

0.6£0.5

0.3+0.3

0.4£0.3
0.2+0.1

0.2+0.2
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97 Elemol

98 Neidentifikovano 6
99 Spatulenol

100 Kariofilen oksid

101 Viridiflorol

102 g-Kopaen-4-a-ol)
103 Humulen epoksid 1T
104 p-Eudezmol

105 1-epi-Kubenol

106 )

Kariofila-4(12),8(13)-dien5-4-
107 ol

108 epi-a-Kadinol

109 a-Murolol (=Toreiol)

110 § -Eudezmol

111 g-Eudezmol

112 a-Kadinol

113 Selin-11-en-4-a-ol

114 Kadalen

115 Neidentifikovano 8

116 14-Hidroksi-p-Katiofilen

117 a-Bisabolol

118 Eudezma-4(15),7-dien-1-6-ol

9 Germakra-4(15),5,10(14)-

trien-1-a-ol

120 a-Eudezmol acetat

Kariofila-3(15),7(14)-dien-6-a-
O.

tr

tr
0.4£0.3
3.4%1.5

tr

0.2£0.1

tr

tr

tr

0.4+0.2
tr
0.1£0.0

tr

0.4£0.4
2.8+0.9

tr

0.220.1

0.4+0.2

tr

tr
0.5+0.3
1.7£0.7

0.1£0.0

0.1+0.0
0.220.1

0.220.1

0.1+0.1
0.5£0.4
23+1.1
0.1£0.0

tr

tr
0.4£0.3
tr

0.4£0.2

0.1£0.0
0.6£0.5
3.0+1.1

0.2+0.1
0.6£0.3
2.9+1.0

0.1+0.0
tr

0.4%0.2

tr

0.12£0.0
0.220.1
0.6+0.2

0.12£0.0

tr

0.1+0.1
0.50.5
3.0x1.4

0.3£0.1

0.6%0.3
0.1£0.1
tr

tr

tr

0.5£0.4
2.3+0.7

tr
tr

0.3£0.1

tr

0.4+0.2
0.1+0.1

0.1£0.0
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nastavak tabele 4.4.1.1.1.

Ukupni monoterpeni
Monoterpenski ngljovodonici

Monoterpeni oksidovani

Ukupni seskviterpeni 10.6+2.5
Seskviterpenski ngljovodonici 7.312.2
Seskviterpeni oksidovani 3.3+1.2
Druga jedinjenja® 14.817.8
Neidentifikovana jedinjenja -
UKUPNO 96.411.2
Ukupan broj jedinjenja 42-51

10.9+£3.0 8.5+1.8 11.2*+2.8
6.3%1.9  45*12  8.6%2.6
47+1.8 4.0x14 26109
6.0x5.6 1.7+0.7 8.3+10.2
0.110.1 - -
96.9+1.2 97.1%£0.7 97.5%0.9
43-57 45-55 38-58

9.1+2.5
5.3%+1.4
3.7+1.6
5.415.2
0.1+0.1
97.6+1.1
34-56

10.3+1.4
4.3+0.9
6.1£1.5
11.5%6.6
0.1£0.1

71.0+£8.8 79.916.4 86.9r2.5 78.1+11.7 83.1£6.4 75.916.5 78.4+4.2
36.4+13.3 30.9£10.5 33.2%£13.7 26.0£10.0 29.6%10.3 52.4%9.8
34.6£13.5 49.1£9.8 53.7+14.5 521485 5351127 23.5+12.0 47.0+11.1

31.4+9.4

10.8%+2.2
5.9%1.8

49+1.4

3.6+£3.2

0.1+0.1

97.8+10.6 93.0+2.5

42-56

35-55

69.817.3
23.3%8.2
46.619.1

10.412.1
5.7%1.5
4.6%2.1

13.515.8
0.0+0.1

93.712.7

39-54

70.0+£9.4
13.4£8.7
56.6£11.0

25.0+8.9
13.214.5
11.814.8
0.3+£0.3
0.2+0.1
95.4+1.8
36-51

83.8+5.1
21.9%4.8
62.0£8.4

8.212.1
4.6%1.2
3.6%1.0
5.3+4.7
97.3+0.7
45-56

75.819.8
49.4+10.6
26.4£9.0

15.4+5.9
5.5£2.9
9.8+3.7
2.6£3.0
93.8+4.3
40-56

Y¥Sadrzaj svake komponente je dat kao procenat (srednja vrednost +SD) ukupnog sastava etarskog ulja, tr - tragovi (0,05< tr < 0,10%); - nije
detektovano jedinjenje; jedinjenja koja su bila zastupljena sa manje od 0,05% nisu predstavljeni u tabeli; masnim slovima su napisane vrednosti sa
udelom u sastavu etarskog ulja preko 5%

Palifati¢ni ugljovodonici, alifati¢ni aldehidi 1 alkohol, alifaticne kiseline i njihovi estri i aldehidi, aromaticni estri, aromati¢ni alkoholi, aril estri i

aromatic¢ne kiseline
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Doktorska disertacija Rezultati

4.4.1.2. Varijabilnost etarskog ulja Satureja montana

Univarijantne analize

Matriks plot, pokazuje da dve komponente dominiraju sastavom etarskog ulja, p-cimen 1
karvakrol kod vecine populacija, izuzetak su populacija Krk, Makarska koje pored
pomenutih komponenti imaju i veéu kolicinu timola (Slika 4.4.1.2.1). Populacija Gacko se
od ostalih izdvaja po manjim koli¢inama p-cimena i nedostatku karvakrola i slichom udelu
linalola 1 a-terpineola. Iako u njenom profilu dominira geraniol, ovo jedinjenje je iskljucen

iz daljih univarijantnih i mutlivarijantnih analiza jer nije imalo normalnu distribuciju.

_—

Podvrsta pisidica se izdvaja po dominaciji samo jedne komponente p-cimena.

Slika 4.4.1.2.1. Matriks plot

ssp. variegata: I-Bovec; II-Crni
vth; III-Divaca; IT- Krk;

ssp. montana: 1'-Jadranovo; 1'1-
Zlobin; 1V1I-Sibinj; 1111
Makarska; IX-Gacko; X-
Mokrine;

ssp. pisidica: XI-Galicica;
7-1-Okten-3-ol; 2- p-Cimen, 3-
Limonen; 4- p-Terpinen; 5-
Linalol; 6- Borneol; 7- Terpinen-
4-ol; 8- a-Terpineol; 9- Timol
metil etar; 70- Karvakrol metil
etar; 77- Timokinon; 72- Timol;
13- Karvakrol; 74-(E)-
Kariofilen; 75- Germakren D;
16- p-Bisabolen; 77- Spatulenol;
9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 78_ I{arioﬁlen OkSld;
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Analiza varijanse (ANOVA) je uradena sa svih 11 populacija vrste Satureja montana,

ukljucujuéi populacije sve tri podvrste (Tabela 4.4.1.2.1). Pokazanao je znacajno

Ny

razlikovanje izmedu sve tri podvrste na 12 od 18 odabranih komponenti etarskog ulja.
Medutim, konzervativnija post-hoc analiza (Tukey's, P<0,05) pokazuje manju je razliku
izmedu podvrsta. Podvrsta pisidica se razlikuje od ostale dve podvrste na osnovu 6 od 12
komponenti (p-cimen, limonen, timokinon, karvakrol, spatulenol i kariofilen oksid).
Podvrsta variegata se od ostalih razlikuje na osnovu 2 komponente (1-okten-3-ol i borneol),
a od ssp. montana na osnovu (E)-kariofilena. p-Terpinen razdvaja sva tri taksona

medusobno.
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Doktorska disertacija Rezultati

Tabela 4.4.1.2.1. Rezultati analize varijanse i post-hoc test 18 nekorelisanih komponenti

etarskog ulja kod podvrsta S. montana

IFl P variegata montana pisidica
n=>52 n=89 n=15

1-Okten-3-ol 38.8 Hokok 1.3%0.6 0.4£0.7a 0.3£0.2a
p-Cimen 10.7 *orck 24.1%+12.0a 23.3+16.62 42+10.3
Limonen 6.2 Hokok 0.410.1a 0.7£0.9a 1.2%+1.0
y -Terpinen 28.4 WS 3.71£2.0 1.3+1.8 2.5*1.8
Linalol 4.6 Hokok 0.1+0.1a 3.0+7.2ab 3.916.7a
Botrneol 9.5 WS 2.5%1.6 3.9%2.4a 5.1%4.12
Terpinen-4-ol 3.4 *ok 0.5+0.1 1.0+14 1.0£1.5
a-Tetpineol 2.3 - 0.2+0.1° 1.4+45° 0.60.3"
Timol metil etar 2.3 - 1.1+£2.4" 2.2%+50° 0.1+0.1°
Karvakrol metil etar 2.5 = 53+7.4*° 3.5+5.1° 2.0+2.8°
Timokinon 6.0 Hokx 2.4%2.1a 2.3%+2.1a 0.5x0.7
Timol 3.2 *ok 11.2+16.5 54%+11.9 6.514.1
Karvakrol 10.3 Hokx 25.4117.62 23.4£19.92 1.9+3.7
(E)-Kariofilen 8.0 Hokok 3.1+1.52 2.0+1.75 2.711.63b
Germakren D 3.0 - 0.2+0.3° 0.7x1.6° 0.4+0.3"
[-Bisabolen 0.3 - 0.5+0.5" 0.5£0.9" 0.4+0.3"
Spatulenol 17.7 Hokok 0.510.4a 0.8+1.0a 2.0%1.3
Kariofilen oksid 18.0 *orck 2.4%1.2a 3.312.0a 5.6+2.5

ANOVA i post-hoc test (Tukey's), *" grupe su prema post-hoc testu (P<0,05); Udeli terpena su
dati kao srednja vrednost * SD; statisticki znacajne vrednosti su oznaCene masnim slovima;

e p<0,01

ANOVA sa 18 izabranih terpena koji su imali udeo veéi od 0,5 i nisu bili korelisani, je
pokazala da se sve populacije razlikuju medusobno. Uraden je i post-hoc test. Populacija
Galicica (podvrsta pisidica) se najvise razlikuje od ostalih. Takode, velika veéina populacija
podvrste montana se razlikuje od podvrste variegata. Populacija Makarska se od ostalih
razlikuje po f-bisabolenu, dok se populacija Gacko razlikuje na osnovu 5 komponenti (p-
cimen, limonen, linalol, a-terpineol, germakren D). Timol izdvaja populacije Krk 1

Makarsku. Medutim, ne postoji kontinuirano grupisanje pupulacija u podvrste.
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Tabela 4.4.1.2.2. Rezultati analize varijanse i post-hoc test 18 nekorelisanih komponenti etarskog ulja kod populacija S. montana

F P Bovec Crni Vrh Divaca Krk Jadranovo  Zlobin Sibinj Makarska ~ Gacko  Mokrine  Galicica

n=15 n=15 n=7 n=15 n=14 n=15 n=15 n=15 n=15 n=15 n=15

1-Okten-3-ol 419 #%  16+0.5¢ 1.5£0.6c 1.3+05%  0.7+03c  12+0.5¢ 114£0.7b e de de e (310, 20de
p-Cimen 30.8 e 29.3%134tbe 24.6+9.5% 28541355 16.248.1bF 25741057 50.2+9.81 27.549.7% 16.5+49%  12+1.1 19.0+4.5v 42.0+10.3¢
Limonen 156 #0 041010 04401 03101 044020 024020 04010 041020  0.6+020  22+15  03%0.1% 1.2+1.0b
p-Tetpinen 160 *  37+13v  26+1.3v  1.940.5%  57+20v  14+11v 04404  15+1.0v  32+33% 05106 0.6404% 25+1.8
Linalol 151 #  01+01*  01£0.1*  0.140.1*  02+0.1*  01+0.1*  03+0.6*  0.1+0.1*  02+0.1* 146191 224800 3.9+6.7°
Borncol 45 ke 244137 1.9F1d4be  29+20%  29420v  34423v  1.9+18bc  38+20v  47+20v 56+29¢ 41+1.6v 51+4.1v
Terpinen-4-ol 53 *% 04400  05t0.1  07+0.1 0401  0.6+0.1  07+0.1  05t02  0.6+0.1  25%26 1.0+12  1.0+15
a-Terpineol 6.8 024000 02%0.0:  02%0.0* 02401+ 024012  03%03*  02%0.1* 044022 68194 06103 0.6+03*
Timol metil etar  39.9 *#*  0,0+0.1v -abe 0.0£0.1v  3.7+32v 031050 0.2+0.1%  0.6F1L6be 11.8+6.00 e 024027 0.1+0.1v
fft:fvakmlmetﬂ 126 * 130480  43%58 02402  1.0+14  38+48 101468 23430  1.0+1.2 - 41+45  20+2.8
Timokinon 6.0 P 24426 34421 25118 14414 35420 2022  29+19  3.0+21 - 23%15 05107
Timol 20.6 e 9.4+411.9¢ 024020 0.2%0.20  293+17.5> 534138  0.14020  12+2.4r 255+13.1> = 024012 6.5%4.12
Karvakrol 314 ke 167+13.00 38811140 41.8415.4> 13.2412.6%0 36.9116.3> 13.1410.6% 352413.7> 10.0410.0:d @ 458+9,0> 1.9+3.7«
(B)-Kariofilen ~ 13.8 *#%  26+1.30 27+11% 2040604  45+15  1.6+0.7d  07£0.56  17H118d 2041204 454200 124114 27+1.6
Germakren D 788 *%  0.3+0.3 2 0404+ 0.1+0.12 2 0.140.1*  0.1+0.1*  4.0+15 a 0.4+0.3t
f-Bisabolen 8.1 e 06405 0.6+0.60 03020 05104  01£020  0.1+01: 014020 1715 05805 0.6%0.61 0.4+0.3°
Spatulenol 113 #% 07405 04403  04+04* 04104 044040 05105 06103 04405 22417 0.5+04¢ 2.0+1.3>

Kariofilen oksid 15.8 *x  21+40.7¢  3.4+1.52  2.840.9 1.7£0.7 231112 3.0£1.12  29+1.00  3.0£1.4* 6.4+2.4> 23+0.70 5.6£2.5b

ANOVA i post-hoc test (Tukey's), *>*™ grupe su prema post-hoc testu (P<0,05), pri ¢emu u grupu ¥ su smesteni svi oni koji se nalaze u vise od
grupe; Udeli terpena su dati kao srednja vrednost + SD; *** P<(,01
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Doktorska disertacija Rezultati

Hijerahijska klaster analiza (HCA)

Dendrogram dobijen HCA podvrsta i prose¢nom udelu svih 18 nekorelisanih komponenti
etarskog ulja je pokazao iste rezultate za sve distance, Euklidske distance, Gowerove i
kvadrirane Mahalanobisove distance (Slika 4.4.1.2.2). Klaster analiza je pokazala da su
podvrste montana 1 variegata slicnije po sastavu etarskog ulja u odnosu na ssp. pisidica. Ovi

rezultati se poklapaju sa ANOVA testom.

® @

kvad. Mahalanobisove distance

Slika 4.4.1.2.2. Hijerarhijska klaster analiza 18 terpena kod podvrsta S. montana
a) kvadrirane Mahalanobisove distance; M- ssp. montana; V- ssp. variegata; P- ssp. pisidica

Klaster analiza sa svim populacijama je dala nesto drugacije rezultate za iste distance (Slika
4.4.1.2.3). Kvadrirane Mahalanobisove i Gowerove distance najvise razlikuju populaciju
Gacko, ali ostatak topologije stabla je razliCit. Kvadrirane Mahalanobisove distance u
drugoj kladi izdvajaju Krk i Makarsku od ostalih populacija. Gowerove distance su
grupisale u kladu koja je razlicita od Gackog, Galic¢icu kao najrazlicitiju, pa potom Krk i
Mokrine, a zatim, za razliku od prethodnih distanci, grupisu se Zlobin i Bovec, potom
Sibinj i Mokrine, 1 na kraju Crni vrh, Divaca i Jadranovo. Euklidske distance su dale cetiri
klade, prva klada je Gacko, druga Krk i Makarska, tre¢a Zlobin, Galicica i Bovec 1 cetvrta

klada su sve ostale. Rezultati pokazuju veliku varijabilnost etarskih ulja.
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Rezultati
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Analiza glavnib komponenti (PCA)

Tabela 4.4.1.2.3. Udeo 18 terpena u prva tri

vektora

1-Okten-3-ol
p-Cimen
Limonen

y -Terpinen
Linalol
Borneol
Terpinen-4-ol
a-Terpineol
Timol metil etar
Karvakrol metil etar
Timokinon
Timol
Karvakrol
(E)-Kariofilen
Germakren D
[-Bisabolen
Spatulenol
Kariofilen oksid

PC1
0.00
-0.12
-0.01
-0.03
-0.07
-0.02
-0.01
-0.03
-0.07
-0.01
0.04
-0.35
0.92
-0.02
-0.02
-0.01
-0.01
-0.03

PC2
0.02
0.89
-0.01
-0.03
-0.09
-0.02
-0.01
-0.05
-0.08
0.13

0.01

-0.41
-0.06
-0.05
-0.03
-0.02
0.00

0.00

PC3
0.02
0.33
-0.04
0.09
-0.37
-0.06
-0.04
-0.15
0.11
0.01
0.05
0.77
0.31
-0.02
-0.08
0.01
-0.05
-0.10

Euklidske distance

Slika 4.4.1.2.3. Hijerarhijska klaster
analiza 18 terpena kod populacija S.
montana,

7- Bovec; 2- Ctni vrh; 3- Divaca; 4- Krk;
5- Jadranovo; 6- Zlobin; 7- Sibinj; §-
Makarska; 9- Gacko; 70- Mokrine; 77-
Galicica

Varijabilnost  proucavanih 18
nekorelisanih komponenti etarskog ulja
kod 156 individua je ispitana analizom
glavnih komponenti (PCA). Prve dve
ose objasnjavaju oko 76 % ukupne
varijabilnosti (Slika 4.4.1.2.4). PCA je
izdvojila 3 komponente koje najvise
opisuju varijabilnost u celom setu
podataka (karvakrol, p-cimen i timol).
Takode, pokazala je preklapanje sve tri
podvrste, pri cemu podvrste mwontana i
variegata imaju veliku varijabilnost, dok
se populacija podvrste pisidica grupise u

jednom delu scatter plota. Polozaj
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populacija pokazuje da se Makarska i Krk karakteriSu visokim udelom timola a Gacko
linalola, Mokrine se odvajaju ve¢im udelom karvakrola, a Galicica ve¢im udelom p-cimena.
Crni vrh, Divaca i Sibinj imaju veéi udeo karvakrola i p-cimena a manje timola. Dok
populacija Zlobin ima vec¢i udeo p-cimena a manji udeo karvakrola. Populacije Jadranovo i

Bovec imaju veoma veliku varijabilnost. Rezultati PCA ukazuju na postojanje 3 ili 4
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Slika 4.4.1.2.4. Scatter plot analize glavnih komponenti (PCA) . montana

a) sve tri podvrste; b) sve populacije; ) glavne komponente; ssp. variegata: © Bovec; V Ceni
vth; ¥ Divaca; v Krk; ssp. montana: © Jadranovo; ® Zlobin;  Sibinj; ® Makarska;

Gacko; @ Mokrine; ssp. pusidica: * Galicica
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Hijerarhijska klaster analiza (HCA) hemotipova

Dendrogram koji je obuhvatio sve uzorke (HCA, Euklidske distance), baziranom na
udelu svih 18 nekorelisanih komponenti etarkog ulja je grupisao sve jedinke u cetiri klade, a
u odnosu na dominantnu komponentu (Slika 4.4.1.2.5). Prva klada obuhvata jedinke sa
dominantnim linalolom (linalolni hemotip), gde se nalaze individue iz populacije Gacko 1
po jedna individua iz populacija Krk i Mokrine. Druga klada obuhvata jedinke sa
dominantim timolom (timolni hemotip) gde su skoro sve jedinke iz populacija Krk i
Makarska i1 po jedna jedinka iz populacija Bovec i Jadranovo. Tre¢u kladu ¢ine jedinke sa
dominantnim karvakrolom (karvakrolni hemotip), gde se nalazi vecina individua iz
populacija Bovec, Crni vrh, Divaca, Jadranovo, Sibinj i Mokrine i po nekoliko jeidnki iz
drugih populacija Krk (6), Makarska (3), Zlobin (3) i Gali¢ica (1). Cetvrta klada obuhvata
jedinke sa dominatnim p-cimenom (p-cimenski hemotip), i to veéina jedinki iz populacija

Galicica 1 Zlobin, dve jedinke iz populacije Bovec i jedna iz Jadranova.
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Euclidean Distance
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Slika 4.4.1.2.5. Hijerarhijska klaster analiza 18 terpena kod populacija S. montana po
individuama sa glavnim komponentama koje ih grupisu; Euklidske distance
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Univarijantne analize hemotipova

Analiza varijanse (ANOVA) sa tri hemotipa koje je predlozila PCA je pokazala
diferencijaciju sva tri hemotipa na osnovu 17 od 18 komponenti (Tabela 4.4.1.2.4). Uradena
je 1 post-hoc analiza (Tukey's, P<0,05). Pokazana je najjaca diferencijacija timolnog hemotipa.
Sva tri hemotipa se medusobno razlikuju na osnovu 3 komponente, i to 1-okten-3-ola, p-
cimena i karvakrola. Timolni hemotip se razlikuje na osnovu dodatnih 11 od preostalih 15
komponenti. Karvakrolni hemotip se razlikuje od druga dva na jos 4 od 15 komponenti
(borneol, timokinon, spatulenol i kariofilen oksid), a p-cimenski samo na osnovu jos 2
komponente (borneol i karvakrol metil etar) u odnosu na ostale hemotipove.

ANOVA sa 4 grupe na osnovu HCA analize, odnosno 4 hemotipa je pokazala
diferencijaciju sva cetiri hemotipa na osnovu svih komponenti (Tabela 4.4.1.2.4). Post-hoc
test (Tukey's, P<0,05) je pokazao diferencijaciju sva cetiri hemotipa na osnovu samo jedne
komponente (p-cimena), dok se pojedini hemotipovi razlikuju na osnovu veceg broja
komponenti. Linalolni hemotip se razlikuje od ostalih na osnovu 8 od 18 komponenti.
Timolni hemotip na osnovu 6 od 18 komponenti, karvakrolni na osnovu 2, a p-cimenski na
osnovu 1 komponente od svih ostalih. Poslednja dva hemotipa su ujedno medusobno i

najsli¢nija.
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Tabela 4.4.1.2.4. Rezultati analize varijanse i post-hoc test 18 nekorelisanih komponenti etarskog ulja kod populacija S. 7ontana 3 1 4 hemotipa

3 hemotipa 4 hemotipa
F P Karvakrol = p-Cimen Timol F P Karvakrol = p-Cimen Linalol Timol
1-Okten-3-ol 135 *=  (0.710.7 1.0£0.8 0.3£0.5 104 & 0.7£0.7wb¢  1.0£0.82>  0.0£0.1¢d  0.4£0.62d
p-Cimen 199.5 #+  21.2+6.2 43.3%£10.6  9.5£8.0 | 1659 ***+ 212+61 43.6%x10.6 1.712.9 16.0£6.2
Limonen 174  * 0.3%0.1» 0.6%0.6 1.2£1.3 30.7 e 03£0.12 0.6£0.72 2.0x1.6 0.6%0.22
y -Terpinen 3.6 *  1.9%1.6 2.0£1.8 3.0£3.1 17.6  **  21%1.8 1.9£1.7» 0.4£0.5 4.612.8
Linalol 11.0  **  0.6£3.8 1.3£4.02 5.7£9.0 64.6 ¥ 0.1%0.12 1.3£4.00  14.7£10.1  0.2%0.1»
Borneol 1.7 - 32+19%  3.613.0°  41+28° 3.0 o 31%£1.9%  3,6%£3.0c  5.1%3.0bc  3.5£22abe
Terpinen-4-ol 43 & 0.7£0.6 0.7£0.8# 1.3£1.9 126 **  0.6X0.6+  0.7£0.8 2.312.6 0.5%0.1»
a-Terpineol 82 & (0.3%0.20 0.3£0.32 2.8106.6 19.2  *#*  03%£0.2¢  0.3%£0.3* 6.1£9.1 0.2£0.22
Timol metil etar 19.1  »& 0.7£2.00 0.5%1.5 4.8106.7 504 Fec 0.7£2.00 0.3%£1.00  0.0£0.12 8.7£6.8
Karvakrol metil etar 9.9 & 3.7£5.6° 6.5£6.9 1.2£3.32 7.9  eFF 39%58be 6.6£6.9%  0.3%1.12c  1.3%2.4ac
Timokinon 17.5  * 31120 1.7£2.02 1.0£1.42 | 148 *  3.1£20 1.7£2.0 0.0£0.2 1.9£15
Timol 402 B 22%4.50 3.8£5.12  20.9£20.3 | 193.1 *+*  27%5.1a 3444  0.0£0.1» 36.6£12.2
Karvakrol 2583 * 412%+11.1  10.4£9.0 37153 | 168.7 **+ 40.9£11.3 10.6£9.1®>  1.6X6.6>  4.6+2.0%bc
(BE)-Katiofilen 251 o+ 20%1.12 1.8%1.52 3.812.0 151 o+ 214120 1.8%1.52 43%2.1 3.2£1.7
Germakren D 340 ek 0.1%0.2 0.2£0.2# 1.7£2.0 | 1594 *&  0.1%£0.22  0.2£0.22 3.6£1.8 0.220.22
[-Bisabolen 10.8  *=*  0.4£0.6 0.3£0.32 0.9£1.1 115 **  04%£0.5  0.3£03*  0.5%0.5 1.211.4
Spatulenol 87 Fx 04204 1.0£1.02 1.1£1.42 | 207 *+  0.410.3 1.0£1.0 21%1.7 0.4%0.4
Kariofilen oksid 7.8 ¢ 2.6%1.1 3.7£2.0 394272 | 225 ¥ 2.,6F1.10 3.8£2.0 5.9£2.6 22+1.4

ANOVA i post-hoc test (Tukey's), »b<d grupe su prema post-hoc testu (P<0,05); Udeli terpena su dati kao srednja vrednost + SD; *** P<(,01; ** 0,01<P<0,05
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Analiza glavnib komponenti (PCA) sa 3 i 4 hemotipa

PCA sa svih 18 nekorelisanih komponenti je pokazala jasno odvajanje sva tri
hemotipa. Medutim, kada su u pitanju 4 hemotipa postoji delimi¢no preklapanje linalolnog

1 karvakrolnog hemotipa (jedna jedinka iz karvakrolnog tipa se nalazi u linalolnom).
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Slika 4.4.1.2.6. Scatter plot analize glavnih komponenti (PCA) S. montana

a) 3 hemotipa; b) 4 hemotipa; Bovec;vCrni vth; vDivaéa; vKrk; Jadranovo;
®Zlobin;  Sibinj; ®Makarska; Gacko; @ Mokrine; * Galicica
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Diskriminantna analiza (DA)

Uradeno je nekoliko diskriminantnih analiza. Prva diskriminantna funkcija objasnjava

oko 60 %, dok druga objasnjava oko 39 % ukupne varijabilnosti kada su grupe podvrste

(Slika 4.4.1.2.7). DA, sa podvrstama kao grupama, pokazala je odvajanje ssp. pisidica, kao i

delimi¢no preklapanje druge dve podvrste S. montana. Matrica konfuzije je pokazala da u

podvrstu montana prelaze svega 2 jedinke podvrste variegata i 1 jedinka podvrste pisidica, dok

¢ak 10 jedinki podvrste montana prelazi u podvrstu  variegata (Tabela 4.4.1.2.5).

Diferenciranju podvrsta najvise doprinose karvakrol (odvaja podvrste montana 1 variegata) i p-

cimen koji odvaja podvrstu pisidica. Medutim, i ostale komponente poput timola, p-

terpinena doprinose ovom odvajanju.

Tabela 4.4.1.2.5. Matrica konfuzije za diskriminantnu analizu, podvrste S. montana kao

grupe
variegata — montana
variegata 50 2
montana 10 79
pisidica 0 1
X 60 82
a)

pisidica %
0 52
0 89
14 15
14 156
R
G + %

T
v3

Slika 4.4.1.2.7. Scatter plot (DA) podvrste S. montana kao grupe

a) sve podvrste; b) glavni vektori;
®Zlobin;  Sibinj; ®Makarska;

Bovec;vCrni vrh; vDivaéa; vKtk;
Gacko; @ Mokrine; * Galicica

Jadranovo;
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DA analiza sa populacijama, gde prva diskriminantna funkcija objasnjava oko 54 % a
druga oko 18 %, jako odvaja populaciju Gacko od svih ostalih na osnovu linalola (Slika
4.4.1.2.8). Razlikovanje ostalih populacija nije bas najjasnije. Populacije Makarska i Krk se
izdvajaju kao populacije bogate timolom, dok se veoma preklopljene populacije Bovec,
Crni vrh, Divaca, Jadranovo i Zlobin izdvajaju kao bogate p-cimenom i karvakrolom.
Populacija Gali¢ica se malo izdvaja kao bogata kariofilen oksidom. Matrica konfuzije je
pokazala da u svojim zadatim grupama su sve jedinke iz populacija Gacko 1 Krk, dok kod
svih ostalih je bar po 1 jedinka prebacena u drugu populaciju (Tabela 4.4.1.2.6). Izuzetak su

populacije Jadranovo i Crni vrh gde je 5 odnosno 6 jedinki prebaceno u drugu grupu.

Tabela 4.4.1.2.6. Matrica konfuzije za diskriminantnu analizu, populacije S. montana kao
grupe

1 II I Iv \Y vl Vil VIl IX X X1 >

I 13 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 15
1I 1 9 5 0 0 0 0 0 0 0 0 15
111 0 1 5 0 0 0 0 0 0 1 0 7
v 0 0 0 15 0 0 0 0 0 0 0 15
\Y 0 0 3 1 9 1 0 0 0 0 0 14
VI 0 0 0 0 1 13 0 0 0 1 0 15
VI 0 0 0 0 0 0 12 0 0 3 0 15
VIII 0 0 0 2 0 0 0 13 0 0 0 15
IX 0 0 0 0 0 0 0 0 15 0 0 15
X 0 0 0 0 0 0 2 0 0 13 0 15
X1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 14 15
2 14 11 13 18 10 15 15 13 15 18 14 156

ssp. variegata: I-Bovec; II-Crni vrh; I1I-Divaca;; [1-Krk; ssp. montana: 17-Jadranovo; 11
Zlobin; IV1I-Sibinj; 1/1I1I-Makarska; IX-Gacko; X-Mokrine; ssp. pisidica: XI-Galicica; X -
ukupno
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«| [timol

p-cimen

karvakrol

Slika 4.4.1.2.8. Scatter plot (DA) populacije S. montana kao grupe

a) sve populacije; b) glavni vektori; Bovec;vCrrn' vth; vDivaéa; vKrk; Jadranovo;

®Zlobin;  Sibinj; ®Makarska; Gacko; @ Mokrine; * Galicica

Diskriminantna analiza sa 3 hemotipa koje je predlozila PCA je pokazala njihovo

gotovo potpuno odvajanje na prve dve diskriminante ose, prva osa objasnjava oko 69 % a

druga oko 30 % ukupne varijabilnosti (Slika 4.4.1.2.9). Matrica konfuzije, pokazuje da su

svega 3 jedinke prebacene iz jednog u drugi hemotip (Tabela 4.4.1.2.7). Dve jedinke iz

timolskog hemotipa su prebacene u karvakrolni, a jedna p-cimenskog hemotipa je

prikljucena timolskom. Ovdajanju hemotipova najvise doprinose p-cimen, timol i kravakrol.

Tabela 4.4.1.2.7. Matrica konfuzije za diskriminantnu analizu, grupe su 3 hemotipa

Karvakrol p-Cimen  Timol z

Karvakrol 67 0 0 67
p-Cimen 0 49 1 50
Timol 2 0 37 39
2 69 49 38 156
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Slika 4.4.1.2.9. Scatter plot (DA) 3 hemotipa S. montana kao grupe

a) 3 hemotipa (Karvakrol, p-Cimen i1 Timol); b) glavni vektori; Bovec; ¥ Crni veh;
vDivaéa; Krk; @ Jadranovo; ®Zlobin;  Sibinj; ®Makarska; Gacko; @ Mokrine;
* Galicica

DA sa 4 hemotipa koje je predlozila HCA sa svim jedinkama je pokazala odvajanje 3
hemotipa na prve dve diskriminantne ose, dok se na trecoj osi odvajaju karvakrolni 1 p-
cimenski hemotip, prva osa objasnjava oko 64 %, druga oko 25 % a treca oko 10 %
ukupne varijabilnosti (Slika 4.4.1.2.10). Odvajanje hemotipava je na osnovu cetiri
komponente i to p-cimena, linalola, timola i karvakrola. Matrica konfuzije pokazuje da
samo jedna jedinka iz p-cimenskog hemotipa prelazi u karvakrolski hemotip (Tabela

44.1.2.8)

Tabela 4.4.1.2.8. Matrica konfuzije za diskriminantnu analizu, 4 hemotipa su grupe

Karvakrol = p-Cimen Timol  Linalol >

Karvakrol 68 0 0 0 68
p-Cimen 1 48 0 0 49
Timol 0 0 22 0 22
Linalol 0 0 0 17 17
by 69 48 22 17 156
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Slika 4.4.1.2.10. Scatter plot (DA) 4 hemotipa S. montana kao grupe

a) 112 o0sa;¢c) 113 osa; b)id) glavni vektori; €) 3-D prikaz (karvakrol, , timol 1
linalol); v Bovec;vCrni vrth; VDivaca; vKrk; Jadranovo; @Zlobin; Sibinj;
O®Makarska; Gacko; @ Mokrine; * Galicica;
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Bioklimatski podaci

Linearna zavisnost bioklimatskih parametara i nekorelisanih komponenti etarskog
ulja S. montana je otkrivena samo kod jedne komponente 1-okten-3-ola i to sa svega dva
bioklimatska parametra. Negativna sa BIO9 (temperatura u najsuvljem kvartalu) 1 pozitivna
sa BIO18 (kolic¢ina padavina u najtoplijem kvartalu).

Mantelov 1 parcijalni Mantelov test su pokazali da nema korelacije izmedu odabranih
nekorelisanih  komponenti etarskog ulja i bioklimatskih parametara, kao ni izmedu

komponenti etarskog ulja i geografskog regiona (Tabela 4.4.1.2.9).

Tabela 4.4.1.2.9. Mantelov i parcijalni Mantelov test

EU+BIO 0.25 0.09 0.18 0.18 0.03 0.39
EU+BIO-Geo 0.18 0.11 -0.02 0.50 -0.12 0.72
EU+Geo 0.18 0.16 0.35 0.10 0.23 0.11

EU-profil etarskog ulja; BIO-bioklimatski parametri; Geo-geografski region
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4.4.2.1. Hemijski sastav etarskog ulja Satureja kitaibelii

U etarskom ulju . kdtaibelii detektovano je 106 jedinjenja, od koji je 100
identifikovano. Medutim, po populaciji je u proseku detektovano izmedu 47 do 72
jedinjenja, Sto predstavlja 89,3-95,9% ukupnog sastava etarskog ulja (Tabela 4.4.2.1.1,
Prilog D3).

Dominantna grupa u sastavu etarskog ulja su monoterpeni (52,1-84,6%). U
populacijama Poganovo i Temsica dominiraju oksidovani monoterpeni, dok u populaciji
Derdap dominiraju monoterpenski ugljovodonici (Slika 4.4.2.1.1). Seskviterpeni su

zastupljeni u znatno manjem procentu (10,8-34,9%).

B

£y Temsica
Monoterpenski u ovodon|C| v g
P on% erpem oksidovani - L / Poganovo
Seskviterpenski ugljovodonicCi . F
Seskviterpeni oksidovani . / Perdap

Druga jedinjenja
Neidentifikovano

Slika 4.4.2.1.1. Procentualna zastupljenost grupa jedinjenja u sastavu etarskog ulja
S. kitaibelii

U sve tri populacije su bili zastupljeni monoterpeni p-cimen i limonen, ali nije
pronadena komponenta koja je dominantno prisutna u sve tri populacije. Najmanja
procentualna zastupljenost komponenti etarskog ulja (5,5-12%) je pronadena u populaciji
Temsica, gde je bio i1 najvedi broj komponenti sa slicnim udelom u profilu (oko 6%).
Populacija Derdap ima jednu dominantnu komponentu p-cimen, a ostale koje imaju veéi
udeo imaju slicne vrednosti, dok u populaciji Poganovo postoje 4 dominante komponente

dve sa ve¢im i dve sa manjim udelom.

Profili komponenti sa udelo preko 5% u etarskom ulju tri populacije S. &itaibelii je bio
slededi:
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Derdap: p-cimen (21,9%) >> Sabinen hidrat (9,0%)= limonen (8,0%)= borneol (7,7%) >
kariofilen oksid (5,9)

Poganovo: linalol (22,2%) > p-cimen (16,9%)>> borneol (7,6%) = limonen (7,4%)

Temsica: geraniol (12,0%) > borneol (7,7%) = f-bourbonen (5,9%) = spatulenol (5,8) =
p-cimen (5,5%) = limonen (5,2%)

Tabela 4.4.2.1.1. Sastav etarskog ulja izolovanog iz S. kitaibeli:

N SN U S U
R a0 R r o N3 0® 1A WN =

BB 0 0 LW L L L L L WNDNDNDDDNDNDDNDN
— O 00 IO UL WP, OO OooI UL

Heksanal

Triciklen

a-Tujen

a-Pinen

Kamfen
Tuja-2,4(10)-dien
Sabinen

p-Pinen

Mircen

3-Oktanol

a-Felandren

a-Terpinen

p-Cimen

Limonen

1,8-Cineol

¢is-p-Ocimen
trans-f-Ocimen

y -Terpinen

cis-Sabinen hidrat
¢zs-Linalol oksid (furanoid)
Terpinolen

Kamfenilon

trans-Linalol oksid (furanoid)
trans-Sabinen hidrat
Linalol

a-Kamfolenal
trans-Pinokarveol
cis-p-Menta-2-en-1-ol
cis-p-Menta-2,8-dien-1-ol
Kamfor

Pinokarvon

Borneol

¢zs-Linalol oksid (piranoid)
trans-Linalol oksid (piranoid)
Terpinen-4-ol
p-Cimen-8-ol
a-Terpineol

cis-Dihidro karvon
Mirtenol
Neidentifikovano 1
trans-Dihidro karvon

Derdap?
n=14
0.5%0.3
tr
0.2£0.1
2.4%0.6
2.2%0.9

0.2+0.2
0.72£0.3
0.4£0.2
0.220.1
tr
0.5+0.4
21.9+9.4
8.0+2.4
2.7+1.2
0.5%0.3
0.6+0.3
1.0£0.7
9.01£9.1

3.8+11.2

1.7+1.0
0.1£0.1
0.5+0.1
0.6+0.2
0.5+0.1
1.0£0.4
tr
7.712.6

3.8+12.9
1.5%0.7
0.6+0.3
0.410.2
0.2+0.1

0.9+0.7

Poganovo
n=15
tr
0.210.2
3.2%1.9
2.1£0.9
0.1£0.1
tr
0.3%0.1
0.210.1
tr
0.4£0.6
16.91£10.5
7.415.4
1.3+0.8
0.410.4
1.0x1.4
3.214.6
3.61£2.7

3.0%2.6
0.620.6
22.2%+15.5
0.4+0.2
0.2£0.2
0.210.1
1.2£0.7
tr
7.6£3.2
0.7+0.5
0.7+0.5
25133
1.4£1.2
0.5+0.3
1.1+0.9

0.2£0.1
0.6+0.5

Temsica
n=15
tr
tr
2.0x1.0
1.4+0.7
0.1x0.1
tr
0.1x0.1
0.210.1
0.4x0.2
tr
0.2x0.1
5.51+2.6
5.2+2.3
1.8+0.7
0.1£0.0

0.4+0.2
2.0£1.6
0.6+0.2

0.3+0.1
0.4+0.1
0.4+0.2
0.3+0.1

0.310.1
tr
tr
1.7£0.7

7.71£3.4

0.2+0.1
3.2%1.5
1.6£0.5
0.5+0.1
0.620.3
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nastavak tabele 4.4.2.1.1.

42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93

Vetrbenon
trans-Karveol
Izobornil format
cis-Karveol

Nerol
cis-p-Menta-1(7),8-dien-2-ol
Kumin aldehid
Karvon

Neral
Karvakrol metil etar
Geraniol

Geranial

Bornil acetat

Timol
p-Cimen-7-ol
Karvakrol
0-Elemen
a-Kubeben
Neidentifikovano 4
a-Ilangen
a-Kopaen
S-Bourbonen
f-Kubeben
S-Elemen
(E)-Kariofilen
f-Kopaen
a-Guaien
Aromadendren
trans-Murola-3,5-dien
a-Humulen
alo-Aromadendren
¢s-Kadina-1(6),4-dien
9-¢pi-(E)-Kariofilen
y-Murolen
Germakren D
S-Selinen
Biciklogermakren
¢is-p-Guaien
a-Murolen
Premnaspirodien
p-Bisabolen
y-Kadinen
0-Kadinen
Dihidroaktinidiolid
a-Kadinen
a-Kalakoren
1-nor-Bourbonanon
Neidentifikovano 6
Spatulenol
Kariofilen oksid
p-Kopaen-4-a-ol)
Salvial-4(14)-en-1-on

0.310.2

0.710.2

0.4£0.1
tr

0.210.1
0.220.1

0.5+0.5
3.0x4.5

tr
0.2£0.1
0.2£0.1
0.410.2

tr

tr

0.220.1
1.5%0.6

0.210.2
22%+1.0
0.210.1
0.1+0.1

0.2+0.0

0.1+0.0

0.120.0
tr

tr
1.620.9

0.7£0.6
0.4+0.0

0.1£0.0
0.820.5
tr
tr

tr

tr
2.9+1.8
5.912.4
0.120.0
0.210.1

0.5%0.4
1.0£0.7
0.3+0.2
0.210.2

0.2+0.1
1.2+1.2

0.2£0.2
0.6+0.9
0.320.0
0.6+0.4

tr

tr
0.4+0.1
1.9£0.8
0.220.1

1.2£0.8
0.210.1
0.2+0.1

tr

0.2+0.1

0.9£0.9
tr

0.220.1

0.5+0.5
0.210.1
0.210.1

tr

1.2+1.1
1.6£0.7

0.210.1

0.8£0.2
1.2%0.3

0.6+0.3
0.620.2

0.9+0.3
0.3+0.1

12.0+4.8
0.5+0.3
0.2£0.1
0.2+0.1

0.9+0.4
0.220.0
0.2+0.1
0.320.0
0.2£0.1
0.4+0.1
5.91+1.8

0.4£0.1
42+1.7
0.3£0.1
0.4+0.1
0.3+0.1

0.3+0.1

0.1+0.0
0.2+0.0
0.5+0.2
2.8%1.3
0.4+0.1
1.9£1.1

0.220.0

1.0£0.5
0.4+0.2
0.5+0.2
0.2+0.1
0.620.3
0.4+0.3
1.0£0.5
0.3+0.1
5.8+2.0
3.8+1.1
0.320.0
0.5+0.2
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nastavak tabele 4.4.2.1.1.

94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104

Humulen epoksid 11
Kariofila-4(12),8(13)-dien5--ol
a-Murolol (=Toreiol)
a-Kadinol

Mustakon
14-Hidroksi-3-Kariofilen
a-Bisabolol
Eudezma-4(15),7-dien-1-g-ol
Germakra-4(15),5,10(14)-trien-1-a-ol
Heptadekan C17
Amorfa-4,9-dien-2-ol
Ukupni monoterpeni
Monoterpenski ngljovodonici
Monoterpeni oksidovani

Ukupni seskviterpeni
Seskviterpenski ugljovodonici
Seskviterpeni oksidovani

Druga jedinjenja
Neidentifikovana jedinjenja
UKUPNO

Ukupan broj jedinjenja

0.1+0.0
0.4+0.2
0.210.1

0.6+0.3

0.5+0.3
0.2+0.1

0.4+0.4
72.5%7.5

41.4£11.0
31.1£10.6

19.01+4.2
7.912.6
11.0£3.6
3.614.3
95.1+2.4
50-65

0.3+0.2
0.3%0.1
0.210.1

0.3+0.2
0.1+0.1
0.4+0.1
0.4+0.1

84.6+4.6

3224139
52.4%15.1

10.8%3.7
62122
4.6%2.1
0.410.3
0.11+0.1
95.9%1.5
47-63

0.5%0.2
1.210.4
0.4+0.2
0.8+0.2
0.3+0.1
0.910.3
0.5+0.2

0.6+0.2
0.1£0.0

52.1%7.4
15.7£5.3
36.4%6.7
34.9%6.5
20.4%5.3
14.5+3.3
2.1+0.8
0.210.1
89.31£3.2
60-72

¥Sadrzaj svake komponente je dat kao procenat (srednja vrednost £SD) ukupnog sastava
etarskog ulja, tr - tragovi (0,05< tr < 0,10%); - nije detektovano jedinjenje; jedinjenja koja

su bila zastupljena sa manje od 0,05% nisu predstavljeni u tabeli; masnim slovima su

napisane vrednosti sa udelom u sastavu etarskog ulja preko 5%

Palifati¢ni ugliovodonici, alifatiéni aldehidi i alkoholi, alifati¢ne kiseline i njihovi estri i
aldehidi, aromatic¢ni estri, aromati¢ni alkoholi, aril estri i aromati¢ne kiseline
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4.4.2.2. Varijabilnost etarskog ulja Satureja kitaibelii

Univarijantne analize

Matriks plot je pokazao da veéina izabranih komponenti ima ve¢i udeo u etarskom
ulju, i da ¢ak 10 komponenti pokazuju veliku varijabilnost (Slika 4.4.2.2.1). Na matriks
plotu vidimo da sve populacije imaju veliki udeo p-cimena i borneola, a posebno populacije
Derdap i Poganovo. Populacija Pedrap se dodatno odvaja na osnovu cis-sabinen hidrata od
druge dve populacije, dok se populacija Poganovo dodatno odvaja na osnovu linalola.
Populacija Temsica se od ostalih odvaja pre svega na osnovu manjeg udela pomenutih

komponenti.

Slika 4.4.2.2.1. Matriks plot S.
kitaibelii

I-Derdap; II-Poganovo; I1I-
TemsSica

7- p-Cimen; 2- Limonen; 3-
1,8-Cineol; 4- y -Terpinen; 5-
cis-Sabinen hidrat; 6-
Terpinolen; 7- Linalol; §-
Borneol; 9- Terpinen-4-ol;
10- p-Cimen-8-ol; 717-
Karvakrol metil etar; 72-
Karvakrol; 73- Germakren D;
14- f-Bisabolen; 75-
Kariofilen oksid;

Analiza varijanse (ANOVA) je uradena sa 15 nekorelisanih komponenti koje su imale
prosecni udeo veci od 0,5% 1 sa sve 3 populacija vrste S. kitaibelii (Tabela 4.4.2.2.1).
ANOVA je pokazala statisticki znacajnu razliku izmedu populacija na osnovu 7 od 15
komponenti. Medutim, konzervativnija post-hoc analiza (Tukey's test, P<0,05) je pokazala da
se populacije medusobno razlikuju samo na osnovu karvakrola i kariofilen oksida.
Populacija Temsica se razlikuje od druge dve na osnovu p-cimena i germakrena D.
Populacija Perdap se razlikuje od ostalih na osnovu cis-sabinen hidrata a populacija
Poganovo na osnovu linalola. ¢s-Sabinen hidrat i f-bisabolen su razlikovali Derdap od

Poganova, dok je karvakrol metil etar razlikovao Temsicu od Derdapa.
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Tabela 4.4.2.2.1. Rezultati analize varijanse i post-hoc test 15 nekorelisanih komponenti

etarskog ulja kod populacija S. kitaibelii

F
p-Cimen 15.1
Limonen 2.4
1,8-Cineol 0.2
y -Terpinen 12.3
cis-Sabinen hidrat 3.5
Terpinolen 1.3
Linalol 29.3
Borneol 0.0
Terpinen-4-ol 0.9
p-Cimen-8-ol 0.2
Karvakrol metil etar 5.3
Karvakrol 8.3
Germakren D 13.6
[-Bisabolen 3.0
Kariofilen oksid 27.0

P

Kk

k%K
k%

kkok

KKk
k%K%
Kk

Kk

Derdap
n=14

21.919.42

8.0+2.4"*
1.3+1.6*
1.0£0.7»
9.0+9.1=
2.7£9.5*

a

7.71£2.6*
3.8+2.9*
1.5+0.7*
2.614.32
0.4£0.2

1.6£0.92
0.8+0.52
59124

Poganovo
n=15

16.9£10.52

7.415.4°
1.1+0.9*
0.9£1.42
2.6+4.3b

22.2+15.5
7.6£3.2*
2.5£3.3°
14+1.2°
_ab
0.6x0.4
0.910.92
0.3+0.5b
1.6£0.7

TemSica
n=15
5.512.6
52%2.3"
1.1+1.1°
0.4£0.2a
1.8+1.62

0.3+0.22
7.7+3.4*%
3.2+1.5°

1.6+0.5*
b

0.910.4
2.8%1.3
0.5%0.62b
3.811.1

ANOVA i post-hoc test (Tukey's), *" grupe su prema post-hoe testu (P<0,05); Udeli terpena su
dati kao srednja vrednost + SD; statisticki znacajne vrednosti su prikazane masnim

slovima; *** P<0,01, ** 0,01<P<0,05

Hijerarhijska klaster analiza (HCA)

Hijerarhijska klaster analiza sa 15 nekorelisanih komponenti je u zavisnosti od izabranih

distanci dala razlicite grupe (Slika 4.4.2.2.2). Kvadrirane Mahalanobisove distance grupisu

Derdap 1 Poganovo, Euklidske Temsicu i Dedrap, dok Gowerove grupisu Poganovo i

Temsicu kao sli¢nije.
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kvad. Mahalanobisove distance

Gowerove distance

Analiza glavnib komponenti (PCA)

Tabela 4.4.2.2.2. Udeo 15 terpena u prva tri vektora

PC1
p-Cimen -0.24
Limonen -0.09
1,8-Cineol 0.00
y -Terpinen -0.00
cis-Sabinen hidrat 0.08
Terpinolen -0.04
Linalol 0.95
Borneol -0.04
Terpinen-4-ol -0.03
p-Cimen-8-ol -0.03
Karvakrol metil etar -0.04
Karvakrol 0.00
Germakren D -0.02
[-Bisabolen -0.01
Kariofilen oksid -0.10

PC2
0.96
0.08

0.02
-0.00
-0.08
-0.03
0.25
0.00
-0.05
0.03

0.00
-0.01
-0.08
0.01

0.03

Euklidske distance

PC3
0.00
-0.06
-0.04
0.09
0.91
-0.05
0.13
-0.11
0.22
-0.04
0.16
-0.03
0.00
0.01
-0.02

Slika 4.4.2.2.2. Hijerarhijska klaster
analiza 15 terpena kod populacija S.
kitaibelii,

7- Derdap; 2- Poganovo; 3- Temsica

Varijabilnost sastava
proucavanih 15 odabranih
nekorelisanih  komponenti kod 44
individe je ispitana analizom glavnih
komponenti (PCA). Prve dve ose
ove analize objasnjavaju oko 71 %
ukupne varijabilnosti (Slika
4.4.2.2.3). PCA je pokazala da
postoji  velika  varijabilnost u
populaciji Poganovo i to na osnovu
udela dve komponente, p-cimena i
linalola.  Takode, pokazala je

odvajanje sve tri populacije jednu

od druge. Dve komponente (p-cimen i linalol) su najbitnije za ukupnu varijabilnost u

uzorku na prve dve ose, dok je cis-sabinen hidrat bitan na trecoj osi. Jedinke iz populacija
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Derdap i1 Temsica su se grupisale linearno jedna iznad druge na prvoj osi dok se lepo
razdvajaju na drugoj osi na osnovu udela p-cimena i linalola. Udeo p-cimena raste od

Temsice do Derdapa, a istovremeno od Derdapa ka Temsici raste udeo linalola.

a) p-cimen
254 =
204
linalol
15+
sabinén
hidrat
104
: 3 |
15. 7. 75 5.0 22‘.5 30.0 375
-5
"
L
" 0
“irrsxca
L

PC1[47.0%)]

Slika 4.4.2.2.3. Scatter plot analize glavnih komponenti (PCA)
a) populacije S. kitaibeliz; b) glavni vektori; ll Derdap; B Temsica; " Poganovo

Diskriminantna analiza (DA)

Prva diskriminantna funkcija objasnjava oko 64 %, dok druga objasnjava oko 35 %
ukupne varijabilnosti sa populacijama kao grupama (Slika 4.4.2.2.4). DA je pokazala
kompletno odvajanje populacija, bez preklapanja. Populacija Poganovo se ponovo odvaja
od druge dve populacije na osnovu velikih koli¢ina linalola, kao na prethodnoj analizi
(PCA). Populacija Derdap se odvaja na osnovu vecih koli¢ina p-cimena i cs-sabinen hidrata,
a manjih linalola. Populacija TemS§ica se odvaja od ostalih na osnovu manjih kolicina svih

komponenti. Matrica konfuzije potvrdila rezultate DA (Tabela 4.4.2.2.3).
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Tabela 4.4.2.2.3. Matrica konfuzije za diskriminantnu analizu, populacije S. &zfazbelii

Derdap Poganovo Temsica z
Derdap 14 0 0 14
Poganovo 0 15 0 15
Temsica 0 0 15 15
X 14 15 15 44
a) N | flinalol b)
- p-cimen
sabinen
| hidrat
2 y i ,
-6‘.0 p /4'.5 —3‘.0 o -1‘.5 ’175 3:0 4?5 th‘
e
m oo N
L] Jemgie u h
[ - o

Axis 1

Slika 4.4.2.2.4. Scatter plot analize glavnih komponenti (DA)
a) populacije S. kitaibeliz; b) glavni vektori; ll Derdap; B Temsica; " Poganovo

Bioklimatski podaci

Rezultati jednostavne linearne regresione analize (Tabela 4.4.2.2.4) sa bioklimatskim
parametrima i nadmorskom visinom i 15 nekorelisanih komponenti etarskih ulja su
pokazali da postoji statisticki znacajna korelacija sa bioklimatskim podacima. Koli¢ina p-
cimena je bila u pozitivnoj korelaciji sa srednjom temperaturom (BIO1) i maksimalnom
temperaturom najtoplijeg meseca (BIO5).

cis-Sabinen hidrat je pokazao pozitivnu korelaciju sa srednjom temperaturom

najvlaznijeg meseca (BIOS8) a negativnu sa nadmorskom visinom. Linalol i kariofilen oksid
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su jedine komponente koje su u korelaciji sa ve¢inom bioklimatskih parametara. Linalol je
bio u pozitivnoj korelaciji sa bioklimatskim parametrima vezanim za temperaturu (BIO2,
BIO3, BIO7, BIO9Y, BIO11), a negativnim sa parametrima vezanim za koli¢inu padavina
(BIO12, BIO14, BIO17 i BIO19). Kariofilen oksid je bio u negativnhoj korelaciji sa
nadmorskom visinom 1 nekim parametrima vezanim za temperaturu (BIO2, BIO3, BIO7),
dok je u pozitivnoj bio sa svim parametrima padavina (BIO12-BIO19) kao 1 BIO4 i BIOS.

Tabela 4.4.2.2.4. Test linearne korelacije terpena . &ifaibeliz 1 bioklimatskih komponenti

1 11 I I1v Y VI VII VIII IX X XTI XII XIII XIV XV
ALT 05 -02 -01 -06 04 -02 03 00 -02 00 -05 05 01 -03 -0.6
BIO1 0.7 03 01 05 -02 02 02 00 00 -01 03 -05 -05 01 0.2
B1IO2 -02 -01 -01 -05 04 -02 0.6 00 -02 -01 -04 02 -02 -04 -0.8
BIO3 -0.1 00 -01 -04 03 -02 07 00 -02 -01 -03 01 -03 -03 -0.7
BIO4 03 01 01 06 -04 02 -05 00 02 00 04 -03 01 03 0.7
BIO5 0.7 03 01 05 -02 02 02 00 00 -01 03 -05 -05 01 02
BIO6 06 03 01 06 -03 02 -01 00 01 00 04 -05 -03 02 05
BIO7 -01 00 -01 -05 04 -02 0.7 00 -02 -01 -04 02 -03 -04 -0.8
BIOS 05 02 01 06 -04 02 -03 00 02 00 05 -05 -02 03 0.6
BIO9 04 02 00 -01 02 00 07 00 -01 -01 -01 -02 -0.6 -02 -05
BIO1O 0.6 03 01 06 -03 02 -02 00 01 00 04 -05 -03 02 05
B1O11 03 02 00 -02 02 -01 08 00 -02 -01 -01 -02 -06 -03 -0.6
BIO12 02 01 01 05 -04 02 -06 00 02 01 04 -03 02 04 0.7
BIO13 04 02 01 06 -04 02 -05 00 02 00 04 -04 00 03 0.7
BIO14 00 00 01 04 -03 02 -0.7 00 02 01 03 -01 04 03 0.7
BIO15 04 02 01 06 -04 02 -05 00 02 00 04 -04 00 03 07
BIO16 03 01 01 06 -04 02 -06 00 02 00 04 -03 01 03 0.7
BIO17 -0.2 -01 00 03 -03 01 -0.8 00 02 01 02 01 05 03 07
B1IO18 03 01 01 06 -04 02 -06 00 02 00 04 -03 01 03 0.7
BIO19 0.0 00 01 04 -03 02 -0.7 00 02 01 03 -01 04 03 0.7
I- p-Cimen; 1I- Limonen; III- 1,8-Cineol; I~ p -Terpinen; I/~ as-Sabinen hidrat; 171-
Terpinolen; I“II- Linalol; I'III- Borneol; IX- Terpinen-4-ol; X- p-Cimen-8-ol; XI-
Karvakrol metil etar; XII- Karvakrol; XIII- Germakren D; XIT- p-Bisabolen; X1~
Kariofilen oksid; masnim slovima su oznaCene statisticki znacajne vrednosti vece od 0,6

Mantelov i parcijalni Mantelov test nisu pronasli korelacije izmedu odabranih
komponenti etarskog ulja i bioklimatskih parametara, kao ni izmedu sastava etarskog ulja i
geografskog regiona (Tabela 4.4.2.2.5).

Rezultati na ovako malom broju populacija ukazuju na to da je uocena korelacija vise

slucajna, pre nego posledica razlika u bioklimatskim parametrima.
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Tabela 4.4.2.2.5. Mantelov i parcijalni Mantelov test

EU+BIO 0.26 0.51 0.81 0.16 -0.36 0.67
EU+BIO-Geo 1.00 0.33 -1.00 0.50 -1.00 1.00
EU+Geo -0.28 0.49 1.00 0.17 0.18 0.67

EU-profil etarskog ulja; BIO-bioklimatski parametri; Geo-geografski region
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Doktorska disertacija Rezultati

4.4.3.1. Hemijski sastav etarskog ulja Satureja subspicata

U etarskom ulju izolovanom iz nadzemnih delova jedinki vrste S. swbspicata
detektovano je 154 jedinjenja, od koji je 146 identifikovano. Medutim, po populaciji je u
proseku detektovano izmedu 40 do 83 jedinjenja, sto predstavlja 89,0-98,5% ukupnog

sastava etarskog ulja (Tabela 4.4.3.1.1, Prilog D4-5).

Dominantna grupa u sastavu etarskog ulja su seskviterpeni (50,4-68,8%). Kod vecine
populacija dominiraju seskviterpenski ugljovodonici, dok kod svega 2 populacije dominiraju
oksidovani seskviterpeni (Slika 4.4.3.1.1). U populaciji Orjen su skoro podjednaka
zastupljeni i monoterpeni i seskviterpeni, dok u populacijama Jadranovo, Zlobin i Crkvice

dominiraju monoterpeni.

s0

a0
30
20 4

10 ¥

Divgc“a .
Jadranovo™.
Zlobin™_
Velebit

/" Neidentifikovano
/" Druga jedinjenja

bevrske ™ /"Seskviterpeni oksidovani
GACKOs, : éeskviter enski ugljovodonici
Biokovo ™. < P 9y
Orjen ™ _/Monoterpeni oksidovani
Crkvice ~_~ Monoterpenski ugljovodonici

Slika 4.4.3.1.1. Procentualna zastupljenost grupa jedinjenja u sastavu etarskog ulja S.
subspicata

Dva seskviterpena i jedan monoterpen su bila dominantno zastupljena u svim
populacijama, (E)-kariofilen, kariofilen oksid i a-pinen. U populaciji Zlobin se pored
pomenutth komponenti pojavljuju jos 1 karvakrol metil etar i p-cimen. Populacije

Jadranovo, Devrske, Gacko i Crkvice se odlikuju manjim udelom kariofilen oksida ali
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Doktorska disertacija Rezultati

veéim udelom komponenti koje ili nisu pronadene kod drugih populacija (viridiflorol u
populaciji Devrske) ili kod drugih imaju manji udeo u profilu etarskog ulja (y-murolen
najveci udeo u profilu populacije Gacko). Odlika profila etarskog ulja S. subspicata je da
nema jednu glavnu komponentnu ve¢ vise kodominantnih. U profilima etarskog ulja kod
proucavanih populacija nijedna komponenta ne prelazi 50% sastava, ve¢ je udeo
kodominantnih komponenti izmedu 12,8 1 31,4% (zbirni uzorak Velebit (12,8%) i Orjen
(31,4%)).

Profili komponenti sa udelom veéim od 5% u etarskom ulju devet populacija . subspicata su
bili sledeéi:

Divaca: kariofilen oksid (24,2%) >> a-pinen (8,3%) = (E)-kariofilen (7,3%) = spatulenol
(6,0%)

Jadranovo: a-pinen (13,3%) > borneol (9,9%) =germakren D (8,1%) = #rans-f-ocimen
(5,7%) = ¢is-p-Ocimen (5,5%) = (E)-kariofilen (5,5%)

Zlobin: kariofilen oksid (13,7%) >> karvakrol metil etar (7,1%) = p-cimen (7 %) = a-pinen
(6,8%) = (E)-kariofilen (6,2%) = limonen (5,0%0)

Velebit: kariofilen oksid (12,8%) > a-pinen (9,6%) = (E)-kariofilen (8,1%) = spatulenol
(5,1%)

Devrske: a-pinen (18,6%)= viridiflorol (15,1%) >> (E)-kariofilen (6,4%) = germakren D
(5,9%)

Gacko: p-murolen (15,6%) = a-pinen (14,9%) = (E)-kariofilen (11,2%) > neidentifikovano
6 (9,1%)

Biokovo: (E)-kariofilen (17,4%)> a-pinen (12,4%) > kariofilen oksid (8,3%) = (E)-
nerolidol (5,3%)

Orjen: a-pinen (31,4%) >> neidentifikovano 7(13,4%) > (E)-kariofilen (8,4%)

Crkvice: a-pinen (27%) >> limonen (9,2%)= (E)-kariofilen (8,6%) = linalol (6%)
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Tabela 4.4.3.1.1. Sastav etarskog ulja izolovanog iz . subspicata

1N U B WD~

NS T N T N T e T e Tl T T WSS
N —, OV J1au A WNR—P O WY

LW NN NN DD DN
—_ O VO 0 J1 U RW

Heksanal

Triciklen

a-Tujen

a-Pinen

Kamfen
Tuja-2,4(10)-dien
Sabinen

p-Pinen
1-Okten-3-ol
6-metil-5-hepten-2-on
Mircen

Linalol oksid
Dehidro-1,8-Cineol
3-Oktanol
a-Felandren
a-Terpinen
p-Cimen

Limonen
1,8-Cineol
¢15-f-Ocimen
Benzen acetaldehid
trans-f-Ocimen

y -Terpinen
Sabinen hidrat

¢zs-Linalol oksid (furanoid)

Terpinolen
6-Kamfenon

trans-Linalol oksid (furanoid)

trans-Sabinen hidrat
Linalol

2-Metil butil-2-metil butirat

Divaca
n=15
tr
0.2+0.3
8.315.9
1.1£0.6
0.4+0.4
0.210.1
0.6x0.5
1.3%0.0
tr

0.50.6

0.220.1
0.1+£0.0
0.3+0.3
3.617.8
4.0£4.0
2.6%2.1
2.0£3.0
0.3+0.1
1.5£2.5
1.3+3.7
1.2+1.2
0.210.1
0.2£0.1
0.3+0.2
0.2+0.1
0.6+0.5
0.8%0.6
0.210.1

Jadranovo
n=29

0.2+0.1

0.2+0.1
13.315.8

4.4+1.7

0.2+0.1
0.8+0.3
0.6£0.3

1.0£0.6
0.3+0.1

0.210.1
0.210.1
0.1+0.1
0.8+0.3
42421
33%1.9
5.5+2.1

5.7£2.3

0.5%0.3
1.620.9

0.3+0.1

1.7£2.1

Zlobin
n=29

0.1+0.1
0.2+0.2
6.8%3.7
3.1+22
0.1£0.0
0.1+0.1
0.6+0.4
0.7£0.5

0.8+0.4
0.4+0.3

0.5%£0.3
0.210.2
0.2+0.2
7.0+14.4
5.0+2.8
3.3%1.9
3.312.0

3.512.3
1.0£2.2
1.240.6
0.3+0.3
0.2+0.1

0.5%£0.3
0.7+0.7
1.1£1.2

Velebito
n=1

0.1+0.0
0.1£0.0
9.6%0.0
3.310.0

0.710.0

0.4£0.0

tr

2.810.0
4.8%0.0
4.3%£0.0
1.620.0

0.920.0

0.8%£0.0
0.3£0.0

Deverske

n=15

0.1+0.1

18.619.4

21154
0.3£0.8
tr
0.710.8
0.4£0.3

1.1+0.4

tr
0.210.1

tr
1.0£0.4
2.6%£2.3
1.5+0.9
1.0£1.3

tr
0.60.7
0.210.1
0.4£0.3

tr

1.1£1.6
0.50.5

Gacko
n=10

14.917.3
0.210.1

0.910.5
1.0£0.5

0.5+0.0

0.1£0.0

0.410.4
1.7+1.0

1.9£0.6

1.1£0.5

0.210.2
tr

0.120.0

1.2£0.7

Biokovo
n=4
0.3+0.0
tr
tr
12.410.7
0.6+0.5

0.3£0.1
0.1+0.1

1.1£0.6

Otjen
n=15
1.4+0.8
tr
tr
31.4%11.2
0.8£0.9
tr
tr
1.1£0.9
0.5£0.3

1.5£0.5

tr

tr
3.0£8.2
42%25
0.8%£0.4
0.4+0.4
0.1£0.1
0.310.4

0.5£0.9

0.1£0.2
0.1+0.1

0.520.5

Crkvice
n=15
0.2+0.2
tr
0.2+0.2
27+11.2
1.4+1.2
tr
0.2%0.2
1.8%1.0

2.0+0.9

tr
0.310.4
2.1+1.4
9.2%5.1
1.5+0.8
0.4+0.4

0.210.2

0.6%1.1
1.2+2.5
0.2+0.3

0.3£0.4

6.0+12.1

DI1ID]195] p DYSA0]YO(]
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nastavak tabele 4.4.3.1.1.

32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64

Izopentil izovalerat
2-Metil butil izovalerat
1,3,8-p-Mentatrien
Okt-1-en-3-il acetat
3-Oktanol acetat
a-Kamfolenal
trans-Pinokatrveol
¢is-p-Menta-2-en-1-ol
alo-Ocimen
¢is-p-Menta-2,8-dien-1-ol
trans-Verbenol
cis-Verbenol

Kamfor
trans-Pinokamfon
Pinokarvon

Borneol
p-Menta-1,5-dien-8-ol
¢is-Linalol oksid (piranoid)
trans-Linalol oksid (piranoid)
Terpinen-4-ol
p-Cimen-8-ol
a-Terpineol
¢/s-Dihidro katrvon
Mirtenol
Neidentifikovano 1
trans-Dihidro karvon
Vetbenon
p-Ciklocitral
trans-Karveol
Izobornil format
cis-Karveol

Nerol

Heksi 2-metilbutanoat

9.9+4.8

1.8+0.7
tr
0.9£0.5

0.7+1.1
0.8+0.9

0.4+0.3

tr
0.210.1

0.2+0.2
0.1+0.0
0.2+0.1
0.5+0.3
0.4+0.2
0.210.1
tr
0.1+0.0

0.210.1
2.3%1.5
tr
0.1+0.1
3.9+3.2
0.2+0.1
0.2+0.1
0.3+0.1
1.9+0.9
0.5+0.5
0.7£0.5

0.4+0.4
1.2£0.8

0.8+0.7

0.5+0.4
0.2£0.2

0.910.0

1.2+1.5

0.7£0.5

0.6£0.6
0.1+0.0
22%31

tr

0.1+0.1

0.2£0.2

0.2+0.1
tr
0.310.2

0.5+0.8

0.210.1
0.1£0.1

0.3+0.5

0.1+0.0
0.520.1

tr

0.3%0.1

0.210.1
0.8%€1.5

0.3£0.2
0.1+0.1
0.3%£0.3

tr

0.1£0.1
0.1+0.1
tr

0.3%£0.3

0.210.2

0.210.1
0.1£0.0
0.1+0.1
0.2+0.1

0.210.1
0.3£0.2

tr
0.5£0.4
0.2£0.1

0.1+0.1
2.1£2.0

tr
1.2+1.7
0.2£0.1
0.5%0.3

0.1+0.0

0.1+0.1

0.5%1.2

0.1+0.1
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nastavak tabele 4.4.3.1.1.

65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97

¢is-p-Menta-1(7),8-dien-2-ol

Timol metil etar
Kumin aldehid
Karvon

Neral

Karvakrol metil etar
Timokinon
Geraniol

Geranial
Neidentifikovano 2
Bornil acetat
Timol
p-Cimen-7-ol
Karvakrol
Neidentifikovano 3
0-Elemen
a-Kubeben
Neidentifikovano 4
Neidentifikovano 5
a-Ilangen
a-Kopaen
f-Bourbonen
f-Kubeben
p-Elemen
a-Gurjunen
(2)-Kariofilen
(E)-Kariofilen
f-Kopaen
Aromadendren
6,9-Guaiadien
cis-Murola-3,5-dien
trans-Murola-3,5-dien
a-Humulen

0.5+0.2
0.210.1

0.3+0.2

0.4£0.5
0.220.0
0.2+0.0
0.6+0.4
0.210.1

0.1£0.0

tr
0.3+0.2
1.2+0.9
0.4%0.6
0.3£0.1
1.7£2.2

7.318.6
0.3£0.2
0.1£0.1
0.1+0.1

0.4£0.3

tr
0.1£0.0
0.4£0.0
0.3+0.3
0.4%0.0
7.1%15.1
1.240.0

0.3+0.1

1.1£0.9
0.3%£0.3
0.410.4
1.2£2.5
0.6+0.2
0.1£0.1
0.1£0.1

tr
0.510.4
2.0£1.2
0.1+0.1
0.8+1.4
0.5%0.7

tr
6.2+4.6
0.3+0.2

0.1£0.1

0.3+0.2

0.210.1

0.2£0.1
1.0+0.4
23%1.1
0.1+0.1
1.2+1.2
0.6£0.6

6.413.3
0.8+0.4
0.3+0.5
0.2£0.1

0.410.2

0.720.6

0.4£0.5
0.210.2

0.7+1.2

0.9£0.5
2.6£0.9
0.3+0.1
4.0+3.7
0.5%0.1

11.2+5.1
0.710.0

0.7£0.2
0.240.1
0.710.3

0.1£0.0
0.4+0.2

1.1+0.4
3.7+1.2
0.1£0.0
0.3£0.1
0.1+0.1

17.4%11.6
1.4£0.3
0.2+0.2
0.3+0.1

0.910.3

0.2£0.0

0.620.0

0.7£0.0

1.1£1.8
tr
tr
0.210.2

0.3%0.1

0.2£0.3
0.8%£0.4
32%1.5
tr
0.820.7
0.3£0.4

8.4+3.9

0.910.4
tr

0.2£0.1
tr

0.50.2

1.3+0.0
0.1+0.1

0.3£0.0
1.940.0
1.8+1.9

0.2£0.1

24129
tr

0.5%0.3

1.7+0.7
tr

0.620.8
tr

8.615.8
0.5%0.3
0.240.1

0.1£0.1
0.1+0.0
0.5+0.3
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nastavak tabele 4.4.3.1.1.

98

99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130

alo-Aromadendren
¢s-Kadina-1(6),4-dien
cis-Murola-4(14),5-dien
y-Gurjunen
y-Murolen
Germakren D
p-Selinen
trans-Murola-4(14),5-dien
Biciklogermaktren
Viridfloren
¢is-f-Guaien
0-Selinen

a-Selinen

a-Murolen

c-Kadinen / y-Kadinen
Premnaspirodien
Germakren A
p-Bisabolen
y-Kadinen
frans-Kalamenen
0-Kadinen
Dihidroaktinidiolid
trans-Kadina-1,4-dien
a-Kadinen
a-Kalakoren

Elemol

(E)-Nerolidol
1-nor-Bourbonanon
Neidentifikovano 6
Spatulenol

Kariofilen oksid
Viridiflorol
Neidentifikovano 7

0.3£0.1
6.0£5.5
24.21+13.4

0.4+0.3
0.1£0.1
0.2£0.1
0.2+0.1
0.4+0.2
8.1%+6.2
1.1£0.9
0.1£0.1
1.5£1.5

28114
0.3+0.1

1.4%1.6

0.4+0.3
0.6+0.4

0.7£0.4
0.2£0.0
tr
tr

0.2+0.4
1.620.9
3.4+1.7

0.3+0.2
tr

0.3+0.2
29121
0.4£0.3

0.8+0.4

0.7£0.3
0.2+0.2

0.4£0.6
0.2+0.3
0.6+0.3

0.4£0.2

0.1+0.1

0.1+0.1

2.4+2.2
13.618.0

5.1£0.0
12.8%0.0

0.210.2
0.210.1
0.2£0.1

1.4£0.6
5.91+3.8
1.8+2.2
0.31£0.4
2.612.5

4.4+29
0.5+0.1

0.3£0.3
0.2+0.1
1.0£0.3

1.720.6
tr
0.1+0.1
tr
0.3£0.5
1.4£0.0

0.1+0.0

1.6+2.0

2.2%1.0
15.1+11.0

1.2+1.2
0.3%0.1
0.2£0.0

15.6%5.1

0.8£0.5
0.31£0.3

4.614.0

0.4+0.1

1.3+1.2

0.3+0.3
1.1£0.5

1.4+0.5

0.240.1
0.1+0.1

9.1+18
3.0£1.8
2.5%1.6

0.220.0
0.210.1
0.1+0.1

5.3+3.5

3.8%5.0
8.312.6

0.6+1.3
0.5£0.6
0.4£0.5

1.4%0.8
21417
1.5%1.5
0.2£0.1

1.7+1.1

0.6+0.3
1.4£0.9

0.2+0.0
1.420.7

1.720.8
0.2£0.1
0.1+0.0
0.210.1
0.1£0.1

0.9+2.4
0.1+0.0
24%1.5
4.0£1.7

13.4+3.8

0.31£0.2
0.1£0.1

0.5%0.3
1.7+1.2
0.7£0.7
0.6£0.9

1.3%+1.1

0.2+0.1

0.3+0.3
0.710.4

0.7£0.4

tr
tr

tr
1.4%22
4.714.2
49+25
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131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154

p-Kopaen-4-a-ol)
Salvial-4(14)-en-1-on
Humulen epoksid 11
p-Oplopenon

y-Eudezmol

1-epi-Kubenol
Kariofila-3(15),7(14)-dien-6-a-ol
Kariofila-4(12),8(13)-dien5-p-ol
epi-a-Kadinol

a-Murolol (=Toreiol)

f -Eudezmol

o«-Eudezmol

«-Kadinol

Selin-11-en-4-a-ol
trans-Kalamenen-10-ol
Kadalen

Mustakon

Neidentifikovano 8
14-Hidroksi-p-Kariofilen
a-Bisabolol
Eudezma-4(15),7-dien-1-p-ol

Germakra-4(15),5,10(14)-trien-1-a-ol

Heptadekan C17
Amotfa-4,9-dien-2-ol

0.1+0.1
0.2+0.2
0.31£0.2
0.2+0.2

0.2+0.2
0.410.3
0.7+0.4
0.3+0.3
1.5+0.7
0.7£0.2

0.410.3
0.310.0

0.2+0.1

0.6£0.4

0.1+0.1
0.4+0.3
0.7£0.4
0.5+0.2

0.2+0.1
0.31£0.2
1.0£0.7
0.5+0.3
0.410.2

0.910.3
0.920.6

0.1+0.1
0.210.2
0.7£1.0
1.4£0.9

0.8£0.5
0.2+0.1

0.310.2
0.1£0.0
0.310.1
0.4+0.4
0.410.2

0.5%0.3
1.0£0.4
0.410.4
0.7£1.2
4.710.0
1.8+0.7
4.410.0
0.210.1
0.210.1

0.210.1
0.410.2

1.4+0.5

0.3+0.1
0.310.1
0.4£0.2

1.2£0.5

0.5+0.3
2.110.7
0.3%0.1
0.5%0.2
0.3£0.5

1.9£0.7

0.6+0.4

0.1£0.0
0.120.0

0.510.2
0.6+0.2
0.7+£0.3

tr
0.6£0.3

1.620.6

1.9£0.9
0.7£0.3

25+1.1

0.6+0.1

1.1£0.3

2.510.9

0.3+0.1
0.510.2
0.3%£0.3
0.710.4

0.620.6

1.240.7
1.3£1.0

0.6+0.4

1.320.9
0.410.5

0.210.1
0.3£0.2
0.4£0.2

0.410.2

0.7£0.4
0.810.5
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nastavak tabele 4.4.3.1.1.

Ukupni monoterpeni
Monoterpenski ngljovodonici
Monoterpeni oksidovani

Ukupni seskviterpeni
Seskviterpenski ugljovodonici
Seskviterpeni oksidovani

Druga jedinjenja
Neidentifikovana jedinjenja
UKUPNO

Ukupan broj jedinjenja

37.2+19.3
20.7£15.8
16.5+8.2
50.4+16.0
13.8+11.1
36.6%£16.6
0.8%0.8
0.6£0.5
89.0+6.0
40-65

59.6x11.4
37.4%9.7
22.3%5.9
35.31+10.9
25.6%£9.5
9.7+3.7
2.8%+1.1
0.8%+0.9
98.5+1.4
41-78

51.6+15.3
31.9£14.1
19.7+5.1
39.6114.3
16.6+7.0
23.0+11.8
2.8+2.1
1.5%1.2
95.6+2.6
55-83

37.2
25.1
12.2
55.1
314
23.6

1

0
93.2

48

35.2+10.9
28.4%10.3
6.8+3.4
56.11+10.8
30.2x11.2
26.0£10.0
1.24+1.1
0.2+0.1
92.812.0
56-74

25.319.6
22.5%9.1
2.810.8

60.5114.3

48.1+11.6
12.4%4.5
0.910.8
4.0+11.3
90.712.0

48-61

24.4%8.7
19.3%6.0
5.1%3.1
68.817.4
40.919.1
27.9%3.6
1.2+11
0
94.4+2.1
48-61

47.6114.7
429+13.1
4.6%£2.3
42.9%11.7
27.5+10.2
15.4%06.1
3.7+2.5
0.1+0.1
94.4+3.3
56-72

59.2%15.7
45.0£12.9
14.2+15.7
33.2114.8
19.4+8.9
13.9£7.1
2.31+1.8
0.9+1.8
95.6+1.5
51-68

¥Sadrzaj svake komponente je dat kao procenat (srednja vrednost £SD) ukupnog sastava etarskog ulja, tr - tragovi (0,05< tr < 0,10%); - nije
detektovano jedinjenje; jedinjenja koja su bila zastupljena sa manje od 0,05% nisu predstavljeni u tabeli; masnim slovima su napisane vrednosti sa

udelom u sastavu etarskog ulja preko 5%

Palifati¢ni ugljovodonici, alifaticni aldehidi i alkoholi, alifaticne kiseline i njihovi estri i aldehidi, aromati¢ni estri, aromati¢ni alkoholi, aril estri 1

aromatic¢ne kiseline

“populacija Velebit je predstavljena jednim zbirnim uzorkom
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Doktorska disertacija Rezultati

4.4.3.2. Varijabilnost etarskog ulja Satureja subspicata

Univarijantne analize

Matriks plot pokazuje da se kod podvrste /Jburnica ne izdvaja posebno nijedna
komponenta etarskog ulja (Slika 4.4.3.2.1). a-Pinen, (E)-kariofilen i kariofilen oksid su
jedinjenja zastupljena u vecem procentu kod vecine populacija, posebno je udeo kariofilen
oksida velik kod populacija Divaca 1 Jadranovo. Populacija Gacko se odvaja od svih ostalih
populacija po veéem udelu p-murolena i f-elemena i manjem udelu kariofilen oksida.
Viridiflorol je prisutan samo kod populacije Devrske 1 on je odvaja od ostalih populacija.
Takode, vidi se da pojedine jedinke iz razlicitih populacija, uglavhom podvrste /Zburnica,

imaju veliki udeo p-cimena. Udeo a-pinena je mnogo veci kod tipske podvrste.

Slika 4.4.3.2.1. Matriks plot .
subspicata

I-Divaca; II-Jadranovo; III-Zlobin;
117-Velebit; "-Deverske; ['I-Gacko;
I1I-Biokovo; IVIII-Orjen; IX-
Crkvice

7- a-Pinen; 2- Kamfen; 3- f-Pinen;
4- p-Cimen; 5- Limonen; 6- 1,8-
Cineol; 7- trans-f-Ocimen; §- y -
Terpinen; 9- Linalol; 70- Kamfor;
11- Terpinen-4-ol; 712- a-Terpineol;
13- Bornil acetat; 74- a-Kopaen; 75-
p-Elemen; 76- (E)-Kariofilen; 77- p-
Murolen; 78- Germakren D; 79- -
Selinen; 20- Biciklogermakren; 27- a-
Selinen; 22- §-Kadinen; 23-
Spatulenol; 24-Kariofilen oksid; 25-
Viridiflorol; 26- «-Kadinol; 27-
Eudezma-4(15),7-dien-1-g-ol;

345 67 8 910111213 141516 1718 1920 212223242526 27

Analiza varijanse (ANOVA) je uradena sa svih 8 populacija vrste Satureja subspicata
(Tabela 4.4.3.2.1). ANOVA sa podvrstama kao grupama je pronasla da se one statisticki
znacajno razlikuju na 17 od 27 nekorelisanih komponenti etarskog ulja sa udelom veéim od

0,5%.
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Doktorska disertacija Rezultati

Tabela 4.4.3.2.1. Rezultati analize varijanse i post-hoc test 27 nekorelisanih komponenti
etarskog ulja kod podvrsta S. subspicata

F P liburnica subspicata
n=89 n=44

a-Pinen 61.7 ook 112173  24.4%12.1
Kamfen 22.4 tokok 3.0x2.9 0.9£1.0
[-Pinen 23.5 Hofok 0.6%0.5 1.2%£0.9
p-Cimen 0.8 = 3.319.1 1.9%+4.9
Limonen 2.7 - 4.1%2.8 5.214.5
1,8-Cineol 37.6 ook 2.61£2.0 0.7£0.8
trans-p-Ocimen 43.7 X 3.2+2.9 0.3£0.5
y -Tetpinen 0.7 - 0.7£1.9 0.4%1.6
Linalol 3.4 - 1.0£1.5 2.517.4
Kamfor 64.9 hokok 1.7£14 -
Tetrpinen-4-ol 32.2 Hork 1.6+0.9 0.6x1.1
a-Tetpineol 18.7 ook 0.7x0.5 0.3+0.4
Bornil acetat 0.2 - 1.2+1.1 1.1x1.6
a-Kopaen 13.2 ook 0.5%0.4 0.7£0.4
[-Elemen 2.0 - 1.0£1.3 1.4%2.3
(E)-Katiofilen 14.8 Hopok 6.21+4.8 10.0%6.1
y-Murolen 29.1 okok 0.5%0.5 4.316.7
Germakren D 17.1 Hopok 4.814.9 1.7£1.7
[-Selinen 0.2 - 0.8t1.2 0.7£0.9
Biciklogermakren 8.5 Fotok 0.8%1.3 0.2%0.7
a-Selinen 12.9 Hopok 0.9t1.7 -
0-Kadinen 29.3 Fofok 0.7x0.6 1.420.8
Spatulenol 3.4 - 2.413.0 3.5+3.1
Kariofilen oksid 12.5 tokok 10.2110.7  4.4%2.6
Viridiflorol 5.5 Hok 2.5%t7.2 -
a-Kadinol 0.0 = 0.6x0.7 0.6x0.8
Eudezma-4(15),7-dien-1--ol 1.1 - 0.8%0.5 0.9£0.9

ANOVA; Udeli terpena su dati kao srednja vrednost = SD; *** P<0,01; ** 0,01<P<0,05

ANOVA sa populacijama kao grupama je pronasla statisticki znacajnu razliku na 25
od 27 komponenti etarskog ulja (Tabela 4.4.3.2.2). Uradena je i post-hoc analiza (Tukey's,
P<0,05) koja je dala preciznije rezultate. Pojedine komponente izdvajaju neke populacije od
ostalih. Limonen odvaja populaciju Crkvice, f-elemen Gacko a (E)-kariofilen Biokovo.
Neke komponente odvajaju samo nekoliko populacija, kao $to je spatulenol koji diferencira
populaciju Divacu od Devrsaka, f-selinen Pevrske od Divace 1 Zlobina. Bornil acetat
diferencira populaciju Jadranovo od populacija Divaca i Gacko, a populaciju Gacko od
Crkvica. a-Terpineol diferencira populaciju Jadranovo od populacija Gacko i Ofjen.
Ocimen diferencira populacije Divaca, Jadranovo 1 Zlobin od ostalih. Generalno populacije

ssp. liburnica se razlikuju od populacija tipske podvrste.
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Tabela 4.4.3.2.2. Rezultati analize varijanse i post-hoc test 27 nekorelisanih komponenti etarskog ulja kod podvrsta S. subspicata

F P Divaca Jadranovo Zlobin Deverske Gacko Biokovo Orjen Crkvice
n=15 n=29 n=29 n=15 n=10 n=4 n=15 n=15

a-Pinen 22,8  kwk 83159v  133%£58%  6.8£3.7v  18.6£9.4v  149%17.3v  12440.7v  31.4%+11.2¢ 27.0£11.2v
Kamfen Toll = 1.1£0.6¥ 4.4%1.7 3.1£2.2v 2.1£5.4v 0.2%0.1a¢  0.6£0.5%¢ 0.8%0.92¢ 1.4%1.2x
f-Pinen 8.1  wkx 0.5%0.5 0.810.4 0.6£0.4 0.7£0.8 1.0£0.5 0.310.1 1.1£0.9 1.8+1.0
p-Cimen 1.8 - 3.1+7.3° 0.8£03"  7.0£144"  1.0+04" 0.4+0.4" 1.1£1.6" 3.0+82" 2.1+1.4°
Limonen 7.7 kwE 4.0+4.04 4.242.12 5.0£2.82 2.612.3* 1.7£1.00 2.6£2.5 4.242.5 9.2%5.1
1,8-Cineol R = =28 2.8%12.1v 3.3%1.9v 1.520.9% -V 1.620.8v 0.8£0.5v 1.0£1.0v
trans-f-Ocimen 315 K 0.7+1.8 5.7£2.3 3.5£2.3 0.6£0.72 1.1+0.52 0.3£0.3* 0.0£0.1» 0.1£0.22
y -Terpinen 0.8 - 1.1£3.4" 0.5£0.3" 1.0£2.2° 0.2£0.1" 0.2+0.2" - 0.2+0.7* 1.0£2.7*
Linalol 2.8 o+ (0.520.6aP 1.7£2.1v 1.0x1.1v 0.5£0.5% 1.220.7v 0.6£0.5®>  0.5£0.5%  6.0£12.1b¢
Kamfor 21.6  *wf 2.4%1.22 1.6x1.2 2.3%+1.5 0.1£0.1> -b -b -b -b
Terpinen-4-ol 102 ek 1.4+1.0v 1.8£0.7v 1.9+0.9v 0.7£0.5v 0.1£0.0v 0.3£0.6v 0.2£0.2v 1.2%1.6v
a-Terpineol 39 0.6£0.3 0.8£0.5 0.7£0.5 0.6£0.6 0.1£0.1 0.6£1.1 0.2£0.3 0.5£0.3
Bornil acetat 48 ek 0.4£0.5v 2.0£1.0v 1.0£0.9% 0.9£1.1v 0.3+0.2v 0.8%1.3v 1.1£1.8 1.8+1.9v
a-Kopaen 133 *#* 03102 (0,220} 112 0.5%0.4v 1.0£0.4¢d  0.940.5¢ 1.1£0.4<d 0.8%0.4v 0.5£0.3v
f-Elemen 7.3 kwk 0.240.2# 1.4%1.4 0.8%1.42 1.241.22 4.0£3.7 0.3£0.12 0.8£0.7 0.6£0.8
(BE)-Katiofilen 40 ¥ 731862 5512.8>  6.214.6a> 64133  11.2%51v  17.4%11.6c 84139 8.615.8
y-Murolen 1457  #k* 0.240.3 0.4£0.22 0.3%0.2 1.4%0.6 15.6£5.1 1.6%0.7 1.4%0.8 0.5£0.3
Germakren D 1240 == 1.0x1.6v 8.1£6.2v 2SR 5.9£3.8v -V 4.3%0.4v 21217 1.7£1.2v
[-Selinen 3.4 e 04203 1.0£0.9v 0.32£0.3 1.84+2.2b¢ 0.8£0.5v 0.5%0.2v 0.8£1.3v 0.7£0.7v
Biciklogermakten B 0.320.7v 0.6£1.2v 0.7£0.4v 1.7£2.4v - 2.0£1.6v - -
a-Selinen 9.4 ek -ac 2.0%1.7b¢ 0.1£0.22¢ 1.5+2.6v -ac -ac -ac -ac
0-Kadinen 238 0.2£0.22 0.7£0.42 0.4£0.2 1.6+0.8>4  1.4£0.5>  2.3+1.0«d 1.7£0.8v 0.7£0.42
Spatulenol 3.9  mpk 524552b 1.620.9% 2.242.2v 1.522.0bc 3.0£1.8v 3.8£5.0v 2.4%1.5v 4.7£4.2v
Kariofilen oksid 258  Fe 242+134  34%1.7+  13.7£8.0bc  2.2+1.0% 2.5%1.6% 8.312.6v 4.0£1.7% 4,942 5
Viridiflorol 315 R - -2 - 15.1+11 - -2 - -2
a-Kadinol 2000 -ad 0.2£0.3xd 0.9£0.3 1.4%+1.0b¢ 0.3£0.4v 2.5%1.1 -ad 0.9£0.5b¢

Eudezma-4(15),7-dien-1-

B-ol 143 ek 0.5%0.4 0.6+0.4v 0.8%0.5% 1.4£0.5v 0.1+0.1 2.5+0.9v 1.220.9v 0.7£0.4v

ANOVA i post-hoc test (Tukey's), bedefty grupe su prema post-hoc testu (P<0,05), pri cemu u grupu ¥ su smesteni svi oni koji se nalaze u vise od dve grupe;
Udeli terpena su dati kao srednja vrednost £ SD; *** P<(,01;
) populacija Velebit je predstavljena sa jednim zbirnim uzorkom za etarska ulja, tako da nije uzeta u obzir u ovoj analizi
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Doktorska disertacija Rezultati

Hijerarhijska klaster analiza (HCA)

Dendrogram dobijen HCA, baziranom na prose¢nom udelu svih 27 nekorelisanih
komponenti etarskog ulja (kvadrirane Mahalanobisove distance, Euklidske 1 Gowerove
distance) pokazuje odvajanje dve podvrste, posebno na druga dva tipa distanci (Slika
4.4.3.2.2.). Kvadrirane Mahalanobisove distance, iako pokazuju odvajanje podvrsta, takode,
izdvajaju populaciju Gacko kao najrazlicitiju. Prilikom ovih analiza nisu koriS¢ene
populacije Velebit i Biokovo zbog malog broja jedinki. Populacija Pevrske se grupise sa
podvrstom subspicata. Uradene su dodatne analize sa Euklidskim i Gowerovim distancama
kao i sa ukljuenim populacijama Velebit i Biokovo. Ove analize su pokazale grupisanje u

dve klade prema pripadnosti podvrsti (Slika 4.4.3.2.2).
A AA®A S . AAAASS

Euklidske distance

Gowerove distance

I s s

E—‘ Slika 4.4.3.2.2. Hijerarhijska klaster analiza

27 terpena kod populacija S. subspicata bez
populacija Velebit i Biokovo

- 7-Divaca; 2- Jadranovo; 3- Zlobin; 4-
Velebit; 5-Devrske; 6- Gacko; 7- Biokovo;
8-Orjen; 9- Crkvice

kvad. Mahalanobisove distance

AAAAALDOSH® L AAAALAOSGPAD

Euklidske distance
Gowerove distance

274



Doktorska disertacija Rezultati

Analiza glavnib komponenti (PCA)

Tabela 4.4.3.2.3. Udeo 27 terpena u prva tri vektora Varijabilnost sastava

kod S. subspicata proucavanih 27  komponenti
PC1 PC2  PC3 etarskog ulja kod 133 individe je

a-Pinen 0.83 -0.36  0.32

Kamten 20.02 0.07 _0.08 utvrdivana koriScenjem analize

p-Pinen 0.03 0.00 0.01 " olaynih komponenti (PCA). Prve

p-Cimen -0.12 0.54 0.74

Limonen 0.05 20.03 0.08 dve ose ove analize objasnjavaju

1,8-Cineol 0.04 001 0.01 k6 52 % ukupne varijabilnosti sa

trans-f-Ocimen -0.04 0.09 -0.12

y -Terpinen 002 010 008 3 komponente, a-pinen, p-cimen i

Linalol 001 008 004 yahofilen oksid (Slika 4.4.3.2.4).

Kamfor -0.05  -0.02 0.00

Terpinen-4-ol -0.03 0.03 0.00 Podvrsta  liburnica  je  pokazala

a-Terpineol -0.01 0.01 0.00°" Veliku  varijabilnost u  sastavu

Bornil acetat 0.02 0.01 -0.02

a-Kopaen 0.01 0.00 _0.02  ctarskog wulja. Velika veéina

p-Elemen 0.02 0.04 005 nooulaciia  ove podvrste  se

(E)-Kariofilen -0.01  -0.14  -0.21

»-Murolen 004 004 -013  grupisala na osi koja je u vezi sa

Germakren D 0.01 0.14 029 policinom  kariofilen  oksida,

[-Selinen 0.01 0.02 -0.02 o '

Biciklogermakren 001 002 -0.04 poscbno su ncke jedinke iz

a-Selinen 0.01 0.04 005 yonulaciie Divaca bogate ovom

0-Kadinen 0.02 0.00 -0.03

Spatulenol 20.03 _0.11 0.02 komponentom. Nekoliko jedinki,

K.al"i(.)filen oksid -0.52 -0.69 0.31 uglavnom iz populacija Jadranovo

Viridiflorol 0.07 0.14 -0.26

o-Kadinol 000 001 -002 i Divaca, imaju veci udeo p-

Eudezma-4(15),7-dien-1-
p-ol

masnim slovima su napisane najvece vrednosti

0.00 0.00 _0.02  cimena i grupisane su suprotno od
populacija bogatih kariofilenom.
Nasuprot  podvrsti  lburnica,
podvrsta subspicata je pokazala manju varijabilnost. Jedinke ove podvrste su se grupisale na
liniji veceg udela a-pinena, dok su udeli p-cimena 1 kariofilen oksida bili sli¢ni. Najveca
varijabilnost sastava je primecena kod populacija Divaca i Zlobin (podvrsta /Zburnica) i
Crkvice (podvrsta subspicata). Populacija Crkvice se potpuno preklapa sa populacijom
Orjen, dok je delimi¢no preklapanje kod populacija Jadranovo (podvrsta Zburnica), Gacko i
Biokovo (podvrsta subspicata) koje se grupisu na sredini scatter plota. Populacija Deverske

se izdvaja od ostalih po kolicini viridiflorola.
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Rezultati

PC2(173%)

p-cimen’

PC1 [345%]

b) ]\ :

3004

2254

kariofilen
oksid

a-pinen

PC2[17.3%)

-300-

PC1 [345%)

Slika 4.4.3.2.4. Scatter plot analize glavnih komponenti (PCA)
a) podvrste b) populacije ¢) aigenvektori

ssp. liburnica: A Divaca; A Jadranovo; AZlobin; AVelebit;  Deverske; SSp. subspicata:

® Gacko; ® Biokovo; ¢ Orjen; ¢ Crkvice;
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Doktorska disertacija Rezultati

Diskriminantna analiza (DA)

Uradeno je nekoliko diskriminantnih analiza. DA sa podvrstama kao grupama je
pokazala kompletno odvajanje dve podvrste, ali sa izvesnom zonom preklapanja (dve
jedinke iz populacije Devrske se grupisu sa populacijama podvrste swbspicata) (Slika
4.4.3.2.5). Distribucija jedinjenja pokazuje da odvajanju najve¢im delom doprinosi a-pinen
u pozitivnom smeru, a kariofilen oksid u negativhom. Pored njih jos 4 komponente
doprinose diferencijaciji ove dve podvrste (#rans-f-Ocimen, (E)-kariofilen, p-murolen,

germakren D).

Slika 4.4.3.2.5. Histogram
diskriminantne analize sa
podvrstama S. subspicata (ssp.
libnrnica 1 ssp. )

Diskriminantna analiza sa populacijama kao grupama je pokazala gotovo potpunu
diferencijaciju populacija (Slika 4.4.3.2.6). Prva diskriminantna funkcija objasnjava oko 44
%, dok druga objasnjava oko 28% ukupne varijabilnosti. DA je istakla 4 komponente koje
najvise doprinose odvajanju populacija a to su a-pinen, p-murolen, kariofilen oksid 1
viridiflorol. Scatter plot pokazuje jako odvajanje populacije Gacko od svih populacija po
velikoj koli¢ini p-murolena. Populacija Devrske (podvrsta /fburnica) se grupisala sa
populacijama tipske podvrste, ali se od njih izdvaja po koli¢ini viridiflorola, na tre¢oj osi.
Matrica konfuzije je pokazala da vecina jedinki ostaje u svojim zadatim grupama, samo po 1
jedinka prelazi iz populacije Divaca u Zlobin i obrnuto, takode 1 jedinka prelazi iz

populacije Devrske u Orjen (Tabela 4.4.3.2.4).
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Rezultati

Tabela 4.4.3.2.4. Matrica konfuzije za diskriminantnu analizu, populacije su grupe.

Divaca Jadranovo Zlobin Velebit Devrske Gacko Biokovo Ofjen Crkvice X

29
29

0
0
0
0 15
0 10
0
0 14

15 15
15 132

y-murolen

Divaca 14 0 1 0 0 0 0 0
Jadranovo 0 29 0 0 0 0 0 0
Zlobin 1 0 28 0 0 0 0 0
Velebit 0 0 0 1 0 0 0 0
Devrske 0 0 0 0 14 0 0 1
Gacko 0 0 0 0 0 10 0 0
Biokovo 0 0 0 0 0 0 4 0
Ofjen 0 0 0 0 0 0 0 14
Crkvice 0 0 0 0 0 0 0 0
by 15 29 29 1 14 10 4 15
a) 25
i@
b)

viridiflorol

a-pine

Slika 4.2.3.2.4. Scatter plot diskriminantne analize svih populacija
a) sve populacije; b) glavne komponente; A Divaca; A Jadranovo; AZlobin; AVelebit;

Deverske; ® Gacko; € Biokovo; Orjen;

Crkvice;
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Bioklimatski podaci

Rezultati jednostavne linearne regresione analize odabranih nekorelisanih
komponenti etarskog ulja sa bioklimatskim paramterima i nadmorskom visinom su
pokazali da postoji statisticki znacajana korelacija pojedinih komponenti sa nekoliko
bioklimatskih parametara. Primeéene korelacije su najverovatnije posledica slucajnosti, s
obzirom da je re¢ o komponentama koje su se nalazile u manji koliinama. Viridiflorol, koji
se javlja samo u populaciji Devrske, je u korelaciji sa nekoliko bioklimatskih parametara,
ove korelacije su verovatno posledica vece razlike izmedu te populacije i drugih populacija
nego $to je realna korelacija sa bioklimatskim parametrima. ¢-Kadinen je pokazao negativnu

a kamfor pozitivnu korelaciju sa parametrima vezanim za padavine (BIO14, BIO17 i

BIO18), dok je a-pinen je imao negativnu korelaciju sa BIO4 1 BIO14 parametrima.

Mantelov 1 parcijalni Mantelov test su pokazali i potvrdili rezultate linearne regresije,
odnsono da nema korelacije izmedu profila etarskog ulja i bioklimatskih parametara (Tabela
4.4.3.2.5). Medutim, uoCena je slaba geografska korelacija. Ova korelacija je vidljiva i kada
su uljucene i kada su isklju¢ene populacije Velebit i Biokovo. Kvadrirane Mahalanobisove
distance bez pomenute dve populacije i populacije Gacko koja ima drugaciji sastav etarskog

ulja, pokazale su visoku statisticki znacajnu korelaciju sa geografskim regionom.

Tabela 4.4.3.2.5. Rezultati Mantelovog i parcijalnog Mantelovog testa

Bez Velebita i Biokova Sa Velebitom i Biokovom
E G KM E
R P R P R P R P R P
EU+BIO 0.27 0.12 0.31 0.09 -0.21 0.84 0.32 0.05 0.09 0.32
EU+BIO-Geo 0.25 0.15 0.29 0.11 -0.25 0.93 0.30 0.07 0.03 0.45
EU+Geo 0.51 0.02 0.50 0.04 0.18 0.04 0.60 0.00 0.47 0.01

EU+GEO-Gacko 0.68 0.02 0.40 0.10 0.76  0.01 0.64 0.01 0.37

0.05

EU-profil etarskog ulja; BIO-bioklimatski parametri; Geo-geografski region; E- Euklidske
distance; G-Gowerove distance; KM - Kvadrirane Mahalanobisove distance
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4.4.4. Diferencijacija simpatrijskih populacija na osnovu sastava etarskog ulja

Univarijantne analize

Matriks plot pokazuje jasnu razliku izmedu populacija koje zive na istim lokalitetim
(Slika 4.4.4.1). Vidi se da se populacije S. montana razlikuju od populacija S. subspicata po
vecim kolicinama p-cimena i karvakrola, na svim lokalitetim sem lokaliteta Gacko

(dominante komponente su linalol, a-terpineol, geraniol).

Im : ~ Slika 4.4.4.1. Matriks plotovi

©  simpatrijskih populacija
Divaca: montana (Im) 1 subspicata
(15); Jadranovo: montana (11m) 1
subspicata (1Is); Zlobin: montana
(I1Im) 1 subspicata (1115); Gacko:
montana (IV'm) 1 subspicata (1175);
7- a-Pinen; 2- 1-Okten-3-ol; 3-
Mircen; 4- p-Cimen; 5-
Limonen; 6- 1,8-Cineol; 7- trans-
f-Ocimen; 8- p-Terpinen; 9-
Linalol; 70- Kamfor; 77-
Borneol; 72- Terpinen-4-ol; 73-
a-Terpineol; 74- Karvakrol metil
etar; 75- Geraniol; 76- Bornil
acetat; 77- Timol; 7§-
Karvakrol; 79- f-Bourbonen;
20- p-Elemen; 271-(E)-
Kariofilen; 22- y-Murolen; 23-
Germakren D; 24-Spatulenol;
25- Kariofilen oksid;

12345 67 89 101112131415 16 171819 20 21 2223 24 25

Analiza varijanse (ANOVA) je uradena sa svih 8 simpatrijskih populacija vrste
Satureja montana 1 S. subspicata 1 25 odabranih nekorelisanih komponenti (Tabela 4.4.4.1).
Pokazana je diferencijacija svih simpatrijskih populacija na osnovu 24 od 25 komponenti.
Uradena je i post-hoc analiza (Tukey's test, P<0,05). Svi parovi populacija se razlikuju na
osnovu a-pinena i kamfora. Simpatrijske populacije sa lokaliteta Divaca se razlikuju na
osnovu 11 komponenti, Jadranovo 12 , Zlobin 14, a dva taksona na lokalitetu Gacko se

razlikuju izmedu sebe na osnovu 13 komponenti.
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Tabela 4.4.4.1. Rezultati analize varijanse i post-hoc testa za 25 nekorelisanih komponenti etarskog ulja kod simpatrijskih populacija vrsta .

montana i S. subspicata

a-Pinen
1-Okten-3-ol
Mircen
p-Cimen
Limonen
1,8-Cineol
trans-f-Ocimen
y -Terpinen
Linalol
Kamfor
Borneol
Terpinen-4-ol
a-Terpineol
Karvakrol metil etar
Geraniol
Bornil acetat
Timol
Karvakrol
f-Bourbonen
[-Elemen
(E)-Kariofilen
y-Murolen
Germakren D
Spatulenol
Kariofilen oksid

F

26.9
20.3
9.9
60.3
13.4
14.9
33.6
1.4
34.1
14.5
17.9
7.9
7.6
23.5
3.9
25.7
2.5
71.5
16.5
11.9
8.5
163.0
17.7
7.0
27.2

*okok
kokok
*okok
ok
*okok
ok
*okok

*,okok
ok
*okok
*okok
*okok
*okok
*okok
*okok
*k
*okok
ok
*okok
*okok
*okok
*okok
*okok
*okok

Divaca
variegata liburnica
n=7 n=15
0.5%0.2 8.3+5.9
1.3+0.5 0.1+0.3
0.2+0.1» 0.4%0.6

28.5f13.5  3.1%£7.3
0.310.1 4.0+4.0
0.5%0.3 2.1+2.1
0.1£0.0 0.7£1.8
1.9£0.5* 1.1£3.4°
0.1+0.1» 0.5%0.6
0.310.1 2.4%1.2
294200 2.0+2.8#
0.7£0.12 1.4£1.02
0.2£0.1» 0.6£0.3
0.2£0.2 -
0.1£0.02 0.4%0.5
0.2£0.22 0.0£0.1=
41.8x154  0.3%£04
0.210.0 1.2%0.9
- 0.2+0.2#
2.0£0.6 7.318.6
0.3+0.12 0.2+0.32
- 1.0£1.6
0.410.4 5.2+5.5
28209  242%134

Jadranovo

montana
n=14
0.51+0.1
1.2%0.5
0.210.1
25.7110.5
0.210.2
0.310.2
1.4+1.1°
0.1£0.1a
0.21+0.2
3.4%2.3
0.6+0.1a
0.210.1a
3.814.8

a

5.3113.8
36.9%16.3
0.1+0.12

a

1.6£0.72
0.4£0.22
0.1+0.1
0.4+0.42
2.3%1.12

liburnica

n=29
13.31£5.8
0.51+0.4
1.01+0.6
0.8+0.3
4.2+2.1
2.8+2.1
5.7%12.3
0.5+0.3"
1.7£2.12
1.6+1.2
9.91+4.8
1.810.72
0.8%0.52

a

2.0%1.0

1.0£0.72
1.4+1.42
5.51+2.82
0.4£0.22
8.116.2

1.6+0.92
3.4+1.7

Zlobin
montana liburnica
n=15 n=29
0.41+0.1 6.81+3.7
1.1£0.72 0.6x0.52
0.1+0.2 0.81+0.4
50.219.8 7.0+14.4
0.4+0.1 5.0%+2.8
0.4+0.3 3.3%1.9

- 3.5+2.3
0.4+0.4*" 1.0+£2.2°
0.3£0.62 1.0x1.12
0.2+0.2 2.3%1.5
1.9+1.82 3.913.2a
0.7£0.1a 1.940.92
0.3%£0.3a 0.7£0.52
10.116.8 0.5+2.1

- 1.01+0.9
0.1£0.22 0.1£0.32

13.1+£10.6 0.51+1.7
0.3+0.4 2.0%1.2

-a 0.8£1.4a
0.710.5 6.2+4.6
0.3%0.1a 0.3£0.22

- 29121
0.5%0.52 2.2+2.2a
3.0+11 13.6£8.0

Gacko
montana Subspicata
n=15 n=10
3.1+2.3 14.9+7.3
1.0+£1.0 0.1£0.2
1.2+1.12 0.4£0.4
22+1.5 1.7+1.02
0.5£0.72 1.1£0.52
0.5+0.6*  0.2+0.2°
14.6%9.1 1.2+0.7

1.6£1.1 -
5.6%£2.9 0.2+0.2
2.5%2.6 0.1£0.0
6.819.4 0.1+0.1
7.1+14.9 -
0.1£0.22 0.320.22
- 0.3%0.52
1.5£0.9 2.6X0.9
0.1£0.1 4.0£3.7
4.5%2.0 11.2%5.1
- 15.6%5.1
4.0%1.5 -
22%1.74 3.0£1.82
6.4£2.42 2.5%1.62

ANOVA i post-hoc test (Tukey's), * grupa je prema post-hoc testu (P<0,05) u okviru parova simparijskih populacija; Udeli terpena su dati kao

srednja vrednost + SD; masnim slovima su oznacena jedinjenja koja razlikuju simpatrijske populacije medusobno; *** P<0,01; ** 0,01<P<0,05

DIITLISIP Dfsi07y0 ]

T



Doktorska disertacija Rezultati

Hijerarhijska klaster analiza (HCA)

Dendrogram dobijen HCA, baziranom na prose¢nom udelu svih 25 odabranih komponenti
etarskog ulja je pokazao odvajanje svih simpatrijskih populacija koris¢enjem Euklidskih
distanci (Slika 4.4.4.2). Medutim, u slucaju lokaliteta Gacko i Jadranovo vidimo da postoje
jedinke koje se drasti¢no razlikuju od ostalih. Kod populacija na lokalitetu Zlobin vidimo
da se mesaju 4 jedinke S. subspicata sa jedinkama S. montana, zbog velikog udela p-cimena
prisutnog u etarskom ulju kod ovih jedinki. Gowerove distance su dale slicne rezultate,
opsta varijabilnost komponenti kod ove simpatrijske populacije je slicna.

a b
) QOOOOOOOOOVOVVVVPPPPD D@ ) [OO009959095COLCECLOSEECECECC NI "

T

Euklidske distance
Euklidske distance

d)

\eX

SOOOHOOVOOPNNP VPNV PDOPDD DO @

i

Slika 4.4.4.2. Hijerarhijska klaster analiza 25 terpena; Euklidske distance; S. swbspicata i
a) Divaca; b) Jadranovo; ¢) Zlobin; d) Gacko;

s . .
GHS0008998830 8RB BB un D S aa s S

Euklidske distance
Euklidske distance

Analiza glavnib komponenti (PCA)

Varijabilnost sastava proucavanih 25 odabranih nekorelisanih komponenti etarskog
ulja kod 8 simpatrijskih populacija je analizirana koris¢enjem analize glavnih komponenti
(PCA). Analiza je pokazala odvajanje vrsta S. montana i S. subspicata. U populaciji Divaca

prve dve ose objasnjavaju oko 81 % ukupne varijabilnosti, odvajanje vrsta je na osnovu p-
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cimena, karvakrola i kariofilen oksida (Slika 4.4.4.3 pod a i c). Prethodne analize
varijabilnosti etarskog ulja vrste S. montana su pokazale postojanje dva hemotipa na ovom
lokalitetu (karvakrolski 1 zastupljeniji p-cimenski). Varijabilnost sastava etarskog ulja kod
svakog taksona je bila gotovo podjednaka. Kod populacije Jadranovo, prve dve ose
objasnjavaju oko 82 % ukupne varijabilnosti, pokazana je velika varijabilnost u sastavu
etarskog ulja kod vrste S. montana (prethodne analize su pokazale postojanje Cak tri
hemotipa na ovom lokalitetu, timolski, p-cimenski i karvakrolski) (Slika 4.4.4.3 pod b 1 d).
Odvajanje izmedu dva taksona je na osnovu ove tri komponente sa jedne i a-pinena sa
druge strane. U populacijama na lokalitetu Zlobin (prve dve ose objasnjavaju oko 88 %
ukupne varijabilnosti) kao i na prethodnoj analizi nekoliko jedinki vrste S. subspicata se jako
priblizava jedinkama druge vrste, pa dolazi do malog preklapanja (Slika 4.4.4.3 pod eig). U
populaciji §. montana na ovom lokalitetu su prisutna dva hemotipa (karvakrolski i p-
cimenski) dominira p-cimenski. Simpatrijska populacija S. montana na lokalitetu Gacko (prve
dve ose objasnjavaju oko 75 % ukupne varijabilnosti) pokazuje mnogo vecu varijabilnost
nego druga vrsta, iako su prethodne analize otkrile samo jedan hemotip (linalolski), ali bi se
za tri jedinke ove populacije moglo re¢i da poseduju 5 hemotip bogat geraniolom. Razlike
kod vrste S. subspicata na ovom lokalitetu su na nivou varijabilnosti pojedinih komponenti

(Slika 4.4.4.3 pod fi h).
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Tabela 4.4.4.2. Udeo 25 terpena u prva tri vektora analize glavnih komponenti
Divaca Jadranovo Zlobin Gacko
PC1 PC2 PC3|PC1 PC2 PC3|PC1 PC2 PC3|PC1 PC2 PC3
a-Pinen -0.13 -0.04 -0.25(-0.25 -0.18 -0.10|-0.12 -0.07 -0.27|-0.42 -0.03 -0.05
1-Okten-3-ol 0.02 -0.01 0.01 | 0.02 0.02 -0.01 - - - - - -
Mircen - - - -0.02 -0.01 0.00 [-0.01 -0.01 -0.03|0.02 -0.01 -0.10
p-Cimen 0.45 -0.64 0.53 | 0.47 0.57 -0.58|0.92 -0.24 0.15 - - -
Limonen -0.05 -0.08 -0.16|-0.08 -0.04 -0.01-0.08 -0.07 -0.13 - - -
1,8-Cineol - - - -0.05 -0.03 -0.02|-0.05 -0.02 -0.11 - - -
trans-p-Ocimen - - - -0.11 -0.07 -0.01{-0.07 -0.04 -0.13 - - -
y -Terpinen = = - - - - 0.01 -0.04 -0.08 | 0.00 -0.01 -0.04
Linalol - - - - - - - - - 0.54 -0.29 0.14
Kamfor -0.04 0.00 -0.03]-0.03 -0.02 -0.01]-0.04 -0.02 -0.08| 0.04 -0.03 -0.12
Borneol - - - -0.13 -0.06 -0.12 - - - 0.13 -0.11 -0.33
Terpinen-4-ol - - - - - - - - - 0.04 -0.05 -0.19
a-Terpineol - - - - - - - - - 0.29 -0.34 0.68
ft:fvakml metl | 1006 011 015[017 003 003| - - -
Geraniol - - - - - - - - - 0.33 0.88 0.21
Bornil acetat - - - -0.04 -0.02 -0.01|-0.02 -0.01 -0.04 - - -
Timol - - - 0.04 0.62 0.73 - - - - - -
Karvakrol 0.74 0.63 0.01 | 0.80 -0.47 0.27 | 0.18 0.95 0.10 - - -
p-Bourbonen -0.02 -0.01 -0.03 - - - -0.03 -0.02 -0.05|-0.03 0.04 0.08
b-Elemen - - - - - - - - - -0.13 0.01 0.12
(E)-Kariofilen -0.08 -0.05 -0.32 - - - -0.11 -0.06 0.16 |-0.21 0.03 0.17
y-Murolen = = = = = = = = = -0.50 0.04 0.48
Germakren D - - - -0.16 -0.10 0.04 - - - 0.12 -0.01 -0.12
Spatulenol -0.09 0.01 -0.14 - - - - - - - - -
Kariofilen oksid | -0.46 0.42 0.71 - - - -0.23 -0.10 0.90 - - -
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a) Y
225
A ¢
Y
; v
&
-
= r T T T T
g 0 10 20 30 Vahyats
p-cimen
-15.09 b)
A4
-225
v
3004 ka rlof'_llen
oksid
PCT [67.6%) karvakrol
45.01 :
timo .
C) d) ) p-cimen
37.54
300
a-pinen ™
2251 karvakrol
g
<
= 15.04
o
4
7.54
Montana
LA
ﬁm 75 75 150 25 300 375 450
754
-15.04
PC1 [70.3%]

Slika 4.4.4.3. Scatter plot analize glavnih komponenti (PCA) simatrijskih populacija
a) Divaca: A S. subspicatai © S. montana; ) Jadranovo: A S. subspicata i © S. montana,
b), d) glavne komponente;

285



Doktorska disertacija Rezultati
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Slika 4.4.4.3. (nastavak) Scatter plot analize glavnih komponenti (PCA) simatrijskih
populacija

¢) Zlobin: A 'S. subspicatai ® S. montana; g) Gacko: ® S. subspicata i ~ S. montana;
f), h) glavne komponente;
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Diskriminantna analiza (DA)

Uradeno je nekoliko diskriminantnih analiza. Prva diskriminantna funkcija objasnjava 66,3
%, dok druga objasnjava 32,5% ukupne varijabilnosti kada su u pitanju taksoni kao grupe.
Analiza je pokazala jako odvajanje izmedu podvrsta S. subspicata ssp. liburnica i ssp. subspicata,
kao 1 odvajanje od podvrsta S. montana (ssp. variegata i ssp. montana) na drugu stranu (Slika
4.4.4.4). Takode, 1 ovde je pokazano grupisanje dve jedinke S. subspicata ssp. liburnica iz
Zlobina sa jedinkama vrste S. montana. Matrica konfuzije smesta u grupu S. montana ssp.
variegata svega 2 od 73 jedinke S. subspicata ssp. liburnica i ¢ak 11 od 44 jedinki S. montana ssp.

montana, ostale jedinke su u svojim grupama (Tabela 4.4.4.3).

Tabela 4.4.4.3. Matrica konfuzije za diskriminantnu analizu, taksoni su grupe.

variegata  liburnica  montana  subspicata z
variegata 7 0 0 0 7
liburnica 0 71 2 0 73
montana 11 0 33 0 44
subspicata 0 0 0 10 10
= 18 71 35 10 134

a)

kariofilen

-1 5 \ o 2 & oksid
~ \ | a-pinen

Variegata y-murolen
Bontana as

50
b) karvakrol

p-cimen
Auis 1

Slika 4.4.4.4. Scatter plot diskriminatne analize svih simpatrijskih taksona
a) 8. montana i S. subspicata, b) glavne komponente; Divaca: A S. subspicatai 8. montana,

Jadranovo: A S. subspicata i © S. montana; Zlobin: A S. subspicatai ® S. montana;, Gacko: ®
S. subspicata 1 S. montana
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DA sa populacijama kao grupama je pokazala odvajanje individua dva taksona iz
simpatrijskih populacija (Slika 4.4.4.5). Najvise su se odvojile populacije sa lokaliteta Gacko
(812 1 M12). Dve jedinke S. subspicata ssp. liburnica grupisu se blisko sa S. montana ssp.
montana na lokalitetu Zlobin, zbog veceg udela p-cimena. Dok se ostale simpatrijske
populacije odvajaju prema pripadnosti taksonu, uz grupisanje populacija istog taksona.
Matrica konfuzije (Tabela 4.4.4.4) pokazuje da ne postoji mesanje taksona na lokalitetima,
iako izuzetno velika varijabilnost u sastavu etarskog ulja kod ispitivanih taksona utiCe na

izmestanje pojedinih jedinki u druge grupe (druge populacije).

Tabela 4.4.4.4. Matrica konfuzije za diskriminantnu analizu (CDA), populacije su grupe.

Divaca Gacko Jadranovo Zlobin
montana subspicata montana subspicata montana subspicata montana subspicata X

[ wontana 7 0 0 0 0 0 0 0 7

subspicata) 0 14 0 0 0 0 0 1 15
[ ontana 0 0 15 0 0 0 0 0 15

subspicata 0 0 0 10 0 0 0 0 10
[ 7ortana 5 0 0 0 8 0 1 0 14

subspicata 0 0 0 0 0 29 0 0 29
[y 7ontana 2 0 0 0 0 0 13 0 15

subspicata 0 2 0 0 0 2 2 23 29

z 14 16 15 10 8 31 16 24 134

I-Divaca; II-Gacko; III-Jadranovo; IT7-Zlobin;
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a) 154 b) of  karvakrol - Cimen

y-muroleg

a=pinens

kariofilen -
oksid

Axis 2
=
3
g

Axis 1

Slika 4.4.4.5. Scatter plot diskriminatne analize svih simpatrijskih populacija

a) populacije; b) glavne komponente

Divaca: A S. subspicatai 8. montana, Jadranovo: A S. subspicata i © S. montana, Zlobin:
A S subspicatai ® S. montana; Gacko: ® S. subspicata i S. montana

Diskriminantna analiza sa pojedinac¢nim lokalitetima kao grupama i odabranim
statisticki znacajnim komponentama etarskog ulja je pokazala odvajanje izmedu taksona.
Ponovo na lokalitetu Zlobin 2 jedinke S. subspicata ssp. liburnica se blisko grupisu sa §.
montana ssp. variegata. Za ovu DA izabrane su komponente koje su pokazale statistiCki
znaCajnu razliku izmedu taksona prema post-hoc testu (Tabela 4.4.4.1). Taksoni na lokalitetu
Jadranovo se jasno odvajaju na osnovu 14 komponenti. Simpatrijske populacije na
lokalitetu Gacko se jasno odvajaju na osnovu istog broja komponenti kao i kod prethodnog
lokaliteta, pri ¢emu su najvece pozitivne vrednosti su za a-pinen i p-murolen, dok su
negativne linalol i geraniol. Jedino se taksoni na lokalitetu Divaca razlikuju u najmanjem
broju komponenti svega 10. Najvece pozitivhe komponente su p-cimen i karvakrol a
negativne kariofilen oksid i a-pinen na lokalitetima Divaca, Zlobin i Jadranovo, pri ¢emu na
lokalitetu Jadranovo je negativna vrednost za komponentu germakren D umesto kariofilen

oksida (Slika 4.4.4.0).
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Diceriminant Dizeriminant

Slika 4.4.4.6. Histogram diskriminantne analize svih parova simpatrijskih populacija, .

montana 1 8. subspicata; a) Divaca, 10 komponenti; b) Jadranovo, 14 komponenti; ¢) Zlobin,
14 komponenti; d) Gacko, 14 komponent;
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4.4.5. Diferencijacija proucavanih taksona na osnovu etarskog ulja
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Slika 4.4.5.1. Zastupljenost glavnih grupa jedinjenja u sastavu etarskih ulja sve tri podvrste
M-Satureja montana; K-S. kitaibeliiy S-S. subspicata

50,00 -
4000 4
30,00 ‘
2000 - . ‘ '
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Neidentifikovano

Monoterpenski
ugljovodonici

Slika 4.4.5.2. Zastupljenost glavnih grupa jedinjenja u sastavu etarskih ulja svih taksona -

Satureja montana ssp. variegata; M-S. montana ssp. montana; P-S. montana ssp. pisidica; K-S.
kitaibelit, 1 -S. subspicata ssp. liburnica; S-S. subspicata ssp. subspicata
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Univarijantne analize

Matriks plot jasno pokazuje razliku izmedu vrste S. subspicata 1 druge dve vrste po
vecem broju dominatnih komponenti sa manjim udelom u sastavu etarskog ulja (Slika
4.4.5.3). Kod vrste S. montana postoje dve komponente sa vecim udelom dok je kod .

kitaibelii dominantna jedna komponenta.

Slika 4.4.5.3. Matriks plot sve tri
vrste

1-S. montana;, 11-8. kitaibelis; 111-S.
subspicata;

7- a-Pinen; 2- Kamfen; 3- p-Cimen;
4- Limonen; 5-1,8-Cineol; 6- ¢is-f-
Ocimen; 7- trans-f-Ocimen; §-
y-Terpinen; 9- cis-Sabinen hidrat;
10- Linalol; 77- Kamfor; 72-
Borneol; 73- Terpinen-4-ol; 74- a-
Terpineol; 75- Timol metil etar; 76-
Karvakrol metil etar; 77- Geraniol,
18- Bornil acetat; 79- Timol; 20-
Karvakrol; 27- f-Bourbonen; 22-
(E)-Kariofilen; 23- y-Murolen; 24-
Germakren D; 25- §-Kadinen; 26-
Spatulenol; 27- Kariofilen oksid;

125345678 910111213141516 1718193021232425263728 28— Vlrldlﬂorol
]

007 1
l

b Illlllll I IIlllﬂ\ HI-II lH

Analiza varijanse (ANOVA) je uradena sa sve tri vrste 1 28 odabranih nekorelisanih
komponenti je pronasla razlike na osnovu 26 komponenti (Tabela 4.4.5.1). Medutim,
konzervativnija post-hoc analiza (Tukey's test, P<0,05) je pokazala znatno manji broj
komponenti, svega Sest, na osnovu kojih se razlikuju vrste (p-cimen, limonen, 1,8-cineol,
y-terpinen, f-burbonen i germakren D). Pored pomenutih komponenti, dodatnih devet
odvaja vrstu S. subspicata od druge dve. S. montana se od preostale dve razlikuje u Sest
komponenti. Najmanji broj komponenti diferencira S. &itaibelii od druge dve vrste, svega
Cetiri. Treba takode, uzeti u obzir da u svakoj vrsti postoji bat jedna populacija koja se po
svom hemijskom sastavu razlikuje od ostalih, npr. populacija Devrske, kod vrste S.

subspicata.
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Tabela 4.4.5.1. Rezultati analize varijanse 1 post-hoc test 28 nekorelisanih komponenti
etarskog ulja kod proucavanih vrsta roda Sazureja
F P S.montana S kitaibelii S.subspicata

n=156 n=44 n=133
a-Pinen 173.8 0.8%1.1a 2.611.4a 15.6%11.1
Kamfen 25.6 pokok 0.810.6 1.9%0.92 2.312.7a
p-Cimen 136.6 25.4%15.6 14.6+10.6 2.8+7.9
Limonen 129.9 % 0.610.8 6.813.8 4.513.5
1,8-Cineol 47.8 okok 0.51+0.5 1.2+1.2 2.011.9
¢is-p-Ocimen 48.8 Hokok 0.5%1.1a 0.310.32 2.4%2.5
trans-p-Ocimen 61.7 X 0.1£0.3# 0.2£0.3# 2.3%2.7
y-Tetpinen 17.1 pokok 2.21+2.2 3.4%6.7 0.6x+1.8
cis-Sabinen hidrat 2.1 - 1.4+3.8" 1.5+2.8* 0.8+0.9"
Linalol 13.3 R 2.1£6.02 7.7113.8 1.5%4.4a
Kamfor 24.3 Hokok 0.410.6 1.3%0.72 1.2+1.42
Borneol 24.8 pokok 3.5%2.52 7.713.0 3.814.62
Terpinen-4-ol 47.8 okok 0.8%1.1a 3.212.6 1.2%1.1a
a-Terpineol 0.9 - 0.9+34° 0.5+0.3° 0.6x0.5"
Timol metil etar 13.7 Hokok 1.6+4.1 -a -a
Karvakrol metil etar 34.6 ook 4.0+5.9 0.8%2.62 0.1x1a
Geraniol 12.4 Hork 0.9£5.52 3.81+6.2 -2
Bornil acetat 75.4 pokok 0.1£0.1a 0.1+0.1a 1.2+1.3
Timol 26.3 okok 7.4+13.4 0.21+0.52 0.0£0.1a
Karvakrol 110.9  *xx 22.01£19.3 0.6+0.4a 0.2£0.92
f-Bourbonen 126.7  Fxx 0.3+0.5 3.1%2.3 1.9%1.3
(E)-Katiofilen 74.7 Hokok 2.41%1.7a 2.5%1.8a 7.5%5.5
y-Murolen 13.0 okok 0.3£0.22 0.2140.22 1.8+4.2
Germakren D 459 Hokok 0.51+1.2 1.8%+1.3 3.814.3
0-Kadinen 50.6 pokok 0.3£0.3a 0.3+0.2a 0.910.8
Spatulenol 37.9 hokok 0.8%+1.0 3.31+2.52 2.813.1a
Kariofilen oksid 26.0 Hokok 3.3+2.0a 3.7+2.3a 8.219.2
Viridiflorol 8.2 hokok -a -a 1.716.0

ANOVA i post-hoc test (Tukey's), @ grupa je prema post-hoc testu (P<0,05); Udeli terpena su dati kao
srednja vtrednost £ SD; masnim slovima napisane su vrednosti koje doprinose razdvajanju
ik P<0,01

ANOVA, sa podvrstama kao grupama, je pokazala statisticki znacajnu diferencijaciju na
osnovu svih 28 odabranih komponenti (Tabela 4.4.5.2). Post-hoc test nije potrvdio odvajanje
parova podvrsta na osnovu dve komponente (¢s-sabinen hidrat i a-terpineol), dok su se
ostale komponente pokazale kao dobre za odvajanje S. subspicata od druge dve vrste, kao i
za odvajanje S. kitarbelii od drugih taksona, neke su se pokazale kao dobre za odvajanje
podvrsta unutar vrste. Najslabije se razlikuju podvrste montana i variegata, dok se bolje
odvajaju ssp. pisidica 1 8. kitaibelii. Podvrste S. subspicata se najvise razlikuju medusobno ali i

od svih ostalih taksona.
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Tabela 4.4.5.2. Rezultati analize varijanse 1 post-hoc test 28 nekorelisanih komponenti

etarskog ulja kod svih proucavanih taksona roda Saturea

F P variegata montana pisidica  S.kitaibeli  liburnica  subspicata
n=52 n=89 n=15 n=44 n=89 n=44

a-Pinen 129.0 **  0.6£0.60 09*1.4+  0.6£0.22  2.6%14> 11.2%73 244+121
Kamfen 229 Fx0.6£0.5%  0.910.5%c  1.4%71.1ebc  1.9F20.9>c  3.0£2.9  0.9£1.0%bc
p-Cimen 67.4 B 2414120+ 23.3%+16.6+0 42+10.3 14.6£10.6 3.3%9.1 1.9£4.9>
Limonen 533 ¢ 042012 0.7£0.90 1.2%1.0¢ 6.8£3.8bd 4.1F+2.8cd 5244 5bcd
1,8-Cineol 415 # (0.3+0.2%bc  (0.41+0.4ebde 1347 (cde 1247 .2bcde  2.64£2.0 (0.7£0.8ebede
¢is-f-Ocimen 384 M+ (03+03* 0.6X1.4» 04£04> 03£03+ 32%£27  0.7£0.8
trans-f-Ocimen 55.5 ¢k 0.1+0.1»  0.1£0.3=  0.1+£0.22  0.2+0.32 32129 0.3+0.52
y-Terpinen 11.7 k. 37£2,0d  1.3+1.8bce 2.5+1.8abed  3.44(.72ed (. 7£1.9bede  (0.447.6Pe
¢s-Sabinen hidrat 2.3 o 0.9£0.3+ 1.7+5.0- 1.2+1.7+  1.5£2.8 1.1+0.9+  0.0£0.1»
Linalol 6.9 & 0.1X0.12>  3.0£7.2e  3.9%6.7bc 7.7+13.8>c 1.0£1.5 2.5%7.4eb
Kamfor 37.7 B 0.31£0.24d 0.5£0.7¢bd  0.710.52>  1.3£0.7¢  1.7+1.4¢ -ad
Borneol 225 & 25F1.62bd 3.9F+2.4abc 59144 9bc 77430  5.1£5.0bc 1.1%1.6d
Terpinen-4-ol 243 0 0.5£0.1>  1.0£1.42bc  1.0£1.5abc  3.24£2.6  1.6+0.9bc  0.6£1.1=
a-Terpineol 24 o 0.2£0.12 14445 0.620.3=  0.5£0.3=  0.7x0.5*  0.3%0.42
Timol metil etar 7.6 P 11424 224500 0.1£0.1e¢ -ac -ac -ac
EZ‘IW‘“‘I“OI metl 961 e 534740 35%51kc 20+2.8 08426« 02412
Geraniol 52  ®& (0.624.2:>  1.246.5%c -ab 3.81+6.2bc -ab 0.0%0.12b
Bornil acetat 30.1 Ak -2 0.1+x0.1=  0.1£0.1»  0.1£0.1=  1.2+1.1>  1.1£1.6>
Timol 13.6  *#FF 11.2416.5% 5.4£11.92c  (.5%4.1b  (0.2+0.5bc  0.1£0.2bc -bc
Karvakrol 58.7  **k 254%17.60 23.4£19.9¢ 1.9%£3.7> 0.6£0.4> 02x1.0> 0.1£0.3b
f-Bourbonen 57.7 F* 0.1+0.1»  0.4%0.60 0.2£0.1=  3.1£2.3b 1.6£1.1 2.6+1.3b
(E)-Kariofilen 39.4 B¢ 31415+ 20170 27£1.60  25x1.8  62+48  10.0%6.1
y-Murolen 205 # 03%0.2¢  03+0.2»  0.1X0.1»  0.2%£0.22  0.5%0.5=  4.3%6.7
Germakren D 28.7 B+ 02+03+  0.7x1.620  0.4£0.3* 1.8%£1.3= 48149 1.7£1.7
0-Kadinen 357 B+ 04102 031032 0.2+0.2>  0.3%£0.2e>  0.7£0.6=  1.4+0.8
Spatulenol 17.9  *#& 0.520.42> (0.8+1.0bc 2,0£1.3bed 3342 5ede  24+3 (ede 3543 1de
Kariofilen oksid 18.0  *& 24412+ 33%£2.0+ 5061252 3.7£23* 10.2£10.7 4.4%+2.62
Viridiflorol 6.2 -2 -2 -2 -2 25172 -2

ANOVA i post-hoc test (Tukey's), *>** grupe su prema post-hoc testu (P<0,05); Udeli terpena
su dati kao srednja vrednost + SD; *** P<(,01; ** 0,01<P<0,05

Hijerarbijska klaster analiza (HCA)

Dendrogram dobijen HCA, baziranom na prosecnom udelu svih 28 odabranih
komponenti etarskog ulja i sa kvadriranim Mahalanobisovim, Gowerovim 1 Euklidskim
distancama pokazuje rezultate slicnhe onima koje je dala ANOVA (Slika 4.4.5.4). Kvadrirane
Mahalanobisove 1 Gowerove distance pokazuju da se odvaja vrsta S. subspicata u jednu
kladu a u drugoj su . kitaibelii i S. montana. Isto se desava kada se analiza radi sa svih 6
specijskih 1 infraspecijskih taksona, dve podvrste S. subspicata su u jednoj kladi a u drugoj su

na jednoj strani S. kitaibelii, pa njoj je slicnija S. montana ssp. pisidica, a njima su slicne ssp.
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montana 1 ssp. variegata. Buklidske distance odvajaju S. montana kao najrazlicitiju a grupisu S.

kitaibelii sa S. subspicata, isto grupisanje se dobije 1 kada se koriste svih Sest taksona.

© ) 2
S
=
=
2]
T - .
o o
> -
: 5-
a - K2
o T .
| = I [0}
T %
2 =
© ~
= . 2>
ko]
@©
>
Y4
A © H ©® @& V ® ® V

S TT ]

kvad. Mahalanobisove distance
Euklidske distance

Slika 4.4.5.4. Hijerarhijska klaster analiza
28 terpena kod svih vrsta; M- S. montana
ssp. montana, V- S. montana ssp. variegata, P-
S. montana ssp. pisidica; K- S. kitaibeliz; S-

- S. subspicata ssp. subspicta; 1.~ S. subspicata:
ssp. liburnica

Gowerove distance

Analiza glavnib komponenti (PCA)

Analiza glavnih komponenti kod 333 individe je pronasla 3 komponente etarskih ulja
koje bitno uti¢u na diferencijaciju individua (Tabela 4.4.5.3). Prve dve ose ove analize
objasnjavaju oko 61 % ukupne wvarijabilnosti (Slika 4.4.5.5). Komponente koje ih

diferenciraju su p-cimen, karvakrol i a-pinen, na prve dve ose a na trecoj je timol. Scatter
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plot pokazuje veliku varijabilnost vrste S. montana koja se ogleda u smeni dominacije

nekoliko komponenti, dok kod §. kitaibelii varira mnogo manji broj komponenti. S.

subspicata varira uglavnom na jednoj osi po udelu a-pinena i (E)-kariofilena. Populacije vrste

S. montana Gacko 1 Makarska odskacu od ostalih populacije te vrste, Gacko se skoro

potpuno pomesao sa jedinkama . subspicata, ali se od njih odvaja po trecoj osi.

Transformisani podaci (log(x+1)) pokazuju veliku varijabilnost u sastavu etarskog ulja kod

svakog od 6 taksona. Opet dolazi do preklapanja na prve dve ose (Tabela 4.4.5.3). Najvecu

varijabilnost pokazuje S. montana ssp. montana, a potom podvrste S. subspicata. Nesto veca

varijabilnost se uoCava kod ssp. /Zburnica v odnosu na tipsku podvrstu S. subspicata (Slika

4.4.5.6).

Tabela 4.4.5.3. Udeo 28 terpena u prva tri vektora analize glavnih komponenti

a-Pinen
Kamfen
p-Cimen
Limonen
1,8-Cineol
¢is-f-Ocimen
trans-p-Ocimen
y-Terpinen
cis-Sabinen hidrat
Linalol

Kamfor
Borneol
Terpinen-4-ol
a-Terpineol
Timol metil etar
Karvakrol metil etar
Geraniol

Bornil acetat
Timol
Karvakrol
[-Bourbonen
(E)-Kariofilen
y-Murolen
Germakren D
o-Kadinen
Spatulenol
Kariofilen oksid
Viridiflorol

masnim svlovima napisane su vrednosti koje doprinose razdvajanju.

netransformisani podaci

PC1
-0.31
-0.03
0.61

-0.09
-0.02
-0.04
-0.04
0.03

-0.02
-0.06
-0.02
-0.02
-0.02
-0.02
0.01

0.10

-0.03
-0.02
0.05

0.68
-0.04
-0.11
-0.03
-0.08
-0.01
-0.05
-0.10
-0.03

PC2
-0.15
0.00
0.66
0.01

0.00
-0.01
-0.01
0.05

0.00
0.04
0.00
0.03
0.01

0.00
0.03

0.07
0.00
-0.01
0.20
-0.70
-0.01
-0.06
-0.02
-0.02
-0.01
0.00
-0.01
-0.02

PC3
-0.29
-0.02
-0.30
-0.08
-0.02
-0.01
-0.01
0.08
0.01

-0.04
-0.01
-0.01
-0.01
0.00
0.15

-0.03
0.02
-0.01
0.88
0.04
-0.02
0.00
-0.01
-0.03
0.00
-0.03
-0.04
-0.02

transformisani podaci

PC1
0.29
0.11
-0.24
0.25
0.12
0.20
0.22
-0.18
0.04
0.17
0.11
-0.02
0.07
0.09
-0.13
-0.27
0.03
0.18
-0.24
-0.44
0.25
0.12
0.05
0.31
0.08
0.17
0.05
0.04

PC2
-0.07
0.29
0.21
0.09
0.18
0.20
0.22
0.28
0.32
0.05
0.31
0.39
0.29
0.16
0.08
0.04
-0.01
0.07
0.17
0.06
-0.14
-0.06
-0.25
0.11
-0.18
-0.07
0.01
-0.09

PC3
0.02
-0.11
-0.17
-0.13
-0.01
0.40
0.37
0.21

0.08

0.01

-0.22
-0.17
-0.15
-0.06
0.22
-0.03
-0.25
0.12
0.35

-0.03
-0.19
0.22
0.18

0.08

0.23

-0.23
-0.09
0.08
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Slika 4.4.5.5. Scatter plot analize glavnih komponenti (PCA) a) vrste

b) svi taksoni; c) glavne komponente;

S. montana: ssp. variegata: © Bovec; Vcmi vrh; ¥ Divaca; v Krk; ssp. montana: © Jadranovo;
® Zlobin;  Sibinj; ® Makarska; ~ Gacko; @ Mokrine; ssp. pisidica: * Galicica

S. kitaibelii: M Derdap; Bl Temsica; [ Poganovo; S. subspicata: ssp. liburnica: ADivaca;

A Jadranovo; A Zlobin; A Velebit;  Devrske; SSp. subspicata: ® Gacko; ® Biokovo;

¢ Ofrjen; © Crkvice
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Slika 4.4.5.6. Scatter plot analize glavnih komponenti (PCA) sa transformisanim
vrednostima

a) svi taksoni;S. montana: ssp. variegata: * Bovec; Vi vth; ¥ Divaca; v Krk; ssp.
montana: © Jadranovo; @ Zlobin;  Sibinj; ® Makarska; ~ Gacko; @ Mokrine; ssp.
pisidica: * Gali¢icaS. kitaibelii: M Derdap; BTemsica; [ Poganovo; S. subspicata: ssp.
Liburnica: ADivaca; A Jadranovo; A Zlobin; A Velebit;  Devrske; Ssp. subspicata:
® Gacko; ® Biokovo; Orjen; © Crkvice

Diskriminantna analiza (DA)

Uradeno je nekoliko diskriminantnih analiza. Prva diskriminantna funkcija objasnjava
oko 86 %, dok druga objasnjava oko 14 % ukupne varijabilnosti kada su u pitanju vrste.
Diskriminantna anliza pokazuje prilicno jako odvajanje vrsta (Slika 4.4.5.7). Matrica
konfuzije je smestila jednu od 155 jedinki S. montana i 4 od 126 jedinki S. subspicata u vrstu
S. kitaibelii. Takode, smestila je jednu jedinku vrste S. subspicata u vestu S. montana. Medutim,
pomenute jedinke nisu u prethodnim analizama odlazile u druge grupe. DA sa
transformisanim podacima je jo§ vise odvojila sve tri vrste (prva diskriminantna funkcija
objasnjava oko 82 % a druga oko 18 % ukupne varijabilnosti). Matrica konfuzije pokazuje

da sada samo jedna jedinka vrste S. subspicata prelazi u S. kitaibelii.
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Slika 4.4.5.7 Scatter plot diskriminantne analize (DA)

a) vrste; b) transformisani podaci vrste; ¢) glavne komponente;

S. montana:: " Bovec; Vcini vth; ¥ Divaca; v Krk; @ Jadranovo; @ Zlobin;  Sibinj;

® Makarska;  Gacko; @ Mokrine; * Galicica S. kitaibelii: Ml Derdap; B Temsica;
Poganovo; 8. subspicata: ADivaca; A Jadranovo; A 7Zlobin; A Velebit;  Devrske; €

Gacko; ® Biokovo; ¢ Orjen; © Crkvice

Diskriminantna analiza sa 6 taksona je pokazala jasno odvajanje podvrsta vrste S.

subspicata medusobno 1 od podvrsta vrste S. montana, dok se jedinke . kitaibelii nalaze u
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centru izmedu ovih taksona i delimi¢no ih preklapaju (Slika 4.4.5.8). Medutim, kod
podvrsta S. montana nema jasnog odvajanja taksona zbog velike varijabilnosti tipske
podvrste. Prva diskriminantna funkcija objasnjava oko 73 % a druga oko 13 % ukupne
varijabilnosti. Tabela 4.4.5.5. pokazuje da iz podvrste variegata 12 od 52 jedinke prelaze u
druge dve podvrste (9 jedinki prelazi u podvrstu montana a 3 u podvrstu pisidica), dok kod
podvrste montana ¢ak 18 od 89 jedinki smesta u druge taksone (11 u ssp. variegata, 6 u ssp.
pisidica 11 u vrstu 8. kitaibelii). Kod vrste S. kitaibelii samo 2 jedinke prelaze u drugi takson,
u 8. montana ssp. pisidica. 6 od 87 jedinki S. subspicata ssp. liburnica prelaze u druge taksone (3
u S. kitaibelii a 3 u 8. subspicata ssp. subspicata), dok kod podvrste subspicata svega 2 od 44
jedinke prelaze u druge taksone (1 u S. montana ssp. pisidica a 1 u S. kitaibelii).

Analiza istth taksona sa transformisanim podacima je pokazala mnogo jasnije
odvajnje podvrsta vrste S. subspicata izmedu sebe 1 od ostalih taksona (prva diskriminantna
osa objasnjava oko 63 % a druga oko 18 % ukupne varijabilnosti). Medutim, S. kitaibelii se
delimi¢no preklapa sa podvrstama S. montana, dok se one izmedu sebe potpuno preklapaju.
Matrica konfuzije sa transformisanim podacima (Tabela 4.4.5.5) pokazuje da taksoni S.
montana ssp. pisidica, S. kitaibelii 1 S. subspicata ssp. subspicata ostaju u svojim grupama dok iz
ostalih takosna svega nekoliko jedinki prelazi u drugi takson.

Tabela 4.4.5.4. Matrica konfuzije za diskriminantnu analizu, vrste su grupe.

Netransformisani podaci Transformisani podaci
montana  kitaibelii  subspicata | montana kitaibelii subspicata %
montana 155 1 0 156 0 0 156
kitaibelii 0 44 0 0 44 0 44
subspicata 1 4 126 0 1 130 131
h3 156 49 126 156 45 130 331

Tabela 4.4.5.5. Matrica konfuzije za diskriminantnu analizu, taksoni su grupe.

by
52
89
15
44
87
44

Netransformisani podaci Transformisani podaci
variegata montana pisidica kitaibelii liburnica subspicata|variegata montana pisidica kitaibelii liburnica subspicata
variegata 40 9 3 0 0 0 48 3 1 0 0 0
montana 11 71 6 1 0 0 6 83 0 0 0 0
pisidica 0 0 15 0 0 0 0 0 15 0 0 0
kitaibelii 0 0 2 42 0 0 0 0 0 44 0 0
liburnica 0 0 3 0 81 3 0 0 0 1 86 0
subspicata 0 0 1 1 0 42 0 0 0 0 0 44
py 51 80 30 44 81 45 54 86 16 45 86 44 331
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Slika 4.4.5.8. Scatter plot diskriminantne analize (DA)

a) taksoni; b) transformisani podaci za taksone; c) glavne komponente;

S. montana: ssp. variegata: © Bovec; VCrni vih; ¥ Divaca; ¥ Krk;

ssp. : © Jadranovo; ® Zlobin;  Sibinj; ® Makarska; ~ Gacko; ® Mokrine;

ssp. pisidica: * GaliCica; S. kitaibelii: Ml Derdap; BTemsica; I Poganovo;

S. subspicata: ssp. liburnica: ADivaca; A Jadranovo; A Zlobin; A Velebit;  Devrske;
ssp. subspicata: ® Gacko; ® Biokovo; ® Orjen; ¢ Crkvice
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5 Diskusija

5.1. Morfometrija

5.1.1. Satureja montana

Morfometrijski karakteri lista su veoma varijabilni. Njihova duzina je varirala od 14,2
kod ssp. variegata do 16 mm kod ssp. pisidica, a izmerene vrednosti se nalaze u opsegu koiji je
dao Sili¢ (1979) za dati karakter. DuZzina ¢asice je pokazala manju varijabilnost i kretala se
od 2,7 mm kod ssp. variegata 1 ssp. pisidica, do 3,7 mm kod ssp. montana. U poredenju sa

literaturnim podacima, kod podvrste pisidica su pronadene manje casice od ocekivanh.

Sve analize su pokazale da proucavani morfoloski karakteri kod . montana, zbog
izuzetno velike varijabilnosti unutar vrste, nemaju dovoljnu rezoluciju za odvajanje
podvrsta, a jo§ manje populacija tih podvrsta. Izuzetak su populacije Vodnjan, Zvornik i
Neretva. Karakter duzina caSice je jedan od karaktera koje je predlozio Sili¢ (1979) za
diferencijaciju podvrsta. Dobijene vrednosti su u opsegu njegovih, sem za podvrstu pisidica.
Ipak, treba uzeti u obzir da u ovoj analizi nisu korisceni svi karakteri koje je on predlozio.
Karakteri poput dlakavosti stabljike ili lista nisu korisceni jer su opisni. Uradena je
kvantifikacija nekih od karaktera koje je Sili¢ (1979) pomenuo, kao §to je broj peltatnih

trihoma na licu i nali¢ju lista 1 na casici.
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5.1.2. Satureja kitaibelii

Morfoloski karakeri kod proucavanih populacija za Cciju varijabilnost postoje
literaturni podaci pokazuju vrednosti koje su na donjoj granici opsega literaturnih (Sili¢,
1979). Karakter duzina lista je varirao od 15,7 mm (Temsica) do 17,6 mm (Poganovo), dok

je karakter duzina casice varirao od 3,4 mm (Poganovo) do 4 mm (Perdap).

Analize su pokazale da postoji nepotpuno odvajanje izmedu populacija na osnovu
morfoloskih karaktera. Najvie se razlikuju populacije Poganovo i Derdap, dok populacija

Temsica nalazi izmedu druge dve.

Bioklimatski parametri i nadmorska visina su bili u korelaciji sa dva karaktera casice
(Sirinom 1 duzinom donjih zubaca). Uocene korelacije mogu biti posledica slucajnosti zbog
malog broja populacija i korelisanosti samih podataka. Dodatne analize su potvrdile da
nema statisticki znacajne korelacije izmedu bioklimatskih podataka i sveukupne morfoloske
varijabilnosti. Medutim, pronadena je visoka korelacija izmedu morfoloskih karaktera i
geografskog regiona, ali ona nije bila statisticki znacajna, $to je verovatno posledica,
pomenutog, malog broj populacija koje su koris¢ene u analizi. Ovo bi se sigurno promenilo

ukoliko bi se u analizu ukljucile i dodatne populacije.

lako ispitane jedinke poseduju veliku varijabilnost u morfoloskim karakterima,
c¢injenica da su u pitanju populacije koje zive u klisurama koje su prilicno izolovane jedna

od druge verovatno je doprinela nesto boljoj rezoluciji izmerenih morfometrijskih.
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5.1.3. Satureja subspicata

Duzina lista je varirala izmedu 14,1 mm (ssp. lburnica) 1 14,9 mm (ssp. subspicata).
Duzina casice je pokazala jasno odvajanje izmedu podvrsta, gde ssp. /Zburnica ima skoro dva
puta duze caSice od tipske podvrste (6 mm kod prve a 3,5 mm kod druge). Izmerene

vrednosti su u opsegu literaturnih (Sili¢, 1979).

Podvrste S. subspicata se razlikuju na osnovu veli¢ine ¢asice 1 broja zlezdanih trihoma
c¢adice. Podvrsta fiburnica se odlikuje nizim vrednostima na karakterima $irina lista, broj
zlezdanih trihoma na licu lista 1 ¢asici, dok svi ostali karakteri imaju vise vrednosti od onih
kod tipske podvrste. Pored opsteg odvajanja jedinki izmedu podvrsta na osnovu karaktera
caSice, uocljiva je i diferencijacija pojedinih populacija sa razlicitih lokaliteta na po nekoliko
karaktera lista. Na primer, jedinke iz Zlobina imaju najvece caSice kao i najduze gornje
zupce cadice, iz Jadranova najizduzenije listove sa najvecom brojem Zlezdanih trihoma na
nali¢ju lista, dok se jednike iz Divace izdvajaju po duzini lista i malim brojem Zlezdanih
trihoma na nali¢ju lista. Populacije Crkvice i Biokovo se jako odvajaju od ostalih na osnovu
3 karaktera lista, 1 to broja zlezdanih trithoma na licu lista kod populaciju Biokovo, dok su to

sirina lista 1 odnos duzine i Sirine lista kod druge.

Razli¢iti rezultati dobijeni u multivarijantnim analizama su posledica drugacijeg
polozaja populacije Devrske 1 Biokovo. U prvom sluéaju, HCA (kvadrirane
Mahalanobisove distance) i DA pokazuju geografsku distribuciju populacija od severa ka
jugu uglavnom po pripadnosti podvrsti, pri cemu je kao najrazlicitija izdvojena populacija
Divaca. Ostale populacije su grupisane u dve grane — jedna sadrzi severne populacije, ssp.
liburnica, dok su u drugoj juzne populacije, ssp. subspicata, 1 populacija Devrske. S druge
strane, PCA 1 HCA sa Euklidskim distancama, nema jasne distribucije ni po podvrstama ni
po geogeorafskom regionu. Populacija Biokovo se izdvaja kao najrazlicitija, dok su sve
ostale grupisane u drugu granu, gde bi mogle da se izdvoje tri grupe (I grupa Crkvice, 11
grupa Jadranovo-Zlobin-Velebit, III grupa ostale populacije). U slucaju kada se ukloni
populacija Biokovo iz ove HCA analize, dobija se podela na dve grane — sa jedne strane su
tri od pet populacija ssp. Jburnica a sa druge sve ostale populacije ssp. subspicata, ukljucujudi i

Divacu i Devrske.

Zbog preklapanja populacija je uraden test linearne diskriminantne klasifikacije

populacije sa lokaliteta DPevrske. Ovaj test je smestio 11 od 15 jedinki iz populacije Devrske

304



Doktorska disertacija Diskusija

u ssp. subspicata, a svega Cetiti u ssp. /lburnica. Populacija Devrske raste u zoni preklapanja
dve podvrste pa je moguce da su rezultati posledica ukrstanja ili je uzorak bio mesavina
jedinki dve podvrste, na sta ukazuje test linearne diskriminantne klasifikacije. Rezultati ovog
testa su u saglasnosti sa svim drugim multivarijantnim testovima. Diskriminantne analize

uradene bez ove populacije pokazuju jasno razdvajanje izmedu podvrsta.

Korelaciona analiza nije pokazala da postoji veza izmedu morfoloskih i bioklimatskih
parametara, sto govori da uticaj bioklimatskih uslova staniSta na razvoj proucavanih
karaktere mali ili nelinearan. Pronadena je korelacija izmedu broja zlezda na nali¢ju lista 1
izotermalnosti i padavina, koja je najverovatnije slucajna jer je Mantelov test potvrdio da ne
postoji korelacija izmedu svih merenih morfometrijskih i bioklimatskih parametara. Uocena
je slaba korelaciju izmedu morfometrijskih karaktera 1 geografskog regiona, kada se koriste
kvadrirane Mahalanobisove distance. Korelacija sa geografskim regionom postaje jaka kada
se izostave populacije koje se najvise odvajaju od svojih podvrsta — Divaca, Biokovo i

Crkvice.

Dodos i sar. 2017. su pokazali jasnu diferencijaciju dve podvrste na osnovu manjeg
broja karaktera i to iskljuc¢ivo karaktera caSice (duzina, Sirina, duzina gornjih i donjih
zubaca) kao 1 duzine cvasti. S obzirom da se duzina cvasti pokazala kao nedovoljno

informativna, ona nije uzimana u obzir u daljim analizama.
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5.1.4 Uporedna morfometrijska analiza proucavanih taksona

Morfometrijski karakateri broj zlezdanih trihoma na nali¢ju lista i velicina casice, su
pokazali da se sve tri vrste mogu razlikovati na univarijantnim analizama. Populacije vrste
S. subspicata se odvajaju na osnovu karaktera casice od S. montana i S. kitaibelii, dok se na
osnovu oblika lista i broja zlezdanih dlaka listova dodatno odvajaju od vrste S. montana. S.
kitiabelii se razlikuje od druge dve po velicini lista i broju zlezdanih trihoma na nalicju lista,
dok je razdaljina izmedu najsireg dela lista 1 vrha lista odvaja samo od §. swbspicata. Boks-
plotovi pokazuju odvajanje obe podvrste S. subspicata od ostalih a posebno se dobro odvaja
podvrsta fburnica na osnovu karaktera broj zlezdanih trihoma casice i velicine ¢asice. Kod
S. montana, jedino se podvrste montana i variegata izdvajaju po krupnijim i ¢asicama sa vedim
brojem zlezdanih trihoma. Nije pronaden nijedan karakter koji razdvaja svih Sest taksona.
Uglavnhom su pronadeni karakteri koji razdvajaju neki takson pojedinacno ili parove
taksona. Najvise se izdvaja podvrsta S subspicata, ssp. liburnica, S. kitaibelii se uglavnom teze
odvaja od sve tri podvrste S. montana na vecini karaktera. Postoje karakteri koji je odvajaju

od jedne ili dve podvrste vrste S. wontana.

Multivarijantne analize sa vrstama kao grupama su pokazale odvajanje izmedu njih.
Vrste S.montana 1 S. kitaibelii su sli¢nije. Kada su u pitanju podvrste, u zavisnosti od analize,
dobijena su stabla razlicite topologije. Izdvajaju se podvrste S. subspicata u jednu granu dok
je u drugoj grani, u zavisnosti od distanci, redosled slicnosti bio drugaciji. Kvadrirane
Mahalanobisove distance izdvajaju u ssp. varieagata kao najrazlicitiju, dok §. kitaibelii grupisu
sa preostale dve podvrste S. montana. Gowerove distance, formiraju dve grupe: tipsku
podvrstu S. montana sa S. kitaibelii, i drugu sa preostale dve podvrste S. montana. Dok
Euklidske distance nisu imale dovoljnu rezoluciju da razdvoje podvrste S. montana
medusobno, a kao njima slicna je S. kitaibelii. PCA sa 6 taksona pokazuje da postoje
naznake diferenciranja, posebno izmedu podvrsta S. subspicata 1 nesto manje kod S. montana,
gde se posebno populacija Vodnjan odvaja od ostalih. Matrica konfuzije pokazuje da
jedinke vrste S. montana imaju veliku morfolosku varijabilnost koja smesta cak 25%

individua u vrste S. kzaibelii 1 S. subspicata.

Dobijeni rezultati oslikavaju veliku morfolosku varijabilnost unutar vrste S. montana i
njenih podvrsta. S druge strane, podvrste S. subspicata pokazuju mnogo vecu diferencijaciju
izmedu sebe nego $to smo videli kod . montana. Nesto manju diferencijaciju populacija

mozemo uociti i kod §. kitaibelii. Na osnovu morfoloskih karaktera je jako slicna vrsti
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S. montana iako je geografski izdvojena. Ova vrsta zivi u klisurama duz Balkanskih planina, u
Rumuniji, Srbiji i Bugarskoj 1 ima status endemita. S. swbspicata, subendemit Balkana,
naseljava takode relativno manje podrucje — rastu duz Dinarida na Balkanskom poluostrvu.
Jedino vrsta S. montana ima Siroku distribuciju. Izabrani morfoloski karakteri oslikavaju
evolutivnu istoriju ove tri grupe. Iz cele grupe, S. subspicata se pokazala kao morfoloski
najrazlicitija od druge dve podvrste, a diferencijacija populacija 1 podvrsta kod ovog taksona
ukazuje na duze periode izolacije. S obzirom na izbor stanista (nesto dublje u kopnu 1
generalno na vecim nadmorskim visinama) nije iskljuceno da je protok gena izmedu ovih
populacija tezi, te da je vtemenom doslo do njihove vece geneticke diferencijacije. S druge
strane, iako slabije, S. &itaibelii se isto odvaja od . montana. Razlika se, pre svega, ogleda u
tome da kod ovog taksona postoji blaga diferencijacija populacija. Intenzitet odvojenosti
ukazuje ili na generalno veci geneticki diverzitet koji je ovaj takson nasledio od predackog,
ili na relativno skoru izolaciju ovih populacija u klisurama centralnog Balkana. Konac¢no,
diferencijacija populacija je gotovo nemoguca u okviru S. montana. Stavise, tipska podvrsta
pokazuje izuzetno veliku morfolosku varijabilnost, dok je ona nesto uza kod druge dve
podvrste, $to moze ukazivati na izolaciju po distanci, odnosno da ¢e zbog oprasivaca
geografski blize populacije biti 1 geneticki slicnije. No, nemoguce je utvrditi na osnovu ovih
karaktera koliki je trenutni protok gena, 1 Sta je uzrokovalo diferencijaciju pojedinih
populacija u odnosu na ostale zbog izuzetno velike varijabilnosti koja se pokazala na

izabranim motrfoloskim karakterima.

Rezultati svih analiza, kako univarijantnih tako i multivarijantnih pokazuju da
morfometrijski karakteri jasno odvajaju jedinke simpatrijskih populaciji vrsta S. montana i
S. subspicata. Pored upecatljive boje kruni¢nih listi¢a, odvajaju ih i karakteri ¢asice i broj
zlezdanih trihoma. Vece casice su kod S. subspicata dok je veci broj Zlezdanih trthoma kod
S. montana. Pored najkrupnijih peltatnih trihoma, na povrsini vegetativnih i reproduktivnih
organa kod ove dve vrste, postoje i sitnije kapitatne trihome. U proucavanim vrstama je
prisutan jedan tip peltatnih trihoma i tri tipa kapitatnih trithoma na povrsini listova i ¢aice

(Marin i sar. 2010; Dunki¢ i sar. 2012).

Dobijeni rezultati pokazuju da je velicina casice najinformativniji karakter za odvajnje

izmedu taksona.
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5.2. Flavonoidi
5.2.1. Satureja montana

U profilu povrsinskih flavonoida listova primorskih populacija S. montana dominira
5,6-diOH,7,3"4'-triMe flavon. Najveci udeo je pronaden u populaciji Bovec 44,6%. Udeo
ove komponente opada duz Jadranske obale od severa ka jugu. U kontinentalnim
populacijama (Zvornik, Neretva, Gacko i Gali¢ica) dominantna komponenta je cirzimaritin
i u nekim populacijama ¢ini skoro 50% sastava. Pored 5,6-diOH,7,3',4'-triMe flavona u

visokom procentu bili su zastupljeni i timonin, cirzimaritin i ksantomikrol.

Na osnovu sastava, od tri proucavane podvrste, najvise se odvaja pisidica na osnovu
Cetiri flavonoida od druge dve i na dodatna dva samo od podvrste variegata. S druge strane,
primorske populacije koje zive u zoni preklapanja izmedu podvrsta montana i variegata ne
pokazuju jasnu diferencijaciju dok se populacije sa ostalih lokaliteta ssp. montana dublje u
kontinentu jasno izdvajaju. Populacija ssp. pisidica se odvaja od ostalih na osnovu 5,6,4'-

triOH-7,3'-diOMe flavona i ksantomikrola.

Pronadene su korelacije izmedu vise komponenti. Uocena korelacija je verovatno
posledica biosintetskog puta. Berim i sar. (2016) su pokazali da je kod bosiljka cizimaritin
prekursor za salvigenin koji je dalje prekursor za gardenin B. Pored ovog, postoji 1 drugi
biosintetski put, gde od cirzimaritina nastaje ladanein koji je prekursor za salvigenin i dalje
gardenin B. S obzirom na to da u ispitivanim uzorcima nije detektovan ladanein,
verovatnije je da se sinteza odvija na prvi naéin. Ksantomikrol moze da nastane iz
cirzimaritina ili iz timusina i moze da bude prekursor za gardenin B (Fattahi i sar. 2014).
Dobijeni rezultati ukazuju na moguce puteve biosinteze gardenina B, koja se verovatno
odvija 1 preko salviginina 1 ksantomikrola dok ksantomikrol nastaje od cirzimaritina i od
timusina (potencijalno neidentifikovano jedinjenje). 5,6,4'-triOH-7,3'-diOMe flavon

najverovantije nastaje od ksantomikrola i cirzimaritina.

Multivarijante analize su pokazale da tipska podvrsta, koja ima najvedi areal, ima
veliku varijabilnost u poredenju sa druge dve podvrste. Ako dajemo prednost varijabilnosti
komponenti izdvaja se ssp. pisidica, a u sluc¢aju dominantnih komponenti izdvaja se ssp.
variegata. Populacije se grupiSu prema geografskom polozaju, sa razlikom u polozaju
populacije Krk. Najvise se izdvajaju hercegovacke, odnosno populacije koje zive dublje u

kontinentu. Dobija se odvajanje na tri grupe: alpsko-istarsko-severnojadranska,
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herecgovacko-juznojadranska i makedonska. Rezultati pokazuju da su geografski blize

populacije sli¢nije.

Dobijeni rezultati za povrsinske flavonoide kod podvrsta i populacija S. montana pokazuju da
je profil pod velikim genetickim uticajem, posebno ako se uzme u obzir vazna bioloska uloga
flavonoida: antimikrobna, antioksidativna, zastita od UV zracenja (Cuadra i sar. 1997; Ryani sar.
2002; Andersen i Markham, 2005). Sastavi povrsinskih flavonoida su sli¢niji kod populacija koje su
geografski blize, §to govori o razmeni genetickog materijala izmedu njih. Niska geografska
korelacija govori o jakom protoku gena izmedu populacija ili o njthovoj skorijoj izolaciji. Uprkos
velikoj varijabilnosti profila flavonoida, ne postoji selekcija hemotipova prema bioklimatskim
parametrima, najverovatnije zbog veleg broja zastitnih sistema koje ove biljke poseduju da bi
prezivele na kseromorfnim stanistima sa velikom insolacijom (zlezdane dlacice bogate etarskim
uljima, alkani na povrsini kutikule). Ipak, na trenutnom setu podataka je moguée uoditi opsti trend

distribucije od severa ka jugu duz Jadranske obale i dalje u kontinent.

309



Doktorska disertacija Diskusija

5.2.2. Satureja kitaibelii

Profilom flavonoida izolovanim sa povrsine listova jedinki S. &itaibelii dominiraju iste
komponente kod sve tri populacije i to cirzimaritin, ksantomikrol 1 gardenin B, razlika je u
njthovom udelu u profilu. U populacijama Derdap 1 Temsica je ksantomikrol dominantna

komponenta, dok je u populaciji Poganovo to cirzimaritin.

Univarijante analize su pokazale da se sve tri populacije mogu razlikovati. Najvise se
razlikuje populacija Temsice na osnovu dva flavonoida — 5,4-diOH-6,7-diOMe flavanona 1

gardenina B.

Pronaden je znatno manji broj korelacija izmedu flavonoida kod populacija S.
kitaibelir. Neidentifikovano jedinjenje (potencijalno timusin) je u korelaciji sa 5,6-diOH-
7,3 4-triMe flavonom i sa timoninom. Pronadena je korelacija izmedu gardenina B,
cirzimaritina i 5,4-diOH-6,7-diOMe flavanona. Ovi rezultati mogu da upucuju na drugaciji
put biosinteze kod §. kzaibeliz, medutim, kako je rec¢ o svega tri populacije, nije moguce sa

sigurnos$cu tvrditi da uocena korelacija nije posledica slucajnosti.

Multivarijantne analize su pokazale odvajanje izmedu populacija. Klaster analiza je
pokazala da su u slucaju dominantnih komponeti blize populacije Poganovo 1 Derdap a u
slucaju opste varijabilnosti svih uocenih komponenti slicnije Derdap i Temsica. Iako je
regresiona analiza pokazala umerenu statisticki znacajnu korelaciju izmedu nekih
bioklimatskih parametara vezanih za temperaturu, oni vise deluju kao posledica visoke
medusobne veze izmedu flavonoida. Mantelov 1 parcijalni Mantelov test su utvrdili da su
rezultati regresione analize posledica slucajnosti, medutim, iako nije bila statisticka znacajna,
utvrdena je moguca korelacija sa geografskim regionom. Bez ukljucivanja dodatnih
populacija ovo nije moguce razrediti, no, ovi rezultati ukazuju da i dalje postoji protok gena
ili da su se populacije relativno skorije odvojile. Povrsinski flavonoidi kod . kitaibelii
ukazuju na odvajanje populacija u okviru iste vrste. Ovo je verovatno posledica

fragmentisanosti areala.
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5.2.3. Satureja subspicata

U sastavu flavonoida je kod svih proucavanih populacija ove vrste dominirao je
ksantomikrol, ¢ija se koli¢ina kretala od 24,8% (Orjen) do 58,4% (Jadranovo) dok je druga
dominantna komponenta bio cirzimaritin kod vecine populacija. Generalno, profili
flavnonoida izmedu dve podvrste se razlikuju po kolicinama 1 dominantnim
komponentama. Podvrsta subspicata ima mnogo manju varijabilnost, sve tri proucavane
populacije imaju iste dominantne komponente cirzimaritin, ksantomikrol i

8-metoksicirzilineol ali sa manjim udelom.

Podvrsta /fibumnica se odlikuje veéim kolicinama dva flavonoida, cirzimaritina i
ksantomikrola dok je kod . subspicata prisutno nekoliko razlicitih flavonoida slicne
zastupljenosti: cirzimaritin, ksantomikrol, timonin, 8-metoksicirzilineol. Populacija Pevrske
(ssp. liburnica), kao i na morfometrijskim podacima je sli¢nija populacijama tipske podvrste
zbog vece kolicine timonina ali je i dalje prisutan udeo ksantomikrola kao i kod ostalih
populacija podvrste LZburnica. Jedinke ove populacije zive u zoni preklapanja areala ove dve
podvrste te dobijeni rezultati mogu da ukazuju na pojavu ukrstanja izmedu njih. Uoceno je
dosta visokih korelacija izmedu flavonoida kao i kod S. montana. Timonin je korelisan sa

8-metoksicirzilineolom 1 ksantomikrolom.

Regresiona analiza je pokazala mnogo vise korelacija izmedu profila flavonoida i
bioklimatskih parametara nego sto je to bio slucaj kod prethodnih vrsta. Pokazana je
korelacija sa nadmorskom visinom i najveéim brojem bioklimatskih parametara
temperature 1 flavonoida koji su na prethodnim testovima najbolje oslikavali diferencijaciju
izmedu populacija, izuzev 5,6,4'-triOH-7,3"-diOMe flavona. Gardenin B i cirzimaritin su
korelisani sa parametrima, uglavnom, vezanim za padavine. Iako je uoceno dosta korelacija,
one mogu biti posledica dosta razlicitih stanista sa kojih su uzorkovane populacija ove dve
podvrste. Populacije podvrste fburnica su sve uzorkovane na visinama od 172 do 400
m.n.v., sem dve populacije koje su rasle na 800 m.n.v. (Zlobin i Velebit), dok su sve
populacije tipske podvrste uzorkovane na visinama iznad 1.000 m.n.v. Ovo moze da
ukazuje na selekciju hemotipova koji su prilagodeni datim uslovima stanista — nadmorskoj
visini 1 lokalnim bioklimatskim uslovima, ili moze biti posledica ovakvog uzorkovanja.
Mantelov i parcijalni Mantelov test, pak, pokazuju da nema korelacije izmedu bioklimatskih
parametara i flavonoidnih profila, ali da postoji statisticki znacajna korelacija sa geografskim

regionom. Geografski blize populacije su sli¢nije, §to smo videli 1 kod S. wontana.
311



Doktorska disertacija Diskusija

Flavonoidi kod vrste S. su#bspicata ne samo $to ocrtavaju razlike izmedu dve podvrste,
veé 1 jasno razdvajaju populacije, za razliku od vrste S. montana, gde je varijabilnost
flavonoida unutar podvrsta montana 1 variegata jako velika pa ne mogu da se uoce razlike na
populacionom nivou. Ovi rezulati su u saglasnosti sa morfoloskim parametrima, kao 1 sa

rezulatima za druge dve vrste.
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5.2.4. Uporedna analiza flavonoida kod proucavanih taksona

Kod ostalih vrsta iz roda Satureja povrsinski flavonoidi su radeni kod nekoliko vrsta
sa prostora Balkana kod S. borvatii 1 S. visianii, S. cuneifolia 1 S. adamovicii (Marin 1 sar. 2002,
2003), pri ¢cemu su kod svega dve vrste, pored odredivanja sastava i kvantifikovali njthove
kolicine, S. thymbra i S. spinoza iz Grcke, (Skoula i sar. 2005.). Rezultati tog istrazivanja

pokazuju, takode, da postoje razlike u profilu izmedu dve vrste.

Univarijante analize pokazuju odvajanje izmedu sve tri vrste. Matriks plot je podrzan
rezultatima analize varijanse. ANOVA, gde su grupe vrste, je pokazala odvajanje na osnovu
timonina 1 5,6-diOH-7,3"4"-triMe flavona dok ostale komponente razlikuju parove vrsta.
S. montana se odvaja od druge dve vrste na osnovu tri flavonoida (5,6,4'-triOH-7,3'-diOMe,
nepoznati i ksantomikrol). Isti broj flavonoida odvaja 1 S. Adtaibelii 1 to
5,4'-diOH-06,7-diOMe flavanon, cirzimaritin i gardenin B. S. subspicata se razdvaja samo na
osnovu dva flavonoida i to 8-metoksicirziliola i 8-metoksicirzilineola. S. wontana ssp.
variegata se od ssp. montana 1 ostalih taksona razlikuje na osnovu ND. S. subspicata ssp.
subspicata se razlikuje od ostalih na osnovu 8-metoksicirziliola 1 8-metoksicirzilineola a od S.
subspicata ssp. liburnica na osnovu salvigenina. Ksantomikrol odvaja S. subspicata ssp. liburnica
od svih ostalih, zbog velikih koli¢ina ovog jedinjenja u profilu. Ostali taksoni se grupisu u
dve grupe: (1) podvrste S. montana, ssp. montana 1 ssp. variegata 1 S. subspicata ssp. subspicata i

(2) u kojoj su S. montana ssp. pisidica i S. kitaibelir.

Linearna regresija je pokazala da kod vrsta S. montana i S. subspicata postoji mnogo
veéi broj umerenih korelacija izmedu flavonoida. Dosta ovih korelacija verovatno je
posledica puta biosinteze. Uocene su svega cetiri korelacije kod vrste S. kitaibeliz, pri cemu
je visoka korelacija izmedu neidentifikovanog jedinjenja i cirzimaritina, dok su ostale

umerene.

Klaster analiza sa vrstama pokazuje da su po kvalitativhom sastavu profila flavonoida
slicnije S. montana 1 S. kitaibelii (kvadirane Mahalanobisove distance) dok Gowerove distance
pokazuje da su slicnije S. wontana i S. subspicata. Z.a Fuklidske distance, slicnije su S. kitaibelii
1S, subspicata. Razlika izmedu kladograma je verovatno posledica velike varijabilnosti profila
flavonoida kod S. montana 1 jake odvojenosti izmedu dve podvrste S. subspicata. Klaster
analiza svih Sest taksona je na sva tri tipa distanci pokazala grupisanje u jednu granu tri

razli¢ita taksona: S. montana ssp. pisidica, S. kitaibelir, S. subspicata ssp. liburnica, na osnovu
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ksantomikrola, citzimaritina, 5,6-diOH-73'4'-triOMe flavona i 5,4'-diOH-6,7-diOMe
flavanona. Ostali taksoni su grupisani na razlicite nacine u zavisnosti od distanci. Analiza
varijanse i diskriminanta analiza su dale slicne rezultate, razlika je u broju komponenti koje
opisuju ukupnu varijabilnost. Analiza varijanse pokazuje da se celokupna varijabilnost moze
opisati na osnovu tri komponente: cirzimaritina, ksantomikrola i 5,6-diOH-7,3',4'-triOMe
flavona, dok ostale komponente doprinose u manjoj meri. Diskriminantna analiza, pak,
istice samo dve komponente, ksantomikrol 1 5,6-diOH-7,3"4"-triOMe flavon. Scatter plot
PCA sa vrstama pokazuje da postoji velika varijabilnost sastava povrsinskih flavonoida kod
vrste S. montana koja pokriva druge dve vrste. Scatter plot sa taksonima pokazuje odvajane
uz minimalno preklapanje izmedu podvrsta S. subspicata. Uocava se 1 grupisanje populacija
vrste S. kitaibelii sa populacijama S. montana ssp. montana, koje zive u kontinentu (Zvornik,
Neretva 1 Gacko) kao i populacije Galicica (. montana ssp. pisidica) na osnovu cirzimaritina i
ksantomikrola dok se preostale populacije S. montana ssp. montana i ssp. variegata (primorske)
odvajaju na osnovu 5,6-diOH-7,3"4'-triOMe flavona. Analiza glavnih komponenti pokazuje
da grupisanje tri razlicita taksona (8. montana ssp. pisidica, S. kitaibelii 1 S. subspicata
ssp. liburnica), videno na klaster analizi, posledica vece koli¢ine ksantomikrola, cirzimaritina i
gardenina B kod pomenutih taksona. Slican raspored populacija, ali uz jace odvajanje je dala

1 diskriminantna analiza.

Dobijent rezultati, posebno oni kod simpatrijskih populacija, pokazuju da su uocene
razlike posledica genetickih faktora. Velika diferencijacija je uocena izmedu populacija dve
podvrste S. subspicata. Kod sve tri vrste je uoceno da su geografski blize populacije i sli¢inije

po profilu flavonoida, $to je posebno dobro uocljivo kod §. montana (Slika 5.2.4.1).

Analize simpatrijskih populacija su dodatno potvrdile uticaj genetickih faktora na
sastav flavonoida, jer su se u svim slucajevima vrste koje rastu na istom stanistu jako
odvajale. Klaster analiza pokazuje jasno grupisanje jedinki prema pripadnosti vrsti na oba

tipa distanci (Euklidske i Gowerove), samo se razlikuju duzina grana.

Analiza varfjansi 1 diskriminantna analiza pokazuju vrlo jasno razdvajanje
simpatrijskih populacija. Izdvojene komponente se preklapaju sa onima koje je pronasla
ANOVA. Diskriminantna analiza istice znacaj ksantomikrola, 5,6-diOH-7,3'4'-triMe
flavona 1 cirzimaritina i timonina za razdvajanje ovih simatrijskih populacija. Najvise su
udaljene populacije sa lokaliteta Gacko a najmanje sa lokaliteta Zlobin. Rezultati flavonoida

mnogo bolje oslikavaju razliku izmedu simpatrijskih populacija nego morfoloski karakteri.
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Sli¢no kao sa morfoloskim karakterima, moguce je uociti jako odvajanje S. subspicata
od druge dve vrste, ali i jaku diferencijaciju unutar ovog taksona, kako izmedu podvrsta
tako 1 izmedu populacija. Trend odvajanja populacija kod . kitaibelii je ovde jos uocljiviji,
dok je diferencijacija populacija bila najslabija kod S. montana, pre svega zbog izuzetno
velike varijabilnosti u sastavu povrsinskih flavonoida unutar populacija. Drugim recima,

rezultati povrsinskih flavonoida podrzavaju rezultate morfoloske analize.

AN o

- o S

Slika 5.2.4.1. Mapa distribucije povrsinskih flavonoida kod proucavanih populacija;

B._56,4'-triOH-7,3'-diOMe  flavon; -neidentifikovano  jedinjenje; B-timonin;
B_56-diOH-7,3'4'-triMe flavon; F-cirzimaritin; " -ksantomikrol; M-8-metoksicirzilineol,
M-salvigenin; M-gardenin B; punom linjjom su uokvirene populacije . subspicata,
isprekidanom linijom su uokvirene populacije S. kitaibelii.

315



Doktorska disertacija Diskusija

5.3 Alkani
5.3.1. Satureja montana

U povrsinskim voskovima izolovanim sa listova S. montana je bilo 17 alkana, duzine
od 19 do 35 wugljenikovih atoma. Dominirala su dva alkana nonakozan (C,) 1
hentriakontana (C;;), dok je prateci bio tritriakontan (Cs;). Prosecna duzina lanca (IN) je

varirala od 28 do 30, a sa njom i disperzija oko nje (d).

Postoji velika varijabilnost u profilima alkana izmedu populacija posebno variraju
cetiri komponente (C,,, C,y, C;; 1 C;;). Populacije se prema dominantnosti komponenti
mogu smestiti u jednu od tri grupe, prva grupa je sa dominantnim C,, gde su populacije
Crni vrh, Divaca, Vodnjan 1 Mokrine, u drugoj grupi sa dominantnim C;; su populacije
Jadranovo, Krk, Zvornik i Neretva, a tre¢u grupu ¢ine populacije sa slicnim kolicinama C,,
i C;; Bovec, Gacko, Galicica i Zlobin. Najvise se izdvajaju populacije Divaca (C,,),
Jadranovo (C,; i Cs;), Vodnjan (C,,) 1 Zlobin (C;s). Medutim, podvrste se slabo odvajaju,
ssp. variegata se odvaja na osnovu C,, od ssp. montana, a od ssp. pisidica na osnovu Cs, C, 1

Cs,. Tri komponente odvajaju ssp. pisidica od tipske podvrste (C,;, Cy, 1 d).

Statiticke analize su pokazale da ne postoji jasno odvajanje podvrsta na osnovu
povrsinskih alkana. Uocava se odvajanje pojedinih i grupisanje drugih populacija na osnovu
dominantne komponente. Medutim, ova grupisanja nisu ni po geografskom polozaju, ni po
bioklimatskim parametrima ni po pripadnosti podvrsti. Drugim recima, rezultati profila
alkana proucavanih populacija zbog velike varijabilnosti unutar podvrsta ne ukazuju na
odvajanje izmedu njih, iako je nesto bolja situacija sa populacijama gde se ve¢ uocavaju

razlike.

Preliminarni rezulati na manjem broju populacija (Dodos i sar. 2015) su ukazali na to
da profili povrsinskih alkana mogu da budu informativni karakteri za odvajanje podvrsta.
Posebno se na svim multivarijantnim testovima jasno odvajala podvrsta pisidica dok su se
druge dve donekle preklapale. Medutim, naknadne analize su utvrdile da je uocena jaka
diferencijacija posledica razli¢ite fenofaze uzoraka. Naime, sve populacije ssp. zontana i ssp.
variegata su bile u fazi punog cvetanja dok je populacija ssp. pisidica uzorkovana neposredno
pred pocetak cvetanja. Kada su koriséeni podaci za sve populacije ukljuc¢ujuéi populacije u
drugoj fenofazi, na PCA se vidi da se populacije podvrste pisidica koje su bile u drugacijoj

fenofazi odvajaju po dominaciji alkana kraceg niza od ostalih populacija. No, populacija
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Galicica u obe fenofaze je imala najveéi udeo C,, medutim, u fazi pre cvetanja je imala
skoro isti udeo C,, i C;;, dok u fazi cvetnja udeo C,, je opao a udeo C;; porastao skoro
50%. Naknadno je utvrdena razlika u profilu #-alkana u zavisnosti od fenofaze kod
ispitivanih taksona. Naime, u profilu mladih listova (faza pre cvetanja) dominiraju alkani
kraceg lanca, dok kod potpuno formiranih i zrelih listova dominiraju alkani duzeg lanca

(Prasad 1 Giilz, 1990; Jetter i Schiffer, 2001; Richardson i sar. 2005; Roy i sar. 2012).
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5.3.2. Satureja kitaibelii

U profilu vrste S. kitazbelii prisutan je isti broj #-alkana i duzine lanaca kao 1 kod .
montana. Medutim, kod S. kitaibelii dominira hentriakontan (C;;) a zatim sledi nonakozan

(Cy) 1 tritriakontan (Cs;). Prose¢na duzina lanaca je bila 29,4 dok je disperzija bila oko 4,1.

Sastav povrsinskih alkana kod populacija §. kitazbelii je pokazao diferencijaciju
izmedu njih na svim analizama, posedno se jako izdvaja populacija Perdap. Uocena je
korelacija nekoliko alkana sa bioklimatskim podacima i nadmorskom visinom. Nadmorska
visina je negativno korelisana sa alkanima kraceg lanca od C;, (C,; 1 C,), a pozitivho sa
duzim (C;, i C;,) Drugim recima, $to je vec¢a nadmorska visina duzi su alkani. Slican odnos
pozitivno 1 negativno korelisanih vrednosti je primeéen i kod drugih korelisanih alkana i

parametara. Medutim, ove korelacije iako jake nisu statisticki znacajne.

Rezultati analiza se prekalaju sa rezultatima dobijenim za morfoloske karaktere 1
flavonoide. Populacije ove vrste zive u klisurama gde je smanjen protok gena izmedu njih,

pa su one vise diferencirane.
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5.3.3. Satureja subspicata

Povrsinski voskovi izolovani sa listova S. subspicata su bili bogati alkanima dugog niza
od C,; do C;;. Ova jedinjenja predstavljaju oko 97% ukupnog sadrzaja alkana. Za razliku od
prethodnih vrsta kod ove postoje samo dva dominantna alkana 1 to nonakozan (C,,) 1

hentriakontan (C,;), jedino kod populacije Divaca ova dva alkana su kodominantna.

Prose¢na duzina lanca (IN) se kretala od 28,5 do 29,7 dok se disperzija oko nje (d)
kretala izmedu 1,3 1 3,3 u svim populacijama. Populacije podvrste /Zburnica su imale vece
vrednosti za IN, sem populacije Velebit koja je imala nize vrednosti, a populacije tipske

podvrste su imale uglavnom nize vrednosti, sa izuzetkom populacije Crkvice.

Uradene analize pokazuju da se podvrste . subspicata mogu odvojiti na osnovu
profila alkana, medutim, to nije slucaj sa populacijama. Tipska podvrsta se odlikuje
alkanima nesto kraceg niza (C,,, C,, 1 C;), dok alkane duzeg niza C,, C; i C;; imaju
populacije ssp. lburnica. 1zuzetak su dve populacije, po jedna iz svake podvrste koje imaju
obrnute dominantne komponente (krac¢e lance kod populacije ssp. lburnica i duze kod
populacije ssp. subspicata). Pomenute populacije su jedine koje imaju drugaciju ekspoziciju u

odnosu na ostale proucavane populacije.

Analiza alkana sa bioklimatski podacima i nadmorskom visinom je pokazala da ne
postoji statisticki znacajna korelacija izmedu njih. Ipak, uocena je blaga korelacija izmedu
nadmorske visine i dominantnih alkana, koja je posledica nadmorskih visina sa kojih su
uzorkovane jedinke. Populacije ssp. /Zburnica, koje imaju duze alkane, su uzorkovane ispod
1.000 m.n.v. dok su populacije sa kra¢im alkanima, ssp. subspicata, uzorkovane izmedu 1.000
1 1.600 m.n.v. Takode, pokazana je jaka korelacija sa ekspozicijom. Populacije Velebit i
Crkvice rastu na stani$tima koja imaju isto¢nu ekspoziciju, dok su sve ostale populacije
imale zapadnu ekspoziciju. Uticaj ekspozicije na sadrzaj etraskog ulja je primecen kod vrste
S. kbuzistanica (Hadian i sar. 2011). Mantelov i parcijalni Mantelov test su pokazali blagu ali
satisticki znacajnu korelciju izmedu profila alkana 1 geografskog regiona, koja se povecala
izostavljanjem populacije Velebit iz testa. Sto zna¢i da, uz nesto nizu rezoluciju, alkani

pokazuju istu tendenciju kao i flavonoidi 1 ispitivani morfoloski karakteri kod ove vrste.
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Profil povrsinskih alkana se pokazao kao informativan karakter za odvajanje podvrsta
S. subspicata, bez obzira §to u sastavu dominiraju samo dve komponente. Medutim, prilikom
uzorkovanja je potrebno voditi racuna i o ekspoziciji stanista na kojima biljka raste, jer to

takode, moze uticati na njihov sastav (Dodos i sar. 2017).
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5.3.4. Uporedna analiza alkana kod proucavanih vrsta

Epikutikularni voskovi imaju veoma vazne funkcije za razvoj i zivot biljke na datom
stani$tu, kao §to su sprecavanje prekomerne i nekontrolisane transpiracije, zastita od
herbivora i patogena, od prekomernog UV zracenja (Kerstiens 1996a; Knoll i Schreiber,
2000; Riederer 1 Schreiber 2001; Ristic i Jenks 2002; Oliveira i sar. 2003, Riederer i Muller,
20006). Obavaljanje ovako vazne uloge im omogucava njihov sastav, koji utice kako na
pojavu 3D struktura koje se nalaze na povrsini kutikule tako i na njihovu tacku topljenja jer
smesa Ima viSu tacku topljenja od cistth jedinjenja (Rajcevi¢ 2015). Biosinteza
epikutikulanih voskova je pod strogom genetickom kontrolom i odgovara kako na razvojne

tako 1 na sredinske uticaje (patogeni, svetlo, hladnoca, nedostatak vode i osmotski stres).

Sastav epikutikularnih voskova se menja tokom razvoja biljnih organa — mladi listovi
imaju drugaciji profil u odnosu na potpuno formirane listove (Roy i sar. 2012; Richardson i
sar. 2005; Jetter i Schiffer, 2001, Prasad i Giilz, 1990), pored toga 1 sredinski faktori: susa
(Oliveira i sar. 2003), patogeni (Yadav i sar. 2005) i UV zracenje (Dodd i Afazal-Rafii, 2000)

uticu na njihov sastav.

Povrsinski alkani kod sve tri vrste na svim anlizama pokazuju odvajanje izmedu njih.
Univarijantne analize i HCA pokazuju da se najvise odvaja vrsta S. subspicata, a da su
S. montana 1 S. kitaibelii slicnije. PCA 1 DA pokazuju preklapanje izmedu vrsta, koje je
mnogo manje na scatter plotu diskriminantne analize. Obe analize su pokazale da C,,, C;; 1
C;; alkani koji odvajaju vrste. Iako postoji preklapanje ono je najmanje izmedu vrsta
S. subspicata 1 S. kitaibelii, dok S. montana pokazuje najvecu varijabilnost.

Kada se posmatra Sest proucavanih taksona, situacija je malo jasnija. Uocljivije je koje
populacije, odnosno jedinke, doprinose smanjenju diferencijacije. Podvrste S. subspicata se
najviSe odvajaju od svih ostalih taksona na osnovu parnih alkana i to kod ssp. subspicta su
Cys 1 Cs,, a kod ssp. liburnica Cy. S. kitaibelii se najvise odvaja od obe podvrste S. subspicata i
nema preklapanja izmedu njih, dok se najslabije odvaja od S. montana ssp. pisidica. Klaster
analiza je sa kvadriranim Mahalanobisovim i Fuklidskim distancama pokazala slicne
rezultate, razlika je samo u polozaju S. k#fazbelii u drugoj kladi na kladogramima. Gowerove
distance daju potpuno drugacije rezultate na osnovu opste varijabilnosti, izdvajaju se
S. kitaibelii 1 S. montana ssp. pisidica u jednu granu, dok se druga deli na . subspicata ssp.

subspicata, zatim S. subspicata ssp. liburnica 1 grupu gde su preostale dve podvrste S. mwontana.
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PCA je pokazala rezultate koji odgovaruju klaster analizi sa prva dva tipa distanci, dok je
DA pokazala rezultate koji odgovaraju Gowerovim distancama. Scatter plot PCA pokazuje
da se jedinke populacije Derdap §. kitaibelii okruzuju jedinke S. montana ssp. pisidica, a
scatter plot DA pokazuje da su jedinke ova dva taksona izmesane.

Radi utvrdivanja koliki uticaj imaju ekoloski faktori na sastav alkana radene su
univarijantne i multivarijante analize sa Cetiri lokaliteta gde S. montana 1 S. subspicata zive
simpatrijski, tj. izlozene su istim ekoloskim uslovima. Matriks plot i ANOVA sa post-boc
testom su pokazali da se sve populacije koje Zive u istim ekoloskim uslovima razlikuju.
Matriks plot za razliku od post-hoc testa pokazuje da se simpatrijske populacije sa lokaliteta
Gacko najvise razlikuju, dok su populacije sa lokaliteta Divaca najslicnije. U post-hoc analizi
je bilo obrnuto. Multivarijante analize HCA, PCA i DA su pokazale rezultate kao i matriks
plot. Simpatrijske populacije sa lokaliteta Gacko, Zlobin se jasno odvajaju na svim
pomenutim analizama. Medutim, populacije koje zive zajedno na lokalitetima Divaca 1
Jadranovo pokazuju preklapanje izmedu sebe, iako je ono malo. DA pokazuje potpuno
odvajanje svih parova populacija na svim ispitivanim lokalitetima. Rezultati potvrduju da je
profil alkana pod jakom gentickom kontrolom. Jedinke iz populacija Divaca i Jadranovo
koje su se nasle u drugim grupama ukazuju na potencijalnu hibridizaciju izmedu vrsta koja
zive simpatrijski.

Povrsinski alkani su kod svih proucavanih taksona iste duzine, od C,, do Cj;, ali se
njihovi profili jasno razlikuju (Slika 5.3.4.1). U profilu #-alkana kod . montana dominiraju
dva alkana nonakozan (C,y) 1 hentriakontana (C;,), a pratedi je tritriakontan (Cs;). Kod
S. kitaibelii je dominantan hentriakontan (C;;), manji udeo ima nonakozan (C,,) 1 jo§ manji
tritriakontan (Cs;). Profilom S. subspicata dominiraju dva alkana, prvi ¢ini vise od 50%
sastava (nonakozan (C,y)), a drugi je hentriakontana (C;,) sa 27,6%. Izuzetak je populacija
Divaca kod koje su ova dva alkana kodominantna.

Takode, moze se primetiti da postoji razlicita varijabilnost podataka kod razlicitih
taksona. Tako manje rezolucije od flavonoida, i povrsinski alkani kod odabranih taksona
daju istu sliku. Najvise se odvaja S. subspicata, sta vise diferencijacija podvrsta kod ovog
taksona je jako uodjiva. Potom S. kitaibelii kod koje, iako nema razlika u redosledu
dominantnih komponenti izmedu populacija ipak pokazuje njihovu diferencijaciju. 1
koncano, S. montana sa izuzetno velikom varijabilnoscu, koja je toliko velika da se mogu
odvojiti samo primorske od kontinentalnih populacija, dok je diferencijacija izmedu

podvrsta i lokaliteta vise nego upitna.
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<
Slika 5.3.4.1. Mapa distribucije alkana kod proucavanih populacija; B -C,,; B - C,,; B - C,;;

- C,;; punom linijom su uokvirene populacije S. subspicata, isprekidanom linijom su
uokvirene populacije S. kztaibeliz.
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5.4 Terpeni

5.4.1 Satureja montana

U etarskom ulju izolovanom iz nadzemnog dela S. montana je detektovano 120
jedinjenja. Monoterpeni su dominantna grupa u sastavu etarskog ulja 1 ¢inili su do 86,9%
sastava. Tri monoterpena su bila dominantno zastupljena p-cimen, karvakrol i timol,
izuzetak je populacija Gacko gde je dominantna komponenta linalol. Najzastupljeniji
monoterpen je karvakrol, koji je bio prisutan u pet od 11 populacija (sa udelom od 35,2%
do 45,8%), zatim je u tri to bio p-cimen (29,3%-50,2%), a u svega dve je bio timol (25,4%-
29,3%).

Na osnovu dominantnih komponenti u sastavu etarskog ulja se mogu grupisati
populacije. Uoceno grupisanje populacija nije prema pripadnosti podvrsti vec¢ je prema
geografskom polozaju. Populacije koje rastu blize moru u profilu imaju dominantne
komponente karvakrol, timol (fenolna), dok one koje rastu dublje u kontintnetu imaju p-
cimen, linalol i kariofilen oksida (nefenolna jedinjenja).

Analize sa podvrstama su pokazala da su slic¢nije ssp. montana 1 ssp. variegata na sva tri
tipa distanci, $to nije iznendujuce jer vecina populacija ovih podvrsta zive u primorskom
delu. Prema dominantnoj komponenti mozemo razlikovati tri (karvakrolni, p-cimenski i
timolni) dok na osnovu kladograma razlikujemo cetiri hemotipa (linaolni, timolni,
karvakrolni i p-cimenski) koji su razlicito zastupljeni u populacijama. Zanimljivo je da se
timolski hemotip (gde je timol deo istog biosintetskog puta kao karvakrol i p-cimen) dosta
razlikuje od prethodna dva, kada se posmatraju tri hemotipa. U slucaju cetiri hemotipa
najvise se izdvaja linalolni u odnosu na ostala tri. Najveéi broj jedinki iz razlicitih

primorskih populacija se smesta u karvakrolnu kladu.
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Slika 5.4.1.1. Distribucija cetiri hemotipa kod proucavanih populacija S. montana
- karvakrol, M- timol, "'~ p-cimen, - linalol; 1-Bovec; 2-Crni vrh; 3-Divaca; 4-Jadranovo;
5-Zlobin; 6-Krk; 7-Sibinj; 8-Makarska; 9-Mokrine; 10-Gacko; 11-Galic¢ica

Dobijeni rezultati (Slika 5.4.1.1) pokazuju da u sastavu etarskog ulja kod . montana
postoji velika varijabilnost Sirom areala, $to je u skladu sa literaturnim podacima (Tabela
5.4.1.1 i Slika 5.4.1.2). Dominantne komponene variraju u zavisnosti od regiona. Karvakrol
kao dominantna komponenta je pronadena u sastavu kod 60% etarskih ulja izolovanih iz
prirodnih populacija S. montana, ukljucujuci sve tri podvrste, mada veéina autora nije
navodila podvrstu. Etarska ulja iz biljaka su izolovana od Francuske do Grcke, najvise ih je
izolovano sa lolaliteta u Hrvatskoj (21), zatim Albaniji (16), Crnoj Gori (6), Bosni 1
Hercegovini (3), Srbiji (2), Makedoniji (1) 1 Grckoj (1). U sastavu etarskog ulja kao
dominantne su odredene fenolne komponente (karvakrol, timol) kao i nefenolne (p-cimen,
y-terpinen, geraniol, linalol). Generalno posmatrano, na osnovu dostupne literature se moze
uociti da u delovima areala koji su pod vecim uticajem mediterenaske klime dominira
fenolni hemotip, a kako njen uticaj slabi nefenolni hemotipovi su zastupljeniji. U regionu
juzne Francuske i severne Italije u uljima dominira karvakrol (Panizzi i sar.1993; Angelini i
sar. 2003; Miladi i sar. 2013), dok su na dva lokaliteta kodominanti karvakrol i p-cimen
(Fraternale i sar. 2007; Prieto i sar. 2007). U Hrvatskoj duz obale severnog Jadrana i na
Velebitu dominira takode karvakrol ali se pojavljuje i veéi udeo timola uz smanjenje p-

cimena (Stanic i sar. 1991; Bezi¢ 1 sar. 2009; Dunki¢ 1 sar. 2012), izuzetak je uzorak sa
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Velebita u kome pored karvakrola dominira (E)-kariofilen, (Stanic i sar. 1991). U
centralnom delu Hrvatske obale i Dalmaciji opet dominira karvakrolni tip sa vecim udelom
p-cimena kod nekih uzoraka ili timola kod drugih ili pak p-terpinena kod tre¢ih (Stanic i sar.
1991; Milos i sar. 2001; Bezi¢ i sar. 2005; Dunki¢ i sar. 2010; 2012; Marin i sar. 2012; Cavar
i sar. 2013). U ovom regionu takode, javlja se i timol kao dominantna komponenta (Stanic 1
sar. 1991; Radonic i sar. 2003; Dunki¢ 1 sar. 2012). Sastav etarskog ulja pet populacija
(Jadranovo, Zlobin, Krk, Sibinj, Makarska) uzorkovanih sa prostora Hrvatske se uklapaju u
opsti profil koji pokazuje literatura, a to je da su neke populacije bogate karvakrolom, neke
timolom a neke p-cimenom. U Crnoj Gori se javlja p-cimen (Damjanovic-Vratnica 1 sar.
2011; Mihajilov-Krstev 1 sar. 2014; Hajdari 1 sar. 2016) ili njegov derivat p-cimen-7-ol
(Mihajilov-Krstev 1 sar. 2014) kao dominantna komponenta, pored njih u sastavu etarskog
ulja kod nekih dominira timol a kod drugih linalol (Mihajilov-Krstev i sar. 2014). Dalje, duz
juzne obale Jadrana i albanske obale ponovo dominira karvakrol sa ve¢im udelom
y-terpinena (Ibraliu i sar. 2011%) ili p-cimena (Ibraliu i sar. 2011% Ibraliu i sar. 2011") u
sastavu etarskog ulja. Dalje od obale u Albaniji javlja se timol kao najzastupljenija
komponenta, dok su jedinjenja karvakrol i p-cimen zastupljena u manjoj meri (Ibraliu 1 sar.
2011° Hajdari i sar. 2016). U ovom regionu se takode, javlja kao dominantna komponenta
etarskog ulja kod jednog uzorka linalol a kod drugog (E)-kariofilen (Ibraliu i sar. 2011"
Hajdari i sar. 2016). U Makedoniji u ulju S. montana ssp. pisidica su skoro podjednako
zastupljeni p-cimen 1 linalol (Slavkovska i sar. 2001), medutim, kod nasih uzoraka sa bliskog
lokaliteta pored p-cimena, koji ima najveci udeo u sastavu etarskog ulja, javljaju se sa
mnogo manjim udelom, skoro podjednakim, timol i1 kariofilen oksid. U Grckoj je
dominantna komponenta karvakrol (Michaelakis i sar. 2007). Srbija sa Kosovom se odlikuje
vecim udelom nefenolnih komponenti, linalola (Slavkovska 1 sar. 2001; Hajdari 1 sar. 2016,),
mircena (Hajdari i sar. 2010), (E)-kariofilena (Pavlovic i sar. 1987) i p-cimena (Hajdari 1 sar.
2016). Uzorak sa obale reke Lim kod koje su kodominantne a-pinen (23,6%), geranial
(23,0%) 1 limonen(19,1%) (Pavlovic¢ 1 sar. 1986). U nasim uzorcima a-pinen je bio glavna
komponenta etarskog ulja kod vrste S. subspicata. Slicna situacija je 1 u Bosni 1 Hercegovini
ode dominiraju nefenolne komponente, geraniol (Cavar i sar. 2008), p-cimen (Slavkovska i
sar. 2001) i kod jednog uzorka fenolno jedinjenje timol (Cavar i sar. 2008). Rezultati
pokazuju da u sastavu etarskog ulja kod populacije Gacko koja je uzorkovana u Bosni i

Hercegovini dominira linalol.
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U ovom radu su prvi put istrazivane populacije S. montana ssp. variegata koje zive u
Sloveniji. Profili njihovih etarskih ulja pokazuju da dominira karvakrol 1 p-cimen.
Uoceni raspored dominantnih komponenti, ako se posmatraju kao fenolne ili nefenolne,
donekle odrazavaju geografsku distribuciju. Populacije koje zive blize moru, gde je suvlje i
toplije su bogatije etarskim uljima kojima dominiraju fenolne komponente, a one koje Zive
na lokalitetima koji su dublje u kontinentu gde su vlazniji uslovi a temperature nize imaju
nefenolna jedinjenja. Slican raspored hemotipova je uocen i kod vrsta roda Thymus iz
Francuske (Thompson, 2005) i kod Satwrgja horvatii (Lakusi¢ i sar. 2011). Sto nije
iznenadujuce ako se zna da topliji i suvlji uslovi podsticu sintezu fenolnih jedinjenja kao $to

su timol 1 karvakrol (Naghdi Badi i sar. 2017).

h

kilometers

Slika 5.4.1.2. Distribucija dominantnih komponenti etarskog wulja listova prirodnih
populacija S. montana u Evropi (dostupnih iz literature) (cf. Tabela 5.4.1.1) 1 proucavane
populacije (uokvireni krugovi).
-karvakrol; -timol; -p-cimen; -linalol, -y-terpinen; - (F)-kariofilen;
M-germakren D; -borneol; M-limonen; M-gs-sabinen hidrat; M-karvakrol metil etat;
-mircen; M-bornil acetat; M-a-pinen; M-geranial; M-viridiflorol; M-druge komponente (p-
cimen-7-ol, p-cimen-8-ol, terpinen-4-ol)
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Tabela 5.4.1.1. Pregled literaturnih podataka o dominantnim komponentama etarskog ulja

S. montana
Lokalitet Glavne komponente Referenca

FR  |karvakrol (53.35%), y-terpinen (13.54%), p-cimen (13.03%)  [Miladi i sar. 2013
p-cimen (41.4%), karvakrol (37%), p-terpinen (3%) Prieto 1 sar. 2007

% karvakrol (56.82%), p-terpinen (10.03%), p-cimen (9.83%) Panizzi i sar.1993

= karvakrol (56.8%), p-terpinen (13.2%), p-cimen (9.7%) Angelini i sar. 2003
karvakrol (18%), p-cimen (14.3%), timol (9.92%) Fraternale i sar. 2007
karvakrol (19.4%), timol (16.6%), y-terpinen (6.9%) Bezic i sar. 2009
karvakrol (31%), timol (22.3%), y-terpinen (11.6%) Stanic i sar. 1991
karvakrol (36.3%), timol (14.8%), p-terpinen (6.7%) Dunkic i sar. 2012
karvakrol (31.3%), timol (25.3%), y-terpinen (4.9%)
karvakrol (37.9%), timol (18.1%), p-terpinen (4.7%)
karvakrol (31.5%), timol (15.3%), p-terpinen (7.2%)
karvakrol (59.1%), timol (20.1%), borneol (5.3%) Stanic i sar. 1991
karvakrol (63.4%), timol (19.4%), borneol (4.2%) Cavar i sar. 2013
karvakrol (23.6%), timol (19.4%), terpinen-4-ol (17.8%) Dunkic i sar. 2012
karvakrol (32.5%), timol (22.1%), linalol (3.8%) Dunkié i sar. 2012
l(;:rgx;jlj;rol (57.4%), (E)-kariofilen (13.6%), bornyl acetate Stanic i sar. 1991

(M:: timol (56.9%), p-terpinen (9.1%), p-cimen (8.7%) Stanic i sar. 1991

§ timol (45.2%), p-cimen (6.4%), p-terpinen (5.9%) Radonic i sar. 2003

T Dunki¢ i sar. 2012

timol (30.8%), karvakrol(18.3%), linalol (6.9%)

karvakrol (44.5%), p-cimen (16.9%), y-terpinen (8.7%)
karvakrol (26.2%), p-cimen (15.2%), y-terpinen (10.2%)
karvakrol (20.8%), p-cimen (17.8%), y-terpinen (9.7%)
karvakrol (13.7%), p-cimen (11.8%), y-terpinen (10.6%)

Marin i sar. 2012
Milos i sar. 2001
Milos i sar. 2001
Dunkic i sat. 2010

karvakrol (45.7%), p-cimen (12.6%), karvakrol metil etar
(11%)

Bezi¢ 1 sar. 2005

karvakrol (57.9%), p-terpinen (15.1%), p-cimen (4.1%)
karvakrol (61.1%), p-terpinen (14%), p-cimen (2.5%)

Stanic 1 sar. 1991

oeraniol (22.3%), karvakrol (10.6%), terpinen-4-ol (10.3%)

Cavar i sar. 2008

p-cimen (13.3%), trans-sabinen hidrat (9.3%), p-cimen-8-ol
(8.6%)

Slavkovska 1 sar. 2001

timol (31.7%), karvakrol(23.3%), kariofilen oksid (7.7%0)

Cavar i sar. 2008
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nastavak tabele 5.4.1.1.

timol (24.69%), linalol (15.38%), p-cimen-7-ol (15.19%) %Tj’ﬂov‘lﬁsm ! sar.

o preimen (31.37%), tmol (27.68%), p-terpinen (8.66%) g ';““;’g?f“c'vmmca '

8 p-cimen (26.14%), karvakrol(17.92%), timol (14.97%) Hajdari i sar. 2016

g  p-cimen-7-ol (24.46%), linalol (17.94%), cis-sabinen hidrat Mihajilov-Krstev i sar.

O [(14.61%) 2014
a-pinen (23.6%), geranial (23%), limonen (19.1%) Pavlovic i sar. 1987
linalol (32.58%), ¢zs-sabinen hidrat (23.05%), terpinen-4-ol Mihajilov-Krstev i sar.
(10.99%) 2014
linalol (22.8%), p-cimen (18.8%), borneol (10.6%) Slavkovska 1 sar. 2001
(E)-kariofilen (50.4%), p-cimen (14%), linalol (11.2%) Pavlovic i sar. 1987

% mircen (17.36%), viridiflorol (13.66%), germakren D (7.44%) |Hajdari i sar. 2016

o mircen (21.09%), viridiflorol (9.56%), germakren D (9.38%) [Hajdari i sar. 2016
p-cimen (29.58%), linalol (11.2%), y-terpinen (8.65%) Hajdari i sar. 2016
linalol (50.42%), p-cimen (12.16%), czs-sabinen hidrat (5.27%) |[Hajdari i sar. 2016
karvakrol (61.9%), y-terpinen (9.3%), p-cimen (1.3%) Ibraliu 1 sar. 2011*
karvakrol (54%), p-terpinen (13.1%), p-cimen (2.9%) Ibraliu i sar. 2011*
karvakrol (39.8%), y-terpinen (13.8%), timol (2.2%) Ibraliu i sar. 2011*
karvakrol (56.8%), p-terpinen (9.2%), timol (1.5%) Ibraliu 1 sar. 2011*
karvakrol (55.9%), p-cimen (14.8%), y-terpinen (4.8%) Ibraliu i sar. 2011*
karvakrol (39.5%), p-cimen (15.3%), y-terpinen (4.9%) Ibraliu i sar. 2011*

2% karvakrol (40.6%), p-cimen (17.4%), y-terpinen (5.16%) Ibraliu i sar. 2011*

% karvakrol (37.53%), p-cimen (13.34%), timol (12.43%) Ibraliu i sar. 2011°
1((2_1;77%1;(301 (40.51%), p-cimen (17.4%), cis-sabinen hidrat Tbraliu i sar. 2011
linalol (21.45%), (E)-kariofilen (6.65%), y-terpinen (5.72%)  |Hajdari i sar. 2016
Eg)éi(;j)loﬁlen (10.79%), germakren D (10.44%), borneol Ibralia i sar. 2011
timol (27.29%), karvakrol (21.07%), p-cimen (16.22%) Ibraliu i sar. 2011°
timol (31.08%), karvakrol (16.2%), p-cimen (13.73%) Hajdari i sar. 2016

é p-cimen (29.3%), linalol (24%), karvakrol (18.3%) Slavkovska i sar. 2001

g karvakrol (55.42%), p-terpinen (13.24%), p-cimen (9.45%) Michaelakis i sar. 2007
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5.4.2. Satureja kitaibelii

Etarsko ulje izolovano iz nadzemnog dela S. &ztaibelii je bilo bogato monoterpenima
koji su ¢inili od 52,1% do 84,6% ukupnog sastava etarskog ulja (detektovno je 106
jedinjenja). U profilu etarskog ulja kod ove vrste ne postoji jedinjenje ili jedinjenja, koja su
zastupljena u veéem procentu, ve¢ kod svake populacije postoji drugi odnos kako udela
pojedinih jedinjenja tako i njhovog hemijskog sastava. U populaciji Derdap je dominantan
p-cimen i tri monoterpena koja imaju slican udeo (¢s-sabinen hidrat, limonen 1 borneol),
kod populacije Poganovo postoje dve dominantnije (linalol i p-cimen) i dve manje
dominantne komponente (borneol i limonen), a u populaciji Temsica je Sest glavnih
jedinjenja sa slicnim udelom manjim od 12% (geraniol, borenol, f-bourbonen, spatulenol,

p-cimen 1 limonen).

Postoji diferencijacija populacija na osnovu sastava etarskog ulja. p-Terpinen odvaja
populaciju Derdap, linalol populaciju Poganovo, a mnogo manje koli¢ine svih glavnih

komponenti 1 nesto vecée prisustvo germakrena D odvaja populaciju Temsica.

Postoji mnogo manji broj dostupnih literaturnih podataka za sastav etarskog ulja kod
vrste S. kitaibelii nego kod prethodne vrste (Tabela 5.4.2.1). Jedan od razloga je i njena uska
geografska distribucija duz klisura Balkanskog masiva. U profilima etarskog ulja dominiraju
geraniol, koji je glavna komponenta u 44% dostupnih ulja (Pavlovic i sar. 1987; Sevarda i
sar. 1989; Dordevic¢ i sar. 2014), zatim sledi p-cimen, 33%, (Pavlovic i sar. 1987, Sevarda i
sar. 1989; Chalchat i sar. 1999; Slavkovska i sar. 2001) i najmanje zastupljen limonen sa
22%, (Konakchiev i Tsankova, 2002; Mihajilov-Krstev, 2009) kao glavna komponenta.
Sastav etarskog ulja kod proucavanih populacija se uklapa u opstu distribuciju koju
pokazuje literatura (Slika 5.4.2.1). Medutim, nasi uzoci su bili bogati 1 p-terpinenom i
f-burbonenom, koji do sada nisu pomenuti u literaturi. Slavkovska i sar. (2001) su u
populaciji koja zivi u Jelasnickoj klisuri pronasli da je kod 63% jedinki dominantan p-cimen,
kod 27% limonen a kod svega 10% #rans-sabinen hidrat. Distribucija glavnih komponenti
duz areala pokazuje da od severa ka jugu raste udeo limonena i linalola, a da geraniol i
p-cimen alterniraju, posebno u centralnom delu Balkanskog masiva. Specificnost
mikrostanista i izolovanost od drugih populacija i vrsta kod ove vrste mogli su da uti¢u na

sastav etarskih ulja.
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Slika 5.4.2.1. Distribucija dominantnih komponenti etarskog ulja prirodnih populacija §.
kitaibelii  (onih dostupnih iz literature) (cf. Tabela 5.4.2.1) i proucavanih populacija
(uokvireni krugovi).

-p-cimen; " -geraniol;  -linalol; M-limonen; ®-borneol; M-germakren D; -karvakrol;
B-(E)-kariofilen; M-geranil acetat; M-kariofilen oksid

Tabela 5.4.2.1. Pregled literaturnih podataka o dominantnim komponentama etarskog ulja

listova S. kztaibelii

Lokalitet|Glavne komponente Referenca

p-cimen (47%), (E)-kariofilen (18%), limonen (6%0) Pavlovic 1 sar. 1987
p-cimen (33.6%), karvakrol (14.1%), limonen (8.4%) Chalchat i sar. 1999
p-cimen (20.9%), limonen (16%), borneol (9.8%) Slavkovska i sar. 2001

% limonen (15.54%), p-cimen (9.99%), borneol (8.91%) Mihajilov-Krstev, 2009

& lgeraniol (24%), geranil acetat (18.8%), limonen (5.9%) Dordevic 1 sar. 2014
ceraniol (34%), geranil acetat (25%), limonen i linalol (8%) [ordevi¢ i sar. 2014
geraniol (28.1%), limonen (7.9%), linalol (5.8%) Dordevic i sar. 2014
ceraniol (30.3%), linalol (14.8%), katiofilen oksid (5.2%) Pavlovic i sar. 1987

@ limonen (15.7%), p-cimen (13.1%), germakren D (8.1%) ?;‘;tcvhge%oz
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5.4.3. Satureja subspicata

U etarskom ulju izolovanom iz nadzemnog dela . subspicata detektovano je 154
jedinjenja, sto je ujedno i najveci broj kako detektovanih tako 1 identifikovanih jedinjenja u
odnosu na druge dve proucavane vrste. Dominantna grupa jedinjenja su seskviterpeni, i to
seskviterpenski ugljovodonici, samo su kod dve populacije prisutni u veéem procentu
oksigenisani seskviterpeni (Divaca i Zlobin). U profilima etarskog ulja kod svih populacija
bar jedna od glavnih komponenti su dva seskviterpena i jedan monoterpen: (E)-kariofilen,
kariofilen oksid i a-pinen. Takode, odlika profila etarskog ulja kod ove vrste je slicna kao 1
kod prethodne (8. &itaibelii), a to je da nema komponente ¢iji udeo prelazi 50% sastava vec
se krece najvise do 31% i postoji veéi broj komponenti sa slicnim udelom. Drugim re¢ima

sastav etarskog ulja je evolutivno izvedeniji u odnosu na onaj kod vrste S. zontana.

Rezultati pokazuju odvajanje podvrsta i nesto slabije odvajanje populacija. Izuzetak je
populacija Devrske koja se grupiSe sa populacijama podvrste swbspicata, kao 1 na svim
prethodnim karakterima, pocevsi od morfometrijskih. U sastavu etarskog ulja kod ove
populacije dominira viridiflorol, jedinjenje koje nije prisutno kod ostalih populacija S.
subspicata. Ova komponenta je odvaja od ostalih populacija ssp. Zburnica 1 grupise, prividno,
blize populacijama tipske podvrste od kojih se razlikuje upravo na osnovu pomenute

komponente.

Iako je pokazano da postoji odvajanje podvrsta, koje su rasprostranjene geografski,
nije uocena statisticki znacajana korelacija sa geografskim regionom. Medutim, kada se
uklone populacije koje imaju mali broj jedinki (Velebit, Biokovo i Gacko), dobija se

statisticki znacajna korelacija (R=0,76; P<0,05).

Pregled dostupne literature pokazuje da u etarskom ulju S. swbspicata dominiraju
oksigenisani seskviterpeni, ali su i dalje dominantne komponente sa relativho malim
udelom do 30%, posebno kod populacije ssp. /lburnica (Tabela 5.4.3.1 1 Slika 5.4.3.1).
Glavne komponente u sastavu etarskog ulja kod pomenute podvrste su bile a-eudezmol, §-
eudezmol i spatulenol (Dunki¢ 1 sar. 2007; 2012). Medutim, kod nasih populacija
uzorkovani sa bliskih lokaliteta dominira kariofilen oksid koji je pronaden kao dominantna
komponenta u profilu etarskog ulja kod jedinki koje zive dublje u kontinentu u Bosni i
Hercegovini (Bektasevi¢ 1 sar. 2017). U zoni preklapanja dve podvrste, a posebno kod

podvrste subspicata, dominira monoterpen a-pinen (Skocibusi¢ i sar. 2006; Dunkié¢ i sar.
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2007; 2012; Bezi¢ i sar. 2009), sto je u skladu i sa dobijenim rezultatima. Vrste koje rastu
dublje u kontinentu u Bosni i Hercegovini odlikuju se dominacijom monoterpena
karvakrola i timola, (Gasic i Palic, 1983, Cavar i sar. 2008), komponente koje su mnogo
zastupljenije u profilu etarskog ulja kod vrste S. montana. U Crnoj Gori blize obali Jadrana
dominiraju seskviterpenski ugljovodonici (E)-kariofilen, gremakren D i biciklogermakren.

(Mihajilov-Krstev, 2009).

\\
h N %

™ et RIS

L9 p
Slika 5.4.3.1. Distribucija dominantnih komponenti etarskog ulja u prirodnim populacijama
S. subspicata (iz dostupne literature) (cf. Tabela 5.4.3.1) i proucavanih populacija (uokvireni
krugovi).

-a-eudezmol; M-f-eudezmol; M-spatulenol; M-kariofilen oksid; M-a-pinen; *-p-cimen; M-
viridiflorol; M-limonen; ®-borneol; M-germakren D; -karvakrol; M-(E)-kariofilen; M-
nepoznato 7; M-y-murolen; ¥-timol; M-karvakrol metil etar
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Tabela 5.4.3.1. Pregled literaturnih podataka o dominantnim komponentama etarskog ulja

listova §. subspicata

LokalitetGlavne komponente eferenca
a-eudezmol (18.4%), spatulenol (12.3%), f-eudezmol Dunkic i sar. 2012
(6.7%) Hnsle d sat
a-eudezmol (25.8%), spatulenol (11.9%), f-eudezmol Dunkic i sar. 2012
(7.8%) " '
a-eudezmol (29.3%), f-eudezmol (9.5%), spatulenol .

(5.4%) Dunkié i sar. 2012
a-eudezmol (20.2%), f-eudezmol (14.3%), linalol oksid Dunkic i sar. 2012
(9.5%) " '

0 _ 0 _ocCi

% E%):;t;/ﬂ)enol (21.8%), a-eudezmol (8.6%), alo-ocimen Dunkic i sar. 2012

xR . 0

S [spatulenol (19.6%), f- %), a-
patulenol (19.6%), f-eudezmol (12.3%), a-eudezmol .

= (4.3%) Dunkic i sar. 2012

_ %) a- 0
¥ euodezmol (26.3%), a-eudezmol (9.9%), spatulenol Dunkic i sar. 2007
(5.7%)
a-pinen (42.6%), ocimen<(E)-beta-> (8.5%), karvakrol Dunkic i sar. 2012
(7.6%) e sat
a-pinen (24.2%), a-terpinen (6.2%), limonen (7.1%) Bezi¢ 1 sar. 2009
a-pinen (52.9%), p-cimen (16.7%), p-terpinen (5.1%) Dunki¢ i sar. 2007
karvakrol (16.8%), a-pinen (13.6%), p-cimen (10.8%) Skocibusic i sar. 2006
karvakrol (58.1%), terpinen-4-ol (18.5%), a-terpineol Gasic i Palic. 1983
(7.3%) ’

% timol (28.6%), karvakrol (27.9%), spatulenol (9%) Cavar i sar. 2008
(E)-kariofilen (14%), cis- § -ocimen (12.1%), a-pinen Bektatevic i sar. 2017
(10.2%) v !

% (E)-kariofilen (11.9%), germakren D (9.6%), Mihaiilov-Krstev. 2009

S biciklogermakren (8.3%) ) .
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5.4.4. Uporedna analiza sastava etarskih ulja kod proucavanih takosna

Profili etarskih ulja pokazuju dominaciju razlic¢itih tipova jedinjenja kod svih
proucavanih taksona. U profilu etarskog ulja vrsta S. montana 1 S. kitaibelii dominiraju
monoterpeni, posebno oksigenisani, uz poveéanje udela seskviterpena kod . &#tazbelii, dok

kod . subspicata dominiraju seskviterpenski i monoterpenski ugljovodonici.

Univarijantne analize su pokazale da se vrste mogu odvojiti na osnovu sastava
etarskog ulja. Populacije §. montana imaju dve dominantne komponente (p-cimen i
karvakrol) u sastavu etarskog ulja, S. kitaibelii jednu komponentu (p-cimen), a profil S.
subspicata se odlikuje vecim brojem komponenti sa manjim udelom. Klaster analize vrsta su
pokazale da su na osnovu ukupne varijabilnosti sastava etarskog ulja slicnije vrste S. montana
18, kitaibelii a u slucaju glavnih komponenti su slicnije S. &itaibelii 1 S. subspicata. Ovi rezultati
pokazuju da se etarska ulja vrsta koje rastu na stanistima koja su dublje u kontinentu gde je
uticaj mediteranske klime slabiji odlikuju ve¢im udelom nefenolnih komponenti (Slika
5.4.4.1). Najvise se odvajaju podvrste S. subspicata, zatim vrsta S. kitaibelii, dok su podvrste
S. montana potpuno preklopljene. Preklapanje podvrsta u okviru vrste S. montana je
ocekivano jer su prethodne analize pokazale da postoji nekoliko hemotipova i da se

populacije grupisu prema zastupljenosti hemotipova, a ne prema pripadnosti podvrsti.

Radi odgovora na pitanje da li je veci uticaj ekoloskih ili genetickih faktora na sastav
terpena, uradene su univarijante (ANOVA) 1 multivarijante analize (HCA, PCA 1 DA)
simpatrijskih populacija, tj. populacija koje zive u istim ekoloskim uslovima. Simpatrijske
populacije su pronadene kod vrsta S. montana i S. subspicata. Sve analize su pokazale da se
razlikuju profili etarskog ulja kod posmatranih vrsta. ANOVA 1 matriks plot pokazuju da su
najrazli¢itije populacije na lokalitetu Gacko. Multivarijante analize pokazuju odvajanje na
svim lokalitetima prema pripadnosti vrsti. Izuzetak je nekoliko jedinki vrste S. subspicata sa
lokaliteta Zlobin koje se grupisu sa jedinkama vrste S. montana zbog veceg udela p-cimena u
sastavu etarskog ulja. Ovi rezultati pokazuju da je mnogo vedi uticaj genetickih faktora na

profil etarskog ulja od ekoloskih.

Pregled literature pokazuje da postoji nekoliko hemotipova (x-eudezmol, f-eudezmol
1 spatulenol) (Dunki¢ i sar. 2012) ili jedan a-pinenski (Bezi¢ i sar. 2009) i kod vrste S.
subspicata. Medutim, kod vrste S. montana do sada nisu uoceni hemotipovi ve¢ samo da

postoji velika varijabilnost u sastavu etarskog ulja i1 to fenolnih komponenti, karvakrola i
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timola i njthovih prekursora p-cimena i p-terpinena (Cavar i sar. 2013, Dunki¢ i sar. 2012,
Bezic¢ i sar. 2009). Rad koji se bavio revizijom specijalizovanih metabolita prisutnih u rodu
Satureja je pokazao da se po dominantnim komponentama etarskog ulja sve vrste ovog roda
mogu svrstati u tri opsta hemotipa (Saeidnia 1 sar. 20106). Prvi opsti hemotip ¢ine aromaticni
p-mentan monoterpeni (karvakrol, timol i p-cimen). Drugi opsti hemotip su alifaticni p-
mentan monoterpeni (menton, izomenton, pulegon 1 piperiton), dok tre¢i opsti hemotip
¢ini nekoliko monoterpena i seskviterpena (kariofilen oksid, (E)-kariofilen, a-eudezmol,
spatulenol, germakren D). Profili etarskih ulja u kojima dominira p-terpinen, linalol,
geraniol 1 limonen, kao $to je slucaj sa proucavanim taksonima, nisu smesteni ni u jedan od
prethodnih hemotipova. Pomenuti autori prilikom grupisanja vrsta u hemotipove nisu uzeli
u obzir metodu destilacije i fenofazu koji imaju veliki uticaj na sastav etarskog ulja (Stanic 1

sar. 1991; Milos 1 sar. 2001).

e TC

Slika 5.4.4.1. Mapa distribucije glavnih komponenti etarskih ulja kod proucavanih
populacija; M-a-pinen;  -linalol; M-p-cimen; M-limonen; M-¢s-sabinen hidrat; ®-borneol;

-timol metil etar; M-karvakrol metil etar; -geraniol; M-timol; M-karvakrol;
B_-g-burbonen; M-(E)-kariofilen; M-y-murolen; M-germakren D; M-spatulenol; ®-kariofilen
oksid; ¥-viridiflorol; M-nepoznato 7; punom linijom su uokvirene populacije . subspicata,
isprekidanom linijom su uokvirene populacije S. kitaibelii.
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5.5. Opsta diskusija

Morfologija je osnova sitematike i morfoloski karakteri su prvi karakteri koji su se
proucavali sa taksonomskog aspekta i na osnovu kojih su bile date prve sistematike zivog
sveta. Postoje razliciti morfoloskih karaktera koji se koriste u klasifikacijama, a ovde su
obradeni samo oni koji su na osnovu literaturnih podataka bili dovoljno informativni za
odvajanje, pre svega, vrsta 1 podvrsta roda Safurega koje zive na prostoru zapadnog i
centralnog Balkana. Najinformativniji karakteri su bili oni koji su vezani za ¢asicu kod svih
taksona, dok su karakteri lista imali mnogo vecu varijabilnost. Podvrste vrste S. montana se
na osnovu ovde analiziranih karaktera slabo razlikuju. Slaba rezolucija morfometrijskih
karaktera u slucaju ove vrste je verovatno posledica velikog genetickog diverziteta koji ova
vrsta ima a $to moze biti posledica velikog areala koji ona naseljava kao i nacina oprasivanja
1 rasejavanja. Kod S. kaibelii, pak, fragmentisanost areala i izolovanost populacija se
ocrtava kroz nepotpuno odvajanje populacija na osnovu morfoloskih karaktera. Medutim,
nije iskljuceno da bi se deo ove rezolucije izgubio kada bi se obradio ve¢i broj populacija.
Morfometrijski karakteri kod S. subspicata pokazuju odvajanje podvrsta, ali ne i populacija

unutar njih.

Upotreba specijalizovanih metabolita kao hemotaksonomskih markera pocinje u
drugoj polovini proslog veka, zahvaljujuéi razvoju metoda razdvajanja i identifikacije. Prva
istrazivanja su se bavila njihovom strukturom, a sredinom druge polovine istog veka
naucnici su poceli da uvidaju znacaj fizioloske, metabolicke i evolutivne uloge ovih

specijalizovanih proizvoda metabolizma (Bager i Buchbauer, 2015).

Na osnovu fitohemijskih markera — alkana, povrsinskih flavonoida 1 etarskog ulja bilo
je moguce uociti razliku izmedu proucavanih populacija 1 podvrsta i vrsta. Alkani su
pokazali najslabiju rezoluciju usled malog broja karaktera. No, oni su pokazali slican trend
kao 1 morfoloski karakteri. Kod vrste S. montana postoji velika varijabilnost unutar
populacija, a jako mala izmedu, tako da ne postoji diferencijacija izmedu taksona. Kod .
subspicata postoji razlika izmedu podvrsta, ali je nema izmedu populacija, dok se populacije

S. kitaibelii potpuno diferenciraju.

Povrsinski flavonoidi i etarska ulja su pokazali mnogo bolju rezoluciju. U oba seta
podataka se vidi odvajanje na kontinentalne 1 primorske populacija kod vrste S. montana, pri

¢emu je odvajanje koje su pokazali flavonoidi mnogo jace. Flavonoidi su kod ove vrste

337



Doktorska disertacija Diskusija

pokazali postojanje hemotipova koji odgovaraju grubim geografskim regionima od severa
ka jugu, uz jasno odvajanje populacija koje zive dublje u kontinentu. Etarska ulja pokazuju
da postoji nekoliko hemotipova prema udelu glavnih komponenti. Njihova distribucija je u

grubom pravcu primorje-kontinent.

Kod vrsta roda Thymus koje rastu u Francuskoj kao 1 kod Satureja horvatii pokazano je
da postoji razlika u distribuciji hemotipova prema tipu jedinjenja duz temperaturnog
gradijenta. Blizu Mediterana, u suvim i toplim uslovima, dominira fenolni hemotip
(karvakrol i timol), dok na stanistima koji su dublje u kontinentu, iznad 400 m.n.v., gde je
vlaznije 1 hladnije dominira nefenolni hemotip (geraniol, a-terpineol, linalol) (Thompson,
2005; Lakusi¢ 2011). Slican raspored hemotipova moze da se uoci i u njihovoj distribuciji
kod populacija S. montana. U primorskim populacijama dominiraju karvakrol i timol, a u
populacijama koje su dublje u kontinentu gde je slabiji uticaj Mediteranske klime to su

linalol i p-cimen.

Pomenuti markeri kod druge dve vrste su pokazali diferencijaciju populacija.
Populacije vrste S. kitaibelii su imale podjednaku varijabilnost morfoloskih karaktera, dok je
u slucaju fitohemijskih karaktera ona bila kod nekih populacija veca a kod drugih manja u
zavisnosti od proucavanog markera (flavonoida, alkana 1 etarskih ulja). Podvrste S. subspicata
se jasno odvajaju prema sastavu etarskog ulja, ¢ak se vide i razlike izmedu populacija.
Postojanje ovako velikih razlika izmedu populacija je verovatno posledica male razmene
genetickog materijala usled orografije terena. Naime, . subspicata je endemit Dinarida a §.
kitaibelii Balkanskih planina. Obe vrste naseljavaju fragmentisana stani$ta §to vremenom
dovodi do geneticke diferencijacije populacija. No, na osnovu ovih analiza nije moguce
proceniti da li su ove populacije trenutno i geneticki izolovane, ili i dalje postoji protok
gena izmedu njth. Od svih istrazivanih fitohemijskih karaktera, distribucija flavonoida
posebno dobro odslikava razlicitu evolutivhu istoriju ova tri taksona, i potvrduje ovu
tvrdnju, jer je kod svih taksona pokazano da su geografski blize populacije sli¢nije po

profilu flavonoida.

Uticaj ekoloskih (bioklimatskih) faktora na proucavane fitohemijske i morfoloske
karaktere je dodatno analiziran na cetiri simpatrijska lokaliteta sa populacijama vrsta §.
montana 1 S. subspicata. Utvrdene su razlike izmedu svih parova populacija na svim
karakterima. Jedino na lokalitetima Divaca i Zlobin, nije doslo do potpune diferencijacije

izmedu parova populacija, na prvom lokalitetu po sastavu alkana a na drugom po sastavu
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etarskog ulja. Dobijeni rezultati mogu da ukazuju na pojavu ukrstanja izmedu ove dve vrste
ili specificnosti mikrostanista na kome su zivele jedinke koje se razlikuju od ostalih iz svoje

populacije, pa su posledica slucajnosti.

Generalno gledano, razlike koje su pokazali fitohemijski 1 morfoloski karakteri
izmedu dve podvrste S. subspicata pokazuju da su ova dva taksona daleko vise difrencirana
nego S. montana i S. kitaibelii. Jasno im se razlikuju velic¢ine casica, a imaju 1 drugacije profile
etarskog ulja, flavonoida i alkana. Uocene razlike u ispitivanim populacijama mogu da budu
posledica evolutivne selekcije ka onim hemotipovima koji su bolje adaptirani na stanista u
kojima zive. Populacije ssp. /lburnica su uzorkovane sa nadmorskih visina ispod 1.000 m,
dok su jedinke tipske podvrste uzorkovane sa visina iznad 1.000 m, §to su i njihova

prirodna stanista.

Uporedna analiza svih karaktera, 1 morfometrijskih 1 fitohemijskih, sa manjim brojem
jedinki za koje imamo rezultate za sve karaktere pokazala je da uocenoj diferenciraciji
najvise doprinose profili etarskih ulja i flavonoida, a alkani i morfometrijski karakteri
mnogo manje. Primecena razlika izmedu analiziranih markera je posledica niske rezolucije
ovih markera usled relativho malog broja proucavanih karaktera (mali broj jedinjenja kod
alkana, odnosno mali broj morfoloskih karaktera uz jako veliku intrapopulacionu i
infraspecijsku varijabilnost). Iako kod flavonoida, takode, ima mali broj jedinjenja, ova
jedinjenja ne ¢ine uvek biosintetski niz poput alkana, tako da se izmedu jedinki, populacija,

podvrsta 1 vrsta razlikuju kako u relativnim kolicinama pojedinih komponenti, tako 1 u

njihovom prisustvu/odsustvu.

Dodatne populacije, kao i molekularni markeri (pre svega, izuzetno varijabilni
markeri jedarnog genoma i1 mikrosatelitni lokusi) verovatno bi doprineli boljem uvidu u

evolucionu istoriju ovih taksona.
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ZAKIJUCCI

1.

Morfometrijska analiza vrsta roda Safureja pokazala je veliku intrapopulacionu
varijabilnost karaktera listova, dok su karakteri ¢asice znatno manje varirali. Na osnovu
morfoloskih karaktera najvise se razlikuje S. subspicata od S. montana 1 S. kitaibelii, pre

svega, podvrsta S. subspicata ssp. liburnica, dok su druge dve dosta slicnije.

Proucavani karakteri, posebno oni koji se odnose na casice, pokazali su se kao
informativni na infraspecijskom 1 interspecijskom nivou kod Satureja subspicata. Kod S.
subspicata ssp. liburnica izmerene su najvece dimenzije karaktera casice po ¢emu se one

1izdvajaju od svih ostalih proucavanih taksona.

Prosecne vrednosti za morfoloske karaktere listova kod podvrsta S. montana su bile
najmanje kod ssp. variegata, a najvece kod ssp. pisidica, dok je obrnuta situacija za broj
zlezdanih trihoma na listu. Karakteri c¢asice, u proseku, imaju najvece vrednosti kod
podvrste montana a najmanje kod podvrste pisidica. Populacije S. kitaibelii pokazuju male
razlike u varijabilnosti morfoloskih parametara lista i casice. Kod vrste S. subspicata
podvrste se razlikuju na osnovu karaktera c¢asice i broja zlezdanih trihoma listova — vece

¢aice i maniji broj zlezdanih trihoma na licu lista izmereni su kod podvrste Zburnica.

Velika intra- i interpopulaciona varijabilnost proucavanih karaktera svedoci da kod .
montana ne postoji jasno odvajanje na nivou podvrsta, kao ni izmedu populacija. Kod .
kitaibelii je uocena diferencijacija populacija, a kod S. subspicata je pokazano odvajanje
podvrsta 1 naznake odvajanja populacija unutar njih. Populacije podvrste S. swbspicata

ssp. liburnica pokazuju vecu varijabilnost u odnosu na populacije tipske podvrste.

Uocene su korelacije morfoloskih karaktera i pojedinih bioklimatskih parametara,
uglavnom vezanih za temperaturu 1 padavine. Kod S. montana skoro svi karakteri casice
(sem broja zlezdanih trithoma) su u umerenoj korelaciji sa bioklimatskim parametrima
temperature, kod S. kifaibelii je samo Sirina caSice bila u negativnoj korelaciji sa skoro
svim parametrima temperature, a u pozitivnoj sa skoro svim parametrima padavina,
dok je kod S. subspicata pronaden najmanji broj korelacija. Takode, kod ove vrste
postoji 1 pozitivna korelacija izmedu morfoloskih karaktera i geografskog regiona, $to

nije bio slucaj kod druge dve vrste.
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6. Profili povrsinskih flavonoida kod proucavanih vrsta su pokazali i kvalitativau i
kvantitativhu varijabilnost. Kod skoro svih proucavanih taksona izolovano je uglavnom
po 10 flavonoida. U profilu S. montana u vecini slucajeva dominiraju 5,6-diOH-7,3'4'-
triMe flavon i cirzimaritin, kod S. &é#aibelii su to ksantomikrol i cirzimaritin, a unutar S.
subspicata  ksantomikrol (ssp. /Jiburnica) i cirzimaritin, odnosno ksantomikrol 1 8-

metoksicirzilineol (ssp. subspicata).

7. Analize sastava povrsinskih flavonoida su pokazale da postoji manja razlika izmedu
podvrsta, a veca izmedu populacija S. montana, posebno u pravcu primorje-kontinent.
Dobijeno je grupisanje populacija prema geografskom regionu pre nego strogo prema
pripadnosti taksonu. Izdvajaju se tri regiona Alpsko-Istarsko-severno jadranski,
hercegovacko-juzno jadranski i makedonski. U prvom regionu su sve populacije . 7.
ssp. variegata 1 njima blize, severne populacije S. 7. ssp. montana, u drugom regionu su
kontinentalne populacije S. 7. ssp. montana 1 juzno Jadranska populacija Makarska, a u
tre¢em jedina analizirana populacija S. 7. ssp. pisidica. Profili povrsinskih flavonoida kod
S. kitaibelii pokazuju nepotpuno odvajanje izmedu populacija. Kod . subspicata
pokazuju jasnu diferencijaciju izmedu populacija, kao i podvrsta. Samo jedna analiza je
pokazala nepotpuno odvajanje podvrsta zbog populacije S. s. ssp. lburnica koja raste u
zoni preklapanja areala podvrsta S. subspicata, a analiza morfoloskih karaktera je smestila
veéi broj individua iz te populacije u tipsku podvrstu. S obzirom da je u analizi
povrsinskih flavonoida koriséeno svega nekoliko jedinki, moguce je da su izabrane one

koje pripadaju tipskoj podvrsti ili, pak, jedinkama koje su nastale ukrstanjem.

8. Povrsinski flavonoidi, analizirani na celom setu podataka, pokazuju diferencijaciju
izmedu vrsta, ukljucujudi i podvrste. Najvise se odvaja tipska podvrsta S. subspicata od
svih ostalih taksona. Kontinentalne populacije S. montana ssp. montana preklapaju se sa
populacijama . kitaibelii sa jedne, dok se primorske preklapaju sa populacijama .
montana Ssp. variegata, sa druge strane. Populacije S. subspicata ssp. liburnica se nalaze
izmedu ove dve strane. Sastav povrsinskih flavonoida je u korelaciji sa geografskom

distribucijom populacija, visokoj kod . subspicata 1 S. kitaibelii, a slaboj kod . montana.

9. U sastavu epikutikularnih voskova kod ispitivanih vrsta ucestvuje 17 alkana u nizu od
C,y do Css. Profili izmedu vrsta se razlikuju po kolicinama glavnih kopomonenti. S.
montana ima dva dominantna alkana — nonakozan i hentriakontan, dok je prateci bio

tritriakontan. Kod S. kzzaibelii postoji jedan dominantan — hentriakontan, a zatim slede
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10.

11.

12.

13.

nonakozan i tritriakontan, dok su kod S. subspicata samo dva dominantna alkana i to

nonakozan i hentriakontan.

Alkani su pokazali nepotpuno odvajanje podvrsta kod S. montana zbog velike
varijabilnosti populacija unutar vrste. Medutim, na osnovu sastava povrsinskih alkana
kod S. kitaibelii se mogu diferencirati populacije a kod . subspicata i podvrste. Podvrsta
liburnica ima alkane duzeg niza, od tipske. Izuzetak su populacije Velebit kod prve, 1
Crkvice kod druge podvrste. Profili alkana kod ove vrste su pokazali jaku korelaciju sa
ekspozicijom. Pomenute dve populacije su sa istocne, dok su ostale sa zapadne
ekspozicije. Uocena je i slaba korelacija sa nadmorskom visinom. Naime, populacije S.
5. 8Sp. liburnica su uzorkovane ispod 1.000 m.n.v., dok su populacije . s. ssp. subspicata
uzorkovane sa vecih nadmorskih visina. Najvise su diferencirane vrste S. kifaibelii i S.
subspicata, posebno podvrsta S. subspicta ssp. subspicata. S. montana pokazuje veliku
varijabilnost sastava povrsinskih alkana koja prilikom poredenja profila izmedu taksona

pokriva varijabilnost ostalih.

Kod . montana je utvrdena korelacija dva alkana (C;; 1 C;,) sa bioklimatskim podacima,
pre svega, temperaturom. Kod S. kiaibelii je vise bioklimatskih parametara, kao i
nadmorska visina, statisticki znacajno korelisano sa vecim brojem alkana. Korelacija sa
nadmorskom visinom pokazuje da $to je veca nadmorska visina to su duzi alkani.
Uocena je blaga korelacija izmedu dominantnih alkana kod . subspicata i nadmorske
visine 1 visoka korelacija sa ekspozicijom. Takode, kod ove vrste je pokazana 1 visoka
korelacija sa geografskim regionom, $to nije slucaj kod durge dve vrste. Rezultati su
pokazali veliku varijabilnost unutar populacija kod prve vrste, kod druge su verovatno
posledica malog broja proucavanih populacija, a kod trece razlicite geografske

distribucije profila alkana.

U etarskom ulju proucavanih vrsta je detektovano, u zavisnosti od vrste, od 119 (.
kitaibelity do 154 jedinjenja (. subspicata). Monoterpeni su dominantna grupa kod .
montana 1 S. kitaibeliz, dok se S. subspicata najvise razlikuje usled velike zastupljenosti

seskviterpena u etarskom ulju veéine populacija.

U etarskom ulju S. montana su tri monoterpena (p-cimen, karvakrol 1 timol) dominantno
zastupljena, uz izuzetak populacije Gacko, gde je dominantna komponenta bila linalol.

Varijabilnost sastava etarskog ulja pokazuje postojanje do 4 hemotipa koji nisu vezani
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14.

15.

16.

17.

18.

za pripadnost ni populaciji ni podvrsti, ve¢ za geografsku distribuciju u smeru
primorske-kontinentalne populacije. Najvise jedinki pripada karvakrolnom tipu, upola

manje p-cimenskom i najmanje timolnom i linalolnom.

Iako u sastavu etarskog ulja kod . k#faibelii dominiraju monoterpeni, postoji jasna
diferencijacija populacija unutar vrste. Limonen je prisutan kod skoro svih proucavanih
uzoraka, pri ¢emu je kod nekih jedinki ili populacija dominantniji, a kod drugih

predstavlja jednu od komponenti sa nesto ve¢im udelom u procentualnom sastavu.

Dominantna grupa jedinjenja u etarskom ulju vrste S. subspicata su seskviterpenski
ugljovodonici, a samo su kod dve populacije (Divaca 1 Zlobin) podvrste /fZburnica
oksigenisani seskviterpeni prisutni u vecem procentu. U profilima etarskog ulja kod
svih populacija bar jedna od glavnih komponenti je bila (E)-kariofilen, kariofilen oksid
ili a-pinen. Na osnovu 27 komponenti etarskih ulja podvrste 1 populacije S. subspicata se
jasno razdvajaju, gde se najvise odvaja populacija Gacko. Populacija iz zone preklapanja
arela dve podvrste (Pevrske) najvise se odvaja od svih ostalih iz podvrste Zburnica, $to
je u saglasnosti sa morfoloskim analizama. Pomenute populacije se najvise i razlikuju od

ostalih populacija po dominantnim komponentama.

Na osnovu profila etarskog ulja uocljive su razlike izmedu vrsta. Najvise se medusobno
razdvaju S. montana i S. subspicata. Takode, uocena je korelacija varijabilnosti sastava
etarskog ulja sa distribucijom vrsta. Vrste sa jako fragmentisanim arealom (8. kzfaibelii sa
centralnog) i umereno fragmentisanim arealom (S. subspicata sa zapadnog Balkana),
pokazuju mnogo manju varijabilnost sastava etarskog ulja u okviru populacija nego §to
je to slucaj sa vrstom S. montana, koja ima gotovo kontinuirani areal. Ova osobina se

ponavlja kod svih ispitivanih fitohemijskih, kao i morfoloskih karaktera.

Uticaj genetickih faktora, kako na sastav flavonoida, alkana i etarskih ulja, tako i na
morfoloske karaktere, potvrden je analizama populacija koje zive simpatrijski, tj.
populacija koje su izlozene istim ekoloskim uslovima. Generalno, na osnovu svih
ispitivanih morofloskih, ali 1 fitohemijskih karaktera, jasno se diferenciraju S. montana i

S. subspicata.

Sastavi povrsinskih flavonoida 1 etarskih ulja, iako pokazuju izuzetno veliku
varijabilnost, imaju vecu rezoluciju od alkana ili odabranih morfoloskih karaktera za

odvajanje proucavanih taksona na svim ispitivanim niovima (interspecijskom 1
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19.

20.

21.

interpopulacionom). Alkani su se pokazali kao dobri karakteri za diferencijaciju vrsta,

medutim, mora se voditi racuna o ekspoziciji 1 fenofazi ispitivanih individua.

Ispitani morfoloski i fitohemijski karakteri veoma dobro odslikavaju evolutivnu istoriju
1 geneticku varijabilnost sve tri proucavane vrste. Na osnovu svih ispitanih karaktera,
viste S. montana 1 S. kitaibelii su najslicnije, no, pored samih razlika u rezultatima
proucavanih karaktera i geografske distribucije, uocljiva je 1 razlika u intra- i
interpopulacionoj varijabilnosti koja odslikava kako njihovu evolutivau istoriju tako 1
danadnje areale. Istrazene populacije . kitaibelii se diferenciraju na osnovu svih
karaktera, pa ¢ak i na osnovu onih sa najmanjom rezolucijom poput alkana, dok je
gotovo nemoguce razlikovati geografski bliske populacije S. 7ontana. S druge strane, svi
markeri su se pokazali kao veoma informativni za diferencijaciju podvrsta vrste S.
subspicata, a neki cak i za diferencijaciju populacija, $to je verovatno posledica, kako uzeg

areala ove vrste, tako i njene relativne fragmentisanosti duz Dinarida.

Najmanja diferencijacija podvrsta i populacija je uocena kod S. montana. Od svih
ispitivanih vrsta, ova ima verovatno znatno vecu geneticku varijabilnost, koja se ogleda
1 u velikoj varijabilnosti fenotipskih karakteristika. Pored velike varijabilnosti, ona
poseduje i gotovo kontinuirani areal na Balkanskom poluostrvu, §to verovatno
omogucuje i stalnu razmenu genetickog materijala izmedu svih delova areala. Medutim,
izvesna diferencijacija unutar ove vrste ipak postoji, iako je ona znatno oslabljena u
odnosu na diferencijaciju kod druge dve vrste. Kada se pogleda ukupna varijabilnost
svih ispitivanih karaktera kod tipske podvrste, vidimo da je ona zapravo najveca i da
pokriva varijabilnost svih njenth podvrsta. Medutim, preklapanja ispitivanih
fitohemijskih i morfoloskih karaktera izmedu podvrste variegata i podvrste pisidica
gotovo 1 da nema, 1 svaka od podvrsta (sem tipske) pokazuje srazmerno malu
varijabilnost. Sve ovo ukazuje na geografsku diferencijaciju populacija posebno
podvrste variegata 1 podvrste pisidica, koje su geografski veoma udaljene, a da vezu
izmedu njih predstavljaju populacije tipske podvrste. Sve ovo ukazuje na to da, iako
postoji protok gena izmedu populacija, zbog nac¢ina oprasivanja dolazi do postepene

diferencijacije populacija zbog geografske distance..

Analizirani  fitohemijski 1 morfoloski karakteri su pokazali razlicite stepene
diferencijacije proucavanih taksona. Sastav povrsinskih flavonoida i etarskih ulja je

najbolje pokazao razlike kod svih proucavanih vrsta, ukljucuju¢i populacije i podvrste.
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22.

Alkani su bili pogodni za diferencijaciju vrsta. Odabrani morfoloski karakteri, narocito
oni vezani za ¢aSicu, bili su informativniji kod vrsta S. &zaibelii i S. subspicata. Uporedne
analize svih taksona su pokazale vecu diferencijaciju unutar . subspicata nego izmedu .
montana 1 8. kitaibeliz, sto ukazuje na potencijalno relativno skorije odvajanje S. &itaibelii

od S. montana.

Dobijeni rezultati ukazuju na znacaj kombinovanja morfoloskih i fitohemijskih
parametara u cilju dobijanja jasnije slike o sveukupnoj varijabilnosti vrsta. Takode,
rezultati statisticke analize zasnovane na velikom broju uzoraka jedinki, populacija, kao
1 analiziranih parametara svih taksona pokazuju kompleksnost procesa diferencijacije
populacija unutar vrsta. Takode, pokazano je da ne postoji jedinstveni obrazac za
diferencijaciju populacija (taksona), $to ukazuje da je neophodno upoznati specificnosti
svake vrste ponaosob, bez obzira §to su, u ovom slucaju, u pitanju izuzetno srodne
vrste. Dobijeni rezultati pokazuju da je za razumevanje varijabilnosti i diferencijacije
analiziranih taksona potrebno uzeti u obzir ¢itav niz genetickih, ekoloskih i istorijskih
faktora. Stoga se moze ocekivati da ¢e rezultati daljih planiranih istrazivanja, posebno sa
molekularnog aspekta, omoguditi jasniji uvid i pruziti pouzdanije odgovore na pitanja

filogeografije i filogenetskih odnosa unutar agregata Satureja montana.
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8. Prilozi

Prilog Al. Upredni prikaz merenih ¢asica kod proucavanih taksona roda Sazureja:

a) S. montana ssp. variegata; b) S. montana ssp. montana, c) S. montana ssp. pisidica; d) S.
kitaibeliy €) S. subspicata ssp. liburnica; £) S. subspicata ssp. subspicata; skala je u mm (jedan
podeok je 0,1 mm)
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Prilog A2. Upredni prikaz merenih listova kod proucavanih taksona roda Sazureja:

a) 8. montana ssp. variegata; b) S. montana ssp. montana; c) S. montana ssp. pisidica; d) S. kitaibelis,
e) 8. subspicata ssp. liburnicay £) S. subspicata ssp. subspicata
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Prilog B1. LC-MS hromatogrami i UV i MS spektri pojedinacnih flavonoida izolovanih sa

povrsine listova proucavanih taksona roda Saturea; a) 5,0,4'-triOH-7,3'-diOMe; b)timonin
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Prilog B2. LC-MS hromatogrami i UV 1 MS spektri pojedinacnih flavonoida izolovanih sa

povrsine listova proucavanih taksona roda Sazurea; a) 5,4'-diOH-6,7-diOMe-flavanon; b)

5,6-diOH-7 3'4'-triMe flavon
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Prilog B3. LC-MS hromatogrami i UV i MS spektri pojedinacnih flavonoida izolovanih sa

povrsine listova proucavanih taksona roda Sazureja; a) 8-metoksicirziliol; b) cirzimaritin
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Doktorska disertacija

Prifogi

Prilog B4. LC-MS hromatogrami i UV 1 MS spektri pojedinacnih flavonoida izolovanih sa

povrsine listova proucavanih taksona roda Sazureja; a) ksantomikrol; b) 8-metoksicirzilineol
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Prifogi

Prilog B5. LC-MS hromatogrami i UV 1 MS spektri pojedinacnih flavonoida izolovanih sa

povrsine listova proucavanih taksona roda Saturea; a) salvigenin; b) gardenin B
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Prilog B6. UV spektar flavonoida izolovanog sa povisine listova proucavanih taksona roda

Satureja;

neidentifikovano jedinjenje

mi

398



Doktorska disertacija

Prilozi

Prilog C1. GC-FID hromatogrami epikutikularnih #-alkana izolovanih sa povrsine listova

proucavanih taksona roda Sazureja; a) S. montana ssp. variegata (Krk); b) S. montana ssp.
montana (Gacko); ) 8. montana ssp. pisidica (Gali¢ica); d) S. kitaibelii Derdap)
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Doktorska disertacija Prilozi

Prilog C2. GC-FID hromatogrami epikutikularnih #-alkana izolovanih sa povrsine listova
proucavanih taksona roda Sazureja; a) S. subspicata ssp. liburnica (Zlobin); b) S. subspicata ssp.
subspicata (Crkvice)
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Doktorska disertacija Prilozi

Prilog D1. GC-FID hromatogram etarskog ulja nadzemnog dela S. montana ssp. montana; a)
Jadranovo; b) Makarska; c) Gacko
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Doktorska disertacija Prilozi

Prilog D2. GC-FID hromatogram etarskog ulja nadzemnog dela odabranih takosna .
montana: S. montana ssp. variegata: a) Bovec; b) Divaca 1 8. montana ssp. pisidica: c) Galicica
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Doktorska disertacija

Prifogi

Prilog D3. GC-FID hromatogram etarskog ulja nadzemnog dela S. £tazbelii: a) Perdap; b)
Poganovo; c¢) Temsica
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Doktorska disertacija Prilozi

Prilog D4. GC-FID hromatogram etarskog ulja nadzemnog dela S. subspicata ssp. liburnica:
a) Jadranovo; b) Zlobin; c) Velebit; d) Devrske
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Doktorska disertacija Prilozi

Prilog D5. GC-FID hromatogram etarskog ulja nadzemnog dela S. subspicata ssp. subspicata:
a) Gacko; b) Orjen; ¢) Crkvice
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Mpwnor 1.

UsjaBa o ayTopcTBy

Vime v npesume aytopa Tawa 3. Jogow

bpoj nHaoekca 63050/2010

UsjaBrbyjem
Aa je JOKTOpCKa AncepTauuja nog HacnoBom

duTtoxemujcka n mopcponowka ancdepeHumnjaLumja NpUMPOAHMX nonynauuja
Satureja montana L., S. kitaibelii Wierzb. ex Heuff. n S. subspicata Bartl. ex Vis.
(Lamiaceae)

e pesynTar COMCTBEHOr UCTPaXnBaYKor paaa;

e [a aucepTauMja y LUENVHM HU Y AeNoBMMa Huje Buna npeanoxeHa sa ctulare
Apyre Aunnome npema CTyaujCKUM nporpamuma  Apyrux BUCOKOLLKONCKMX
yCTaHoBa;

e [a Cy pe3yntat KOPEeKTHO HaBedeHU A

e [la HMCAM Kplivo/rna aytopcka npasa WU KOpUCTWMO/Na WHTENeKTyanHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTnuc aytopa

Y Beorpaay, 25.07.2018.
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Mpwnor 2.

U3jaBa 0 NCTOBETHOCTM WUTAaMMNaHe U eNIEKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paga

Mme 1 npesume aytopa Tawa 3. Joapow
Bpoj nHpekca 53050/2010
Cryaunjcku nporpam EkcnepumeHTanHa u npumMerweHa 60TaHuMKa

Hacnos paga ®utoxemmjcka M mMopdonowka AgudepeHumnjaumja NpPUPOAHUX
nonynauuja Satureja montana L., S. kitaibelii Wierzb. ex Heuff. n S. subspicata
Bartl. ex Vis. (Lamiaceae)

MeHTop ap Metap O. MapuH

M3jaBrbyjem Oa je wTamnaHa Bepsnja MOr JOKTOPCKOr paja WUCTOBETHA eNEKTPOHCKO]
BEp3uju Kojy cam rnpegao/na pagw noxparweHa y [OurutanHom penosuTopujymy
YHuBep3uterta y beorpaay.

[ossorbaBaM fa ce objaBe MOjU NWYHM nodauu Be3aHu 3a fAobujarbe akagemcKor
Ha3uBa [OKTOpa Hayka, Kao LWTO Cy UMe U npesume, rogmHa u mecto pohewa v gatym
onbpaHe paga.

OBM nn4yHM nogaunm Mory ce 00jaBUTM Ha MpPEeXHUM CcTpaHuuama aurntanqe
BubnunoTeke, y enekTpoHcKoM katanory vy nybnvkaumjama YHusepanTeta y Beorpaay.

MoTnuc aytopa

Y Beorpaay, 25.07.2018.
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Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHusepautetcky 6ubnuorteky ,Csetosap MapkoBuh* aa y [Ourutantu
penosutopujym YHusepauTeTa y Beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY AucepTauujy nofg
HacnoBom:

dutoxemujcka u mopchonowka AndepeHumjaumja NPUPOSHUX nonynauuja
Satureja montana L., S. kitaibelii Wierzb. ex Heuff. u S. subspicata Bartl. ex Vis.
(Lamiaceae)

KOja je Moje ayTopCKo Aeno.

AucepTauujy ca cBUM Npuro3vMMa npegao/na cam y enekTpoHCKOM dhopmaTy rnorogHom
3a TpajHO apxuBUpam-e.

Mojy [oKTopcKy —AucepTauujy noxpakbeHy y [OurutanHom — penosvTtopujymy
YHusepauTteta y beorpagy v gOCTynHY y OTBOPEHOM MPUCTYNy MOry Aa KOpUcTe CBWU
Koju nowTyjy ogpenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeatuBHe 3ajepHuue
(Creative Commons) 3a Kojy cam ce ogny4uno/na.

1. AytopcTteo (CC BY)
2. AytopcTtBo — HekomepuumjanHo (CC BY-NC)
@AyTOpCTBO — HeKkomepumjanHo — 6e3 npepana (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpLMjanHo — genuti nog nctum ycrnosmma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AyTopcTtBo — genuTtu nog nctnm ycnosmma (CC BY-SA)

(Monmmo aa 3aoKpyxuTe camo jefHy OA LeCT NoHyheHnx nuueHum.
KpaTtak onuc nuueHum je cactaBHU 4e0 OBE U3jaBe).

MoTnuc aytopa

Y beorpagy, 25.07.2018.
—~
Qc(ggup Masga




1. AytopcTBo. [Jo3BorbaBaTte yMHOXaBawe, OUCTpMOYyUMjy M jaBHO caomnwiTaBare
Aena, n npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauduH ogpeheH of cTpaHe ayTopa
Unu gasaoua nuueHue, Yak n y komepuumjanHe cepxe. OBo je HajcrnoboaHuja o CBUX
nmueHum.

2. AytopcTBO — HeKkomepuwmjanHo. [lo3BorbaBate yMHOXaBawe, AUCTpPUbyuunjy u
jaBHO caonwiTaBawe Aerna, u npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH
of cTpaHe ayTopa unu fasaoua nuueHue. OBa nuueHua He [03BOSbaBa KoMepLmjanHy
ynoTpeby gena.

3. AyTOopcTBO — HeKomepuujanHo — 6e3 npepapa. [Jo3BorbaBate yMHOXaBahe,
anctpmbyumnjy n jaBHO caonwiTtaBawe fena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa Wnu
ynotpebe gena y CBOM ferny, ako Ce HaBede uMe ayTopa Ha HauumH ogpeheH o
CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He A03BOMbaBa KomepLujanHy
ynotpeby aena. Y ogHocy Ha cBe ocTane nuvueHue, OBOM fMLEHLOM Ce orpaHvyaBa
Hajsehn obum npaBa kopuwhena gena.

4. AyTopcTBO — HEeKOMepuujanHo — AeriMTh nog UCTUM ycroBuma. [Jo3BorbaBarte
YMHOXaBatbe, AMCTPMOyLMjy 1 jaBHO caoniwiTaBawe Aena, u npepaje, ako ce Hasefe
umMe ayTopa Ha HadvH oapeheH of cTpaHe ayTopa unu gasaoua NUUEHLEe U ako ce
npepaga Auctpubympa nop UCTOM WNUM CAMYHOM nuueHuoM. OBa nuvueHua He
[03BOSbaBa koMmepuujandy ynotpeby gena v npepaga.

5. AyTopcTtBO — 6€e3 npepaga. [lo3BosbaBaTe YMHOXaBawe, OUCTPMOYLUNjy U jaBHO
caonwTaBawe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBara Unu ynotpebe gena 'y cBom geny,
ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH ogpefeH of cTpaHe ayTopa wunM gasaoua
nuueHue. OBa nvueHua Jo3BoSbaBa kKomepuumjanHy ynotpeby gena.

6. AyTopcTBO — pOenutu noa MUCTMM ycrnoBuma. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBahse,
anctpmnbyuujy n jaBHO caonwiTaBawe Aena, v npepage, ako ce HaBeje ume aytopa Ha
HaunH ofpeheH o cTpaHe ayTopa wnu dasBaoua nuueHue W ako ce npepaja
anctpubympa nog UCTOM MM cnudHoM  nvueHuom. OBa nuvueHua [03BOSbaBa
KomepuuvjanHy ynotpeby gena u npepaga. CnnyHa je copTBEPCKMM nuvueHuama,
O[JHOCHO NuueHLuama OTBOPEHOr Koaa.



